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Posudek Skolitele disertacni prace Ing. Radky Hrudikové: ,Vytipovani a sledovani exprese geni
ovliviujicich syntézu kyseliny hyaluronové ve Streptococcus equi subsp. zooepidemicus pomoci
technologie dna ¢ipti a real time PCR“

Ing. Radka Hrudikova je studentkou 8. ro¢niku doktorandského studia na Fakulté chemické VUT v Brné.
Predkladanou disertacni préci vypracovala v laboratotich biotechnologické firmy Contipro a.s. v letech
2012-2016. Ing. Hrudikova je spoluautorkou dvou impaktovanych védeckych publikaci a podilela se na
sedmi konferencnich prispévcich, pficemz na dvou konferencich prezentovala své vysledky formou posteru.
V soucasnosti je pod jejim spoluautorstvim podana celosvétova patentova prihlaska. V prabéhu svého
doktorandského studia absolvovala nékolikamési¢ni stdz Erasmus na Norské univerzité védy a technologie
v Trondheimu. Pisobila také jako externi lektor na Mendelové univerzité v Brné na Ustavu biochemie a
organické chemie. V soucasnosti je zaméstnancem Ustavu molekuldrni genetiky AV CR, toho ¢asu na
materské dovolené.

Disertacni prace byla zaddna s cilem analyzovat genom a transkriptom producenta kyseliny hyaluronové
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus a ziskat tak zakladni informace pro dalsi vyzkum zaméreny na
zvyseni jeji produkce. Studentka pro dosaZeni tohoto cile provedla celogenomovou sekvenaci produkcniho
kmene S. zooepidemicus CO4A, ktery byl ptipraveny tradi¢nimi metodami mutageneze a vykazuje zvySenou
produkci kyseliny hyaluronové. Ziskané sekvence autorka s vyuZitim bioinformatickych nastrojl sestavila do
podoby anotované genomové sekvence. Dale provedla analyzu hledani variant (SNPs, INDELs), ¢imz
identifikovala rozdily na urovni DNA u studovaného kmene CO4A a jiz osekvenovaného materského
(referencéniho) kmene ATCC35246.

V dalsi fazi vyzkumu se zaméfila na sledovani celogenomové exprese pomoci DNA Cipl. Experimenty
vyzadovaly peclivou pripravu od navrieni sond, pres izolaci kvalitni RNA, jeji prepsani do cDNA,
fluorescenéni znaceni, az po hybridizaci vzorkd na Cipy. Ze ziskanych dat studentka komplexné popisuje
expresi vybranych metabolickych drah, které mohou mit souvislost s produkci kyseliny hyaluronové. U
vybranych gen(, pfimo i nepfimo zapojenych v syntéze kyseliny hyaluronové, byla mira exprese dale
sledovana real-time PCR v nékolika ¢asovych bodech v prabéhu kultivaci. Zna¢na pozornost byla vénovana
ovéreni spolehlivosti namérenych dat a vybéru referenéniho genu pro real-time PCR analyzu. V dalSim
pokusu byla exprese genl cilené ovlivnéna pridavkem N-acetylglukosaminu do kultivaéniho média.
Studované geny byly porovnany s kontrolnim experimentem bez ptidavku N-acetylglukosaminu a vysledky
analyzy byly diskutovany v kontextu soucasné literatury. Na zakladé ziskanych dat, se studentce podafilo
mezi kmeny CO4A a ATCC35246 popsat nékolik zajimavych rozdild na Urovni genomu a transkriptomu, které
mohou mit vliv na zvySenou produkci kyseliny hyaluronové u kmene CO4A.

Predkladdana prace je vysledkem peclivého pfistupu a zvladnuti nékolika modernich molekularné-
biologickych metod. Béhem experimentl bylo potfebné nékteré postupy optimalizovat. Ziskané vysledky
daly smérovani dalSimu vyzkumu v oblasti analyzy genové exprese kmene S. zooepidemicus a k lepSimu
pochopeni biologickych mechanisml produkce kyseliny hyaluronové. Na zakladé uvedenych skutecnosti
predkladdanou praci doporucuji k obhajobé.
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