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Predklddand diplomova prace vznikla v Laboratofi molekuldrni antropologie KAGC P¥F UK.
Jednad se o druhé, prepracované vydani po neldspésné obhajobé v prvnim terminu.
Diplomova prace vychazi z predpokladu, Ze jednim z divod, proc celiakie (CD) vypukne
pouze u cca 2 % nositell rizikovych alel HLA, mUzZe byt rlizné silna aktivita téchto alel u
rdznych jedincl, nevyvolana exogenné. Cilem prace proto v prvni fadé bylo vytvofit nastroj
pro ovéreni tohoto predpokladu a navrhnout PCR systém na kvantifikaci alel HLA rizikovych
pro celiakii (haplotypy DQ2 a DQ8) s ambicemi rozlisit od sebe varianty DQA1*05:01 a 05:05
a DQB1*02:01 a 02:02. Dalsim cilem bylo navrzeny systém otestovat za pomoci vzorkt od
pacientl s aktivni (nelécenou) celiakii a zdravych (kontrolnich) subjekt( s negativni rodinnou
anamnézou.

Hodnoceni prace z pohledu skolitele:

Hodnoceni studentcina pristupu ke studiu problematiky i k samotné experimentalni praci
bylo popséno jiz v posudku prvni verze DP. Lze shrnout, Ze diplomova prace vznikala
pomérné tézce a komunikace mezi Skolitelem a studentkou nebyla vidy jednoducha.
Studentka vsSak nakonec pronikla do genetické problematiky HLA a naucila se pracovat se
sekvencemi a s databdzemi, jez sekvence HLA zverejiuji, osvojila si zakladni principy a
samostatné provadéni molekularné genetickych metod (izolace DNA vysolovaci metodou,
typizace HLA pomoci metody SSP a kit Olerup, nékolik variant PCR, které bylo nutné pouzit
v ramci optimaliza¢nich krok(, izolace RNA, RT, kvantitativhi PCR a jeji vyhodnoceni).
Vysledna, prepracovana knizni forma DP reflektuje fadu pfipominek z prvni obhajoby.

Formalni droven prace

Po formdlni strance predkladand prace doznala oproti plvodni verzi vyraznych pozitivnich
zmén, presto jesté obsahuje fadu drobnych pochybeni (zejm. cetné preklepy). Format
tabulek vSak byl upraven, taktéz formalni Uroven seznamu pouzitych literarnich pramen( se
vyrazneé zlepsila. Z formalniho hlediska je DP akceptovatelna.

Shrnuti:

ProtoZe nebylo mozné s ohledem na miru variability a s ni pfimo souvisejici genetickou
podobnost studovanych rizikovych alel navrhnout takovy systém primerd a sond, ktery by
umoznil mérit expresi CD-rizikovych alel HLA az na uroven DQA1*05:01/05:05 a
DQB1*02:01/02:02, byl se zrfetelem na aktudlni znalosti sekvenci genl HLA navrien,



optimalizovan a verifikovan QPCR systém pro CD-rizikové alely nerozliSujici vySe uvedené
pary alel. Tento systém byl poté na materialu (mRNA) 10 pacientl s aktivni formou celiakie a
15 zdravych jedincl — nositell rizikovych HLA alel verifikovan a prezentované analyzy slouzi
zejména pro ovéreni funkénosti QPCR systému a jako priklad analyz, které budou
z biologického pohledu v budoucnu zajimavé. Vystupy prace byly zhodnoceny v diskuzi, kde
se Sarka Okruhlicovd i sohledem na limity prace spocivajici pravé v omezeném poctu
zkoumanych vzorkll od nositeld konkrétnich haplotypl HLA pokusila navrhnout moiné
odpovédi na nékteré fenomény pozorované a zjisténé ve své praci. S touto ¢asti DP se
vyrovnala solidné. Praci doporucuji k obhajobé a vzhledem ke vsem uvedenym faktim
navrhuji hodnotit stupném dobre.
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