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Cile prace:

1) Produkce a purifikace rekombinantnich proteinii BopB, BopC, BopD, BopN.

2) Ziskani specifickych protilatek proti purifikovanym komponentdm T3SS a s jejich pomoci
analyzovat produkci a lokalizaci proteinit T3SS v B. pertussis.

3) Analyza porotvorné aktivity rekombinantnich proteini BopB a BopD.

4) Porovnani produkce a sekrece proteini B. pertussis v divokém a Ahfq kmenu pomoci
analyzy SDS-PAGE a nésledna identifikace proteinli s vyznamné rozdilnou urovni produkce
pomoci hmotnostni spektrometrie.

5) Porovnani produkce a sekrece proteinti v kmenech B. pertussis izolovanych z
infikovanych makrofagu.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZzadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 89

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, ANO NE

Je uveden seznam zkratek? ANO NE

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO NE

Je napsan srozumitelné€? ANO NE, struéné, celkové mé pouze 10 stran textu

Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni tidaje z literarnich zdroji? ANO NE

Jsou pouzité literarni zdroje dostateéné a jsou v praci spravné citovany? ANO NE, ale

ne vSechny jsou spravné citovany.
Na zacatku literarniho pfehledu nejsou citace zcela spravné uvedeny, v textu neni popsano,
ze se jedna o souhrnnou praci, tj. review, a neni uvedena primarni prace, odkud informace
pochézi.
Priklady ze strany 10:
1) ,,V roce 1578 je pak zaznamenana epidemie v PafiZi a roku 1640 popisuje Guillaume de
Baillou projevy onemocnéni. O 39 let pozd€ji je onemocnéni pojmenovano
»pertussis® (Mattoo et al. 2005),....* Tento udaj je z review, neni ocitovana pivodni prace;
2) pyennnn. , které pravdépodobné vychazi z latinského ,.tussis perennis, tedy pretrvavajici
kasel (Cherry 1999).“ — citace opét na souhrnny clanek z casopisu Clinical Infectious
Diseases, kde tato informace patii k pivodni citaci ,,Holmes 1940

Seznam literarnich odkaza zahrnuje celkové 95 publikaci, z toho pouze jedna citace je z roku
2015 a 5 publikaci z roku 2013; celkové je z poslednich 5 let pouze 12 publikaci.

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ANO NE




Kolik metod bylo pouzito? 16 (pfiblizn¢)
Jsou metody srozumitelné popsdny? ANO NE

V kapitole Material a Metody se objevuji nékteré (drobné) nedostatky jako

e Chybi seznam chemikalii, ani v textu nejsou uvedeny, od jakych vyrobct byly chemikalie
pouzity;

e Fosfatazovy pufr (str.22) — neni uveden objem vysledného roztoku, uvedeny jen navazky,
stejné tak 1 u TBS pufru, 5 x koncentrovany (str.24);

e Informace k ,,Pufr Laemli“, uvedeno pH 6,8. pH se u tohoto pufru se neméfi, ziejme je to
informace o pH ke pufru Tris-HCI (str.23).

e V kapitole Material a metody 0 SDS-PAGE (str.34) by stacila i citace, jak se piesné
polyakrylamidové gely délaly, pfipadné dat mnozstvi smichanych latek do tabulky,
v textu je to velmi nepiehledné. Dobré je uvadét i velikost gell, také u definovani
nastaveni zdroje napéti pro pribéh separace bilkovin v mA je dobré uvadét velikost a
pocet gela v aparatute, dle toho se proud nastavuje.

e Purifikace proteinti systémem AKTA —bylo by vhodné doplnit typ pouZité kolony a jaky
gradient soli NaCl byl pouzit v experimentu (str. 39), jde o zasadni informace k purifikaci
bilkovin.

e Citace z Wikipedie u jednoho z obrazka (Obr.6, str. 43) neni vhodnym zdrojem informaci
pro diplomovou préaci.

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO NE
Je dokumentace vysledka dostacujici? ANO  NE - v ¢em jsou nedostatky?

e M¢la bych vyhrady k popisku jednotlivych obrazkl, grafi. Podle mé jsou velmi
struéné a ne zcela vystihuji zakladni otazku, co je na obrazku, pi. str. 47, Obr. 7:
zacina ,,A- PCR produkt bopN.... ,, nebo Obr. 8: A- Zkouska produkce proteinu
BopN

e Také nékteré informace zcela chybi, u 1-DE geli neni uveden typ pouzitého
standardu molekulovych hmotnosti (to neni uvedeno ani v metodice), na Obr. 25 (str.
74) zase popis standardu chybi. V legendé postradam informace o nanaskach
bilkovin na gel (kolik pg na drdhu), neni uvedeno, zda se jedna o reprezentativni gel a
kolik bylo délano opakovani, ani typ detekce proteinii na gelu (barveni), piipadné
kolika procentni gel byl pouzit (tato informace je uvedena pouze v ¢asti Material a
metody).

e Obr. 22 (str.70) nejsou uvedeny smérodatné odchylky méfeni. V legend€ opét neni
uvedeno, zda se tedy jedna o reprezentativni graf a z Kolika opakovani.

e Obr. 23 (str.71) neni uveden popis grafu. Nedohledala jsem, co znamena osa Y, ktera
je uvedena v jednotkach pA. Vtextu se mluvi pouze o vodivosti uvedené
v odvozenych jednotkach SI— Siemens.

Postacuje mnoZzstvi experimentli k ziskdni odpovédi na zadané otazky?
ANO NE — co chybi, v ¢em je nedostacujici?

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkti? ANO NE castecné
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO NE ¢astecné
Jsou uvedeny né&jaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO NE, ale
jsou malo konkrétni.




Diskuze ma celkové pouze 4 strany textu. Uvod diskuze je v potadku a vysvétluje zaméfeni
prace, autor konfrontuje sviij pfistup s literaturou, v ¢em je tato prace piinosem. Dalsi ¢asti
jsou slabsi a autor popisuje vlastni vysledky bez konfrontace s literaturou. Celkové se na
dalsich 3 a !% strandch textu autor odkazuje pouze na 5, resp. 4 publikace (jedna prace
pochézejici z laboratofe Prof. Seba je zmitiovana 2x). Coz se mi zda nedostateéné s ohledem
na to, ze jsem Vv textu nasla nékolik mist, kde citace chybi. Diskuze by se mohla vice zabyvat
metodickym pfistupem, napt. problematikou, pro¢ purifikované proteiny nebyly v dostatecné
Cistot€ a jakym zptsobem lze tomuto v dalSich experimentech predejit.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Formalni uroven prace je v pofadku a odpovida narokiim kladenych na diplomovou praci.
Grafika obrazka, grafi i1 tabulek je v odpovidajicim rozliSeni. Text je srozumitelny, s
drobnymi pteklepy (napft. kyslina, osledni), jazykova uroven dobra.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

V prici je feSena zajimava a stdle aktudlni tématika mechanisml virulence bakterie
Bordetella pertusis zpusobujici cerny kasel. Prace splnila v§echny nastinéné cile a metodicky
je velmi obsahléd. Dokazuje to 1 pocet stran vénovany popisu materidlu a pouzitych metod (26
stranek) a také ¢ast vysledkova (29 stranek).

Ptedklddand prace je hodné zaméfend na metodiku, coz dokazuje pocet i narocnost
provedenych metod.

V praci se objevily nicméné i nékteré nedostatky, jako méné obsahly literarni piehled (10
stran) a hlavné nedostatecna diskuze vysledku. Celkové je vidét mnozstvi odvedené prace,
ale mensi Cas vénovany interpretaci ziskanych vysledk.

Ptes tyto dil¢i nedostatky doporucuji pfedkladanou praci k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:

e Zajimalo by mé, jaké jiné bakteridlni toxiny kromé pertuzového toxinu ptisobi na G
proteiny hostitelské buiky?

e CR3 receptor hostitelské bunky je dulezitym cilem pro tuto bakterii, muzete jej trochu
blize popsat- pro jaky typ bunck je charakteristicky, zda jej vyuzivaji 1 jiné bakterie
pro vstup do bunky?

e (str. 20) ,,Dale bylo prokazano, Ze se protein Hfq ucastni regulace produkce hlavnich
faktort virulence, jako jsou adenylat cyklazovy toxin a pertuzovy toxin, coz mé¢lo za
nasledek sniZeni miry virulence.“ Toto tvrzeni tedy znamend, pokud je protein Hfq
V bunice pfitomen, a funkéni, ma negativni vliv na produkci hlavnich toxini a vede ke
snizeni virulence bakterie?

e V praci jsem nenasla zadnou informaci o tom, jak byly 1-DE gely hodnoceny, jaky
byl pouzit software? Jakym zpiisobem byly pak definovany proteiny, které byly
vybrany pro dalsi identifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie. U téchto vysledka
mi chybi statistické hodnoceni dat.

e V casti vysledky autor prezentuje tabulky (Tab. 4 a 6; str. 73 a 76) identifikovanych
proteinii pomoci MS, celkové vybrano 18 prouzki z 1-DE gelu a identifikovano 23
proteint. Jde o pivodni tabulky, nebo néjakym zptisobem upravené? Zda se mi malo
pravdépodobné, Ze by 1 prouzek na 1-DE gelu obsahoval vice méné pouze 1 protein.




Je mozné, ze jste vtabulce uvedl pouze majoritni protein z prouzku, ale toto
informace pak neni uvedena v legendé.

V praci pouzivate Laemli pufr, jehoz sloZeni jste trochu modifikovali. Pro¢ piidavate
do tohoto pufru kromé mercaptoetanolu 1 DTT? Mate k tomu néjaky diivod?

Proc¢ si myslite, Ze ptipravou novych rekombinantnich konstruktt ziskate ¢ist&jsi Bop
proteiny? V ¢em budou tyto konstrukty vylepSené?

V praci byl nastinén dalsi prubéh prace jako ziskani kvalitni specifické protilatky a
diukladna proteomickd analyza. Lze tyto perspektivy prace vice rozvést,
konkretizovat?

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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