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Struktura/clenéni prace:

Predkladana diplomova prace ma 100 stran textu, vcetné ptiloh, ktery je ¢lenén podle
obvyklého schématu. Po kratkém tuvodu a popsani cilti prace nésleduje pomérné podrobna
teoretickd Cast s prehledem studované problematiky. Nejprve je charakterizovdna studovana
bakterie Francisella tularensis, nasleduje Cast, ptiblizujici jeji mechanismy virulence a poté 1
struénd charakterizace vztahl této bakterie s hostitelem, resp. s jeho imunitnim systémem.
Prostor je vénovan téz popisu klinickych projevii ndkazy timto patogenem, ktery je dnes stale
zatazen do skupiny agens, potencialné zneuzitelnych ve formé biologickych zbrani. Déle se
autorka zminuje o moznostech detekce a identifikace tohoto patogenu a moznostech profylaxe
a piipadné 1é€by vzniklého onemocnéni. Zavé€rem autorka blize charakterizuje vybrané
kandidatni geny virulence, kterym se vénovala ve svych experimentech. Cely text je pfijemné
Citelny a podéava vice nez dostacujici ptehled o studované problematice.

Experimentalni ¢ast je velice hezky zpracovana. Na zac¢atku je uveden veskery pouzity
biologicky a chemicky material, kity, pouzité oligonukleotidy i kultivacni média a je uvedeno
téz slozeni pouzitych roztoki. Nasleduje popis jednotlivych metod, fazenych chronologicky.

Dalsi kapitola je téz fazena chronologicky, dil¢i vysledky jsou popsany zvlast. Shrnuti
a okomentovani celé prace je poté provedeno v nasledujici diskusi a zavéru, na ktery navazuje
seznam literatury a prezentovanych grafli, obrazki a tabulek.

Literarni zdroje, citace a jejich pouziti:

Autorka pro svou praci vyuzila velké mnoZstvi literarnich zdrojt, témet bez vyjimky
zahrani¢nich, coz hodnotim velice kladné. Zvoleny cita¢ni styl odpovida normam, seznam
literatury je zpracovan peclivé, vSechna dillezita sdéleni jsou v textu citovana spravne.

Vysledky a jejich zhodnoceni:

Sledovani vlivli inaktivace jednotlivych vybranych genti na virulenci bakterie
Francisella tularensis zahrnuje velké mnozstvi dil¢ich krokl. Pro samotnou inaktivaci byla
zvolena metoda delece pomoci dvojité homologni rekombinace, zahrnujici tvorbu delecnich
konstruktti, jejich klonovani do vhodného plazmidového vektoru, transformaci do vybranych
bun€k E. coli a naslednou konjugaci s F. tularensis. Vytvoteni dele¢ni mutanti byly pak dale
testovani in vitro a in vivo. VSechny kroky jsou popsany piehledné ve vysledkové kapitole,
text je doplnén o tabulky a obrazky, které vhodné dokresluji prezentovana data.

Formalni droven:
Po formalni strance je prace az na drobnosti v pofadku. Zminila bych ob¢asny vyskyt
neslabi¢nych predlozek na konci fadku a neodsazeni prvniho odstavce v kapitolach.
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V odborném textu bych nedoporucila pouzivani obrati jako zbrojeni mikroorganismi a
pouziti zastaralych vyrazl (karbohydraty). Dale jsou v praci obCas uvedeny nejasné pojmy
jako laboratorni citlivost nebo patogeneze bakterie. V kapitole 3.1. Material chybi pouzité
pfistrojové vybaveni a bézny laboratorni materidl (sklo, plast, pipety, apod.). V seznamu
zkratek bych uvazila uvedeni oznaceni enzymu a oznaceni bakteridlnich kmenli. Domnivam
se, ze jednotky kb a kDa, neni téZ nutné vysvétlovat jako zkratky. Obecné znamé zkratky
(UV, USA, DNA, apod.) také nemusi byt zatazeny. Pro lepSi piehlednost obsahu bych
doporucila viceuroviiové odsazeni. Vzhledem ke zvolenému citacnimu stylu by bylo
vhodnéjsi necislovat abecedni seznam literatury, je to matouci a ne vzdy se podafilo Cislo a
zapis stejné odsadit.

Splnéni cili prace:

Na pocatku uvedené cile diplomové prace byly castetné splnény, divody netspéchu
pfi inaktivaci genli FTS 0265 pro glutamat dehydrogenazu a FTS 0611 pro exopolyfosfatazu
jsou jasn¢ zdivodnény béhem diskuse a shrnuty v zavéru. Celkové dosazené vysledky
hodnotim velice kladné€, autorka prokazala schopnost samostatné védecké prace, ziskané
vysledky vyznamné pfispivaji k objasnéni mechanismti virulence bakterie Francisella
tularensis.

Otazky a pripominky oponenta:
Jakym zpisobem byly vytipovany kandidatni geny, resp. jakou proteomickou analyzou?

Dva ze studovanych genli koduji hypotetické proteiny s nezndmou funkci. Lze néjakym
zpusobem predikovat jejich funkci, napf. na zakladé¢ sekundarni struktury nebo pomoci
srovnani s podobnymi proteiny u jinych organismii?

Celkové hodnoceni:

Predkladand diplomova prace vznikla ve spolupraci s vysoce odbornym pracovistém
pod vedenim zkuSeného Skolitele. Zvolené téma je velice zajimavé a prehledné zpracované.
Autorka se béhem experimentalni prace vyborné zorientovala ve studované problematice, coz
se odrazi ve vysoké urovni této diplomové prace. Jeji vypracovani vyplyva z podminek
uvedenych v § 46 Zakona o vysokych Skoldch ¢. 111/98 Sb., prace obsahuje vSechny
predepsané nalezitosti, a proto ji doporucuji k obhajobé.

Navrh hodnoceni oponenta

D vyborné [ ] velmi dobie [ ] dobie [ ] nevyhovél(a)

V Hradci Kralové dne 9. 6. 2015 RNDr. Alena Fuéikova, Ph.D. ..o,
jméno a podpis oponenta





