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DREeUmMONniqe

1. zjistit, zda je anorganické pyrofosfatiza PpaC S. preumonige fosforylovana
proteinkindzou StkP i vitro

2. zjistit jaky vliv na aktivitu PpaC m4 Jeji fosforylace

3. vytvofit konstrukt pro komplementaci mutace ppaC ve S. preumoniae

Struktura (¢lenéni) price, odpovida pozadovanému? ANO

Rozsah prace (pocet stran): 73

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ovs slova? ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANOQO
Je napsan srozumitelng? ANO Aje vyborny; je dobie strukturovany a pfinasi jasny
vyklad viech podstatnych souvislosti tykajicich se PpaC. R4da bych podtrhla navic
termodynamicky aspekt ptisobeni PP v bugice. Ty odstrariuji pyrofosfat, vznikajici
v mnoha vyznamnych biosyntetickych reakcich, pfi¢emsz hydrolyza pyrofosfaty je
charakterizovana Zapornou zménou (-AG). Z obou davodi se posouva rovnovéha téchto
reakci vyrazng doprava a &inf Je v podstate nevratnymi.

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole?  ANO
Kolik metod bylo pouZito? 20
Jsou metody srozumitelng popsény? ANO

Experimentalni ¢4st:

Je vysvétlen cil experimenti? ANQ

Je dokumentace vysledkd dostatujici? ANO

Posta¢uje mnozstyi experimentd k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANQ

Caést Vysledky popisuje ve tiech podkapitolach cestu vedouci k dosazent tif dilé¢ich cili. Je
to Cista cesta jasng definovanych experimentélnich krokd, at’ jiz genovych manipulaci ¢
biochemickych Stanoveni, jejichz kazdy vysledek lze kontrolovat a potvrdit; prostor pro
pochybnosti je tedy minimalni.

Diskuze:

Jsou vysledky porovnavany s literaturoy? ANO (22 citaci, z toho 4 zr.2010, b&zné jsou
i odkazy na dosud nepublikované vysledky Skolitelky).
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dal3f feseni problematiky?
Zavéry (Souhrn) :

Jsou vystizné? ANO
Formalni vrover prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova uroven):
Obrazky, tabulky, grafy, schemata, sekvence DNA jsou spravné Cislovany a v textu




spravné popsany a vysvétleny a _]ejlch graﬁgka upr@va zcela vyhovujici. Stylistickd uroven
prace odréZi kultivovany pisemny- pro;ev autorky Poget preklepu ¢i drobnych: jazykpvych
nepfesnosti je minimélni. PouZivan j¢ progresivni zptisob psani (:121ch slov, a, to’ disledné,
coZ je pfijemné. - i

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni: : :

Tii hlavni cile diplomové prace, uvedené v Uvodu prace na str. 8 (a Vyse) byly beze
zbytku splnény. Tteti z uvedenych cild, vytvoteni konstruktu S. preumoniae nesouci divoky
gen ppaC ¢i jednu z jeho péti mutovanych variant, s histidinovou kotvou, pod inducibilnim
promotorem, na chromozomu, pfedstavuje navic cenny nastroj pro dalsi studium PpaC —
pro dikaz jeji nepostradatelnosti, fosforylace in vivo v pozicich S150 a T152 i pro funkéni
disledky fosforylace PpaC v bunce.

Diplomova prace (DP) ptedkladand k obhajobé je vydatrend a elegantni. Pojednava o
potentnim regulanim nastroji S. pneumoniae, o jeho jediné eukaryotni StkP, resp. o jednom
z jejich substrati — anorganické pyrofosfatdze PpaC. StkP, S/T proteinkinaza S . pneumoniae
je predmétem soustavného studia Jaboratofe RNDr. P. Branyho, CSc., které zapocalo v MBU
AVCR pied asi 10 lety. Projekt tehdy tsp&in¢ odstartovala doktorandka, nyni skolitelka
kolegyné Stechové, pani RNDr. L. Novakova, PhD. Znalosti o tomto unikatnim enzymu,

z nichZ vyznamnou ¢ast publikovala laboratof Dr. Branyho v prestiznich ¢asopisech, lze
struéné shrnout takto: mutace StkP proteinu vede ke ztraté virulence, ke zvysené citlivosti
bakterie k environmentalnim strestim. Kromé toho predstavuje siln¢ imunogenni protein
StkP perspektivni antigen pro vyvoj proteinové ockovaci latky proti pneumokokim. Dosud
zndmé spektrum protein DivIVA, FtsZ i PpaC, fosforylovanych StkP in vivo a
identifikovanych v laboratofi pana Dr. Branyho naznacuji klicovou roli této StkP v kontrole
bunécného déleni, v oné Achillové paté buriky, jejiz zasah by mohl byt pro streptokoka
smrtelny. Téma DP, kterd se soustfed’uje na funkéni analyzu jednoho z uvedenych proteint,
PpaC je tedy velmi aktualni. Dotyka se i objasnéni syntézy peptidoglykanu, jehoz chemické
slozeni je sice znamo desitky let, ale o strukturnim uspotadani v buiice ¢i kontrole jeho
syntézy stdle nemame jasnou predstavu.

Piedkladana prace tedy svymi vysledky pfiispiva nejen k hledani u¢inné obrany proti
nakazam streptokoky, ale i k chapan{ regulace jejich bunééného déleni.
Praci tedy doporuduji k prijeti jako praci diplomovou.

Otazky a pripominky oponenta:

Str.23: ,,Anorganicka pyrofosfataza ze S. agalactiae, homologni s PPazou S. pneumoniae je
prvni solubilni pyrofosfatazou, ktera se nachazi jak v cytoplazmé tak v membraneg.
Lokalizace enzymu nezavisi na jeho fosforylaci (Rajagopal 2003).*“ Jedna se o asociaci nebo
integraci proteinu do membrany? P#{padneé piibyly k této informaci nové udaje?

Str. 25: Bakteridlni kmeny: dva kmeny S. pneumoniae Cp1015 a S.p. Cp11016 pouzité

v praci byly nevirulentni. Je pti¢inou ztraty jejich virulence nepfitomnost polysacharidového
pouzdra nebo proteinu A?

Str. 31 ,,PCR: enzymy Pfu a VELOCITY polymeraza byly pouZity pro co nejpiesngjsi
amplifikaci daného fragmentu DNA.“ Jak vysoka4 je pfesnost syntézy DNA témito enzymy,
napt. ve srovnani s Taq polymerazou?

Str. 38: Kinazova reakce in vitro — Detekce fosforylace radioaktivnim znadenim: ,,Reakéni
smés byla stejného sloZeni s testem fosforylace imunodetekci. Pouze ATP v kazdé reaket
obsahovalo navic 1 uCi **P-ATP.“ V jaké molarni koncentraci?

Str. 46: Nastrojem analyzy katalytické aktivity anorganické pyrofosfatazy byly
modifikované proteiny PpaC, v nichz autorka prace nahradila serin v pozici 150, resp.
treonin v pozici 152 alaninem, resp. kyselinou glutamovou. Kyselina glutamova je
oznacovana za fosfomimetickou AA, alanin za neutralni AA. Jaké vlastnosti téchto




*

qninokyselin Jsou pfi¢inou uvedeného oznadeni? ]
Str. 56: Vysokou experimentélni tirovet prace doklada i pouziti vektoru pJWv25

s promotorem PczeD, indukovatelnym Zn** lonty, publikované v r. 2009.

a) Jaky je princip inducibility tohoto promotoru ? (v praci neni uvedeno, ani na str. 25, 38).
b) Nejvyssi expresi genu poskytl promotor PczeD pii nejvys pouzité, 0,15 mM koncentraci
ZnS0y Je to skuteé¢né maximum exprese?

Str. 40, formula¢ni neptesnost: Méteni aktivity pyrofosfatazy. V poslednim

odstavci :“ Z grafu zavislosti koncentrace PO,” na absorbanci Jsme ziskali kalibragni
kiivku®. Jednalo se jist& o zavislost absorbance na koncentraci fosfatu.

Formalni drobné nedostatky: str. 20 , pfitomnost kationd misto kationt“; str. 56 , esencialita
PpaC*- Iépe nezbytnost ¢i nepostradatelnost proteinu PpaC; anglikanizmy typu Pfu
polymeraza, str. 38: | Detekce fosforylace imunodetekei — lépe detekce fosforylace
protilatkou; Str. 60:* testovali jsme expresi proteinu PpaC pod zinkovym promotorem* —
lépe expresi genu ppaC s promotorem PczeD indukovanym Zn*"; opakované ,, detekovali
Jsme* misto detegovali jsme.

A konecné posledni formalni poznamka. Ndzev nasi almae matris je ,,Univerzita Karlova

v Praze“. Nikoliv , Karlova univerzita v Praze®, jak uvadi titulni strana DP.
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