Posudek na doktorandskou disertacni praci Mgr. Aleny Jiraskové,

wIntestinal metabolism of bilirubin (Stfevni metabolismus bilirubinu)*

Doktorandska disertatni prace Mgr. Aleny Jiraskové ,,Stfevni metabolismus
bilirubinu* se zabyva problematikou mikrobialniho katabolizmu bilirubinu v lidském stieve.
Tento vyzkum je velmi aktudlni a ma vyznam jak pro hlubsi pochopeni vyznamu slozit¢ho a
komplexniho systému stfevni mikroflory tak pro vyzkum problematiky novorozenecké
Zloutenky.

Prace je psana v anglickém jazyce, prace ma 99 stran a je Clenéna do 8 kapitol.
V kapitole Uvod (1 strana) je zdivodnéna aktudlnost feSené problematiky. V kapitole
Literarni ptehled k problematice (21 stran) se autorka vénuje popisu soucasného stavu feSené
problematiky, zejména metabolizmu bilirubinu a problému novorozenecké Zloutenky. Dale se
zabyva problematikou bakteridlniho druhu Clostridium perfringens jako patogenniho agens a
jako pfirozené soucasti lidské stfevni mikroflory, ktery ma vyznam pii metabolismu
zlucovych kyselin a odbouravani bilirubinu. Na tuto kapitolu navazuji jasné formulované
Cile prace (1 strana). Kapitola Material a metody (26 stran) podrobné popisuje bakteridlni
kmeny, media a metody, pouzivané pii analyze ZluCovych pigmentl a jejich redukcnich
produkti a metody genovych manipulaci, pouzité pii vyhledavani genti ucastnicich se
metabolizmu bilirubinu. Soucasti této kapitoly je 1 vhodné volena obrazkova dokumentace (4
obrazky). Vyznamnou ¢asti prace jsou Vysledky (19 stran, 15 obrazki, 18 tabulek). Autorka
analyzovala 9 ZluCovych pigmentd a jejich redukénich produkti, metabolizovanych
nepatogennim kmenem Clostridium perfringens BR1. Produkci redukénich produkti
bilirubinu testovala u velkého poctu podezielych kloni genomové knihovny E. coli. Blize
analyzovala 48 klond. Zabyvala se rovnéZ optimalizaci metody elektrotransformace
cizorodé DNA do bunck Clostridium perfringens. Cennou soudsti prace jsou rovnéz
kapitoly Diskuse (11 stran) a Souhrn (2 strany). V téchto kapitolach autorka velmi fundované
diskutuje, hodnoti a shrnuje dosaZené experimentalni vysledky i postupy, které byly voleny
k jejich ziskani. Posledni kapitola je v€novéana ptehledu literatury (9 stran), kterou autorka
pouzila pii vypracovani disertaéni prace. Soucdsti prace je i Seznam publikaci a abstrakth
autorky (1 strana) a Pod¢kovéni (1 strana).

Prace je prehlednd, vhodné ¢lenénd, srozumitelnd a svéd¢i o vyborné orientaci autorky
v dané problematice. Autorka si vytycila velmi naro¢ny cil, ktery vyzadoval zvladnuti fady
naro¢nych postupl. Lze konstatovat, ze prace splnila sledované cile. Prace piinasi nové

poznatky tykajici se zejména analyzy Zlucovych pigmentl a jejich piislusnych redukénich



produkti u kment Clostridium perfringens izolovanych z lidské stolice, o transpozonové
mutagenezi a o elektroporaci cizorodé DNA do bunék Clostridium perfringens BR1 a dalSich
kment Clostridium perfringens. 1 kdyz se nepodaftilo nalézt klon E. coli nesouci gen pro
metabolismus bilirubinu (bilirubinreduktazu), maji ziskané vysledky vyznam pro dalsi
studium feSené problematiky - mikrobidlni katabolizmus bilirubinu.

Dle Web of Science autorka publikovala vysledky své prace ve 2 védeckych pracich,
ztoho v 1 jako prvni autor. Dale publikovala vysledky price na 2 mezindrodnich
konferencich.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy.

Prace velmi srozumitelné¢ napsédna. Vyskytly se v ni jen n€které preklepy (napf. na
str. 13, 54, 75, 84) a nepfesnosti (napf. na str. 16, 21, 23 nejsou spravné uvedeny odkazy na
obrazky, na str. 59 vysvétlivky v Tabulce 5-6, na str. 39 neni uvedeno pH TEN puftru, na str.
38 je pouZita zastarala jednotka koncentrace roztoku NaOH, na str. 68 a 70 na obrazcich neni
pro gelovou elektroforézu pouzit optimalni DNA standard). Z prace neni ziejmé, v jakém
roztoku byla resuspendovana DNA pouzivana na elektrotransformace ani jak byly precistény
ligaéni smési. Testovala autorka vliv DNazové aktivity u bunék Clostridium perfringens BR1
po aplikovéani elektrického pulsu? Je znamo z literatury, zda bylo popsano provedeni
elektrotransformace Clostridium perfringens v jiném experimentalnim uspofaddni nez
v elektropora¢nich kyvetach napt. v 20ul kapickach? V praci je uvedeno, Ze geny kodujici
enzymy zodpovédné za degradaci bilirubinu by mohly byt inkorporovany do probiotickych
mikroorganismi, které jsou pouzivany pro lé€bu urcitych stfevnich infekci. O jaké
mikroorganismy se jednd? Neékterd prebiotika zieyjmé podporuji jak rist bifidobaktérii tak
klostridii. Je znamo, jaké hladiny klostridii jsou ve stfevech Zadouci, aby déti nebyly
ohroZeny novorozeneckou Zloutenkou?

Po zodpovézeni vySe uvedenych dotazii doporucuji doktorandskou disertacni praci
Mgr. Aleny Jiraskové ,,Intestinal metabolism of bilirubin (Stfevni metabolismus bilirubinu)*

k obhajobé.
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