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Obsah/struktura/clenéni prace:

Diplomova prace Be. Veroniky Vlasakové tematicky navazuje na studium glykosylace
proteinh intracelularniho patogena Francisella tularensis, kterd byla u této bakterie objevena
teprve neddvno, a pfedstavuje tak velmi atraktivni téma molekularni mikrobiologie. V prici se
studentka zaméfila na provedeni in vitro glykosylace modelového peptidu odvozeného od
DsbA proteinu F. tularensis, ktery je glykosylovan in natura. Cilem této prace bylo nalézt
podminky, za kterych k této enzymatické reakci dochazi, za Gcelem ziskani vysledného
produktu — glykopeptidu.

Diplomova prace je predkladana ve formé, ktera kombinuje tvodni ¢ast na podkladu
literarntho piehledu, metodickou Cast a ¢ast diskutovanych vysledkt se zavére¢nym shrnutim
ziskanych poznatkl. V souladu sbéznou zvyklosti obsahuje formalni organizace textu
vSechny potiebné pasaze. Celkovy rozsah prace ¢ini 100 stran a odpovidd standardni délce
diplomovych praci experimentalniho charakteru.

Literarni zdroje, citace a jejich pouziti:

Jako ne Upln¢ $tastné se mi jevi uvadéni citaci souhrmné az na konci odstavci v teoretické
¢asti diplomové prace. Jednotlivé informace jsou tak hufe pfifaditelné jejich literarnim
zdrojum.

V nékterych pripadech nebylo dodrzeno citovani plivodnich literarnich prament. V teoretické
Casti jsou cCasto citovany Ceské literarni prameny, které vsak jednoznaéné neobsahuji
originalni vysledky, nybrz piejaté informace z anglickych odbornych texti.

Uchazec¢ka dale cituje webové stranky namisto piivodnich védeckych praci a uvedeny text je
spiSe prekladem piejatych informaci. PGvodni literarni zdroje jsou pfitom na danych
webovych odkazech dostupng.



Formalni Grovefi:

Vlastni text dle mého ndzoru nebyl podroben finélni revizi. Pieklep &i gramaticky nespravny
vyraz lze nalézt téméF na kazdé strance. To se také projevilo nekolikerym opomenutim
uvedeni patii¢ného odkazu na pouZitou metodu, postup ¢&i tabulku. Konkrétné€ na stranach 29,
72 a 74 tak zistala neopravena pracovni oznaeni, a to ,tabulka ¢.x*, ,,postup ¢&. blabla® ¢i
,metoda xy*.

Vysledky a jejich zhodnoceni:

V piedloZené praci byla prokdzana glykosylaéni aktivita dvou mutantnich kmen F.
tularensis, kterd byla dale vyuzita pfi nasledné in-vitro glykosylaci. Vystupem prace jsou
podminky, pfi niZ dochazi k modifikaci modelového fluorescenéniho peptidu glykanem.
Konkrétng se jednd o nalezeni vhodného zdroje oligosacharyltransferazy, detergentu, pH
reakéniho prostfedi a obsahu dvojmocnych iontl, reakéni teploty a inkubacni doby. Prace
rovnéZ zahrnuje nalezeni vhodného postupu zpracovani vzorkd po prob&hlé in-vitro
glykosylaci, umoznujici detekei vysledného produktu.

Dosazené vysledky a postupy pouZité pro jejich feseni jsou piehledné uvedeny ve vysledkové
Casti a adekvatné konfrontovany s literaturou.

SpInéni cili prace:

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

Pripominky skolitele:

1. Popisy obrazk@, tabulek a grafi by mély patfiéné vypovidat o jejich obsahu.
V piedloZené praci mam na mysli zejména tabulky ¢. 4, 5 a 8 a obrazky ¢. 13, 14, 15.

2. Doporuceni zmén a korekece chyb stejného charakteru by mély byt provedeny v celém
textu a ne jen v mistech, kde je na né bezprostiedné upozornéno.

Otazky do diskuze:

1. Pouziti membranovych frakci mutantnich kment F. fularensis jako zdroj
oligosacharyltransferazy pro in vitro glykosylaci vychazi v této diplomové praci
z piedpokladu, Ze oligosacharyltransferdza je membranovy protein. Prikaz
membranové lokalizace tohoto enzymu vSak nebyl proveden. Da se experimentalné
ovéfit, zda je tento enzym v pfipravenych membranovych frakcich mutantnich kmeni
s glykosyla¢ni aktivitou opravdu obsaZen?

2. V zavéru prace konstatujete, Ze by se tato studie dala pouzit pro studium glykosylaéni
drahy bakterie F. tularensis, a to tak, Ze by se vyuZilo aktivity OST z mutantniho
kmene Apil4 smichaného s jednotlivymi mutantnimi kmeny s inaktivovanymi geny
hypotetické glykosylaéni drdhy F. tularensis. V ptipadg, Ze by k in vitro glykosylaci
doslo, jaky vysledny produkt byste ocekavala?



Celkové hodnoceni:

Nezanedbatelné formalni nedostatky dle mého nazoru zbyte¢né snizuji odbornou Groven
této diplomové prace a vysledky v ni dosaZené. Na druhou stranu kladn¢ hodnotim velké
pracovni nasazeni uchazetky, kterd musela zvladnout zna¢nou Skalu mikrobiologickych a
analytickych metodickych postupd, at’ jiz jde o kultivaci bakterii, pifpravu roztoka,
spektrofotometrii, chromatografické a elektromigra¢ni separacni techniky ¢i imunodetekee.
Dale ocetiuji jeji ochotu pracovat na zadaném, ¢asové naro¢ném tématu i mimo Skolni rok.

Na zékladé splnénych stanovenych cilii a dosaZenych vysledkt konstatuji, Ze byly splnény

viechny naleZitosti vyzadované pro zavéretné prace studenttl magistersk¢ho studia, a proto
doporuduji piijeti prace k obhajobé.
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