Oponentsky posudek na diplomovou praci Zuzany SuSické na téma:

RNA-polymerasa Streptococus pneumonie jako potencialni substrat
proteinkinasy StkP.

Téma ptedlozené diplomové prace navazuje na rozpracovanou tématiku laboratofe a to
studium role signalnich kinas eukaryotniho typu v bakteriich. Dil¢ich cili si autorka vyty¢ila
hned $est, hlavnim cilem bylo potvrdit vysledek z pfedchozich proteomoickych studii
Skolitelky, Ze substratem pro protein kinasu StkP Streptococus pneumonie je alfa podjednotka
RNA polymerasy.

Po formalni strance ma prace vSechny piedepsané Casti a kapitoly v obvyklém
rozsahu. Literarni pfehled obsahuje pomérné obecny a Siroky piehled o problematice od
popisu patogennich vlastnosti studovaného organismu Strepfococus pneumonie, pies detailni
studii struktury a funkce RNA polymerasy a regulace trankripce az po strucny prehled
pienosu signalu u tohoto organismu. Detailni popis patogennich faktor(i na 10 strankach mi
pfipada neadekvatni k tématu diplomové prace ve srovnani se Ctyfstrankovym popisem
mechanismi prenosu signalu u studovaného mikroorganismu. Navic v této posledni ¢asti jsem
nasla nékolik faktickych nepfesnosti. (viz. Pfipominky)

Metodicka Cast obsahuje vSechny pouZité roztoky a popis vSech molekularné
genetickych, biochemickych i mikrobiologickych metod s vyjimkou stanoveni ristové
rychlosti. Ta je pouzita v experimentalni ¢4sti pri charakterizaci vytvorenych mutant a
prezentace jejiho provedeni neni ani v této ¢asti dostatecné piesveédciva.

Experimentalni ¢ast je ale rozsahla. Zahrnuje jednak vytvareni vektor pro expresi alfa
podjednotky RNA polymerasy a nasledné studie jeji schopnosti byti fosforylovana in vitro
StkP kinasou. Tak vytvafeni mutant se znaCenou alfa i beta podjednotkou RNA polymerasy
ptimo v Streptococus pneumonie za Gcelem snadné purifikace celého polymerasového
komplexu a studium fosforylace celé RNAP. Experimenty jsou popisovany v logickém sledu
tak, jak byly provadény a jak to vyzadoval vyvoj prace, je vzdy uveden diivod a cil kazdého
jednotlivého nasledného kroku. Postup vytvareni konstruktt je znazornén schématy a
vysledky jsou dolozeny obrazky elektroforéz. Tato Cést je sice popsana na 20 strankach, ale
obsahem popisované prace je na diplomovou praci nadstandardni. Je z ni patrné, ze autorka
zvladla béhem své diplomové prace Sirokou Skalu technik jak molekularné genetickych tak i
metody biochemické a mikrobiologické. Prokézala, ze je schopna fesit problémy a
nepiedvidané chovani biologického materialu b&hem prace. Skoda jeding, Ze finalni snaha
prokazat fosforylaci alfa podjednotky v celém komplexu RNAP nebyla tispésna.

V diskusi, ale autorka velmi spravné tuto skutecnost diskutuje a prokazuje tak svou
schopnost vyhodnocovat ziskané vysledky, i kdyz jsou v daném usporadani netispésné.
Diskuse jako celek je velice rozsahla i kdyz by mozna néktera fakta z tvodu diskuse mohla
byt spiSe uvedena v literarnim tivodu, ktery je jinak pomérné obecny.

Ze souhrnu je patrné, ze cile prace byly splnény, pfestoze se nedospélo v tomto usporadani
k pozitivnimu vysledku.

Seznam literatury obsahuje priblizn€ 80 citaci, formaln€ spravné prezentovanych
s vyjimkou Ceskych jmen, které jsou uvedeny bez diakritickych znamének a nepfesnosti u
citace Pallové P. 2003, nejde o praci disertacni ale diplomovou. Mélo by byt opraveno
dodatecné.

Prace je napsana celkem srozumitelné a ¢tivé, s minimalnim poctem preklepu,
pouzivanim anglismu a laboratorniho slangu i kdyz tomu se autorka v jednom pfipadé
nevyhnula. Na str. 51 pfi popisu isolace, vyraz zbavit se proteinti béhem promyvacich krokd,
mohl byt urcité vyjadren jinak.



Autorka jednozna¢né prokazala schopnost k experimentalni i teoretické védecké praci
a predlozenou diplomovou praci doporucuji k obhajobé.

Prestoze je prace kvalitni jak obsahové, tak i formalné mam k ni nékteré pfipominky a
otazky na autorku..

Na str. 9 u popisu obrazku 2-1 b by mélo byt uvedeno, ze jde o elelektron mikroskopicky
snimek popf. uvést zvétSeni u obou obrazka.

Na str. 32 z formulaci autorky vyplyva, Ze dvouslozkové systémy byly objeveny

u archeabakterii, niz§ich a vys§§ich eukaryotnich organismi a u patogennich bakterii, ¢imz
opomiji celou fadu t&chto systémi u bakterii i nepatogennich s nepatogenni funkci. Navic

v dal§ich odstavcich uvadi dvouslozkové systémy jako vhodné cilové misto k antibakterialni
terapii. Jak bylo mozné predejit vedlej§im G¢inkiim na vySsi eukaryota pfi takovéto terapii?

Na str. 33 uvadi Bacillus subtilis jako patogenni kmen.

Na str.54 popis ptipravy vzorku na hmotnostni spektrofotometrii neni zcela jasny, nejdfive
autorka popisuje promyvani gelu, na konci popisu mluvi o vzorku.

Na str. 55 je v ivodu vysledkt uveden diivéjsi vysledek Skolitelky (vCetn€ obrazku 2D
elektroforézy) prestoze jiz tyto vysledky byly uvedeny v tvodu (str. 34). Je pak trochu
matouci, zda se autorka na vysledku podilela ¢i ne.

U vSech obrazka elektroforéz by mély byt uvedeny hodnoty hmotnosti (ne pouze vyznaceny
sledované proteiny. (napf. na obr. 5-4, 5-7 jsou , ale na dalSich 5-5a,b,c, 5-16, 5-17, 5-18
chybi)

Prosim o vysvétleni tvrzeni na str. 67. ... Ze antibiotikova kazeta vloZena pied gen rpod
negativné interferuje s expresi tohoto esencialniho genu a proto podléha selekénimu tlaku a
vyStépuje se z pivodniho mista na chromozomu a vklada se do jiného rekombinacniho
mista. Znamena to Ze Vami pouZivany kmen ma jeste dalsi lokus v chromosomu sekvenéné
podobny genu pro spektinomycinovou resistenci? Mate na mysli selekéni tlak spektinomycinu
nebo esencialniho genu rpoA? Jakym mechanismem mohou spolu oba geny /proteiny
negativné interferovat.
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