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Hmotova spektrometrie je jedna ztechnologii, kterd je v posledni dobé& velice
atraktivni. Jeji uZiti poskytuje prioritni vysledky v fadé oboru, vyzaduje vSak velice
promyslenou a peélivou pfipravu experimenti. Diplomantka Bc. Stépanka Jirkova pak
pouzila jednu z velice pokroc¢ilych hmotové spektrometrickych technik v podobé tandemové
metody SRM k ziskani identifika¢nich znakli gramnegativni bakterie Francisella tularensis.
Nutno fici, Ze toto téma je z hlediska biologické bezpecnosti velice nosné a v posledni dobé
intenzivné studované a diskutované. Je tedy dobie, Ze ze spektra hmotove spektrometrickych
postupti zvolila pravé SRM techniku, kterd, jak je z prace patrné, je po vysledkové strance
velice slibna a v porovnani s dosud dominantni technikou real-time PCR konkurenceschopna.

Samotna diplomova prace ma klasické Clenéni, je napsdna peclivé s minimem
preklept a chyb. Uvodni teoreticka ¢ast obsahuje viechny potiebné informace nutné k dobré
orientaci v problematice a to jak zhlediska technologii vhodnych pro proces identifikace
mikroorganismui, tak z hlediska samotného modelu. Experimentdlni ¢ast pak odpovida
v plném rozsahu Zadani diplomové prace, které je uvedeno v tvodnich strankach. K této ¢asti
prace nutno Fici, Ze ptes technickou a ¢asovou naro¢nost pouzitych postupt se diplomantka se
cti vyrovnala se vSemi nastrahami, které ji dané téma pfipravilo. Z vysledkt vyplyva, Ze
detek¢ni limity pro uréovani charakteristickych peptida Francisella tularensis pomoci metody
SRM jsou prakticky srovnatelné s detek¢nimi limity real-time PCR, tedy metody, kterou
diplomantka pouzila jako metodu klasickou. Oponent v8ak nicméné¢ vidi podstatny rozdil ve
vyuzitelnosti obou identifika¢nich, a da se fici i typiza¢nich technik, v praktickém uplatnéni
vramci civilniho krizového fizeni, vojenské doktriny BIO DIM (biological detection,
identification, and monitoring) ¢i v klinickych diagnostickych procedurach. V nékterych
z téchto oblasti uplatnéni identifika¢nich technik hraje rozhodujici ulohu faktor Casu. Ve
vefejné védecké rozpravé ktéto diplomové praci bych se tedy rad zeptal, kde vidi
diplomantka praktické uplatnéni pouzité techniky SRM s ohledem na jeji zkuSenosti ziskané
v ramci realizovanych experimenti.

Velice cenné jsou pokusy o identifikaci dané bakterie ve smésné bakterialni kultufe a
ve vzorcich, které diplomantka oznaCuje jako environmentdlni. Prav€ rozpoznéni vysoce



patogenniho mikroorganismu v komplexnich vzorcich je kamenem urazu vyuZitelnosti
identifika¢nich technik v praxi. Vé&tSina praci zabyvajicich se identifikaci bakterii, jak po
strance hledani identifikaénich znakl, tak po strance samotné identifikace vyuziva
k experimentiim ¢istych bakterialnich kultur. Zde nam diplomantka doklada, jak je tento
problém slozity, protoze i ptes to, Ze si vzorky pisku zjednodusila promytim, neni identifikace
do vzorku aplikovaného mikroorganismu nijak jednoducha a jednoznaéna. Nicméné snaha o
takovéto postupy je chvalyhodna.

Pies to, Ze je prace napsana velice pe¢livé se autorka nevyvarovala n€kterych chyb a
nepfesnosti na které musi oponent reagovat. Bakterialni vstup do hostitelské buiiky nelze
zobecnit na vSechna protozoa (str. 44), v pfipadé nutného zobecnéni by bylo mozné pouzit
zobecnéni pro prokaryota. Nelze se rovnéZ ztotoznit s tvrzenim, Ze bakteridlni kapsule je
slozena pfevazné zlipida (str. 44), protoze bakteridlni kapsule jsou tvofeny pievazné
polysacharidy a polysacharid kapsule Francisella tularensis byl velice pfesné popsan v praci
Michaela A. Apicella a spolupracovnikii (PLoS One. 2010; 5(7): €11060). Rovnéz néktera
slovni spojeni nejsou zcela v pofaddku, napf. patogenni natér (str. 40) ¢i virulentni
mechanismus (str. 42). RovnéZ nejednotnost psani slova Rapigest (str. 62) nedéla dobry
dojem. Citace ve zkracené podobe se v textu uvadéji v podobé Macela et al. a ne Macela et all
(str. 73).

V samotnych vysledcich by pak mélo byt vzdy uvedeno, z kolika opakovani byl délan
zavér &i pripraven graf (napf. str. 63-64). Zab&hnuta praxe vyzaduje uvést v néjaké podobé i
odchylky (bud’ standardni odchylku ¢&i né&jakou jinou). Oponent se dale domniva, Ze
v kapitolce tykajici se detekce bakterie F. tularensis ve smésném vzorku s E. coli jsou
ne$tastné uvedeny stupné fedéni (E.coli vs. F. tularensis). Oponent si musel opakované
promyslet, jak byl ve skuteCnosti pfipraven experiment. Obvykle se uvadi pocet bakterii jedné
k druhé a ne stupen fedéni jednotlivych bakteridlnich suspenzi, které jsou nasledné smichany
(viz str. 76). Navic oponenta znejistil Gdaj v kapitole Zavér, kde se uvadi pomér E. coli : F.
tularensis 1:100, coz je pravdépodobné chybné. Posledni ptipominka se tyka grafu ¢ 14.
Pokud se soucet ploch pod kiivkou tyka jen diskrimina¢nich peptidd, pak podle tabulky €. 4
musi byt u stupné fedéni e4 v fadé B hodnota nulova.

Zavér: Predlozena diplomova prace je po vSech strankach hodnotnd a pfinasi
informace odpovidajici slusné urovni vyzadované pro diplomové prace. VSechny pfipominky
jsou uvedeny spiSe pro klidnou mysl oponenta a nijak nesnizuji hodnotu ziskanych
experimentalnich vysledkid, ani kvalitu pfedloZzené diplomové prace. Oponent proto
doporucuje predloZenou diplomovou praci Be. Stépanky Jirkové pFijmout k obhajobé se
znamkou chvalitebné.
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