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Cile prace

Cilem prace bylo objasnit funkci proteinu Spr1057 in vivo.

Jednotlivé cile uvedené v praci:

1. Pfipravit mutantni kmeny S. pneumoniae za ticelem sledovani funkce proteinu Spr1057.
2. Testovat citlivost mutantnich kment S. pneumoniae k modifikovanym nukleotidiim,
konkrétné k 5-fluoro-2'-deoxyuridinu a 5-bromo-2 -deoxyuridinu.

3. Testovat miru inkorporace atypického nukleotidu 5-bromo-2 -deoxyuridinu do DNA
mutantnich kmenti v porovnani s divokym kmenem S. pneumoniae.

4. Pomoci kotranskripéni analyzy ovéfit existenci predpokladaného operonu genu spr1057.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? 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 udaje z literarnich zdroja? 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?
Manipulace s DNA: PCR, elektroforéza a extrakce DNA z gelu, restrikéni $tépeni, ligace
Prace s RNA: izolace celkové RNA, syntéza cDNA (RT-PCR), kotranskrip¢ni analyza, qPCR
Manipulace s proteiny: 1zolace proteintl, stanoveni koncentrace, SDS-PAGE, ,,Western blotting*
Prace s bakteriemi: kultivace E. coli a S. pneumoniae , ptiprava kompetentnich bunék, transformace, izolace
plazmidd a chromosomalni DNA, sledovani inkorporace 5-BrdU, sledovani citlivosti bakterii k modifikovanym
nukleotidim.
Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO, vétsinou presné a do detailii

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledki dostacujici?  ANO
Postacuje mnozstvi experimentii k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO prdce obsahuje znacné mnozstvi vysledkii s uvedenym poctem opakovani.




Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkti? ANO na 7 stranach
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny né¢jaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feseni problematiky? ANO

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

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

Jak zobrazovana schémata a grafy, tak snimky gelti a membran jsou ve vyborné (publikacni)
kvalité. Text je prosty pieklept a je psan velmi vécné a pfesné. Kromé seznamu zkratek jsou
v praci podrobné popsany pouzité bakteridlni kmeny, vektory, oligonukleotidy, enzymy,
protilatky, chemikalie atd. SloZeni pufrl a roztoki je také uvedeno v samostatné tabulce. Zde
neni jednotné uvadéni koncentraci latek (g/l, mol/l). Pfehledné tabulky s uvedenim citaci jsou
pouzity 1 v literarnim tivodu pro vycet virulen¢nich faktort a dvouslozkovych systémii S.
pneumoniae, podobn¢ jako seznam substrat kinazy StkP.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Literarni prehled dokonale umozni ¢tenari nahlédnout do problematiky této diplomové
prace. VeSkera predkladana data jsou zde uvadéna i v navaznosti na prace pochazejici
ze stejné laboratore. Béhem reSeni predkladané diplomové prace autorka pripravila
celkem sedm riznych kment S. pneumoniae, které byly vyuzity pro vyzkum role
proteinu Spr1057. Nékteré z téchto kmeni slouZily jako velmi dobi'e promyslené
pozitivni a negativni kontroly. Autorce se podarilo prokazat zasadni biologicky vyznam
zkoumaného proteinu, tedy enzymu degradujiciho modifikované baze.

Otazky a pripominky oponenta:

Na mnoha mistech prace jsou nepfesné uvadény parametry centrifugace (rpm).

V tab. 4.4 (str. 41) je chybné sumarni vzorec izopropanolu.

Na stran¢ 13 je odkaz na tabulku 2.1, ktera je az na str. 16.

Autorka uvadi (str. 11) proces fosforylace a defosforylace proteinii jako jeden z hlavnich
mechanismi pfenosu signalu do buniky. Jaké jsou dal$i mechanismy?

Co znamenad, Ze Streptococcus pneumoniae: ,,Za nepiiznivych podminek netvoii spory*?
Na stran¢ 18 jsou urcité delsi pasaze bez citaci. Z jaké prace tyto informace pochazeji?
Co je polyvalentni konjugovand vakcina? (str. 19)

Od kdy se méti doba trvani pfirozené kometence? (20 minut, str. 19)

Citace ,,Yeasts et al., 2002 je chybna. (str. 24)

Zkratku FLAG je lepsi nesklonovat.

Na str. 36 je nejednotné ceské a anglické znaceni enzymt.

Souprava na ¢isténi produkti PCR neni uvedena v materidlech a metodach (str. 45).
Parametry elektroforézy na str. 50 maji chybné jednotky.

Mezi str. 48-49 se opakuje Cast véty.

Otazky

Cim je vyvolana B-hemolyza? (str. 13)
Co jsou molekuly PsaA a PspA? (str. 16) Jak souvisi transport Mn**, Zn*" a adheze bakterie?
Jak funguje pneumolysin? V préci je uvedena enyzmaticka aktivita (str. 17).




Jakou roli hraje protein CbpA v pristupu bakterie do krevniho fecisté?

Jak je modifikovan prekursor CSP? (str. 20)

Jak je to s homologii Spr1057 a YjjG? (str. 30)

Da se ocekavat, Ze sekvence, které zistaly v genomu po deleci spr/057 maji néjaky vliv na
fyziologii bunky?

Jak (pro¢) ovliviiuje Mn*'rlist bakterii v pfitomnosti Zn** ? (str. 53) Jaky vliv na indukci
pomoci Zn’'maji pouzitd média?

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

<] vyborng | |velmi dobte | |dobie | |nevyhovél(a)
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