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PiedloZena DP spliiuje vSechny formalni pozadavky: podepsané prohlaseni autora, svoleni k
zapujceni prace, abstrakty a klicové slova v ¢eském a anglickém jazyce, seznam zkratek. Obsah prace je
rozd&len na Uvod, Teoretickou &4st, Experimentalni ¢4st, sloZenou z Metod a Vysledki, Diskusi. Zavér,
Pouzitou literaturu a Pfilohy. Cile prace jsou uvedeny v samostatné kapitole a jsou dobie definovany.

Ptehled literatury je stru¢ny a odpovida naplni prace. Pouzité zdroje pfedstavuji velmi zajimavou
sbirku informaci o obou sledovanych mikroorganismech. Samotnad kapitola je vSak spi§ jidelnim
listkem, nabizejicim chutné pokrmy, které Vam vSak autorka ve vysledku nenabidne. Hlavni chybou
pak je, Ze n€které kapitoly piedstavuji vybér informaci zjediného &lanku: napt. kapitola 1.3.1. o
faktorech virulence u Pseudomonas aeruginosa, stejny problém je s kapitolou 1.3.2. a 1.4.1.1. Jist& by
nebylo obtizné najit novejsi publikace a zlepsit tak kvalitu textu.

V Pouzité literatufe autorka shrnuje 56 literarnich zdroji, coZ je dostateény polet. Format citaci je
jednotny a uplny, kladn€ hodnotim pééi o format nazvu druhd, coZ neni Gplng obvyklé.

Material a Metody jsou uvedeny v kapitole 3.1. a 3.2.. Jsou napsany stru¢né a piehledné. Pavlina
Majtnerovd méla piileZitost naucit se zdkladni mikrobiologické metody i metody b&Zn& pouZivané
v molekularni biologii. Autorka dobfe popisuje zejména modifikace tradi¢nich postupti, pokud ptivodni
uspofaddni pokusti nevedlo kcili. Pfi popisu pouZiti komeréni soupravy se odkazuje na dodrZeni
postupu doporu€eného vyrobcem, coZ je pripustné. Pokud viak uvadi modifikace komeréniho postupu,
viz kapitola o izolaci RNA, mély by byt soucasti ndvodu i nemodifikované kroky.

Experimentalni ¢ast zahrnuje ptipravu pasaZovaného kmene C. albicans, testovani jeho citlivosti
k fluconazolu dvéma zpisoby, ureni priméarni sekvence vybranych gent a zjisténi jejich exprese
pomoci kvantitativni RT PCR. Ve vysledkové &asti postradam vysvétleni, pro¢ byly pokusy provedeny i
propojeni jednotlivych krokii, napt. PCR a sekvenace. Hodnoceni vysledki je na dobré irovni.

V DP jsou dokumentovany ptedev§im vysledky analyzy vlivu flukonazolu na pifeZivani bungk
pasaZovanych klont C. albicans a vysledky sekvenovani vybranych gen@, ovliviiujicich rezistenci
k flukonazolu, pfitomnych u pasadZovanych kloni. .

V kapitole 4.5. Vysledky sekvenace neni uvedeno, jaké kombinace primeri pro piipravu templati
na sekvenaci jste pouZivala a jakd byla tedy olekdvana délka produkti reakce. Podle obrazku 19
odhaduji délku na 2-4 kbp. Za téchto podminek by bylo vhodné pouzit termostabilni DNA polymerazu
specializovanou pro deldi fragmenty a pravdépodobn& i mirng&jsi zpisob izolace genomové DNA.
Alternativn€ by bylo moZné pouzit kombinaci n€kolika primert a vyslednou sekvenci sloZit z kratsich,
prekryvajicich se sekvenci.




Dokumentace vysledku izolace RNA na str. 58 je velmi nekvalitni: mate k dispozici lepsi fotografii
nebo jste pomoci elektroforézy popsané v DP od sebe pruhy s 28S a 18S rRNA nerozdélila? Pokud
nezahrnuje fotografie i standard velikosti, neni mozné posoudit, zda by vyfez obsahoval DNA v piipade,
Ze by ve vzorku byla pfitomna. Je Skoda, ze jste do DP nevlozila dokumentaci optimalizaéniho pokusu
sledujiciho vliv inkubace s DNazou.

Z diplomové prace vyplyva, Ze Cast experimentdlni prace skon€ila nezdarem, i vysledky
negativnich pokusti Ize v8ak dokumentovat.

Uvod kapitoly Diskuse je velmi pekny a dobfe vystihuje zdmeéry prace. U diskuse vysledkt
sekvenace mi chybi struéné vysvétleni, jak byly sledované geny vybréany. Toto vysvétleni pfinaSeji aZ
nésledujici odstavce, které zaroven komentuji vysledky a porovnavaji je s literaturou. I tato Cast je
celkem zdafila a splituje naroky, které 1ze klast na diplomanta. Velmi ocefiuji ndvrhy na zafazeni dalSich
kontrol, rozsiteni po&tu paséazi i spektra analyzovanych gen.

Bc. Pavlina Majtnerova odevzdala péknou diplomovou praci, ktera se dobfe &te, obsahuje relativne
malé mnoZstvi pieklept a gramatickych chyb (2 hrubg, shoda podmétu a ptisudku — str.37, 57, nebo
nejednotny pravopis u rezistence). Misty se autorka odchylila od odborného stylu, napf. v Diskusi:
,Zjistili jsme n&kolik véci. Nejprve, Ze kontrolni kmen v dobrych podminkach roste ve v&t3im mnoZstvi
neZ pasazovana C. albicans.“(str. 60). Text je doplnén 21 obrazky a schematy a 13 tabulkami. Obrazky
jsou vétsinou kvalitni, s dostate¢nou legendou, u prevzatych obrazkii zpravidlais Ceskymi texty.

Celkové hodnoceni prace:

Diplomova prace Bc. Pavliny Majtneroveé fe$i velmi aktualni téma, spojené se vznikem
multirezistentnich mikrobialnich patogentl, které jsou vaZnym nebezpedim pro pacienty se sniZenou
imunitni odpovédi i pro pacienty s cystickou fibrozou. Test vlivu Pseudomonas aeruginosa na kulturu
C. albicans pti spoletné kultivaci in vitro napadit® modifikuje jejich koexistenci v t&le pacienta.
Pracovni hypotéza o zvy$ené rezistenci pasaZované kultury se potvrdila, nicméng dalsi vysledky je tieba
ovétit a k popisu zmén vyvolanych kokultivaci pouZit i dalsi metody. Autorce pieji, aby mohla v daném
projektu pokradovat a vyuZit nabyté zkuSenosti. Autorka prokdzala svou schopnost pracovat
s literaturou, ziskat hodnotna experimentalni data, prezentovat je i spravn€ analyzovat.

Doporuduji proto jeji diplomovou praci k obhajob¢ a navrhuji hodnoceni velmi dobfre.




DalSi otazky, prlpommky a vyhrady k praci:

1.

Které faktory pfispivaji k neobvyklé adhezivit¢ bun€k Candida albicans, pokud se sloZeni
polysacharidi v bun&éné sténé nevymykd kvasinkovému standardu? Lze nalézt aspartitové
proteazy i u jinych kvasinek?

2. Pro¢ je gen MDRI nadfazen genim CDRI a CDR2, kéduje-li také transportni protein (str. 26,
pozn. 8)?

3. Jak miiZe pyocyanin nepfimo poskodit gen CFTR, souvisejici s cystickou fibrozou? (str. 30)

4. Kmeny, se kterymi jste pracovala béhem DP, jsou patogenni nebo nikoliv? Pfi popisu kmen je
pouze uvedeno, z jakych sbirek pochézeji.

5. V Ptehledu literatury uvadite mnoho riznych fungicidnich latek. Pro¢ jste si pro diplomovou
praci vybrala flukonazol?

6. Pokud jste v sekvenci genu nalezla mutaci, kolikrat byla tato sekvenace zopakovéana, abyste
vyloudila experimentalni chybu — zejména v pfipad® posunové mutace? Nalezla jste nékteré
mutace i mimo kodujici oblast?

7. Které pasazované klony jste sekvenovala? Melo to né&jaky vztah kmife rezistence
k flukonazolu? Udaje o typu sekvenovanych klonti v praci chybi.

8. Ve Vysledcich postradam bliz§i informace o kvantitativni RT PCR: jaky vzorek byl pouZzit na
otestovani vhodnosti primerd? V tabulce 5 uvadite DNA templat, myslite tim cDNA nebo byla
k ovéfovani amplifikace pouZita genomova DNA?

9. Byly pro reverzni transkripci pouzity univerzalni primery nebo primery specifické pro vybrané
geny?

10. Lze predikovat funkci neznamého genu ORF19344 na zakladé homologie sekvenci, pfitomnosti
funkénich domén v kddujici sekvenci?

11. Jak si vysvétlujete mirny inhibi¢ni t€inek flukonazolu pf#i submerzni kultivaci a absenci inhibice
v mikrodiluénim testu? Vite, ktera stddia kultury nebo které morfologické typy Candida
albicans jsou vici flukonazolu nejcitlivej$i?

12. V Diskusi uvadite, ze pokus zjistujici citlivost kultur C. albicans vuci flukonazolu pti submerzni
kultivaci je zatien chybou. Jakou chybu méte na mysli?(str. 61)

13. Zavéry v DP nejsou piesné ve shod€ s vysledky, u gentit ERG11 a Orf 19.344 nebyl zjistén rozdil
mezi pasdZovanou a ptivodni kulturou.

Pripominky:

1. U horizontélni gelové elektroforézy se podminky separace uvad&ji ve V/em a dob¢ separace.

2. V Seznamu zkratek chybi nazvy geni a proteinti.

3. V eském textu je vhodné upravit popisy v pfevzatych obrazcich. Legenda k obrazku 10 je vSak
ptikladna.

4. Kapitola 1.2.9. je pfili§ struénd a vybér zmlnenych gend neni v textu vysvétlen, vyplyva az
z obsahu Experimentélni ¢4sti.

V Praze dne 18.5. 2015 oY

Michaela Schierova

(podpis oponenta)
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