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Diplomova prace Be. Michaely Novotné se vénuje aktualng diskutované problematice tvorby
protilatek, jakoZto humoralni slozky specifické imunitni odpovédi na infekci vyvolanou
intracelularnim patogenem Francisella tularensis. Jako zviteci model byly vhodng& vybrany
dve linie Balb/c mysi liSici se zastoupenim bakteridlni mikrofléry. Cilem této prace bylo
pomoci imunoproteomického piistupu identifikovat proteiny F. tularensis, které indukuji
tvorbu specifickych protilatek v ¢asnych fazich imunitni odpovédi. Vystupem prace je seznam
n€kolika desitek bakteridlnich imunoreaktivnich proteint exprimovanych po 12, 24 &i 48
hodinach po infekci gnotobiotickych Balb/c mysi a dale 20 imunoreaktivnich protein,
vyvolavajicich protilatkovou odpovéd’ po 24 hodinach infekce SPF Balb/c mysi.

Diplomova prace je predkladana ve formeé, ktera kombinuje piehled teorie, metodiky a
diskutovanych vysledku s ptilohou. Pokud jde o formalni organizaci textu, v souladu s b&Znou
zvyklosti obsahuje vSechny potfebné pasaze. Celkovy rozsah prace ¢ini mimo piilohy 95
stran, z ¢ehoZ Givodni ¢ast na podkladu literarniho pfehledu zabira 18 stran, metodicka &ast 20
stran, ¢ast vysledkova s diskuzi a zavérem tvofi 23 stran a zbylou ¢ast tvoii ptehled citované
literatury v uctyhodném poétu 150 citaci. Teoreticka &ast je ptehledné rozdélena do péti
tematickych celkl, z nichZ prvni je zaméfen na popis studovaného infek&niho agens, kterym
Je Gram-negativni bakterie Francisella tularensis, rozsifeny v druhé &asti o charakteristiku,
formy a lé¢bu onemocnéni timto patogenem zpisobenou. Teti ¢ast teoretické stati shrnuje
dosavadni poznatky o uloze jednotlivych sloZzek bun&&né i humoralni imunitni odpovédi
hostitele na infekei touto bakterii. Ctvrta &ast objasniuje rozdily pouzitych mysich modeld pro
studium patogeneze bakterie. Posledni ¢ast je vénovéna principim metodik vyuzitych pii
feSeni prace. Obsahova stranka teoretické ¢asti tedy shrnuje vSechny aspekty studované
problematiky véetné uvedeni vhodnych literarnich pramenii. V &asti metodické se dle mého
nazoru pfili§ zabiha do detailt, které pro samotnou praci nejsou podstatné a které vychazeji ze
zvyklosti t¢ €i oné laboratofe. Naopak mi zde chybi uvedeni metody ELISA, ktera, jak z textu
vyplyva, byla pfi feSeni tématu pouzita. Vysledkova &ast je zpracovana piehledné a spolu s
diskuzi je adekvatné konfrontovéna s literaturou.

7. formalniho hlediska mam pfipominku k textu v obrazcich, které byly piejaty z anglické
literatury. Vzhledem k tomu, Ze ptedkladana prace je psana v Ceském jazyce, popisky obrazki
by mély byt také v cestin€. V textu nenachazim Zadné komplikované a nesrozumitelné pasaze,
objevuji se spiSe formalni chyby. Pieklep & gramaticky nespravny vyraz lze nalézt téméf na




kazdé strance. Jednd se napiiklad o vyrazy typu dvourozmérna vs. dvojrozmérna, benzoaza
vs. benzonaza, opakované pouziti jakéhosi znaku ,,y" “ namisto pismene fecké abecedy 7,

opomenuti pouZiti dolniho symbolu u chemickych vzorci slougenin & tvorba novotvaru jako
je vyraz ,,drzi¢®.

Na stran€ 51 jsou v tabulce uvedeny podminky izoelektrické fokusace probihajici v osmi
krocich. Zatimco udaje o aplikovaném proudu a vykonu jsou pro vSechny kroky stejné, a

tudiZ je neni nutné uvadét v tabulce, naopak zde chybi asovy udaj, ktery se v jednotlivych
krocich lisi.

V tabulce €. 2.7 na stran€ 57 chybi jednotka u idajii molekulové hmotnosti.

SpiSe jen pro Uplnost si dovolim poopravit slova pisatelky, ktera na strané 31 uvadi, Ze:
»Western blot je analyticka technika pouZivana k detekci specifického proteinu ve smési s
dal$imi proteiny.“ Dle mého nazoru, je Western blot technika samotného pienosu rozdélenych
proteini na membranu za uéelem detekce. Podobné& na strané 16 autorka uvadi: ,,.Detekované
proteiny jsme pfevedli pomoci Western blot na PVDF membranu.“ Z logiky véci vyplyva, ze
proteiny jsou nejdfive pfevedeny na membranu a poté detekovany. Obracené tvrzeni na strané
26 “Pfima infekce intracelularnich patogeni B lymfocyty...“ pfi¢itam snaze o doslovny
preklad z anglického literarniho zdroje.

Pfes drobné nedostatky, které zde uvadim, na praci velmi ocefuji nékolikeré uvedeni
teoretického zdiivodnéni pouzitych metodik, coz svédéi o pochopeni dil¢ich kroki feSeného
tématu. Rovnéz kladn€ hodnotim zna¢nou skalu praktickych i teoretickych dovednosti, které
musela autorka zvladnout, at’ jiz jde o kultivaci bakterii, elektromigraéni separa¢ni techniky a
imunoproteomiku zahrnujici hmotnostni spektrometrii.

Cile prace, tak jak jsou definovany ve vlastnim autorském textu na strané 36, byly splnény.

Pies formalni nedostatky, které vSak nijak vyznamné nesniZuji kvalitu této prace, mohu
konstatovat, Ze jsou splnény vSechny ndleZitosti vyZadované pro kvalitni zavérecné prace
studentd magisterského studia. Jednozna¢né doporucuji pfijeti prace k obhajobé a celkoveé
praci hodnotim znamkou vyborné.

Nyni prosim uchazecku, aby se vyjadfila k nasledujicim nékolika bodtm.

1. Na stran¢ 88 se uvadi, ze ,,K zabrané nespecifickych reakci na membrané se pouziva
napf. tris buffered saline (TBS), tim dochazi k blokaci membrany.“ Toto tvrzeni neni
pravdivé.

2. Autorka uvadi méfeni rustové kiivky, které bylo provedeno v triplikatu. Ocekavala
bych, Ze u opakovanych méteni budou uvedeny standardni odchylky. Domnivam se
spravné, Ze rustova kiivka na stran€ 59 ptredstavuje reprezentativni méteni?




3. V ¢asti experimentalni popisujici zisk imunnich sér z obou pouzitych linii Balb/c mysi
je uvedena infekéni davka o t#i fady vy$si, neZ je uvedeno v Easti vysledkové. Jaka
infekéni davka byla ve skuteénosti podana? Jaka cesta podani byla zvolena?

4. 7 vysledki uvedenych v ptiloze 1ze vycist, Ze né€které identifikované proteiny jsou dle
predikce lokalizovany v cytozolu. Jak si vysvétlujete tvorbu protilatek proti témto
cytozolickym proteintiim?

5. Lze zidentifikovanych imunoreaktivnich proteini usuzovat na rozdily v imunitni
odpovédi pouzitych zvitecich modeli?
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