Posudek oponenta diplomové prace

PredloZena diplomova prace Bc. Veroniky Hofmannové vypracovana na Fakulté vojenského
zdravotnictvi, Univerzity obrany v Hradci Kralové se zabyva pfipravou mutantnich kment bakterie
Francisella tularensis exprimujicich rizné verze DNA vazebného proteinu HU, analyzou secernace
rekombinantnich proteinl z bakterialni buriky a moznou interakci s hostitelskou burikou béhem
infekce mysich makrofagl. Autorka ve své studii pripravila nékolik plasmid kédujicich protein HU
fuzovany s rliznymi variantami proteinovych znacek, transformovala jimi dele¢ni kmen F. tularensis,
analyzovala jejich expresi v bakterii a pokusila se je lokalizovat jak v rdznych bakteridlnich frakcich,
v médiu, tak i po infekci hostitelskych bunék. Vzhledem k tomu, Ze dele¢ni mutant F. tularensis v
proteinu HU je oslabeny a u mysi navozuje protektivni imunitu, jevi se jako slibny kandidat na vyvoj
potfebné Zivé vakciny. Pochopeni mozné interakce proteinu HU s hostitelskou burikou je tak vysoce
aktualni a zadouci.

Diplomova prace je napsdna v Ceském jazyce, md klasické clenéni, obsahuje vSechny
relevantni a predepsané ¢asti a svoji délkou odpovida tomuto typu prace. Literarni ¢ast je logicky
Clenéna, primérené dlouha, poskytuje zakladni vhled do dané problematiky a je adekvatné
opatrena citacemi v€etné aktudlnich. Vzhledem k zaméreni celé prace bych zde ocenil o néco vétsi
zminku o molekuldrné biologickych mechanismech interakce bakterie s burikami a popis nékterych
dalSich virulencnich faktord a predevsim sekrecnich systémi. Vytknout Ize ponechani anglickych
popiskd u obrazkl prejatych z literatury. Misty ponékud neobratné vyjadfovani jde nepochybné na
vrub prekladu z anglitiny. Autorka se také nevyhnula nékolika preklepiim a drobnym faktickym
chybam.

Experimentalni €ast tvofi polovinu celého rozsahu prace a doklada, Ze autorka si osvojila
Sirokou Skalu laboratornich metod a pochopila jejich princip. Experimenty jdou v logickém sledu,
jsou zcela dostate¢né a pouzité metody vedou k naplnéni vytéenych cild. Ke zpracovani této Casti
mam nasledujici poznamky. V seznamu pouzitych chemikalii jsou nékteré slouceniny (predevsim
aminokyseliny) uvadény jednou ceskym, jindy anglickym nazvem, tato nejednotnost v pouzivani
termin( se nicméné. objevuje i v jinych ¢astech prace. Nékteré nazvy sloucenin jsou napsany
chybné (TEMED, Tris, isopropanol ¢i diethylether), neni také jasné, co znamena PDA. Nedobre
pusobi pouzivani laboratorniho slangu (,,Stok”, pozitivni klon, nabohatit) a anglikanisma (slovosled
atd). Pozor na zaménovani vyznamu bakteridlni burika, CFU, kolonie. V ¢asti Aplikované metody je
u nékterych metod (napf. PCR) pouzit obecny popis principu fungovani metody misto toho, co
autorka skutecné udélala. Proofreading polymerazova aktivita je ve sméru 3"->5, nikoliv obracené.
Chybné je uveden vyznam terminu virulentni a virulenéni. Vyhrady mam ke zpusobu vizualizace
gell, kdy jednotlivé hodnoty velikostnich standardi nejsou uvedeny pfimo u daného prouzku v
gelu (nebo schematicky vedle), jak je obvyklé, ale velmi nestandardné pfilepenim obrazku se
standardem okopirovanym z broZury vyrobce. Pro ¢tenare je tak obtizné lustit v gelech tu kterou
konkrétni pozici. V této ¢asti jsem nalezl také jednu hrubku (dvémi).

F. tularensis neni jednoduchym modelovym organismem at jiz z hlediska bezpecnosti nebo
dostupnych metod manipulace. Neni na svété mnoho laboratofi, které se mohou pochlubit know
how na rutinni a UspéSnou transformaci a genetickou manipulaci virulentnich kmen( této bakterie.
Tento vyzkum evidentné stoji na pocatku delSi cesty na jejimz konci by mohla byt funkéni Ziva
vakcina proti tularemii. Pfes nékteré drobné nedostatky splfiuje predlozend diplomova prace
pozadavky kladené na tento typ prace a proto ji doporucuji k obhajobé.




Na autorku mam nasledujici dotazy:

1. Na obr. 23 a 35 na str. 103, respektive 113, je v popiskdch uvedeno, ze M je médium. Nejedna se
spiSe o membranovou frakci? Pokud ne, jak se tento vzorek lisi od vzorku EM, tedy filtratu média?

2. Veskeré pfipravené konstrukty obsahuji proteinovy tag na C-konci. Byla ovéfovédna moZnost flize
HU, nebo jeho zkracenych forem, s proteinovymi znackami také na N-konci?

3. Prace naznacuje, Ze secernovany protein HU by mohl slouzit pfimo i jako virulen&ni faktor a snad
i ovliviiovat expresi eukaryotickych genli hostitele. Existuje podobnd analogie u jiného
intraceluldrniho patogena, nebo jde o prvni a zatim nepopsany unikatni mechanismus?
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