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Nazev prace: Substratova specifita adenylacnich domén synthetas v sekundarnim
metabolismu

Cile prace

* Produkce a purifikace adenylacnich domén LmbC s mutovanymi vybranymi
aminokyselinovymi zbytky neribozomalniho kédu

» Stanoveni vlivu téchto mutaci na substratovou specifitu adenyla¢ni domény LmbC
pro PPL a L-prolin

* Navrh a pfiprava mutantnich forem adenylacnich domén LmbC a CcbC se dvéma
zménénymi aminokyselinovymi zbytky neribozomalniho kédu

» Testovani substratové specifity téchto mutantnich forem adenylac¢nich domén LmbC a
CcbC

Struktura (Clenéni) prace, odpovida poZzadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 95

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni tidaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouZité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouZité metody experimentalni kapitole? =~ ANO
Kolik metod bylo pouZito?

Kultivace E coli na pevnych piiddch a v tekutych médiich
Metody prdce s DNA

Priprava kompetentnich bunék

Transformace E coli tepelnym Sokem

Izolace plazmidové DNA z bakteridlnich bunék (Midiprep)
Stépeni plazmidové DNA

Defosforylace linearizovaného vektoru

Ligace

Cilend mutageneze metodou QuikChange

PCR vyuZita pri metodé QuikChange

Stépeni restrikéni endonukledzou Dpnl

Elektroforéza v agarézovém gelu

Izolace DNA z agarézového gelu

Precisteni DNA po enzymatickych reakcich

(Sekvenovdni DNA)

Metody prdce s proteiny

Heterologni produkce proteintl




Sonikace bunék

Metalodfinitni chromatogradfie

Detekce proteinti roztokem Ponceau S

Dialyza

SDS-PAGE

Merenti koncentrace purifikovanych proteinti
Biochemickd charakterizace adenylacnich domén
Whodnoceni vysledkii biochemické charakterizace

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO, vétsSinou presné a do detailil

Experimentalni cast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledki dostacujici?  ANO
Postacuje mnozstvi experimentt k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO prdce obsahuje dostatecné mnoZzstvi vysledkii s uvedenym poctem opakovani.

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO, ve Ctyrech bodech jsou shrnuty podstatné vysledky prace

Formalni Groven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova droven):

Jak zobrazovana schémata genovych shluki a grafy, tak snimky geli a membran jsou ve
vyborné kvalité. Text je prosty preklept a je psan velmi vécné a presné. Kromé seznamu
zkratek jsou v praci podrobné popsany pouZzité bakterialni kmeny, oligonukleotidy, enzymy,
chemikalie a roztoky. Vystizné je vysvétleny vyznam vektorti pouzivanych v praci.

Velmi peclivé jsou vysvétlené pouZité metody, SDS-PAGE az prilis.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Literarni prehled dokonale umozni ¢tenari nahlédnout do problematiky této diplomové prace.
Predkladana data jsou zde uvadéna i v navaznosti na prace pochazejici ze stejné laboratore.
Autorovi se podarilo rozklicovat vliv jednotlivych mutovanych aminokyselin
neribozomalniho kédu (n.k.) na specifitu vazebného mista a naznacit tak evolu¢ni souvislosti.
Autor dale pripravil dvojité mutace n.k. a tyto proteiny vyprodukoval a ocharakterizoval.
Ocenuji vysvétleni specifity LmbC k PPL a tivahy nad celkovou konformaci mutantnich
protent. V diskusi jsou navrhovény dalsi zptisoby upravy substratové specifity.

Otazky a pripominky oponenta:
Otazky

« Cim je dano, Ze horizontalni pfenos genetické informace probih& snaze mezi
parametry? (str. 13)

« Jaké umisténi v genomu zrychluje evoluci gend? (str. 17)

* Pro izolaci DNA vyuZzivate kfemicitanoveé kulicky aktivované methyl-amino-
ethanolem. Jaky typ interakce nosiCe s DNA se zde uplatiiuje? Pro€ se
nepouziva diethylaminoethyl (DEAE)? (str. 49)

« Pokud byla stanovovana koncentrace proteini méfenim absorbance pfi 280




nm, jak probihal nasledny vypocet pro rizné proteiny?

« Zvysledkl na str. 62-63, 73-74 je zjevné, Ze ziskadvate mutované proteiny
(LmbC) ve vysoké koncentraci a Cistoté. UvaZujete o krystalografické
analyze?

» Jaky fenotyp byste predpokladal pfi teoretické mutaci LmbC L246F? (str. 81)

» Zkouseli jste in silico docking L-prolinu a PPL do predikovanych struktur

adenylacnich domén?
Pfipominky

« Jak velké plazmidy je mozné mutovat metodou QuikChange?

* str. 11 Co je to “semisynteticka modifikace”? Patrné jde jen o méné vhodnou formulaci.

+ str. 12 Obsah zavorky v prvni vété je mozna ponékud nesStastny. Jsou pfirodni produkty
sekundarnimi metabolity?

» str. 17 Nazev kapitoly 2.2.3 Hybridni NRP/PK latky neni pro €tenare vystizny. Zkratka je v
seznamu uvedena.

e str. 18 Jaké je vazba mezi strukturou genového shluku a finalnim usporddanim NRPS?
Mohou byt v enzymu pouZity proteiny i z jinych genovych shlukd?

» str. 32 Jsou vyfeSeny struktury nékterych adenylacnich domén? Bylo by zajimavé je v praci
uvést (kromé homologniho modelu). Je obtizné si pfedstavit neribozomalni kod, na kterém se
ucastni aminokyseliny, které po sobé nenésleduji v sekvenci. Z pfejatého obrazku 2.11, str.
35 neni zjevé, Ze zobrazena struktura neodpovida souvislé sekvenci.

* V praci neni zfetelné uvedeno, kdo pfipravoval bodové mutace adenylanich domén (je
uvedeno, na €i praci autor navazuje).

«  P¥i prokladani kfivek Michaelis-Mentenové naméfenymi kinetickymi daty pouZivéte patrné
primérné hodnoty dat ze tfi mé&feni. Tim ztracite prehled o chybé ziskanych parametrli (Kn a
keat). Nebylo by lepSi prokladat kaZzdou datovou Ffadu zvlast nebo uvadét odhad chyby
parametrll z nelinearni regrese? Narazim na “mirné vySsi” ke, pfi reakci LmbC A207F s PPL
oproti L-prolinu.

» Vobrazcich 5.3, 5.4, ... neni uvedeno, Ze namérena data byla “primérovana”.

e str. 50 Co je to dvouvlaknovy cirkularni plazmid?

« str. 57 Jak efektivni je aktivita adenylacnich domén, pfi které vznika ATP z PPi a AMP (VUi
reakci opacné)?

e str. 68 Bylo by pékné uvést pracovni strukturni modely zkoumanych mutovanych
adenylac¢nich domén. Jinak je vyznam jednotlivych rezidui dobfe vysvétlen.

e str. 70, Obr. 5.7 nema dostatecnou barevnou hloubku.

« Je néjaka predstava o vlivu His-kotvy na aktivitu zkoumanych enzym0?

» Je uvedeno softwarové vybaveni, ale neni uvedena rovnice kfivky, ktera se prokladala

kinetickymi daty (ale je obecné zndma).

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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