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Cile prace

Hlavnim vyzkumnym tématem je protein Spr0175, jeden ze substrati proteinkinazy StkP.

Cil: Vytvofit deleéni kmeny S. pneumoniae , které neobsahuji gen pro piedpokladany protein
Spr0175 a ur¢it morfologické a ristové vlastnosti ovlivnéné timto proteinem, jeho fosforylaci
kindzou StkP jak in vitro, tak in vivo a nakonec i jeho lokalizaci.

Poznamka:

Prvni véta Cilu: ,,Vytvofit mutantni kmen delta-spr0175 na R6, Rx a D39 genetickém pozadi
kment R6, Rx a D39a charakterizovat jeho morfologické a ristové vlastnosti.“ .....je neobratnd,
mohla by byt formulovana lip.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO

Rozsah prace (pocet stran): 124, z toho Literatura 12 stran, cca. 150 citaci

Poznamka ke struktufe: ¢ast vysledki by v odpovidajici publikaci ur¢ité patiila do ¢asti
»Material a metody*. Jde o konstrukci delecnich kmenti a kment produkujicich
rekombinantni protein Spr0175. Vzhledem k tomu, Ze tato pfiprava byla velmi pracna, lze
pochopit, Ze je zahrnuta ve vysledkové ¢asti DP, i kdyz jde ,,jen* 0 material, ktery je nutny
jako vychodisko pro vysledkovou ¢ast.

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova? ANO

Abstrakt by se mél vic soustiedit na vysledky dosazené autorkou a tvofit ucelengjsi celek.
Je uveden seznam zkratek? ANO

Ve zkratkach je nékolik drobnosti:

Anti = Protilatka (???).......zbyte¢né zavadéni zkratky

FLAG = Flag epitop (chybi vysvétleni). V praci se poziva i ve formé& s malymi pismeny tieba
jako pojem ,,Flagova kotva“

SJK = Sweet Janus kazeta ...... bude diskutovano dale

TCS = Dvouslozkovy systém ....... u nas pouzivame spis ,,Dvoukomponentovy systém* ,
abychom se vyhnuli pojmu ,,slozka* a analogii s dvouslozkovym lepidlem. Ale je to véc
nazoru.

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO
Poznamka: Pomohlo by, pokud by byly v LP pfitomny texty tykajici se proteinu Spr0175 a
vlastnosti vychozich divokych kment S. pneumoniae, ptipadné efektu hromadéni
supresorovych mutaci. Bylo by pak mozné naptiklad lépe rozumét vysledkim (ristové
ktivky) nebo i designu jednotlivych pokusu. Nanejvys dilezity efekt hromadéni
supresorovych mutaci se vyskytuje poprvé jako pojem ve Vysledcich a je vysvétlen teprve
v Diskuzi.
V piehledu proteint tvorici bunéénou piepazku bych uvital lepsi rozliSeni prodluzovaciho




rustu u kulatych a ty¢inkovitych bakterii a jasnou specifikaci, zda obr. ¢. 4 je univerzalni pro
vSechny bakterie. Stejné tak Tab. 1 nefika presné, které proteiny jsou charakteristické pro S.
pneumoniae.

Velmi podstatné mi pripada, ze pokusy s dele¢nimi mutanty delta- Spr0175, které provadéli
jini autofi a které uz byly publikovany, neuvadite v Uvodu. Ctenaf se pak v Diskuzi divi, Ze
vlastnosti dele¢nich mutant uz byly sledovany jinymi autory. Mélo by byt zfejmé, proc¢
takové vysledky opakujete véetné pripravy mutantnich kment.

Je napsan srozumitelné? ANO

Poznamka: V Uvodu je fada styliza¢nich neobratnosti, autorka méla dat vétsi pozor i na
pieklepy, kterych je v praci dost. Vadi také mnozstvi anglicizmti. Viz déle.

Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentélni kapitole? =~ ANO
Kolik metod bylo pouzito?
Prace je metodicky bohata, byly pouzity rozmanité techniky genovych manipulaci,
mikroskopie, rizné elektroforetické detekce, blotovaci techniky, izolace proteint,
bioinformatické techniky, analyza bakteridlniho rastu.
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO
Metody jsou popsany detailn€, srozumiteln¢.
V popisu MaM je spousta prohieski, predevs§im anglicizmi:
Naptiklad:
37: ....Sweet Janus kazeta....Anglické priviastky jsou prekladany v tomto slovosledu. Jde o
obecny trend, ktery u autorky prechazi i do jejich viastnich textii. Proc¢ nepsat napriklad
,,delecni kazeta SVJ*, ktera byla definovana ve zkratkach?
37: ....levansukrazu....sladime sacharézou, ne sukrozou
39: ... chemikalie obsahuji analytickou Cistotu ...
42: .... Selekéni média vznikly pfidanim....
43: .....s pfidavkem 5 % defibrilované berani krve ....defibrinované

45: ....... Pfu ultra HF DNA polymeraza, Purple Taq polymeraza ..... jde spis o obchodni
ndzvy, ne o ceské nebo anglické nazvy enzymai

47: ..... v tabulce neni program MicrobeJ zminnovany ve Vysledcich

51: .... Ptiprava rychlych proteinovych vzorki-chemicka dezintegrace bunék...... neni

vysvétleno, ¢im jsou vzorky ,,rychlé

54: .... Nejprve byly bunky v peleté resuspendovany......Doslovné pocesténi u slova
»peleta® (angl. ,,pellet®) se zatim pouzivalo jako maskulinum. Jako femininum pfipomina
,drevéné pelety*

57: .... Mé&feni rastovych kiivek....... Opravdu probihalo zao¢kovani do méfici kyvety
rovnou naifedénim bakterii z glycerolove konzervy s OD600 = 0,4 , bez ristu inokula mimo
meéfici kyvetu? Méteni generani doby by mélo probihat ve fazi ustdleného rustu, kterou od
tohoto uspotfadani nemlizeme chtit.

V této kapitole mi schazi popis pasazovani, ktery je velmi dalezity pro Vysledky — jde o to,
kolik generaci pfedstavuje jedno pasazovani.

Jakou chybu reprezentuje zjednoduseni, kdy jako jednotlivé burnky pocitate 1 bunku, dvojici
a trojici bunék, zatimco jako fetizek 4 a vice bunék, kdy ptedpokladate, ze fetizek




predstavuje rustovy defekt?

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? ANO

Je dokumentace vysledka dostacujici? ANO  NE - v ¢em jsou nedostatky?
Dokumentace je dostacujici, ale mam dojem, ze nékteré¢ vysledky jsou interpretovany
ponékud zkreslené (viz dale).

Postacuje mnozstvi experimentt k ziskdni odpovédi na zadané otazky?

ANO NE - co chybi, v ¢em je nedostacujici?

Mnozstvi experimentl je dostatecné, i kdyz bylo mozno doplnit n¢které experimenty, které
by verifikovaly navrhovanou interpretaci. Nékteré z nich by byly jednoduché (napf. rustoveé
vyhledu (sekvenace klont liSicich se ristovou rychlosti).
Prvnich 20 stranek vysledk, které predstavuji konstrukci kmentl, je dobfe ¢itelnych,
dokumentovanych. Jak bylo feceno, tato partie mohla byt soucasti MaM.

K experimentalni ¢asti mam tyto vyhrady:

Grafy a obrazky je lepsi pojmenovat jako ,,Obr. XX a ne ,,Graf xx*, Obrazek ¢. xx“.

61: schéma operonu by bylo lepsi (pokud je k dispozici) v podrobnéjsi formé, pokud jsou
podrobné popisovany konstrukty pocitajici s touto oblasti

81: ....cit: “Z ¢asti a) i b) uvedenych na obrazku ¢.27 lze usuzovat, ze deleéni kmen Sp353 s
vlozenou Sweet Janus kazetou (Rx; delta-spr0175::SweetJanus) na pozadi kmene Rx vede ke
vzniku heterogenni populace.®.....Podle mého by do srovnani klonii odvozenych od Rx versus
R6 mohla byt rovnou zahrnuta i tvorba retizkii a bunécna prepdzka umisténd mimo stied —
tyto vlastnosti jsou probirany zvlast a srovnadni je ponechdno az na Diskuzi. Dat je hodné
méla by byt shrnuta uz tady.

82: Rustova charakterizace mutantnich kmeni: k #éto ¢asti mam podstatné vyhrady. Neni
jasné, zda se chybové usecky vztahuji k biologickym opakovanim (nezavislym riistovym
pokusum) nebo opakovanym mérenim. Vzhledem k mym zkusenostem pochybuji o
smérodatnosti tvrzeni ,,Doba zdvojeni u kmene Sp353 k17 byla vlivem pasadzovani sniZena o
2 minuty z 33 na 31 min.“ (str. 82) vzhledem k tomu, Ze opakované méreni ristové rychlosti
Jje zatizeno vetsi chybou.

Pasazovani neni vysvétleno a neni jasné, kolik generaci predstavuje, co se s buntkami délo
béhem pasdzi (rostly stdle exponencialné nebo ne?).

V Tab. 28 nejsou smérodatné odchylky generacnich dob, zatimco v grafech jsou smérodatné
odchylky OD. Proto mam pochybnosti o biologickych opakovéanich.

V prdci se pouziva chybné pojem ,lag faze“. Ten je definovan jako doba, kdy burnky nerostou
a je definovan postup, jak stanovit jeho délku. Ta se v prdci nestanovuje, ale nevyvdzeny riist
na zacatku kultivace je interpretovan jako lag faze. Tvrzeni o zkracovani lag faze proto nema
smysl.

Design pokusii je tady komplikovan tim, Ze byly sledovany klony jednotlivych mutantnich
kmenii a jesté jejich jednotlivé pasaze. Tedy promeénné byly: pozadi kmenit Rx,R6 —
pritomnost/nepritomnost delecni kazety — Klon — pasdz. To samozirejmé znacné komplikuje
vysledky a je otdzka, zda nebylo lepsi vyjit z jednodussiho usporadant.

Opravdové drama se odehrdava na Obr. 3 (=Graf'3), kdy rist vykazuje dvé smérnice, kde
prvni z nich je interpretovana jako lag faze a druhd slouzi k vypoctu doby zdvojeni. Doba
zdvojeni se pritom zkracuje jako funkce pasazovani.To je samoziejmé zajimavy fenomén. Ale
bylo by nutné ho prokazat nezavislymi riistovymi pokusy, pokud se tak nestalo. Je otdzka, jak
ovlivnil design riistového experimentu vysledky (ockovani primo z konzervy a bezprostiedni
stanoveni rustovych parametrii). Vysledky v tabulkach se kviili poctu proménnych velmi




Spatné sleduji.

Cast vénovand fosforylacim rekombinantniho proteinu Spr0175 in vivo a in vitro a jeho
lokalizaci je zdarila a predstavuje velké mnozZstvi prdace a logicky usporddanych experimentii,
které jsou dobre dokumentovany.

Vysledky obsahuji mnozstvi $patné€ volenych formulaci, které nékdy znesnadiuji
porozumeéni textu - naptiklad:

62: ... Pozitivni klony na genetickém pozadi kmene R6 byly pojmenovany na kmen Sp352
(R6, Aspr0175::SweetJanus), pozitivni klony na pozadi kmene Rx na Sp353* ..... veté neni
kviili nestandardni stavbé a predlozkam rozumet....

75: Nazev kapitoly: ,,Pfiprava kmene s exprimujiciho protein Spr0175-FLAG pod zinkem
indukovanym promotorem na pozadi kmene Aspr0175“ by vyZadoval lepsi formulaci

78: ,,Vzhledem k tomu, Ze S. pneumoniae je geneticky velice plasticky organismus, ktery je
schopen hromadit supresorové mutace, bylo pro odhaleni stalosti fenotypu delta-spr0175
testovano vétsi mnozstvi klont. “.... toto je naprosto zasadni tvrzeni, které neni nijak
dokumentované a ¢tendr netusi, co si md predstavovat.: jakého druhu jsou supresorové
mutace, jak rychle se jsou schopny projevit a diky cemu.....Autorka uvadi vysvétleni az

v Diskuzi: Rx mé ,,...defektni mismatch repair systém* (str. 100).

80: ,.Zluté $ipky poukazuji na buiiky neschopny se rozdélit, ¢imz dochazi k tvorbé fetizka.“
81: ,,Populace bunék je statisticky vyznamné mensi i v pfipad¢ mutantnich kmenti
Aspr0175 .... “ nejde o velikost populace, ale o velikost bunék.

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO i NE
Diskuze je opravdu z velké casti podrobné opakovani vysledki, nékdy i stejné formulované.
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO NE
Autorka srovnava své vysledky a ostatnimi — nedovedu odhadnout, zda bylo mozno udélat
srovnani dikladné;jsi.
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feseni problematiky? ANO NE

Zavéry (Souhrn) :

Jsou vystizné? ANO NE

Souhrn by vyzadoval skute¢né propojit vysledky a ne je podat v podobé ,,nepfilis
souvisejicich odrazek* — je to Skoda, protoze vysledkil je hodné a autorka by méla vymyslet
celkovy obraz Ulohy proteinu — v podstat¢ je souhrn stejné opatrny jako popis vysledku a
dodrzuje jejich potadi.

Bylo by potieba shrnout — jakou tlohu ma protein, jak je to s jeho fosforylaci, jakou tlohu
hraje genetické pozadi vychoziho kmene. Abstrakt prace je lepsi neZ Souhrn.

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):
Nelibi se celkove ¢ast vénovana rustovym charakteristikam, jinak je troven grafického
zpracovani dobra.

Jazykovou uroven za dobrou nepovazuji — po stylistické strance a v pouzivani anglicizmii je
co zlepSovat.

Zde jsou priklady:

1.Hlavni problém jsou piivlastky pied podstatnym jménem — ,,po anglicku*:

Abstrakt: Byly pfipraveny Aspr0175 mutantni kmeny...

spomoci WesternBright ECL substratu....“ (91)

»Vazba ParB do parS mista zaroven ovliviuje....“ (16)

,,LocZ/MapZ kruh je nejprve umistén ve stfedu bunky, kde ko-lokalizuje se Z-




prstencem.....” (16)
,,Vytvofit mutantni kmen delta-spr0175 na R6, Rx a D39 genetickém pozadi.... (Cile)

2. Naduzivani spojky ,,skze*: tato spojka je pouzivana v nékolika vyznamech, jde o
hantyrku, dost osklivou — tuto spojku by vétSinou bylo mozno vypustit a nahradit 7. padem:
,Dulezitou roli ma i Ser/Thr proteinkinaza StkP majici v kompetenci pozitivni regulacni
Ulohou skrze aktivaci centralniho kompeten¢niho operonu comCDE....(str. 13)
,,Glykanové fetézce jsou poté propojeny skrze kratké pentapeptidové mistky o sekvenci L-
alanin....“ (17)

,,Pii¢né vazby mohou byt u pneumokoka tvofeny také skrze vétvené peptidy....“ (17)
,,disacharid je nasledné transportovan skrze cytoplazmatickou membranu ....“ (19)
,,Pomoci ko-imunoprecipitace bylo zjisténo, ze LocZ/MapZ interaguje skrze C-koncovou
doménu....“ (31)

3.Sklonovani ¢eské podoby ,,Streptococcus® - streptokok:
S. pneumoniae a ostatni streptokoci kéduji (str. 8).....épe ,, streptokokové
..... konzervovany ve streptokocich,....... 1épe: ,, u streptokokai...

Prohteskt je daleko vic, napiiklad obvykly nesoulad : detegovat/detekovat vs. detekce apod.
Hantyrka hovorova: ,,....se pohybovalo v rozmezi 11-63 %, coz primérné d¢la 44+£21 % pro
5 testovanych klond.....*

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Prace pfinesla zajimavé vysledky. Celkové zpracovani je nevyrovnané, s mnoha vyhradami.
Ptesto si myslim, Ze se autorka vyrovnala s védeckym problémem, naucila se spoustu
experimentélnich metod a ziskala prvni zkuSenosti s publikovanim vysledku. Proto
doporucuji praci k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:

1) Vysvétlete podrobnéji tvahy o esencialité genu spr0175. Jednotlivé Gvahy o
esencialité mi neptipadaji konzistentni. Vyjdéte naptiklad z tvrzeni: ,,Analyzou
profilt ristovych kiivek lze usoudit, ze gen sSpr0175 by mohl byt skutecné
esencialni.« (str. 102)

2) Jakym zptuisobem budete postupovat pii analyze mutaci v genomu, kterou budete
dokazovat hromadéni supresorovych mutaci?

3) Jakeé rozdily v efektu mutace AsprO175 na pozadi divokych kmenti R6 a Rx jste
ocekavala? Vysvétlete rozdily mezi obéma kmeny a divody, pro¢ bylo zajimavé je
pouzit.

4) Byla provedena morfologicka analyza delecnich kment, které postupné vyrovnaly
ristovou rychlost s vychozim kmenem? Jak byste interpretovala situaci, kdy by si
tyto kmeny zachovaly zménénou morfologii?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

[] vyborné [ ] velmi dobte [ ] dobte [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:







