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In vitro test bunéné imunitni odpovéedi pro diagnostiku Lymeské boreliozy

Zadané cile prace, véetné tématu literarniho prehledu:

Cilem této diplomové prace bylo testovani genetické variability virulentnich faktorti ze sbért
lokélnich kmend Borrelia spp., a to novym zpusobem digitalni ,,droplet® PCR (ddPCR).
Nasledné v druhém roce mél byt provedeny in vitro testu bunécné imunitni odpovédi naj
principu degranulace ve vzorcich plné krve pacientti s akutni formou Lymeské borelidzy,
vcetné srovnani se serologickym vysetfenim pacientl, které jsou provadéné na klinickych|
pracovistich.

Cile, které si nasledn¢ zvolila Tereza Prokopova pro sepsani své diplomové prace pokryvaji

hlavné prvni rok ptivodniho planu, tedy PCR-zalozenou detekci borelii:

1. Metodou digital droplet PCR (ddPCR) detekovat boreliovou DNA v klistéci gDNA.

2. Detekovat borelie v klistatech z lokalniho sbéru PCR metodou.

3. Prokazat koinfekci klistat boreliemi metodou ddPCR pomoci primert navrzenych
pro 16S rRNA specifickych pro 3 druhy borelii.

4. Stanovit detekcéni limit ddPCR pro zachyt boreliové DNA v gDNA pochézejici z
klistat.

5. Vizualizovat nukleotidovou konzervovanost pro geny vybranych virulentnich
faktort (VF).

6. Navrhnout primery pro amplifikaci VF OspA a OspC tak, aby nasedaly na
konzervované useky gent a amplikon zahrnoval variabilni tseky geni.

7. Nasledné pomoci sekvenace PCR produktu, vzniklého reakci s nové navrzenymi
primery, zmonitorovat nukleotidovou variabilitu VF OspA a OspC.

8. Metodou prutokové cytometrie sledovat aktivaci imunitnich bunék vyvolanou

boreliovymi VF.
Téma reSerSe je zaméfené na otdzku jak variabilita patogenii z komplexu Bbsl ovliviiuje
reakci hostitele a zda je dulezitd pro klinickou diagnostiku, konkrétné¢ pro bunécnou
odpovéd’ hostitele proti boreliim jako jednoho z modelti na Skolitelském pracovisti.

Splnéni cili diplomové prace:

Tereza Prokopova v prvnim roce Uspésné zavedla techniku ddPCR a analyzovala ¢ést
vzorkll z lokdlnich sbért klistat i kontrolnimi metodami PCR (1 experiment) a qPCR (1
experiment). Celkovy souhrn a porovnani téchto metod vzhledem k jejich citlivosti a
specifit¢ jiz nedokoncila. Provedla bioinformatickou analyzu dvou virulentnich faktori
OspA a OspC z dostupnych dat v Genbank a navrhla primery do konzervovanych casti
gent pro amplifikaci variabilni Casti, ale dale jiz nepracovala na sekvenovani téchto
faktorti z lokalnich sbérd. Kvalitnim vysledkem v poloviné¢ studia byl jeji podil na
publikaci ddPCR dat ve spolupraci s americkymi partnery (Adam Bemis, BioRad) ve
form¢ posteru na ASM Microbe 2016 konferenci v Bostonu, U.S.A.

V druhém roce provadéni diplomové prace se Tereza Prokopova méla za ukol vénovat
testovani dostupnych pacientskych vzorkti krve, ale nepiekrocila pocatecni negativni
vysledky a nebyla schopnd aktivnim pfistupem dopracovat tuto hlavni ¢ast své prace.
Nasledné jsme proto piivodni cile z0zili pro sepsani diplomové prace predevsim na zakladé
PCR analyzy borelii. V souhrnu nebyly ani tyto snizené cile splnéné bez vyhrad skolitele.




Piistup studenta k praci s literaturou:

U Terezy Prokopové se projevily nedostatky, které souvisi se schopnosti dohledavat a
diskutovat primarni zdroje, relevantni zvolenym cilim studia. Tento stav trval az do konce
sepisovani diplomové prace. Prace sice obsahuje nadmérny pocet 143 citaci, ale jen velice
mala &ast souvisi s otazkami, které si studentka klade. Uvod diplomové prace je v disledku
ptilis obecny a neni mozné na néj navazat kvalitni diskuzi.

Napriklad v klicové otazce pouziti ddPCR metody pro detekci variability a vzacného vyskytu
borelii a jinych mikrobt v pacientskych vzorcich cituje jedinou praci (King et al.), a to jesté
v jiném kontextu. Toto je moje hlavni vyhrada k praci na diplomové praci vzhledem k tomu,
ze schopnost diskuze vlastnich dat s publikovanymi je zakladni dovednosti absolventa.
Konzultacemi a opravami piedlozené prace jsem stravil mnohem vice ¢asu nez je obvyklé a
ptresto v jednotlivych verzich nebyl patrny zasadni pokrok, ani v samém zavéru sepisovani
diplomové prace. Bohuzel musim konstatovat, ze kvalita prace s literaturou byla velice
Spatna.

Pristup studenta k praci v laboratofri:

Tereza Prokopova pracovala v mé laboratofi od pocatku svého magisterského studia. Béhem
svého plsobeni spolupracovala se dvéma studenty Erasmus+ a mohla tak zakusit i formu
vedeni malych projekta.

Béhem prvniho roku tspésné zavedla ddPCR metodu a ziskana data nasledné zvetejnila ve
form¢ posteru na mezinarodni konferenci. Na tento Uspéch nicméné ve druhém roce
nenavazala a pocet provedenych experimentd i jejich kvalita byl velice podprimérny.
Aktivita z jeji strany byla nizka.

Tereze nejvice chybély schopnost dokoncovat praci a poucit se z vlastnich chyb. Z mych
naroki na diplomovou préaci jsem slevil, ale Tereza toho nevyuzila, naopak jest¢ vice
polevila. Po zapsani kreditu za diplomovou praci s tim, ze béhem néasledujicich tfi mésict
provede experimenty pro zdarné ukonceni studia, se jiz v laboratofi neobjevila.

Pristup studenta p¥i sepisovani prace:

Tereza Prokopova byla rozhodné schopna ve vyhledavani obecnych zdroji k Sirokému
tématu Lymeské boreliozy, které ji zajima. OvSsem z védeckého pohledu je kritickd schopnost
diskuze vlastnich vysledki s literaturou a zde byla jeji aktivita podprimérna. Stejné jako
meéla tendenci k vysoké kvantit¢ poctu citaci nad jejich kvalitou, Tereza sepsala
neuvetitelnych 57 verzi diplomové prace. Pravé schopnost posoudit kvalitu je ovSem tou
dovednosti, se kterou ma magistersky student opoustét univerzitu. Cely postup prace byl
zakonceny zasadnim preformulovanim celé prace na uplném konci jejiho sepisovani, a to se
zakonité promitlo do $patné kvality.

SpInéni naroki na diplomovou praci a celkové hodnoceni:

Zadané cile diplomové prace byly splnéné pouze okrajové, spokojeny jsem pouze
s provedenim ddPCR experimentli, mén¢ jizZ s jejich interpretaci a srovnanim s literaturou.
Doporucuji Tereze Prokopové prepsani diplomové prace s jednoduchym cilem spravné
diskutovat dosazené¢ vysledky s literaturou a jeji obhajobu v nasledujicim terminu.

Piedlozenou diplomovou praci nedoporucuji podstoupit k obhajobé a navrhuji ohodnotit
stupném ,,nevyhovéla®.
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