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Cile prace

Cilem préace je podat ditkaz esenciality fosforylace Ser99 a Ser101 proteinu GImM bakterie
S. pneumoniae. Dal$im cilem této prace je urcit bunécnou lokalizaci proteinu GImM a
pripadné dalsi rezidua, kterd jsou fosforylovana pomoci StkP-KD.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 137

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?
Byly pouzita Sirokd Skala metod, mezi nimi metody mikrobiologické kultivaéni, molekularné
biologické a genetické (izolace DNA i proteind, transformace bakterii, mistné specificka
mutageneze, PCR, elektroforeticka separace molekul DNA a protein1), mikroskopické.

Jsou metody srozumitelné€ popsany? ANO
Nekteré postupy jsou ¢astené zredukovany na ,,pouziti dle pokynta vyrobce [reagencii, kitu]*
(napt. str. 70: ,,Stanoveni koncentrace proeinti pomoci BCA*), coZ by nemuselo branit
bliZ§imu popisu metody, nicméné pii stavajicim nemalém rozsahu metodik a celé diplomové
prace to lze chapat jako zjednoduseni.

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentd? ANO
Je dokumentace vysledkt dostacujici? NE
Postacuje mnozstvi experimentu k ziskani odpovedi na zadané otdzky? ANO

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
V ramci diskuze jsou vysledky opakovany hojné, nékdy je zopakovan i1 pracovni postup.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova uroven):
Formalni Groven prace je dobrd, obsahuje 31 obrazku (¢islovano do 32, obrazek 6 neni




pritomen) v dobrém rozliSeni, 9 grafi a 12 tabulek. Text obsahuje pieklepy a formalni chyby v
bézné mite. Laboratorni slang se vyskytuje zejména ve vysledkové ¢asti v mife vyssi, stejné
jako anglicizmy a anglickojazy¢na stavba vét.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:
Cile povazuji za splnéné. Praci Terezy Miihldorfové doporucuji k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:

Ptipominky:
1. Ne¢kterd media a roztoky maji uvedeny navazky komponent bez uvedni objemu.
2. Seznam bakteridlnich kment (Tab. 3, str. 48) zahrnuje jako separatni kmeny také
E. coli DH50/BL21 nesouci plazmid, coz podle mého minéni neodpovida oznaceni
bakterialni kmen.
3. Vysledkova ¢ast obsahuje mnoho pasazi, které by se hodily spise do metodické ¢asti,
napf.: mapy plazmidd, postup genovych manipulaci, kontrola spravnosti vkladanych gent,
postup kultivace, atd. Vysledky se tak na prvni pohled zdaji byt velmi rozsahlé a soucasné
méné srozumitelné, protoze se informace nadmérné opakuji a samotnému popisu vystupti
experimentl (grafli, obrazkl) neni vénovan dostatek prostoru.
4. 'V kapitole 7.1.3 ,,Ptiprava konstrukti®, v g/lmM S99/101A-okoli nebylo vysvétleno
ono ,,okoli*.
5. Pokud obrazek sestava z vice casti (napt. Obrazek 9), popis by usnadnilo roz¢lenéni na
¢asti, napt.: A, B, C.
6. V kapitole 7.1.5 dle ndzvu slibujete ,,Charakterizaci mutantniho kmene Sp369,
kapitola vSak neobsakuje zadny vysledek, ani odkaz na vysledek, obsahuje pouze popis
pokusu.
7. Vysledky zpravidla nejsou detailné popisovany, pouze pomoci ,,z grafu vyplyva“
(str. 105), ,,6asovy posun v prubéhu ristu oproti kontrolnimu kmeni‘ (str. 88), a podobn¢.
8. Domnivam se, Ze rustové kiivky v grafu 3 jsou nedostate¢né, az chybné€ popsany a
interpretovany. Samotné kfivky nejsou popsany, kyzeny vysledek je redukovan na
,pozorovany defekt ristu® (str. 88). Bez nalezitého vysvétleni totiz 1ze ristovou kiivku
vyjadtujici exponencialni charakter ristu bakteridlni kultury jen stézi povazovat za dikaz
nezivotaschopnosti daného kmene, jak popisujete na str. 88, kdy ,.kmen Sp369 vykazoval
stejné vlastnosti jako kmen Sp283, a tedy jeho schopnost riistu byla striktné zavisla na
pritomnosti ZnCl, v médiu®, coz berete jako prikaz esenciality GImM a také fosforylace
Ser99 a Ser101 GImM. Vysvétleni ,,ubytek hladiny funkéniho proteinu v bunice® samo o
sob& mnoho nevysvétluje.
9. Doby zdvojeni v grafech riistovych kiivek nejsou dokladovany, ani neni zadano, v
jakém rozsahu riistové kiivky byly ur€ovany. Zejména u popisovanych kment Sp283 a
Sp369 pii kultivaci bez Zn** (graf 3 a 4) to povazuji problematické, protoze by priib&h dané
kiivky mohl pomoci 1épe pochopit a objasnit, co se s buitkami bez (funkéniho) GImM
proteinu d¢je.
10. Ristové kiivky v grafech 5 a 6 nevychazeji z €asu 0.
11. Obrazky 18 a 19 ptredchazeji obrazek 17.
12. Pti mikroskopické analyze morfologie bunék neni ozfejmeno, jaké charakteristiky jsou
sledovany.
13. Sp261 neni piedstaven v sekci ,,Materidl a metody*, neni ani vysvétleno, proc je
pouzit kmen odvozeny od S.p. Rx oproti ostatnim kmeniim pouzivanym v praci (S.p. R6) a
co dany experiment m¢l podat za vysledek (kmen produkujici vs. neprodukujici pouzdro).
14. V kapitole 7.2.3 je pokus provadén na ,,proteinovém lyzatu“, obrazek 25 postrada
popisek oznacujici koncentrace Zn** pro jednotlivé prouzky (jen &isla).




15. Kapitola 7.2.5 nese prosty nazev ,,Fluorescencni mikroskop®.

16. Kapitola vysledkii 7.3.3 ,,Identifikace fosforylovanych zbytki proteinu GImM pomoci
MS analyzy“ neobsahuje zadné vysledky (obrazky a grafy), pouze holé konstatovani
,»Vzorky byly rozd€leny na 1D SDS-PAGE a obarveny pomoci Coomassie Blue G-250.
Nésledné byly prouzky proteinu GImM vyftiznuty z gelu a odeslany k MS analyze
(Biocev). Z vysledkt identifikace fosforylacnich mist u GImM v in vitro podminkach
vyplyva, ze krom¢ detekované fosforylace na serinovych zbytcich v pozici 99 a 101 je
protein GImM fosforylovan na dalSich 4 mistech. Jedna se o zbytky T304, S414, T416 a
T438.“ Toto povazuji za nedostatecné.

17. Autorka pfi popisu vysledkil pouziva osobni zajmeno my (napfi. na str. 115: ,,V rdmci
této diplomové prace se nam nejdiive podafilo...) a neni tedy ziejmé, zda se jedna o tzv.
plural autorsky, nebo zda se na vysledcich podilel i nékdo dasi. Mohla byste to, prosim,
uptesnit?

Otéazky:

1. 'V jakych ptipadech byla pro kultivaci S. pneumoniae pouzita geldza (zaliti bunék do
geldzy) a proc?

2. Mate néjaké detailn&jsi vysvétleni a popis pro rist GiImM-deplecnich mutant S.p. v
mediu C+Y, kde nebyla indukovana exprese ektopické kopie GImM? Mohl by mit rlst
téchto kment jiné vysvétleni kromé potvrzeni esenciality GImM proteinu a jeho
fosforylace?

3. Jaka je celkova molarni koncentrace Zn** v C+Y mediu, kterou popisujete jako
,hulovou*, tedy bez ptidavku Zn*"? Povazujete za vhodné pouzivat C+Y medium v pfipadé
hodnoceni zivotaschopnosti kultury pii nutnosti indukce Zn-promotoru, kdyz samotné C+Y
medium obsahuje ZnSO,?

4. Proc¢ byla analyza lokalizace proteinu GFP-GImM provadéna na Sp331 a ne na Sp367
(kmen Sp331 exprimuje vedle GFP-GImM i nativni GImM, oproti kmenu Sp367).

5. Proc€ pro stanoveni fosforylace pomoci MS nebyla pouZzita Sp369 (dvojité substituce
GImM-S99/101A)?

6. Je S.p. kmen Rx virulentni? (Popisujete kmen S.p. R6 jako avirulentni, Vami
pouzivany kmen Rx vzhledem k virulenci popséan nebyl.)

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvetejnénych informaci)
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