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Ptedlozena diplomova prace Veroniky Jedlickové s nazvem Proteomicka analyza vzorkh
infikované tkané ziskanych pomoci laserové mikrodisekce je zaloZena na vyuziti velice
G¢innych technik analyzy biologickych materialt. Metodicky vyuziva kombinace
histologickych, imunohistochemickych, bunééné biologickych a proteomickych technik

k prikazu exprese bakterialnich proteint in situ v tkanich infikovanych laboratornich zvifat.
Nutno zdiiraznit, Ze je to kombinace technik, kdy vysledky ziskané jejich pouZitim jsou
nejbliZe in vivo situaci. Z tohoto pohledu je tedy mozné konstatovat, Ze zaméfeni prace,
veetn€ vybéru pouzitych technik je zcela adekvatni vymezenému tématu diplomové prace.

Po prostudovani diplomové prace musi oponent vyslovit uznéni stylu, kterym je prace
napsana. Je zcela prehlednd, obsahuje viechny nutné informace k pochopeni zkoumaného
problému i informace nutné k pochopeni pouzitych laboratornich technologii. Autorka pracuje
umne s ,,baliky* informaci a tim, Ze na sebe zcela logicky navazuji, vytvateji jednotny celek.
Oponent vSak pfesto musi pfipomenout, Ze ne vie je zcela bezchybné. Predné je tieba pfi
psani odborného textu zvazit, do jaké miry musi autor ptevadét anglosaské terminy do
eského jazyka, kdyZ se jedna o zcela b&zné terminy. Diivod je nasnadé, vyhnout se
problémovym vyrazim (viz napf. na str. 16 dole slovni spojent ,.... laserem disektovanych
infikovanych tkani ...”, ¢i na str. 26 nahote pfepis zkratky RFLP - rovnéZ neni zcela v
potadku). Dale pak je nutné si vzdy zkontrolovat smysl prezentované véty. Neobvykla
struktura lipidu A Francisella tularensis neni disledkem nizké toxicity nybrz jeji pfi¢inou
konec¢né je tfeba piesné interpretovat z literatury ziskané informace. Sekre¢ni systém typu II
je v obecné roving jasné popsan, jeho struktura je znama; u fady bakterii jsou znamy geny i
prokazana exprese proteintl tvoficich tento systém, je znama jeho funkce, v fadé piipad i
proteiny timto systémem secernované; tvrzeni uvedené na str. 20 by tedy mélo byt vztaZeno
Jen na modelovy mikroorganismus Francisella tularensis. Rovnéz tak vstup francisel do
burky neni umoznén cytochalasinem B, ten naopak rusi pfeskupeni nékterych &asti
cytoskeletonu a tim zérovefi znesnadiiuje vstup mikroba do buriky (viz str. 21). Posledni
piipominka je jiz pouze formalni a tyka oznaceni proteind, které by mély byt na rozdil od
genu v kurzivé uvadény na pocatku vzdy s velkym pismenem (viz str. 25 dole oznaceni



proteinit FopA a Tul4). Viechny pfipominky zde vznesené jsou vsak spiSe edukacniho
charakteru a nikterak neovliviiyi kvalitu textu, ktery se velice dobie ¢te.

Velice je nutné ocenit i experimentalni vysledky prezentované v diplomové praci. Piesto, Ze
pocet identifikovanych tularemickych proteind ve vzorcich kozni tkdné je pouze zlomkem
poctu viech proteinti kodovanych v genomu Francisella tularensis a je rovnéZ pouze malou
Casti proteint Francisella tularensis identifikovanych na zakladé analyzy in vitro modeld,
predstavuji ziskané vysledky podstatny ptinos k pochopeni proteinové exprese in vivo.
Proteiny unikatné exprimované v in vivo systému, byt se jedna o proteiny hypotetické, mohou
byt pro patogenetické pochody v infikovanych organismech rozhodujici a je mozné na n¢
soustiedit funkéni analyzy. Navic technika, ktera byla v diplomové praci pouzita
nezpochybnuje expresi bakterialnich proteint in vivo dalsimi manipulacemi, jako je izolace
bakterii z homogenatu tkani, kdy muze dojit je zménam exprese praveé v disledku téchto
manipulaci. V diskusi pak méla byt uvedena prave tato argumentace, ktera zvyraziiuje
vyznam zvoleného experimentdlniho ptistupu a ziskanych vysledkl. Autorka se tak ochudila
o vyznamny diskusni podnét. A to je vlastné posledni oponentova pfipominka k pfedloZené
diplomové praci. Diskuse je dominantné vedena na trovni technologickych postupt a neni
zaméfena na viazeni vlastniho pkinosu do obecného kontextu ,.tularemiologie®.

Pro védeckou rozpravu nad piedlozenou diplomovou praci mam pouze dva dotazy. Prvni se
tyka informaéni ,,vytéznosti* jednotlivych vzorku. Je to dano cilenim laserového paprsku pii
vyfezavani ¢asti granulomil, ¢asovou fazi infekce ¢i je tam jesté jiny problém? Pro¢ nejsou
nachazeny bakterialni konstitutivné exprimované proteiny? Druhy dotaz vlastné souvisi s tim
prvnim. Je jasné, Ze pouZity postup byl aplikovan na mikroorganismus, ktery ve tkanich
indukuje tvorbu granulomi. Bylo by mozné aplikovat tento postup i na infekce, které tvorba
granulomil neprovazi?

A tim se dostavame k zavéru oponentského posudku. Oponent vyslovuje uznani autorovi za
moderni pristup k analyze biologickych materiald, ktery je v dané oblasti molekularni
mikrobiologie novum, i za cenné vysledky experimentalni prace. Ptes pfipominky vznesené
v ramci tohoto posudku, o nichZ se domnivam, Ze jsou pouze nezbytnou dani nezkuSenosti,
hodnotim tuto diplomovou praci znamkou vyborné a doporuéuji praci pfijmout

k obhajobé.
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