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Nazev prace:
Studium esenciality genu glmM kodujiciho fosfoglukosaminmutazu Streptococcus
pneumoniae

Cile prace

Cilem prace bylo ptedevs§im prokazat domnélou esencialitu genu gImM pro
fosfoglukosaminmutazu u S. pneumoniae. K tomuto cili vedlo nékolik mezikrokti v podobé
konstrukce merodiploidnich kmenti a nasledné kmenu s jedinou alelou glmM regulovanou
inducibilnim promotorem. Dal§im cilem pak bylo zjistit tlohu fosforylace pro funkci GImM
pomoci cilené mutageneze serint 99 a 101.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 125

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 zdroji? ANO

Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v praci spravné citovany? ANO, prace
vychdzi z vice neZ 150 prevazné pivodnich clanki

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? 16
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentli k ziskdni odpovédi na zadané otazky? ANO

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

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO




Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):
Jazykova uroven prace je vynikajici, text je Ctivy s naprostym minimem pieklept. Jen na
stran¢ 39 se jeden odstavec vyskytuje dvakrat po sobé. Cely postup prace je velmi dobie
vysvétlen, véetné komplikovanych konstrukci kmend, které jsou vzdy ptehledné oznaceny,
takze se Ctenar ve vysledcich snadno orientuje. Obrazky a tabulky jsou piehledné a vhodné
doplnuji text. Ocenuji disledné dodrzeni rozdilu mezi genem glmM a enzymem GImM

v celém textu. Naopak mam vyhradu k pravopisu chemickych sloucenin, zejména psani t
misto th (thiamin, kys. pantothenova, pifedpony thio-, methyl-, ethyl- ).

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Autor vytvoril kmeny nesouci gen gImM pod regulovatelnym promotorem a nékolika
ruznymi ptistupy potvrdil, ze rist tohoto kmene pIné€ zavisi na pfitomnosti induktoru

v médiu, ¢imz ovéril esencialitu glmM. Dale vytvotil kmeny nesouci bodové mutace

v serinech 99 a 101 a ukdzal, Ze tyto mutace jsou dulezité pro funkci
fosfoglukosaminmutazy. Cile prace tak byly splnény. Vysledky v dostateéné mife dokazuji
esencialitu genu glmM pro rtst S. pneumoniae za studovanych podminek. Pro definitivni
stanoveni vyznamu fosforylace GImM bude jesté zapotiebi dalSich experimentt.

Otazky a pripominky oponenta:
K praci mam nasledujici pFipominky:

V seznamu literatury je nejednotny format zkratek ¢asopist (n¢kdy zkratky s teckami J. Biol.
Chem., podruhé bez tecek J Biol Chem).

Neni uveden protokol pro fuzni PCR. V protokolu pro standardni PCR je pouze odkaz na
protokol doporuceny vyrobcem.

Misto terminu zinkovy promotor bych radéji volil termin zinkem regulovany/indukovany
promotor.

Odvodit slozeni mnohasloZzkového média C+Y vyZaduje notnou davku soustfedéni. MoZna
by se dal najit piehledné&jsi zpiisob popisu ptipravy tohoto média.

Chybové tsecky u grafii rastovych kiivek predstavuji sttedni chybu priméru. Tato hodnota,
prestoze je tak Casto i v odborné biomedicinské literatuie pouzivana, nepopisuje variabilitu
dat, ale pouze udava piesnost, s jakou byla vypocitana primérna hodnota pro danou
populaci. Variabilita dat, napiiklad biologickych replikati experimentu, je popsana napiiklad
smerodatnou odchylkou. Proto je vhodnéjsi udavat hodnoty + smérodatna odchylka, ptfestoze
Je tato hodnota z definice vyssi nez stfedni chyba praméru.

K praci mam nasledujici dotazy:

Je zndm davod, pro¢ je fosfoglukosaminmutaza pro nékteré bakterie esencialni a pro jiné
nikoliv?

Je mozné piidanim glukosamin-1-fosfatu, produktu fosfoglukosaminmutazy, do média
suprimovat letalitu delece genu gimM?




Jaky je diivod ptidani slabého detergentu deoxycholatu spolecné s mnohem silnéjSim
detergentem SDS do roztoku pro lyzi bunék S. pneumoniae?

Jak si vysvétlujete pravdépodobnou nefunkénost enzymu fosfoglukosaminmutazy pti
nahrazeni serini 99 a 101 jak alaninem, ktery zptsobuje trvale defosforylovany stav, tak

kyselinou glutamovou, kterd mimikuje fosforylovany stav?

Jaké metody 1ze pouzit pro stanoveni fosfoglukosaminmutazové aktivity?

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

[ ]vyborné¢ [ ]velmidobie [ |dobfe [ |nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




