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Néazev préace:
Substratova specifita adenyla¢nich domén synthetas v sekundarnim metabolismu

Zadané cile prace, véetné tématu literarniho piehledu:

Diplomova prace navazuje na publikaci Kadl¢ik et al. 2013, v niZ byla prokazana funkce
dvojice homolognich proteinti LmbC a CcbC v biosyntéze linkosamidovych antibiotik
linkomycinu a celesticetinu. Tyto proteiny funguji jako adenyla¢ni domeény (A-domény)
linkosamid synthetasy, ktera ¥idi kondenzaci aminookyselinového a aminocukerného
prekurzoru antibiotika. Byly postulovany aminokyselinové zbytky substrat-vazebného mista
A-domeén zodpovédné za rozdilnou substratovou specifitu porovnavanych enzymu.

Cilem diplomové prace prace bylo: 1. Stanovit vliv vybranych aminokyselinovych zbytki
neribozomalniho kddu LmbC na substratovou specifitu LmbC pro propylprolin (PPL). 2.
Navrh, ptiprava a testovani mutantnich forem LmbC a CcbC se zménénymi
aminokyselinovymi zbytky neribozomalniho kédu s cilem pfipravit adenylaéni domény
(LmbC i CcbC) s pozménénou afinitou k L-prolinu a PPL.

Téma literarniho piehledu bylo stanoveno: 1. Sekundérni metabolismus, biosyntetické
genové shluky, horizontalni genovy pienos. 2. Nejéastéj$i mechanismy evoluce biosyntézy
sekundarnich metaboliti. 3. Linkosamdova antibiotika. 4. Linkosamid synthetasa a jeji
adenyla¢ni doména.

Piistup studenta k praci s literaturou:

Student dokazal pracovat s literaturou nad primérem obvyklym u diplomantd, nachazel v ni
mnoho ptikladi vhodné dokreslujici zakladni principy molekul&rni evoluce bioaktivnich
prirodnich latek, ukazujici paralely s postupy volenymi pii Gpraveé biosyntetickych genovych
shlukti metodami genového inzenyrstvi. Aktivné dokazal zaclenit naméty a pripominky
vzeslé z konzultaci se Skolitelem.

Pristup studenta k praci v laborato¥i (ptistup pii uceni se novych metod, aktivita,
samostatnost, systemati¢nost prace i dochazky do laboratoie): Student m&l moznost projit
Sirokym spektrem zakladnich molekularné genetickych metodik prace s DNA i

s rekombinantnimi proteiny, které jsou metodickym zakladem nasi skupiny (cilena
mutgeneze, piiprava konstruktl pro piipravu rekombinantnich proteinli, optimalizace
podminek produkce a purifikace rekombinantnich proteind, funkéni testovani proteini).
Zprostiedkované se seznamil i s metodami simulace molekularni dynamiky proteint. Simon
pristupoval ke v§em ukolim aktivné, byl schopen samostatné¢ vyhodnocovat vysledky
experimentl, ale i reagovat na naméty ze strany Skolitele nebo Stanislava Kadl¢ika, ktery se
vyrazn¢ podilel na kazdodennim vedeni diplomanta. Vysledky své prace dokazal
srozumiteln€ prezentovat na seminarich skupiny i na Sir§ich forech, v€etné posteru na
mezinarodni konferenci.

Piistup studenta p¥i sepisovani préace: Student si sim vytvofil osnovu literarniho piehledu,
béhem konzultaci jsem s nim korigoval pouze drobnosti. Podobn¢ samostatné si poé¢inal i pfi
sepisovani experimentalni ¢asti prace i pii zpracovani diskuse. Naméty a ptipominky ze
strany Skolitele dokazal bez problému akceptovat a zapracovat. Myslim, Ze vysledna prace je
zpracovana kvalitné, s minimem chyb, Ze vystupy jsou formulovany srozumitelné, coz svédci




0 osvojeni dané problematiky. Prace je soucasti $ir§iho projektu skupiny, zejména navazuje
na praci S. KadlI¢ika. Student vSak vzdy jasn€ vymezuje sviij podil prace, naznacuje
navaznosti na praci kolegti a je zfejmé, Ze rozumi smyslu prace celé skupiny.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Cile préce byly splnény a piinesly zajimavé vysledky, které se po vhodném doplnéni a
roz$iteni mohou stat zakladem védeckého ¢lanku. Vysledky maji i zietelny vyznam
aplikac¢ni, protoze modifikace substratové specifity A-domény kondenza¢niho enzymu
otevira cestu k u¢innéj$im derivatim linkomycinu, nebo k potlaceni vzniku nezadoucich
vedlejsich produktti. Nabizeji se dalsi nAméty na piimé pokracovani prace (napft. substratova
specifita A-domeén v biosyntéze pyrrolobenzodiazepini s protinadorovymi u¢inky), tak na
studiu dalSich proteinti zahrnutych v kondenza¢nim kroku biosyntézy (protein LmbD), ale i
v naslednych postkondenzaénich krocich (LmbF/CcbF, LmbIH, LmbQ, LmbG). To jsou
namety na téma dizertacni prace.
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