Oponentsky posudek na doktorskou disertacni praci Mgr. Jany Goldové

»Studium funkce Ser/Thr proteinkinaz a fosfataz Pseudomonas aeruginosa“

Oponent: RNDr. Jan Nesvera, CSc., Mikrobiologicky tstav AV CR, V.V.i.

Doktorska disertaéni prace Mgr. Jany Goldové se zabyva analyzou funkci proteinkinas a
fosfatas eukaryotického typu u podminéné patogenni bakterie Pseudomonas aeruginosa.
Vzhledem k tomu, ze tato bakterie je jednou z hlavnich pfi¢in nosokomialnich infekci a
plicnich onemocnéni u pacientt s cystickou fibrozou, ziskané poznatky o uloze proteinkinas a
fosfatas v buné¢nych regula¢nich procesech mohou mit i znaény vyznam prakticky.

Uspésné zvladnuti naro¢nych biochemickych a molekularné-biologickych metod umoznilo
autorce dosahnout prioritnich vysledkti. Dokumentovany objem vysledki i jejich zpracovani a
interpretace sved¢i o pili autorky a o jejich schopnostech pro védeckou praci.

Vlastni disertacni prace je svym obsahem srovnatelnd s obvyklym standardem
diserta¢nich praci. Jeji rozsah (141 stran, 29 obrazku a graft, 12 tabulek) je pak nadpramérny.
Rozsahly Literarni piehled shrnuje poznatky o fosforylaci proteini u prokaryot a o
virulen¢nich faktorech a sekre¢nich systémech pseumonad a o jejich regulaci. Svéd¢i o dobré
teoretické pfipravenosti autorky, stejné¢ jako seznam 193 citovanych publikaci. Z oddilu
Material a metody je patrnd metodicka naro¢nost fesSené problematiky. Metody jsou ponékud
netradiéné rozdéleny do tii Casti (obecna Cast a dvé ¢asti popisujici podrobné experimenty
vztahujici ke studiu jednotlivych typl proteinkinas a fosfatas). Domnivam se, Ze popis
ptipravy konkrétnich plasmidd, deleci v chromosomu a mutantnich genti by mél byt uvadén
spiSe v oddilu Vysledky. Tento oddil je zpracovan stru¢né a piehledné a vysledky jsou
dokumentovany fadou obrazki a grafi. Bohata diskuse podrobné rozebira ziskané vysledky a
svédCi o interpretacnich schopnostech autorky. Rozdé€leni diskuse na podkapitoly vztahujici
se kjednotlivym castem vysledki velmi pomaha ¢tenafi k pochopeni podstaty disertacni

prace.



K praci mam nésledujici dotazy a pfipominky:

1. V nazvu prvniho cile prace (1.1.1) mé byt nepochybné uvedeno PpkA a PppA misto
Stk1 a Stpl.

2. 'V textu (str. 84) je uvedeno 83 genu, odlisn¢ regulovanych s hladinou vyznamnosti
P< 0,05, zatimco v tabulce 4.4 je uvedeno téchto gent pouze 56.

3. Byla testovana také promotorova aktivita oblasti pred geny pppA a ppkA ?

4, Byla urCena sekvence DNA promotorové aktivniho fragmentu klonovaného
Vv plasmidu pMPA73 ?

5. Obr.4.2.2 B:
a) Jak lze vysvétlit pozitivni signal s anti-pThr protilaitkou v draze 1 (Stkl bez

pridaného ATP) ?

b) Co jsou pozitivni signaly u past odpovidajicich proteinim vét§im nez Fha2 ?

o)

. Byla pfii testovani fosforylace fosfatasy Stpl proteinkinasou Stkl analyzovéna také
kinasova reakce s radioaktivné znaCenym ATP (analogicky testovani fosforylace
proteinu Fha2 - Obr. 4.2.2) ?

7. Obr. 4.2.5:

a) Vlegendé k obrazku A) jsou pod Cislem 2 uvedeny dva vzorky, takze doslo

Kk posunu ¢isel v legend¢€ oproti draham v obrazku.

b) V legend¢ k obrazku B) ma byt pravdépodobné pod ¢isly 9, 10, 11 uvedeno + ATP.

o

Z neptesnych formulaci a drobnych formalnich nedostatkti uvadim napt. rozpor mezi
Obr. 2.2.5 (RpoS reprimuje gen rhll) a ptislusnym textem (str. 39, 2. f. zdola - ,,Pod
kontrolou systému rhl je také gen rpo S), vyrazy ,,gen fha2 fuzovany na svém N
konci s histidinovou kotvou* (str. 107, 10. f. shora) a ,expresni plasmid
PET28Fha261A nesouci zaménu Thr261 za alanin® (str. 108, 16. . shora).

Uvedené piipominky nijak nesnizuji vysokou odbornou urovenn piedloZzené doktorské

disertacni prace, ktera jasn¢ prokazuje schopnost autorky samostatné¢ védecky pracovat a

interpretovat ziskané vysledky. Proto doporucuji ptijmout praci k obhajobé.

V Praze, 30. 8. 2011 RNDr. Jan Nesvera, CSc.



