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PredloZena diserta¢ni prace je zameéfena na charakterizaci biologické funkce
konzervovaného lipoproteinu FTS_1067, ktery se nachazi u Gram-negativni bakterie
Francisella tularensis subsp. holarctica. Pozornost je soustfedéna na FKBP_N-like
konzervovanou doménu proteinu. Cile prace jsou rozdéleny do péti bodi: (1)
priprava mutantniho kmene sdeleci DSBA-like domény, (2) charakterizace
pripraveného mutantniho kmene v experimentech uspotradanych in vivo a in vitro, (3)
priprava a purifikace rekombinantniho proteinu FTS_1067 s deletovanou DSBA-like
doménou, (4) provedeni funkcnich studii s timto proteinem a (5) ovéreni protein-

proteinovych interakci u tohoto proteinu.

Uvod disertacni prace je vsouladu stématem prace a je zaméfen na popis a
taxonomii bakterie Francisella tularensis, jeji biologickou charakterizaci, laboratorni

diagnostiku epidemiologii, projevy tularémie a jeji 1écbu. Je psan velmi Cctivé,

v

poskytuje velké mnoZstvi informaci vcetné téch nejnovéjsich, uvadi souvislosti
s dal$imi bakteriemi. Mezi zdafile vypracované c¢asti lze zaradit pasaZz podrobné

popisujici faktory virulence, které vlastni nejen bakterie F. tularensis, ale také dalsi
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intracelularni bakterie. Celou literarni ¢ast této disertacni prace bych doporucovala

pouZit jako ucebni text pro pregradudlni i postgradudlni studenty.

V dalsi kapitole jsou popsany metody, jeZ byly vyuzity v experimentalni ¢asti studie.
Je Uctyhodné, kolik metod musela studentka zvladnout, aby dosahla stanovenych cila
a ziskala potrebna data. Libi se mi format, kdy u kazdé metody je nejprve uveden
princip a pak praktické provedeni. V dalSich kapitolach jsou predstaveny ziskané
vysledky, které jsou pak diskutovany a v zavéru shrnuty. Vysledky jsou davany do
kontextu s dosavadnimi znalostmi uvadénymi v literatufe, kdy Mgr. Senitkova ¢erpala
z 202 literarnich odkazl. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze studentka problematice
rozumi a dobre se v ni orientuje. Provedené experimenty jsou logicky poskladany tak,
aby reSily vytycené cile disertacni prace a potvrdily nebo vyvratily predem urcené
hypotézy. Vyjadrila také svij vlastni nazor na ziskana data a upfesnila informace o
funkci FKBP_N-like domény proteinu FTS_1067. Jednim z originalnich vysledka bylo
potvrzeni hypotézy, Ze protein FTS_1067 ma disulfid izomerazovou aktivitu, ktera
vyZaduje pritomnost obou funkénich domén (DSBA-like a FKBP_N-like). Dale
vyvratila informace uvedené v literature o chaperonové aktivité DSBA-like domény.
Mgr. Senitkova experimentalné prokazala, Ze za chaperonovou aktivitu je odpovédna
predevsim FKBP_N-like doména. Nové také prokazala oligomerizacni funkci u
rekombinantniho proteinu s deletovanou DSBA-like doménou (rFTS_1067/ADSBA-

like), ktery se vyskytoval v neredukujicim prostiedi jako trimer.

Disertacni prace je predloZena v Ceském jazyce v klasickém formatu, ktery obsahuje
literarni prehled, popis pouZzitych metod, vysledky, diskuze a zavér. Prace ma 73
stran, na kterych je uvedeno 12 obrazki a 10 tabulek, za nimi pak nasleduje 13 stran
literarnich odkazli. Autoreferat disertacni prace byl priloZen zvlast a obsahoval
stru¢ny souhrn prace a publikaéni ¢innost Mgr. Senitkové. Cely text je psan velmi
peclivé a bezchybné, jednotlivé mysSlenky na sebe navazuji, prace puisobi ucelené.
Vyjimecné se vyskytuji drobné preklepy napt. na str. 14, v predposledni vété je
uveden protein FupA (asi by mél byt FopA); na str. 15 je uvedeno, Ze ,FTS_1067 je

tvoren 373 aminokyselinovymi zbytky“. Toto tvrzeni by meélo byt uptfesnéno, Ze je
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tvofen aminokyselinami vzajemné vazanymi peptidovou vazbou. Na str. 25 se
prolinaji ¢asy minuly a budouci: ,Prvnim krokem byla priprava biologického
materialu, ze kterého budeme DNA izolovat.“ Na str. 33 je uvedeno, Ze byl
celobunécny lyzat 10x naredén 500 mM tetraethylamonium bromidem (TEAB).
Myslim si, Ze jde o nepfesné uvedeni vyznamu zkratky a Ze se jedna o

triethylammonium bicarbonate.

Z priloZené publikacni ¢innosti lze odvodit, Ze studentka ziskala nové, originalni
vysledky, které prispély k dalsimu poznani vztahu struktury a funkce proteinu
Francisella tularensis. Mgr. Senitkova také dokazala zvladnout mnoho laboratornich

technik, kterymi musela projit, aby ziskala potrebné vysledky.

Dotazy oponenta k obhajobé disertacni prace
1) V tabulce 1 na str. 17 je uvedena ,Spolehlivost identifikace“. Mohla byste vysvétlit

na zakladé, jakych parametri tato spolehlivost byla spocitana?

2) Pro¢ bakterie mutantniho kmene FSC200/AFKBP_N-like persistovaly v mysi
sleziné po celou dobu experimentu (sledovani Siteni bakterii v hostitelskych

organech, informace ze strany str. 69)? Je pro to néjaké vysvétleni, hypotéza?

3) Vexperimentech, které mély odhalit potencidlni vazebné partnery proteinu
FTS_1067, jste nebyly tspésni. Mohly by byt pouZity jiné metody, které by interakce
potvrdily? PopiSte jaké. Mohla by sem pattit ELISA, izotermalni titra¢ni kalorimetrie
nebo interakce rekombinantnich proteinti? Mohly by vinterakci hrat roli

posttransla¢ni modifikace proteinu FTS_1067?
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Zaver

Mgr. Iva Senitkova ve své praci prokazala tviiréi védecké schopnosti, je autorem ¢i
spoluautorem 3 ¢lankd publikovanych v ¢asopisech s IF, dalsi je v recenznim fizeni.
Ziskala kvalitni originalni vysledky, které prezentovala na zahranicnich i tuzemskych
védeckych konferencich. Mgr. Senitkova tak naplnila viechny cile disertaéni préace.
PredloZena disertacni prace spliuje podminky uvedené v§ 47 odst. 4 zakona i
pozadavky standardné kladené na disertacni prace v programu Infekcni biologie, a

proto doporucuji jeji postoupeni k obhajobé a dalsimu rizeni.
V Brné 29.8. 2016

prof. Ing. Lenka Hernychova, Ph.D.
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