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Splnění cílů práce a celkové hodnocení: .

Tři hlavní cíle diplomové práce. uvedené v Úvodu práce na str. 8 (a výŠe) byly beze
zbýku splněny. Třeti z uvedených cílů' vytvoření konstruktu S. pneumoniae nesoucí divoký
gen ppaC či jednu z jeho pěti mutovaných variant, s histidinovou kotvott, pod inducibilním
promotorem, na chromozomu' představuje navíc cenný nástroj pro další studium PpaC *
pro důkaz její nepostradatelnosti, fosforylace in vivo v pozicích S l50 a T152 i pro funkční
důsledky fosforylace PpaC v buňce.

Diplomová práce (DP) předk|ádaná k obhajobě je vydařená a elegantní. Pojednává o
potentním regulačním nástroji S. pneumoniae, o jeho jediné eukaryotní StkP, resp. o jednom
z jď1ich substrátů - anorganické pyrofosfatáze PpaC. StkP, S/T proteinkináza S ' pneumoniae
je pŤdmětem soustavného sttrdia laboratoře RNDr. P. Branyho, CSc., které započalo v MBU
AVCR před asi 10 lety. Projekt tehdy úspěšně odstartovala doktorandka, nyní školitelka
kolegyně Štechové, paní RNDr. L. Nováková, PhD. Znalosti o tomto unikátním enzymu,
znichž významnou část publikovala laboratoř Dr' Branyho v prestižních časopisech,|ze
stručně shrnout takto: mutace StkP proteinu vede ke ztrátě virulence, ke zvýšené citlivosti
bakterie k environmentálním stresům. Kromě toho představuje silně imunogenní protein
StkP perspektivní antigen pro vývoj proteinové očkovací látky proti pneumokokům. Dosud
známé spektrum proteinů DivIVA, FtsZi PpaC, fosforylovaných StkP in vivo a
identifikovaných v laboratoři pana Dr. Branyho naznačuji klíčovou roli této StkP v kontrole
buněčného dělení, v oné Achillově patě buňky, jejížzásah by mohlbýt pro streptokoka
smrtelný. Téma DP, která se soustřed'uje na funkční analýzujednoho z uvedených proteinů,
PpaC je tedy velmi aktuální. Dotýká se i objasněni syntézy peptidoglykanu, jehož chemické
sloŽení je sice známo desítky let, ale o strukturním uspořádání v buňce či kontrole jeho
syntézy stále nemáme jasnou představu.

Předkládanápráce tedy svými výsledky přispívá nejen k hledání účinné obrany proti
nákazám streptokoky, ale i k chápání regulace jejich buněčného dělení.
Prácitedy doporučrÚi k přijetí jako prácicliplomovou.
otázky a připomínky oponenta:

Str.23: ,,Anorganická pyroťosfatázaze S. agalactiae,homologní s PPázou S, pneumoniae je
první solubilní pyrofosfatázou, která se nacházijak v cytop\azmě tak v membráně.
Lokalizace enzymu nezávisi na jeho fosforylaci (Rajagopal 2003).., Jedná se o asociaci nebo
integraci proteinu do membrány? Případně přibyly k této inťormaci nové údaje?
Str' 25: Bakteriální kmeny: dva kmeny S. pneumoniae Cp7015 a S.p. Cpl10l6 pouŽité
v práci byly nevirulentní. Je příčinou ztráty jejich virulence nepřítomnost polysacharidového
pouzdra nebo proteinu A?
Str. 31 ,'PCR: enzymy Pfu a VELOCITY po|ymeráza byly použity pro co nejpřesnější
amplifikaci daného fragmentu DNA... Jak vysoká je přesnost syntézy DNA těmito enzymy'
např. ve srovnání s Taq polymerázou?
Str. 38: Kinázová reakce in vitro - Detekce fosforylace radioaktivním značením: ,,Reakční
směs byla stejného složení s testem fosforylace imunodetekcí' Pouze ATP v každé reakci
obsahovalo navíc 1 uCi 32P-ATP... V jaké molární koncentraci?
Str. 46: Nástrojem ana|ýzy katalytické aktivity anorganické pyrofosfatázy bylry
modifikované proteiny PpaC, v nichž autorka práce nahradila serin v pozici l50, resp.
treonin v pozici I52 alaninem' resp. kyselinou glutamovou' Kyselina glutamová je
označována za fosfomimetickou AA. alanin zaneutráIní AA. Jaké vlastnosti těchto



aminokyselin j sou příčinou uveaineho o'-nao.ní?
Str. 56: Vysokou experimentální úroveň práce dokládá i pouŽití vektoru pJWV25
s promotorem PczcD, indukovatelným Znz* ionty' publikovan é v t. 200ď.
a) Jaký je princip inducibility tohoto promotoru ? lv práci není uvedeno, ani na str. 25,38)'b) Nejvyšší expresi genu poskytl promotor PczcD pii nejvyss i pouŽtté,g,l5 mM koncentraciZnSo+ Je to skutečné maximum éxprese?
Str. 40, formulační nepřesnost: Měiení aktivity pyrofosfatá Zy.v posledním
odstavci ,, Z grafu závislosti koncentrace Po+j- 

' 
na absorbanci jsme získali kalibračníkřivku... Jednalo se jistě o závislost absorbance na koncentraci fosfátu'

Formální drobné nedostatky: str. 20 ,,přítomnost kationů místo kationtů..; str. 56 ,,esencialitaPp.aC... lépe nezbytnost či nepostradatelnost proteinu PpaC; anglikanizmy typu Pťupo|ymeráaa. str. 38:.,,Detekce fosforylace imunodetek"i..- lep"-detekce řo,íá|ru".protilátkou; Str. 60:.. testovali jsme expresi proteinu PpaC poá ?inkovy- proÁotorem.. -
lépe expresi genu ppaC s promotorem^PczcD indukovaný m Zn2*;opuřo.,ánc ,, detekovalijsme.. místo detegovali jsme.
A konečně poslední formální poznámka, Název naší almae matris je ',Univer zitaKar1ova

Íaze,,"', jak uvádí titulní strana DP.
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