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Mgr. Magdaléna ProkSova se ve své disertacni praci veénuje predevSim identifikaci
interak¢nich partnerd dvou virulentnich faktord VgrG a Igl] bakterie Francisella tularensis
v lidské bunééné linit HEK293T.

Diserta¢ni prace je psana ve slovenském jazyce a je ve standardnim ¢lenéni: Teoreticky tvod
osvétluje patogenicitu bakterie F. fularensis, ulohu jejich klicovych virulentnich faktori a
osvétluje podstatu pouzitych proteomickych metod. Cast Vysledky popisuje identifikaci
interak¢nich partnera proteintt VgrG a Igll z F. tularensis v bunééné liniit HEK293T pomoci
metod na bazi kapalinové chromatografie, hmotnostni spektrometrie a standardni
imunochemie. Vyznam identifikovanych interakénich partneri a mozné mechanismy jsou
diskutovany v samostatné c¢asti Diskuse. Soucasti prace jsou Ctyfi ptilohy dokumentujici
publika¢ni aktivitu uchazecky: Ze dvou piehledovych praci, u nichz je uchazetka hlavni
autorkou, je jedna napsana v anglickém jazyce a byla publikovana v ¢eském recenzovaném
Casopise, druha psana v jazyce cCeském byla publikovana v impaktovaném casopise
Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie, experimentalni publikace, u niz je uchazecka
spoluautorkou, byla publikovana v Analytical Chemistry (1F2018=6,350, Q1), nakonec je
ptiloZzen rukopis shrnujici podstatu experimentdlni ¢asti disertacni prace, u n¢hoz je
uchazecka hlavni autorkou.

Vlastni prace je napsana srozumitelné, bez preklepti a je na slusné grafické urovni.
Prezentované experimenty jsou vysledkem naro¢nych optimalizaci vedoucich k zavedeni
novych metod na pracovisti, jak je v praci opakované dokumentovano. Ve vysledkové ¢asti
bych vsak ocekaval lepsi vysvétleni motivace a designu experimentt predevsim v navaznosti
na biologickou ¢&ast teoretického uvodu, podobné 1 v zévéru. V pribéhu obhajoby prosim
autorku o odpovédi k nasledujicim otazkam:

1. V praci uvadite, ze hlavnim dusledkem francisellové infekce je pneumonie, pro
experimenty jste vSak zvolila bunécnou linii HEK293T odvozenou od lidskych
ledvinovych bunék stabilné transdukovanou lentivirovymi vektory nesoucimi Vami
zvolené geny z F. tularensis. Ptredpokladate tedy vstup bakteridlnich bunék do
lidskych ledvinovych bunék a intracelularni interakce s jejich proteiny. Pro¢ jste
zvolila pravé tento model a pravé virulentni faktory VgrG a IglJ?

2. V praci mi rovnéz chybi jasn¢ definovana centralni hypotéza - prosim definujte ji.

3. Na str. 33 uvadite, ze ,,v hmotnostnej spektrometrii nie je vzdy intenzita signalu
analytu priamo umerna jeho koncentracii. Aby bylo mozné kvantifikovat’, musi byt
pouzity Standard alebo porovnanie.” Muzete rozebrat divody Vaseho tvrzeni a
potvrdit tim jeho spravnost?

4. Na str. 35 uvadite, ze SILAC je aplikovatelny na vSechny biologické systémy. Je tomu
tak 1 v pfipad¢ klinickych vzorka? Miizete uvést nevyhody metody SILAC a porovnat



11.

Ji s dal§imi hmotnostné-spektrometrickymi metodami, které jsou k dispozici pro typ
experimentu, ktery jste realizovala?

Na str. 57 dale uvadite, Ze .,...kontaminanty (...) maji v SILAC experimentech
vysoky SILAC pomer a pii swap SILAC experimentech je naopak pomer nizky.*
Miizete opét rozebrat diivody Vaseho tvrzeni?

Na str. 47 uvadite, Ze jste pro statistickou analyzu SILAC dat vyuzila dvoustranny t-
test v software Perseus s FDR < 0.05. Na str. 59 uvadite celkovy pocet 76 resp. 60
potencidlnich interakénich proteinti pro VgrG resp. IglJ, Tab. 3 pak bez presného
vysvétleni zahrnuje pouze po 5-ti vybranych potencialnich interakénich partnerech pro
kazdy z proteinti, FDR-korigované p-hodnoty pifitom nejsou uvedeny. Mizete v ramci
obhajoby ukdazat tabulku vSech potencidlnich interakénich partneri vcetné FDR
korigovanych p-hodnot a zdivodnit vybér proteind do Tab. 3 a pro verifikac¢ni
experimenty v kap. 4.4?

Obr. 7, 18 a 19 zahruji westernbloty bez uvedeni molekulovych hmotnosti ,,bandi™ a
pouze v jednom replikatu. Mizete v rdmci diskuse ukédzat pokud mozno kompletni
westernbloty véetné standardii molekulové hmotnosti, abychom vidéli, Ze molekulové
hmotnosti proteinti odpovidaji teoretickym hodnotam, a ukézat i obrazky pro dalsi
ptipadné replikaty?

Jakymi nezéavislymi metodami byste dale validovala identifikované interakéni
partnery?

Jaky vyznam mayji ziskané vysledky pro uvazovany vyvoj vakciny?

. Definujte prosim Vas autorsky ptinos u publikované prace Lenco et al., Anal. Chem.

2018.
Byl jiz rukopis, ktery je hlavnim vystupem prace (ptiloha D), postoupen k recenznimu
fizeni a pokud ano, jaky je jeho aktudlni status?

Lze konstatovat, ze disertacni prace svym obsahem odpovida schvalenému tématu. Studentka
naplnila cile zavérecné prace stanovené v pisemném zadani, k jejichz dosazeni vyuzila
vhodné metody a ucinila relevantni zavéry. Vlastni piinos uchazecky je deklarovan tfemi
publikacemi a rukopisem, ztoho u tii dél je prvni autorkou. Disertacni prace spliuje
podstatné pozadavky kladené na zavérecné prace stanovené vnitinimi predpisy univerzity a
proto ji doporucuji k obhajobé.

V Brmné dne 18.8.2020

Doc. Mgr. Pavel Bouchal, Ph.D.





