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Magisterska diplomova prace Jany Cimické se zabyva zavedenim a optimalizaci molekuldrné
biologickych metod slouzicich k detekci mykotickych infekci v klinické m materidlu. Zpracované téma je
zajimavé a zdroven velmi pfinosné pro praxi. Mykotické infekce jsou ¢asto prehlizeny problém, véasna
a presna diagnostika infekéniho agens je vyznamna zejména u pacientl s oslabenou imunitou,
onkologickych pacientl a pacientd trpicich idiopatickymi stfevnimi zanéty. Soucasna diagnostika je
zaloZena predevsim na kultivacnich technikach, které jsou pomalé, malo citlivé a malo specifické.
Zavedeni molekularnich metod tedy mlze diagnostiku nejen vyrazné zrychlit, ale i zpresnit a tim
umoznit v€asné nasazeni presné zacilené |écby.

Diplomova prace md 51 stran a dle zvyklosti je ¢lenéna na Uvod, cile prace, material a metody, vysledky,
diskuzi a zavér. Rozsah a vzajemny pomeér jednotlivych ¢asti je pfiméreny a odpovidajici narokdm na
magisterské diplomové prace na Pfirodovédecké fakulté JU.

Cile prace jsou dostatecné podrobné a jasné definované.

Uvod ¢&ita 13 stran textu. Prvni podkapitolu autorka vénovala obecné biologii hub a jejich klasifikaci.
Déle porovnava stfevni mykobiom zdravé populace s mykobiomem pacientl trpicich zanétlivymi
onemocnénimi stfev a podrobné popisuje Ulohu jednotlivych druhl hub ve stfevnim mykobiomu.
V posledni podkapitole pak popisuje pficiny a mechanismy rozvoje chronickych zanétlivych
onemocnéni stfev (Crohnova choroba, ulcerézni kolitida). Celkové povaZuji Uvod za velmi zdafily, ma
jasnou a logickou strukturu a dostatecné seznamuje ctenare s feSenou problematikou.

Kapitola Material a metody je sepsana na 7 stranach, autorka zde podrobné vysvétluje vSechny
metody, které pfi své prdci pouzivala. Na tomto misté bych chtél vyzdvihnout Siroké spektrum metod,
které musela béhem feseni svého ukolu zvlddnout, povazuji to za vyznamny vklad do budouci prace
v diagnostické laboratofi. K této kapitole mam pouze nékolik (spiSe drobnych) pfipominek:

- str. 16: Vzhledem k tomu, Ze jsou vSechny primery prevzaté z literatury, bych navrhoval nazev
kapitoly 3.3.1 ,,Pfehled pouZitych primer(*, spise nez ,Design primer(*“.

- Popis PCR metod v kapitolach 3.3.2 a 3.3.3 je trochu zmateny a malo podrobny. Napf. mi
nejsou zcela jasné, metody v Tab. 3 a 4. Bylo by vhodné podrobnéji popsat, co kterd kombinace
primerd amplifikuje.

- str. 17: Marker molekulovych velikosti neni ,leader”, ale ,ladder”.

- str. 18: Chemie pro sekvenovani se jmenuje ,,BigDye 1.1 Mix“, nikoliv ,BigDie 1.1 Mix"“.

Vysledky predloZzené magisterské prace jsou shrnuty na 14 stranach, véetné 11 obrazk(. Dalsi 4
obrazky jsou pak v pfiloze. Klicovym ukolem bylo optimalizovat izolaci fungdlni DNA z formalinem
fixovanych, v parafinu zalitych vzork(, cozZ je zasadni predpoklad pro vSechny navazujici aplikace.
Autorka porovnava Ctyfi rzné izolacni kity a vyhodnocuje jejich Ucinnost. Dalsim dil¢im ukolem byla
moznych mykotickych infekci. Nasledné navazovala analyza ziskanych PCR produktl pomoci klasického
Sangerova sekvenovani, ale i pomoci sekvenovani nové generace (NGS). Optimalizovana metodika byla
poté pouzita k analyze mykotickych infekci u pacientl s Crohnovou chorobou a ulcerdzni kolitidou.



V zavérecné kapitole jsou pak prezentovany tfi kazuistiky demonstrujici smysl molekuldrné
biologického vysetifeni mykotickych infekci.

K vysledkim bych mél nékolik poznamek a otazek (prosim o struény komentar pfi obhajobé):

1.

Jednim z kritérii, podle kterych byl izolaéni kit vyhodnocen jako vhodny, byla celkova vytéznost
DNA. Tento Udaj muze byt velice zavadéjici, vzhledem k tomu, Ze vétsinu vyizolované DNA tvori
DNA z tkané. Naopak, fungdlni DNA je zde zastoupena minoritné. Namérena koncentrace DNA
tedy nemusi vypovidat nic o schopnosti kitu rozbit odolnou fungdini bunéénou sténu a
extrahovat DNA. V praci mi chybi otestovani izola¢nich kitl na néjaké bézné dostupné houbé
(kvasinka, plisen, Zampion...), coz by mohlo potvrdit vhodnost jednotlivych kitli k izolaci
fungdlni DNA. Byly takové testy provedeny?

Z prezentovanych vysledkl plyne zjisténi, Zze ve vSech vzorcich Ize detekovat houby. Souhlasi
to s dostupnou literaturou?

Navic zde nejsou zasadni rozdily mezi vzorky z negativnich pacientl a pacient(l se zanétlivymi
zménami. Ve vétsiné pripadu se jedna o celkem bézné, volné Zijici druhy. Takové vysledky Ize
velmi tézko interpretovat, je obtizné odlisit, zda se jedna o skutecné plvodce patologickych
zmén, nebo ndhodné kontaminace z prostfedi. Nikde jsem nenaSel zminku o tom, zda byly
provedeny kontrolni izolace prazdnych parafinovych blo¢kd. Vysledek z téchto analyz by velmi
pomohl s interpretaci zjisténych vysledka.

Diskuzi je vénovano celkem 5 stran textu. Autorka porovnava svoje vysledky s literdrnimi udaji i s
vysledky pochdzejicimi ze Skolici laboratore. K této kapitole nemam zadné zasadni ptripominky.

Zavérecné hodnoceni:

Autorka se béhem svého magisterského studia sezndmila s celou fadou laboratornich technik, navic
musela vétsinu pouZivanych metod sama optimalizovat, cozZ je z didaktického hlediska vidy cennéjsi,
neZ pracovat s jiz zavedenymi metodami. Dale je tfeba ocenit zajimavé téma, ambicidzni cile a objem
vykonané prace. Jazykova uroven je velmi dobrd, prace je napsana srozumitelné a ctivé s ptijatelnym
mnoZstvim pravopisnych chyb a pfeklepll. PfedloZenou magisterskou praci doporuduji k obhajobé a
hodnotim ji stupném 1.

Dopliujici otazky:

1.

Na strané 8 mé zaujala zminka, Ze u pacientl s ulcerdzni kolitidou ma koureni pozitivni
protektivni uc¢inek. MliZete to prosim okomentovat?

Na strané 8 se piSe, Ze dieta bohata na vldkninu sniZuje riziko vzniku zanétlivych stfevnich
onemocnéni ,,diky stfevnim bakteriim, které vlakninu rozkladaji na mastné kyseliny s kratkym
fetézcem, které maji protizanétlivy ucinek”. MlzZete prosim biochemicky vysvétlit, jak bakterie
rozkladaji vlakninu (=polysacharid) na kratké mastné kyseliny?

Prosim o laické vysvétleni obrazku Pfiloha C. 4.

V Ceskych Budé&jovicich 18.6.2020

Radek Sima



