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Nazev diplomové prace: Modifikace metody real-time PCR a jeji vyuziti k detekci mikroorganismi
rodu Bacillus.
Autor diplomové prace: Lenka Hubéalkova

Oponentsky posudek vypracoval: Mgr. Luka$ Cerveny, Ph.D.

Diplomova prace Lenky Hubalkové s nazvem ,Modifikace metody real-time PCR a
jeji vyuziti k detekci mikroorganismi rodu Bacillus* je vypracovana v éeském jazyce
na 114 stranach a obsahuje 18 tabulek, 42 obrazk( a 5 pfiloh. Pfi vypracovani tvodu
a diskuse vysledk( pouZzila obdivuhodnych 101 védeckych praci zahraniénich autord.
Po formalni strance je diplomova prace vypracovana velice peélivé, navic piehledné,
jasné a struéné. Grafika obrazki jde ruku vruce s vysokym standardem textu a
ocenuji i jejich tisk na kvalitné&jSi papir. Pokud jde o obsahovou stranku diplomantka
si vytyCila jako cil prace vyvoj alternativniho systétmu PCR vrealném c¢ase
zalozeném na modifikaci PCR primerd na jejich 5'- konci cytosinem s pfipojenym
fluoroforem a jeho otestovani pfi detekci bakterii rodu Bacillus. Princip metody tkvi ve
schopnosti guaninu zhaset v prib&hu amplifikace (po hybridizaci guaninu k cytosinu)
fluorescenci emitovanou fluoroforem. V tomto bodé oceriuji snahu diplomantky najit
novy v praxi aplikovatelny ,nastroj* pro detekci amplifikace DNA vzorku v redlném
Case. Tuto snahu podtrhuje i to, Ze diplomantka sama vytvofila i software pro analyzu
fluorescence vzorku v pribéhu reakce, ktery kromé znalosti metodiky real-time PCR
vyzadoval i aplikaci matematického a statistického aparatu (v kontextu s tématem
prace to povaZuji za nadstandard). Divodem byla neschopnost pouZivaného
softwaru dodavaného k pfistroji LightCycler 1.5 firmy Roche analyzovat v ¢ase se
snizujici fluorescenci vzorku, coZ je diisledkem samotného principu metody.
Vysledkem v8eho snaZeni bylo vytvofeni systému detekce fluorescence v priibéhu
reakce. Tento systém byl testovan na citlivost, specifitu, opakovatelnost a navic
porovnan s real-time PCR provedenou za uZitivdneSni dobé& béznéjsiho
interkalacniho barviva SYBR Green |. Diplomovou praci jako celek hodnotim velice
pozitivné, kromé& napadu za ni stoji i velké mnozZstvi prace a samoziejmé& nemohu
opomenout i to, Zze uvedené vysledky budou pravdépodobné prezentovany i jako
vystup feseni grantti POV MO a GACR.

Samoziejmé mam ale i nékolik vyhrad a otazek:

Jiz na str. 10 diplomantka uvadi, Ze prezentuje novy napad. Byl bych trochu

voriwvor
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2001). Na str. 23 je uvedeno, Ze multiplexni reakce se SYBR Green | neni mozna (to
neni uplné pravda existuji modifikace, které to umozfiuji Germer S. a Higuchi R,
1999). Dale chapu, ze vzhledem k pouzittmu zdroji penéz Slo primarné o vyvoj
identifikacniho (spiSe nez v diplomové praci uvadéného detekéniho) systému pro
B.anthracis, takze kapitola vénovana jemu a Bacillus cereus ,group“ v tomto rozsahu
byla celkem nutna. Nicméné nechapu, pro¢ v uvodu nepadla ani zminka o
modelovém organismu B.subtilis, ktery jste posléze pouzivali k optimalizaci (jde mi
napf. o porovnani genomu). Pak mam mirnou vyhradu k vyrazu ,protéjSkem"
pouzitym ve vété na str. 41 ... s pouZitim takto modifikovaného primeru spolu s
modifikovanym protéjskem....“ Dalo by se zde s klidnym srdcem drZet zavedené ang|.
terminologie forward a reverse primer. V obr. 34 bych uvital pozitivni kontrolu (tento
obrazek vypada jen jako nepovedena PCR).

Otazky:

1) Pro¢ jste k optimalizaci pouzivali B.subtilis? Ze skladby diplomové prace mi
vyplyva, ze cilem byla hlavné identifikace B.anthracis a genomovou DNA izolovanou
z tohoto mikroorganismu jste méli.

2) Ma identifikace pomoci real-time PCR takovy zasadni vyznam? V praci je
uvedeno, Ze pomoci fenotypovych znakl je identifikace pomérné pifesna. A vezmu-li
na védomi, Ze real-time PCR je az kone¢nym krokem identifikace (pfed tim musi
probéhnout izolace z daného materialu, kultivace, izolace DNA ...),nemam pocit, ze
by tato metoda néco ulehCovala.

3) Pfi pouzivani 5'-fluorofor-Cyt systému jste ,logicky* kvtli fluorescenénimu pozadi
pouzivali niz8i koncentraci primerQ (0,2 uM) a v pfipadé metody zaloZzené na detekci
SYBR Green | byl koncentrace primerQ v roztoku vy$si (0,5 uM). Myslim, Ze zavér
tykajici se specifity vasi metody, zaloZzeny na detekci nespecifickych produkti (zjm.
primer-dimer) je chybny. Diky vétsi koncentraci primerl mize snaze dochazet
k jejich hybridizaci a tedy vzniku primer-dimer.

4) Pouzivali jste né&jakou referenéni fluorescencni barvu? Nemam zkuSenost
s pfistrojem firmy Roche, ale vim, Ze pfistroje firem napf. Applied Biosystems nebo
Bio-rad vyZaduji pfitomnost referen¢ni barvy, pficemz vysledna fluorescence je rozdil
detektoru a reference (o$etfi se tim ,kolisavy“ objem reakéni smési).

5) Uvedené grafy znazorhuji vzdy amplifikaci jednoho vzorku nebo je to prlimér?

V popiscich obrazkd by toto mélo byt uréité uvedeno.
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6) U opakovatelnosti (Obr. 33) vidim tfi kfivky pro kaZdou koncentraci DNA v ramci
amplifikace diluéni série. Ukazujete zde reprezentativni graf z nékolika reakci nebo
jste provedla jednu reakci v triplikatu (triplicité)? V definici uvadite, Ze opakovatelnost
znamena schopnost metody podavat stale stejné vysledky pfi opakovani pokusu
v Case. Zadné éasové srovnani zde nevidim.

7) Pri identifikaci B.anthracis pomoci primerd doporu¢enych WHO je produktem PCR
amplikony dlouhé pagA (599 pb), capB (848 pb), sap (641 pb). Opravdu jste
v teplotnim profilu nezménili elongaéni &as? 72 °C po dobu 15 s mi pii této délce
produktu pfijde malo.

Navrhuji hodnoceni vyborné.

V Hradci Kralové 17.9.2008 Mgr. Lukas 9érveny, Ph.D.
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Nazev prace:
Modifikace metody real-time PCR a jeji vyuziti k detekci mikroorganismi rodu Bacillus

Cile prace

1) Vyvoj alternativniho systému PCR v realném ¢ase zaloZzeném na modifikaci PCR primerti
na jejich 5’°- konci cytosinem s pfipojenym fluoroforem a jeho otestovani pti detekci bakterii
rodu Bacillus

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 114

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova? ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni piehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroju? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouzité¢ metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? Odpovidajici mnoZstvi
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici?  ANO
PostaCuje mnozstvi experimentt k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledk? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feseni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni uroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova aroven):
Diplomova prace Lenky Hubalkové s nazvem ,,Modifikace metody real-time PCR a jeji
vyuziti k detekci mikroorganisml rodu Bacillus* je vypracovana v ¢eském jazyce na 114
stranach a obsahuje 18 tabulek, 42 obrazka a 5 piiloh. Pti vypracovani avodu a diskuse
vysledki pouzila obdivuhodnych 101 védeckych praci zahrani¢nich autord.

Po formalni strance je diplomova prace vypracovana velice peclivé, navic piehledng, jasné a
stru¢n€. Grafika obrazkl jde ruku v ruce s vysokym standardem textu a ocefuji i jejich tisk
na kvalitn&jsi papir.

Splnéni cilu prace a celkové hodnoceni:

Pokud jde o obsahovou stranku diplomantka si vyty¢ila jako cil prace vyvoj alternativniho
systtmu PCR v redlném Case zalozeném na modifikaci PCR primerd na jejich 5°- konci |
cytosinem s piipojenym fluoroforem a jeho otestovani pii detekci bakterii rodu Bacillus.
Princip metody tkvi ve schopnosti guaninu zhaSet v pribéhu amplifikace (po hybridizaci




guaninu k cytosinu) fluorescenci emitovanou fluoroforem. V tomto bodé ocefiuji snahu
diplomantky najit novy v praxi aplikovatelny ,,nastroj* pro detekci amplifikace DNA vzorku
vrealném cCase. Tuto snahu podtrhuje i to, Ze diplomantka sama vytvofila i software pro
analyzu fluorescence vzorku v priibéhu reakce, ktery kromé znalosti metodiky real-time PCR
vyZadoval 1 aplikaci matematického a statistického aparatu (v kontextu s tématem préace to
povazuji za nadstandard). Diivodem byla neschopnost pouzivaného softwaru dodavaného k
pristroji LightCycler 1.5 firmy Roche analyzovat v ¢ase se snizujici fluorescenci vzorku, co¥
je disledkem samotného principu metody.

Vysledkem v8eho snazeni bylo vytvoreni systému detekce fluorescence v pribéhu reakce.
Tento systém byl testovan na citlivost, specifitu, opakovatelnost a navic porovnan s real-time
PCR provedenou za uziti v dne$ni dobé& béZné&jsiho interkalaéniho barviva SYBR Green 1.
Diplomovou praci jako celek hodnotim velice pozitivng, kromé napadu za ni stoji i velké
mnozstvi prace a samoziejmé nemohu opomenout i to, Ze uvedené vysledky budou
pravdépodobné prezentovany i jako vystup feseni granti POV MO a GACR.

Otazky a pripominky oponenta:

JiZ na str. 10 diplomantka uvadi, Ze prezentuje novy napad. Byl bych trochu zdrzenlivéjsi a
mluvil bych o modifikaci publikované metody (napi. Kurata et al., 2001). Na str. 23 je
uvedeno, Zze multiplexni reakce se SYBR Green I neni mozna (to neni Gplné pravda existuji
modifikace, které to umoziuji Germer S. a Higuchi R., 1999). Déle chipu, Ze vzhledem
k pouZitému zdroji penéz $lo primarné o vyvoj identifika¢niho (spise nez v diplomové praci
uvadéného detekéniho) systému pro B.anthracis, takze kapitola vénovana jemu a Bacillus
cereus ,,group“ v tomto rozsahu byla celkem nutna. Nicméné nechapu, pro¢ v ivodu nepadla
ani zminka o modelovém organismu B.subtilis, ktery jste posléze pouzivali k optimalizaci
(de mi napf. o porovnani genomi). Pak mim mirmou vyhradu k vyrazu
»proté€jskem* pouzitym ve v&té na str. 41 ,,... s pouzitim takto modifikovaného primeru spolu
s modifikovanym protéjskem....“ Dalo by se zde s klidnym srdcem drZet zavedené angl.
terminologie forward a reverse primer. V obr. 34 bych uvital pozitivni kontrolu (tento
obrazek vypada jen jako nepovedena PCR).

Otazky:

1) Pro¢ jste k optimalizaci pouzivali B.subtilis? Ze skladby diplomové prace mi vyplyva, Ze
cilem byla hlavné identifikace B.anthracis a genomovou DNA izolovanou z tohoto
mikroorganismu jste méli.

2) Ma identifikace pomoci real-time PCR takovy zésadni vyznam? V praci je uvedeno, 7e
pomoci fenotypovych znakt je identifikace pomérmé piesna. A vezmu-li na védomi, Ze real-
time PCR je az kone¢nym krokem identifikace (pted tim musi prob&hnout izolace z daného
materialu, kultivace, izolace DNA ...),neméam pocit, Ze by tato metoda n&co ulehcovala.

3) Pfi pouzivani 5’-fluorofor-Cyt systému jste ,logicky“ kviili fluorescenénimu pozadi
pouzivali nizsi koncentraci primert (0,2 uM) a v ptipadé metody zaloZené na detekci SYBR
Green I byl koncentrace primerd v roztoku vyssi (0,5 uM). Myslim, Ze zavér tykajici se
specifity vasi metody, zaloZeny na detekci nespecifickych produktd (zjm. primer-dimer) je
chybny. Diky vétsi koncentraci primerii muze snidze dochazet k jejich hybridizaci a tedy
vzniku primer-dimer.

4) Pouzivali jste n&jakou referencni fluorescenéni barvu? Nemam zkuSenost s piistrojem
firmy Roche, ale vim, ze pfistroje firem napf. Applied Biosystems nebo Bio-rad vyzaduji
piitomnost referencni barvy, pii¢emz vysledna fluorescence je rozdil detektoru a reference
(oSetfi se tim ,,kolisavy* objem reakéni smési).

5) Uvedené grafy znazornuji vzdy amplifikaci jednoho vzorku nebo je to promér?
V popiscich obrazkt by toto mélo byt urc¢ité uvedeno.

6) U opakovatelnosti (Obr. 33) vidim tii kfivky pro kazdou koncentraci DNA v ramci




amplifikace dilu¢ni série. Ukazujete zde reprezentativni graf z nékolika reakci nebo jste
provedla jednu reakci v triplikatu (triplicité)? V definici uvadite, Ze opakovatelnost znamena
schopnost metody podavat stale stejné vysledky pii opakovani pokusu v ¢ase. Zadné Easové
srovnani zde nevidim.

7) Pii identifikaci B.anthracis pomoci primert doporu¢enych WHO jsou produktem PCR
amplikony dlouhé pagA (599 pb), capB (848 pb), sap (641 pb). Opravdu jste v teplotnim
profilu nezménili elongacéni ¢as? 72 °C po dobu 15 s mi pfi této délce produktii piijde malo.

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

X] vyborng [ ] velmi dobie [ |dobie [ | nevyhovél(a)

Podpis oponenta: . Vi




