Oponentsky posudek disertaéni price
Aleny Jirdskové
Intestinal metabolism of bilirubin

Disertatni price Mgr. Aleny Jirskové je zaméfena 1) na analyzu produkil redukee Fufovych
barviv bakterii CVostridinm perfringens 2) na optimalizaci protokolu pro transformaci C
perfringens plaemidovou DNA a pa 3) na pokusy fzalovat geny podilejici se na konverzl Zlucovich
barviv v metabolismu télo bakterie. Prvni dva cile price byly v predklidané prici v podstate
spininy, zatimen u tfettho se pies veskeré Gsili nepodafilo ziskat pozitivai visledky.

_ Priice je psdna v anglicting, Jazykové je na velmi dobré drovni, | kdy2 neni zeela bez chyh,
Urowvert anglidting je viak pro tento el dostadujicl. Autorka méla tak modnost vwhnout se
tradidnimeanglicismim v éesky pranjch disertacich.

Protoge moje enalosti osudu Zlutovych barviv ve stheve byly dosud (mebo {sou jiZ) chabé, mél
Jsem dobrou modnost poudit se Setbou literdmiho Gvodu k praci. Autorka vistizng zdivodnila
viznam predsevzatého cile prace pro zkoumini dosud midlo znamého bakteridlniho metabolismu
hilirubinu a vyuZiti pripadnych vystedki prace zviaté pii [éfeni novorozenecké Hloutenky,
Literamni pichled mé pfiméfeny rozsah (22 stran), je napsén struéng, Ctive a logicky, bex zabihani do
zbytegnyeh podrobnost nesouvisejicich s praci. Poskytuje dobey ivod do rienvch aspekin price
jako jsou detoxikace bilirubino ve stfevE a jefi vvznam #vIa5E u novorozenc, viasmosti bakterie
Closiridium perfringens, postupy pro transformact bunék C perfringens, viastnosti poufitelngch
transpozonim a momaosti jejich vyuitl k mutagenezi,

Muaterial a metody jsou popsiny strudng (na 17 strandch). ale dostatedné pro pfipadné opakovani
experimenti. Béine klonovacl techniky nejsou podrobné papsdny, ale jsou jen uvedeny odkazy na
prisludne manualy. jak se to v soulasrosti zvykem i v publikacich v mezindrodnich Sasopisech.
Nepostradim je a pyslim, Ze 1o odpovidi i trendu stile zhudténéjSich odbormyich sdélent, Pro
Iaboratofe disertanti je sice vvhodné mit v podeobng sepsané disertaei detailni manud] metod
pouiivanych v dané laboratofi, pH velkém rozsahu dnes poutivanyeh technik to vik mize
neamémé prodlouzit metodickou Edst disertace. Pokud se tedy jednd o b&¥ne poudivané melody,
povazuji uvedeni citaci za dostatedné. V' dokumentaci mi chybi mapa podvainéhe (bireplikonového,
& kyvadlového, jak je bezky omaten v feském autoreferdiun) vekioru pIIRTS0, watimeo mapa
béiného vektoru pk19 je zde dle mého minénf uvidéna zhytetne.

Cast isledky je opét psdna strufng (30 stran), ale vistizng. Visledky jsou dokumentovany
fadou obrazki a tabulek, i kdy2 v nékterveh pfipadech pochybujl o jejich G2elnosti. V nékolika
piipadech bych uvital podrobnéjii vysvitleni adaji v obrizeich, které by mély byt
srogumitelné ber odkazn na text. Nazvy tabulek jsou v rozporu s publikaénimi zvyklosimi
umistény pod wmhulkami, spolu s vysvétlivkami. U nékteryeh tabulek je uvadéno, Ze visledky
Jsou primérem dyvou nebo vice experimenti, Chybi zde viak adaj o smérodatnych
odehylkich, takie neni sfejmé jakd je reprodukovatelnost pougityeh metod. To je Zidooci
evIaSLE jestlite se v prici vyskytly piipady, kde v jednom experimentu je Gfinnost Fadu 107 a
v druhém 0.

Analyza produkti redukee 2ludovieh barviv byla provedenn peclive a zevrubng za pouziti
nékolika chromatoprafickych a spekiroskopickych metod a je dokumentovina péknymi a
nizomymi ohrizky. Poenatky o rozsahlveh schopnostech kmene © perfringens BR1 metabolizovat
riend piirozend i synietické Hutova barviva jsou pozoruhodné. U obrizku 5.-6. s hmotnosinim
spekitrem chyhi vysvétlujici komentar. U obrizku 5.-7. dokumentujicim vysledek
dvourazmérné tenkovestve chromatografie by byla vhodna vysvEtlivika, e se k deteliei byl
pouZit Phosphoimager. Vysledky dvourozmérné TLC s pouZitim radioizotopu "*C by
easluhovaly podrobnéjsi popis, Chybi zde i vysvétleni, jak byly identifiloviny Litky
detegované na obrizka 5.-7. Proé jsou zde ruzné signily oznadeny dvakrit 1a, 1b a le (navie
ne zeeln prehlednié)? Vo prici bylo zjisténa, Ze hilirubinredukisss pravdépodobné neni bufikou
exporiovana do média. Predpokladite, fe bilirubin je transporfovin do bunék klostridia a



produkty redukee opét exkretoviny do média? V kapitole 5.1.1 neni jasné uvedeno, zda bylo
stanoveni urobilinoidii providéns v médiu nebo v extraktu po dezintegraci bunik. Jaky
biologicky v¥znam mi tato pfeména pro bakterii? Pfedpoklidite, e C. perfringens
produkuje jediny enzym bilirubinreduktasu s Sirokfm spektrem aktivit vadi rienym
derivdtim bilirabinu nebo ¥e téchto enzymi je vice a katalyzuji navie vicestupfiovon
preménu? lzolace bilirubinreduktasy z C. perfringens byla predmétem studentské price

na VSCHT JiZ v roce 2003 a dal’i v roce 2006, Je zndmo, jak tato price pokroéila?

Experimenty s cilem vypracovat standardni protokol elektrotransformace kmene O, perfringens
BRI plazmidovou DNA byly provadény dikladn® a systematicky, aviak u toholo kmene nebvlo
dosazeno reprodukovatelného postupu. V nékteryeh experimentech bylo dosafeno vysoke tfinnosti
(1o transformanti/ g DNA). aviak rozhodujicl faktor ovlivingicl tuto Géinnost zfejmé nebyl
odhalen, UvaZovala autorka o pouditi teplotnihoe Soku pred nebo po elektrickém pulsu? U
nékterych grampozitivaich bakterii se tim virazné svyiuje aéinnost transformace. Dalgi
moZnosti je kultivace v pFitomnost Litek narufujicich stavbu bunééng stény,

Tabulky 5-5 by nahradilo konstatovani, #e pH pouZiti bunsk z exponencidlni fize mstu v §
experimentech nebyli ziskdani transformanti. ¥ tabulkich dokumentujicich aéinnost
transformace neni uvadéno, jak je tato dfinnost vyjadiena,

Juko alternativa byl pouit kmen POO2.2, u néhe byka prokizina schopnost redukoval bilirubin
a byla dosafena dostatedné visoka a reprodukovatelnd véinnost elekirotransformace. Je oldckou,
zda kapitoly nacyval Jdentification of genes” &, Transposon mulagenesiv”, jestlize téchio cild
nebylo dogazeno, V éasopisecke publikact by 1o jisté nebylo tolerovino.

V zdvérecné Gasti byla pfipravena genova knihovna z O perfrirgensy, aviak pfes systematicks
piistup a usilovné experimentovani 8 hleddni alternativnich postupl nebyly peny souvisejic
5 reduket bilirubinu izolovany ani s powitim transpozonove mutageneze, am pokusy o piimou
expresi klond genove knithovny v E coli. Genomy C. perfringens a E, coli s¢ obsahem GC
znadné liSi. Je exprese gentd 2 klostridii v £ colf béind? Byla ofckdvina exprese z viasinich
promotord nebo z promotors nachfdzejicim se na vektoru? Muoze expresi ovlivoit rizné nziti
kodoni v genech téchito bakterii?

Disfaye je rozsahem priméfena (14 stran) a zasvécend. Jsou v nl viend uvaZoviny prciny
nékteryeh nedspéinych postupd a nastinény i dalsi altemnativy, jak izolovat gen & peny odpovédnd
za reduket bilinubing, Nékters z nich bude jisté v budoucnu gspéind.

Aigvéry struéné shmuji dosaZené vysledky. Pocet referencl je vysoky (167) o pozastavit se [xe
jen nad tim, Ze téch novéjiich je maly podil (jen 23 z roku 2000 & novejiich).

Cela prace je sepsana strudéné a piimocale, ale dostatedn® peclivd. srozumiteind o vystiZnd. Price
piincsla daleZité poznatky. | kdyZ nebylo dosazeno wiech vytéenyeh cili Z postupu je zhejimé, Ze
disertantka pfi nenspésich hledala alternativni postupy, které v nékterych pfipadech prinesly
hledané vysledky, ¥ tom si pedinala velmi systematicky a cilevedome. V pionyrskych pokusech o
nalezeni pent metabolismi bilirabinu si zfejmé vybrala vEdi porei smily. ne? je obwyklé:
Pracovala viak s bakterii. uniZ se transformovatelnost jednotlivich kmend zisadné 15 a penctické
manipulace jsou obtizng nebo nebyly dosud prozkoumany. Je tichs si navic uvédomit, fe pougite
kmeny rostou anaerobné, co? samo o 5o0bé praci macné komplikuje & pro ty, kdo pracuji
s acrobnimi organismy plsobi edstradujicim dojmem.

Dle mého nazoru disertantka prokazala, ¥e se neboji obtiznych wekumnych émat. 2¢ ma
schopnost védecky pracoval, hledat nové cesty FeSenl, své mySlenky dobfe fommuloval a sve
vysledky strucné a srozumitelné popsat, Jeji vysledky jsou obsaZeny ve dvou publikacich
¥ mezindrodnich Gasopisech. Z téchio viech divodl doporutudi phijmout jeii disertaéni praci
k obhajobé jako podklad pro udéleni titulu PhiD,
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