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Díp|omová práce Lenky Hubá|kové s názvem ,,Modifikace metody rea|-time PCR a

její vyuŽití k detekci mikroorganismů rodu Bacillus.. je Vypracována v českém jazyce

na 114 stranách a obsahuje 18 tabulek,42 obrázků a 5 příloh. Při vypracování úvodu

a diskuse výs|edků pouŽi|a obdivuhodných 101 vědeckých prací zahraničních autorů.

Po formální stránce je dip|omová práce vypracována ve|ice peč|ivě, navíc přeh|edně,

jasně a stručně. Grafika obrázků jde ruku V ruce s vysokým standardem textu a

oceňuji ijejich tisk na kvalitnější papír. Pokud jde o obsahovou stránku dip|omantka

si vytyči|a jako cí| práce vývoj a|ternativního systému PcR v reá|ném čase

za|oŽeném na modifikaci PCR primerů na jejich 5'- konci cytosinem s připojeným

f|uoroforem a jeho otestování při detekci bakterií rodu Bacillus. Princip metody tkví ve

schopnosti guaninu zhášet v průběhu amp|ífikace (po hybridizaci guaninu k cytosinu)

f|uorescenci emitovanou f|uoroforem. V tomto bodě oceňuji snahu dip|omantky najít

nový v praxi aplikovatelný ,,nástroj.. pro detekci amp|ifikace DNA vzorku v reálném

čase' Tuto snahu podtrhuje ito, Že dip|omantka sama vytvoři|a i software pro analýzu

f|uorescence vzorku v průběhu reakce, kteý kromě zna|osti metodiky realtime PCR
vyŽadova| i ap|ikaci matematického a statistického aparátu (v kontextu s tématem

práce to povaŽuji za nadstandard). Důvodem by|a neschopnost pouŽívaného

softwaru dodávaného k přístroji LightCyc|er 1.5 firmy Roche ana|yzovat v čase se
sniŽující f|uorescenci vzorku, coŽ je důs|edkem samotného principu metody.

Výs|edkem všeho snaŽení bylo vytvoření systému detekce f|uorescence v průběhu

reakce. Tento systém byl testován na cit|ivost, specifitu, opakovatelnost a navíc

porovnán s rea|-time PcR provedenou za uŽití v dnešní době běŽnějšího

interka|ačního barviva SYBR Green l. Dip|omovou práci jako ce|ek hodnotím ve|ice

pozitivně, kromě nápadu za ní stojí i ve|ké mnoŽství práce a samozřejmě nemohu

opomenout i to, Že uvedené výs|edky budou pravděpodobně prezentovány i jako

výstup řešení grantů PoV Mo a GAČR.

Samozřejmě mám a|e i něko|ik výhrad a otázek:

JiŽ na str. 10 dip|omantka uvádí, že prezentuje nový nápad. By| bych trochu

zdrŽenlivější a mluvil bych o modifikaci pub|ikované metody (např. Kurata et a|',
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2001)' Na str. 23 je uvedeno, Že mu|tip|exní reakce se SYBR Green l není moŽná (to

není úp|ně pravda exístují modifikace, které to umoŽňují Germer S. a Higuchi R.,

1999). Dá|e chápu, Že vzh|edem kpouŽitému zdroji peněz š|o primárně o vývoj

identifikačního (spíše než v dip|omové práci uváděného detekčního) systému pro

B'anthracis, takŽe kapitola věnovaná jemu a Bacillus cereus,,group.. v tomto rozsahu

by|a ce|kem nutná. Nícméně nechápu, proč v úvodu nepadla ani zmínka o
mode|ovém organismu B.subÍt7is, kteý jste pos|éze pouŽiva|i k optima|izaci (de mi

např. o porovnání genomů). Pak mám mírnou výhradu kvýrazu ,,protějškem..

pouŽitým ve větě na str. 41 ,,... S pouŽitím takto modifikovaného primeru spo|u s

modifikovaným protějškem'..... Dalo by se zde s klidným srdcem drŽet zavedené ang|.

termino|ogie forward a reverse primer. V obr' 34 bych uvíta| pozitivní kontrolu (tento

obrázek vypadá jen jako nepovedená PCR).

otázky:

1) Proč jste k optimalizaci pouŽíva|i B.subtilis? Ze sk|adby diplomové práce mi

vyp|ývá, Že cí|em by|a h|avně identifikace B.anthracis a genomovou DNA izo|ovanou

z tohoto mikroorganismu jste mě|i.

2) Má identifikace pomocí rea|-time PcR takový zásadní význam? V práci je

uvedeno, Že pomocí fenotypových znaků je identifikace poměrně přesná. A vezmu-|i

na vědomi, že real-time PCR je aŽ konečným krokem identifikace (před tím musí

proběhnout izolace z daného materiá|u, ku|tivace, izo|ace DNA ...),nemám pocit, Že

by tato metoda něco u|ehčova|a.

3) Při pouŽívání 5'-f|uorofor-Cyt systému jste ,,|ogicky.. kvůli f|uorescenčnímu pozadí

pouŽíva|i niŽší koncentraci primerů (0'2 pM) a v případě metody za|oŽené na detekci

SYBR Green l by| koncentrace primerů v roztoku vyšší (0'5 ptM)' Mys|ím, Že závér

týkající se specifity vaší metody, za|oŽený na detekci nespecifických produktů (zjm.

primer-dimer) je chybný' Díky větší koncentraci primerů můŽe snáze docházet

k jejich hybridizaci a tedy vzniku primer-dimer.

4) PouŽíva|i jste nějakou referenční fluorescenční barvu? Nemám zkušenost

s přístrojem firmy Roche, a|e vím, Že přístroje firem např' Applied Biosystems nebo

Bio-rad vyŽaduji přítomnost referenční barvy, přičemŽ výs|edná f|uorescence je rozdíl

detektoru a reference (ošetří se tím ,,ko|ísavý.'objem reakční směsi).

5) Uvedené grafy znázorňuji vŽdy amp|ifikaci jednoho vzorku nebo je to průměr?

V popiscích obrázků by toto mělo být určitě uvedeno'
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6) U opakovatelnosti (obr. 33) vidím tři křivky pro kaŽdou koncentraci DNA v rámci
amp|ifikace di|uční série' Ukazujete zde reprezentativní graf zněko|ika reakcí nebo
jste provedla jednu reakci v triplikátu (trip|icitě)? V definici uvádíte, Že opakovatelnost
znamená schopnost metody podávat stá|e stejné výs|edky při opakování pokusu
v čase. Žaane časové srovnánízde nevídím.

7) Při identifikaci B.anthracis pomocí primerů doporučených WHo je produktem PCR
amp|ikony d|ouhé pagA (599 pb), capB (848 pb), sap (641 pb) opravdu jste
vteplotním profi|u nezměnili elongační čas? 72.C po dobu 15 smi při této dé|ce
produktu přijde má|o.

Navrh uji hodnocen í výborně.

V Hradci Krá|ové 17 '9,2008 Mgr. Lukáš (JbrvenÝ, Ph.D.
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Formální úroveň práce (obrazová dokumentace, graÍika, text, jazyková úroveň):
Diplomová práce Lenky Hubálkové s názvem ,,Modifikace metody real-time PCR a její
využití k detekci mikroorganismů rodu Bacillus,, je vypracována v českém jazyce na 1|4
stranách a obsahuje 18 tabulek,42 obržnků a 5 příloh. Při vypracování úvodu a diskuse
výsledků použila obdivuhodných l01 vědeckých praci zal.traničních autoru.
Po formální stránce je diplomovápráce vypracována velice pečlivě' navíc přehledně, jasně a
struěně. Graťrka obrázků jde ruku v ruce s vysokým standardem textu a oceňuji i jejich tisk
na kvalitnější papír.
Splnění cílů práce a celkové hodnocení:
Pokud jde o obsahovou stránku diplomantka si výyěila jako cíl práce vyvoj alternativního
systému PCR v reálném ěase za|oženém na modifikaci PCR primeru na jejich 5'- konci
cýosinem s připojeným fluoroforem a jeho otestování při detekci bakterií rodu Bacillus.
Princip metgdy tkví ve schopnosti guaninu zhášet v pruběhu amplifikace (po hybridizaci



guaninu k cýosinu) fluorescenci emitovanou fluoroforem. V tomto bodě oceňuji snahu
diplomantky najit nový v praxi aplikovatelný,,nástroj.. pro detekci amplifikace DNA vzorku
v reálném čase. Tuto snahu podtrhuje i to, že diplomantka Sama vývořila i software pro
ana|ýzu fluorescence vzorku v pruběhu reakce, který kromě znalosti metodiky real-time PCR
výadova| i aplikaci matematického a statistického aparátu (v kontextu s tématem práce to
povaŽuji za nadstandard). Důvodem byla neschopnost používaného softwaru dodávaného k
přístroji LightCycler 1.5 firmy Roche ana|yzovat v čase se sniŽující fluorescenci vzorkl, což
je důsledkem samotného principu metody.
Výsledkem všeho snaŽení bylo vývoření systému detekce fluorescence v pruběhu reakce.
Tento systém byl testován na citlivost, specifitu, opakovatelnost a navíc porovnán s real-time
PCR provedenou za užiti v dnešní době běŽnějšího interkalačního barviva SYBR Green I.
Diplomovou práci jako celek hodnotím velice pozitivně, kromě nápadu za ni stoji i velké
množství práce a samozřejmě nemohu opomenout i to, Že uvedené výsledky budou
pravděpodobně prezentovány i jako výstup řešení grantů PoV Mo a GAČR.

J1ž na str. 10 diplomantka uvádí, že prezentuje nový nápad. Byl bych trochu zdrženlivější a
mluvil bych o modifikaci publikované metody (např. Kurata et al., 2001). Na str. 23 je
uvedeno, že multiplexní reakce se SYBR Green I není možná (to není úplně pravda existují
modifikace, které to umožňují Germer S. a Higuchi R.' 1999). Dále chápu, že vzh|edem
k pouŽitému zdroji peněz šlo primárně o výoj identifikačního (spíše než v diplomové práci
uváděného detekčního) systému pro B.anthracis, takže kapitola věnovaná jemu a Bacillus
cereus,,gÍoUP.. v tomto rozsahu byla celkem nutná. Nicméně nechápu, proč v úvodu nepadla
ani zmínka o modelovém organismu B.subtilis, který jste posléze používali k optimalizaci
(jde mi např. o porovnání genomů). Pak mám mírnou výhradu kvyrazu
,,protějškem,, použitým ve větě na str. 4I ,,...s použitím takto modifikovaného primeru spolu
s modifikovaným protějškem...... Dalo by se zde s klidným srdcem držet zavedené angl.
terminologie forward a reverse primer. V obr. 34 bych uvítal pozitivní kontrolu (tento
obrázek vypadá jen jako nepovedená PCR)'
otázky:
1) Proč jste k optima|izaci používali B,subtilis? Ze skladby diplomové práce mi vyp|ývá, že
cílem byla hlavně identifikace B.anthracis a genomovou DNA izolovanou z tohoto
mikroorganismu jste měli.
2) Má identifikace pomocí real-time PCR takový zásadni význam? V práci je uvedeno, Že
pomocí fenotypových znaků je identifikace poměrně přesná. A vezmu-li na vědomi, že rea|-
time PCR je aŽ konečným krokem identifikace (před tím musí proběhnout izo|ace z daného
materiálu, kultivace, izo|ace DNA ...),nemám pocit' žeby tato metoda něco ulehěovala.
3) Při použiváni 5'-fluorofor-Cý systému jste ,,logicky.. kvůli fluorescenčnímu pozadi
používali niŽší koncentraci primeru (0'2 pM) a v případě metody za|oŽené na detekci SYBR
Green I byl koncentrace primeru v roztoku vyšší (0,5 pM). Myslim, že závěr týkající se
specifity vaší metody, za|ožený na detekci nespecifických produktů (zjm. primer-dimer) je
chybný. Díky větší koncentraci primeru můŽe snáze docházet k jejich hybridizaci a tedy
vzniku primer-dimer.
4) Použivali jste nějakou referenční fluorescenční barvu? Nemám zkušenost s přístrojem
firmy Roche, ale vím, Že přístroje firem např. Applied Biosystems nebo Bio-rad vyžadují
přítomnost referenční bawy, přiěemŽ výsledná fluorescence je rozdi| detektoru a reference
(ošetří se tím,,kolísavý.. objem reakční směsi).
5) Uvedené grafy znázorňují vždy amplifikaci jednoho vzorku nebo je to pruměr?
V popiscích obrázků by toto mělo bý určitě uvedeno.
ó)U atelnosti (obr. 33) vidím tři křivk kaŽdou koncentraci DNA v rámci



amplifikace diluční série. Ukazujete zde reprezentativní graf zněkolika reakcí nebo jste
provedla jednu reakci v triplikátu (triplicitě)? V definici uvádíte, že opakovatelnost znamená
schopnost metody podávat stále stejné výsledky při opakovríní pokusu v čase. Žaane časové
srovnání zde nevidím.
7) Při identifikaci B'anthracis pomocí primeru doporuěených WHo jsou produktem PCR
amplikony dlouhé pagA (599 pb)' capB (848 pb), sap (6a1 pb). opravdu jste v teplotním

filu nezměnili elongační čas? 72 "C po dobu 15 s mi při této délce produktů přiide málo.
Návrh hodnocení oponenta (znánka nebude součástí zveřejněných informací)
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