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Hmotova spektrometrie je jedna z technologii, ktera je vposledni dobe velice
atraktivni. Jeji uziti poskytuje prioritm vysledky vfade oboru, vyzaduje vsak velice
prornyslenou a peclivou pfipravu experimentu. Diplomantka Be. Stepanka Jirkova pak
pouzila jednu z velice pokrocilych hmotove spektrometrickych technik v podobe tandemove
metody SRM k ziskani identifikacnich znaku gramnegativni bakterie Francisella tularensis.
Nutno fiei, ze toto tema je z hlediska biologicke bezpecnosti velice nosne a v posledni dobe
intenzivne studovane a diskutovane. Je tedy dobfe, ze ze spektra hmotove spektrometriekych
postupu zvolila prave SRM teehniku, ktera, jak je z prace patrne, je po vysledkove strance
velice slibna a v porovnani s dosud dominantni technikou real-time PCR konkurencesehopna.

Samotna diplomova praee ma klasieke cleneni, je napsana peclive s minimem
pfeklepu a chyb. Uvodni teoreticka cast obsahuje vsechny potfebne informace nutne k dobre
orientaci v problematice a to jak z hlediska teehnologii vhodnych pro proees identifikace
mikroorganismu, tak z hlediska samotneho modelu. Experimentalni cast pak odpovida
v plnem rozsahu Zadani diplomove prace, ktere je uvedeno v uvodnich strankach. K teto casti
praee nutno fici, ze pfes technickou a casovou naroenost pouzitych postupu se diplomantka se
cti vyrovnala se vsemi nastrahami, ktere ji dane tema pfipravilo. Z vysledku vyplyva, ze
detekcni limity pro ureovani charakteristickych peptidu Francisella tularensis pomoci metody
SRM jsou prakticky srovnatelne s detekcnimi limity real-time PCR, tedy metody, kterou
diplomantka pouzila jako metodu klasickou. Oponent vsak nicmene vidi podstatny rozdil ve
vyuzitelnosti obou identifikaenich, a da se fici i typizacnich technik, v praktickem uplatneni
v ramei eivilniho krizoveho fizeni, vojenske doktriny BIO DIM (biological detection,
identification, and monitoring) ci v klinickych diagnostickych procedurach. V nekteryeh
ztechto oblasti uplatneni identifikacnich technik hraje rozhodujici ulohu faktor casu. Ve
vefejne vedecke rozprave kteto diplomove praei bych se tedy rad zeptal, kde vidi
diplomantka prakticke uplatneni pouzite techniky SRM s ohledem na jeji zkusenosti ziskane
v ramci realizovanych experimentu.

Velice cenne jsou pokusy o identifikaci dane bakterie ve smesne bakterialni kultufe a
ve vzorcieh, ktere diplomantka oznacuje jako environmentdlni. Prave rozpoznani vysoce



patogenniho mikroorganismu vkomplexnich vzorcich je kamenem urazu vyuzitelnosti
identifikacnich teclinik v praxi. Vetsina praci zabyvajicich se identifikaci bakterii, jak po
strance hledani identifikacnich znaku, tak po strance samotne identifikace vyuziva
k experimentum cistych bakterialnich kultur. Zde nam diplomantka doklada, jak je tento
problem slozity, protoze i pfes to, ze si vzorky pisku zjednodusila promytim, neni identifikace
do vzorku aplikovaneho mikroorganismu nijak jednoducha a jednoznacna. Nicmene snaha o
takoveto postupy je chvalyhodna.

Pfes to, ze je prace napsana velice peciive se autorka nevyvarovala nekterych chyb a
nepfesnosti na ktere musi oponent reagovat. Bakterialni vstup do hostitelske bunky nelze
zobecnit na vsechna protozoa (str. 44)9 v pfipade nutneho zobecneni by bylo mozne pouzit
zobecneni pro prokaryota. Nelze se rovnez ztotoznit s tvrzenim, ze bakterialni kapsule je
slozena pfevazne z lipidu (str. 44), protoze bakterialni kapsule jsou tvofeny pfevazne
polysacharidy a polysacharid kapsule Francisella tularensis byl velice pfesne popsan v praci
Michaela A. Apicella a spolupracovniku (PLoS One. 2010; 5(7): el 1060). Rovnez nektera
slovni spojeni nejsou zcela v pofadku, napf. patogenni nater (str. 40) ci virulentni
mechanismus (str. 42). Rovnez nejednotnost psani slova Rapigest (str. 62) nedela dobry
dojem. Citace ve zkracene podobe se v textu uvadeji v podobe Macela et al. a ne Macela et all
(str. 73).

V samotnych v>rsledcich by pak melo byt vzdy uvedeno, z kolika opakovani byl delan
zaver ci pfipraven graf (napf. str. 63-64). Zabehnuta praxe ^zaduje uvest v nejake podobe i
odchylky (bud' standardni odchylku ci nejakou jinou). Oponent se dale domniva, ze
vkapitolce tykajici se detekce bakterie F. tularensis ve smesnem vzorku s£. coli jsou
nesfastne uvedeny stupne fedeni (E.coli vs. F. tularensis). Oponent si musel opakovane
promyslet, jak byl ve skutecnosti pfipraven experiment. Obvykle se uvadi pocet bakterii jedne
k druhe a ne stupen fedeni jednotlh^ch bakterialnich suspenzi, ktere jsou nasledne smichany
(viz str. 76). Navic oponenta znejistil udaj v kapitole Zaver, kde se uvadi pomer E, coli : F.
tularensis 1:100, coz je pravdepodobne chybne. Posledni pfipominka se tyka grafu c 14.
Pokud se soucet ploch pod kfivkou tyka jen diskriminacnich peptidu, pak podle tabulky c. 4
musi byt u stupne fedeni e4 v fade B hodnota nulova.

Zaver: Pfedlozena diplomova prace je po vsech strankach hodnotna a pfinasi
informace odpovidajici slusne urovni vyzadovane pro diplomove prace. Vsechny pfipominky
jsou uvedeny spise pro klidnou my si oponenta a nijak nesnizuji hodnotu ziskanych
experimentalnich vysledku, ani kvalitu pfedlozene diplomove prace. Oponent proto
doporucuje pfedlo/enou diplomovou praci Be. Stepanky Jirkove pfijmout k obhajobe se
/namkou ehvalitebne.
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