¢
MIKROBIOLOGICKY USTAV, AKADEMIE VED CESKE REPUBLIKY
Sektor BUNECNE 2 MOLEKULARNT MIKROBIOLOGIE BMM

Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Juraje Lenéa: Analyza exprese
intracelularniho patogena Francisella tularensis kultivovaného za stresovych podminek

a v priibéhu interakce s hostitelskou butikou.

Téma disertace representuje jeden z vyznamnych smérid rozvoje soudasné
mikrobiologie a autor pfi fefeni projektu vyuzival nejmoderné;j$i metody z oblasti globalni
molekulérni biologie a zejména pak proteomiky.

Préce je klasicky €lenéna na obvyklé kapitoly, s vyjimkou kapitoly zabyvajici se
materidlem a metodami. Ta se nazyvé experimentalni ast a tomu i odpovida rozdéleni na
podkapitoly reprezentujici obsahlejsi seskupeni jednotlivych technik pouzitych v jednotlivych
fazich feSeni projektu. Tento zplsob povazuji za velmi vhodny, protoZe &tena¥ nenf zahlcovan
pfehledem jednotlivych diléich a vétsinou notoricky znamych metod, ale dostava se mu
jasného a prehledného popisu experimentalni strategie prace v jednotlivych fazich vyzkumu
spolu se zdiivodnénim volby piislusnych technik a jejich vzajemné vazby.

Préce je napsana s dostate¢nou peglivosti, pfehledns a srozumitelng, n&které jeji Casti
povaZuji za nadprimémé. Zejména &ést literarniho prehledu tykajici se proteomiky pat{ mezi
nejlepSi Cesky psané texty, které jsem na toto téma &etl. Autor se nicméné nevyhnul drobnym
chybam, jazykovym neobratnostem nebo ptekleptim, které postem neprevysuji obvykly stav u
takto rozsdhlého rukopisu (vét§inu jsem jich vyzna¢il pifmo v textu prace). V tomto posudku
se zminim pouze o nedostatcich, které vyznamnéji ovlivituji informa&ni hodnotu a
srozumitelnost rukopisu.

Jedna se o nasledujici pfehlédnuti nebo chyby:

1) Na stran€ 55 autor definuje western blot techniku jako reakci s monoklonalni protilatkou,
coZ vyvolava dojem, Ze pouZiti polyklonalnich protilatek vyZaduje jinou metodiku.

2) Na strang 66, a dale v textu, hovof{ autor o vysévani CFU. CFU je jednotkou udavajici
pocet Zivych bunék v kultufe a jako takové se urdi vysevem bakteridlni kultury na agarové
plotny.
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3) Déle mam problém s tim jak autor v celém textu posouva vyznam slova proliferace.
Proliferace podle slovniku cizich slov znamen4 - bujeni, novotvofen, chorobny riist tkang, a
v tomto smyslu se, pokud je mi znamo, pouZivé i v deskych textech. Autor slovo vétsinou
pouzivéa misto Seského rist.

4) U 2D elektroforetickych gelt postraddm klasicky zpiisob jejich popisu s vyznagenim
rozsahu molérnich hmotnosti a pH a zérovefi zobrazeni gelu reprezentujictho kontrolni
experiment ve srovnani experimentem sledujicim vliv konkrétniho stresového faktoru.
Obrazky gell v tomto obvyklém uspofadani jsou pfitom uvedeny v p¥iloZengch publikacich.
5) V piipad€ vétsiny obrazki nejsou jejich legendy dostatedné podrobné, tak aby podéavaly
tplnou informaci o jejich obsahu bez nutnosti konzultace s textem, coZ je obecné uznavanym

poZadavkem pfi psani jakychkoli védeckych textd.

Po obsahové strénce patii préce jednozna&né mezi disertace nadprim&rmé, jak co do
Sife zabgru, tak i ndroénosti a komplexnosti metodickych p¥istupi. Jako mikrobiologovi je mi
trochu lito, Ze dvé& zdkladni komponenty prace mikrobiologicka a proteomické nejsou vidy
Vv rovnovaze a vétinou pfevazuje &ast proteomické. Je zejména $koda, Ze se nepodatilo
realizovat proteomovou analyzu F. fularensis po infekci bun&tné linie makrofagll. Nicméng
jen tato &ast projektu byla natolik ambiciézni, Ze by sama vydala na kvalitni disertaci.
Pfijimam proto vysvétleni a perspektivy fefeni tohoto tikolu uvedené v souhrnnych zavérech
prace.

Z metodického hlediska je $koda, Ze autor nemél k dispozici scanner na principu
fosfor imageru pro vyhodnocovani radioaktivnich geld, ktery vykazuje podstatn& vyS§i
dynamicky rozsah v linearni &4sti k¥ivky udavajici zavislost intensity z&ernani skvrn na jejich
radioaktivité tedy koncentraci proteinu. VSechna kvantitativni data by byla presnéjsi a jejich
interpretace spolehlivéjsi.

Prace pfispiva k vyznamnému obohaceni znalosti o principech vlivu réiznych
stresovych situaci na genovou expresi patogenni bakterie F. tularensis a tim naznagila dal¥{
moznosti v hledani novych zasahovych mist pro efektivni 168bu infekéniho onemocnéni
psobeného Francisellou. Vyznamna st vysledkd presentovanych v disertaéni praci byla
publikovana v kvalitnim zahraniénim mikrobiologickém &asopise ve dvou pracich, které jsou
piilohou disertace.

Za nejvyznamnéji vysledek v proteomické &4sti préce povaZuji zavedeni a Gisp&iné
vyuZiti ,,shot gun* proteomickeé techniky iTRAQ spolu s detailni statistickou analyzou ji
ziskanych dat.



Pfes drobné nedostatky, které mé prace po formalni strénce, je predklddana disertace
velmi kvalitni a dokumentuje schopnost autora, samostatng navrhovat, provadét, analyzovat

a usp&iné publikovat v&decké experimenty. Praci proto doporucuji k obhajobé.

K autorovi prace mam nasledujici otézky.

1) Na stran& 39 autor uvadi, Ze 30 min inkubace omytych bungk J 774.2 postadila na
spotfebovani volného Cys a Met. Byly provedeny n&jaké kontrolni experimenty ukazujici zda
tato doba je skuteéné dostatedna?

2) MiZete podrobnéji rozvést tvrzeni, Ze stanoveni CFU se neosvédilo pti kontrole ristu.
Mely butiky v testované kultufe tendenci se shlukovat (ngkteré publikované mikroskopické
obrazky to naznaduji, nativni preparaty i SEM). Pokouseli jste se pfipadné shluky pfed
vysevem rozrusit?

3) Nastrang 67 ukazujete proteom F. tularensis v infikovangch butikich inhibovanych
cykloheximidem, jak vypadal kontrolni proteom ze samostatné rostouci bakterialni kultury.
Pro¢ jste se nepokusili aplikovat ,,shot gun* proteomicky piistup v tomto piipads?

4) Na obrézku 16 je zndzornéna western blot analyza produkti genu Ig/C , pro€ nejsou tyto
produkty vyznageny na odpovidajicim 2D gelu, & vytezu, ktery této oblasti odpovida.
Samotny western blot nevypada pfilis ptesvédeivé vzhledem ke zjevnému rozdilu v nanésce

proteintl na oba srovnavané gely. MiiZete tuto diskrepanci komentovat?
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