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Nazev préace:

Funkéni studie potencidlni nukleotidasy kodované genem spr 1057 Streptococcus, homologa
proteinu Yjjg Escherichia coli.

Cile prace

Teoretické zhodnoceni necharakterizovaného proteinu Spr1057 S. pneumonie jako
hypotetického homologu proteinuYjjG E. coli.

Studie citlivosti dele¢niho mutanta stkP k mutagennim nukleotidim.

Exprese, izolace a purifikace rekombinantniho proteinu Spr1057.

Analyza biochemickych vlastnosti purifikovaného rekombinantniho proteinu Spr 1057

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 141

Je uveden anglicky abstrakt a kii¢ova slova, ANO NE

Je uveden seznam zkratek? ANO ME

Literarni piehled:

Odpovida tématu? ANO &

Je napsan srozumitelné? ANO MNE

PouZil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroja? ANO (s vyjimkou jedné
kapitoly MNE

Jsou pouzité literarni zdroje dostatedné a jsou v praci spravné citovany? ANO s né€kolika
nepiesnostmi P

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentélni kapitole? ~ANO MNE

Kolik metod bylo pouZito? 11
Zakladni mikrobiologické kultivaini metody, ristové kiivka, manipulace s DNA, klonovani,
PCR, DNA elektroforéza, exprese proteint, afinitni purifikace proteinfi, SDS PAGE,
imunodetekce stanoveni enzymatické aktivity,.

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO »ME

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? ANO &

Je dokumentace vysledki dostadujici? ANO  MNE - v ¢em jsou nedostatky?
Nékteré vysledky jsou presentovany spiSe v nadmérném mnoZstvi, jsou v nékterych
ptipadech ve dvou aZ tfech formach (tabulka, graf, n¢kolik typd grafl).

Postaduje mnoZstvi experimentt k ziskdni odpovédi na zadané otazky?

ANO NE-— co chybi, v ¢em je nedostacujici?




Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? ~viceméng& ANO NE
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO ME
Jsou uvedeny n&jaké hypotézy & ndvrhy na dal3i feseni problematiky? ~ANO 2MNE

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni trovei prace (obrazové dokumentace, grafika, text, jazykova urover):
Jazykova tiroveti je veelku dobré, pouze nekolikrat autorka pouZila laboratorni slang
(napf....coz kinasu pasuje do role.., ...misto vzniklé ligaci punkeru..., ) ane vzdy dodrzela
jednotnou gramatiku v pouiti klasickych koncovek nazvl enzymil, plazmidl apod. .
Klasickou gramatiku pouZiva i ve vyrazech analysa, katalysa, elektroforesa, coZ plsobi
trochu archaicky.

Prace je psana prehledné a text logicky navazuje.

K obrazové dokumentaci a grafice mam né&kolik vyhrad, které uvadim v pfipominkach.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Cile prace autorka splnila aZ obdivuhodng, pfestoze zkoumala funkei hypotetického proteinu.
Odvedla tedy nejen vybornou experimentalni préci ale i praci bioinformatickou. Literarni
piehled je rozséhly na 32 stranach, ale je obsahové nevyvazeny. Prvni dvé kapitoly

.S pneumonie a historie* a ,,S. pneumonie jako lidsky patogen® sice popisuje experimentalni
mikroorganismus, ale autorka se rozepisuje o terapii, prevenci atd na 11 strankéach, coZ mi
pfipada rozsahem netimérné k tématu prace. Na druhou stranu v kapitole ,,Zakladni
mechanismus pfenosu signalu a informaci“, ktery uvadi predchozi vysledky laboratofe a
kontext sou¢asného projektu, vénovala pouze 5 stranek s minimem odkaz(l. Cast 0 moZné
biochemické funkci sledovaného proteinu — haloacid dehalogenasy je popsana obsahle a
piehledné s mnoZstvim citaci. Minimaln{ a pouze obecny je piehled o neobvyklych basich,
jejich spontdnnim vzniku a G€incich na mikroorganismus, autorka sice priklada v piiloze
seznam nékterych basi, ale pouhé vyjmenovani mi pfipada nedostacujici.

Experimentdln{ ¢ast je rozsahla, svédéi o tom, Ze studentka odvedla velké mnoZstvi
experimentélni prace, je sepsdna pfehledng, jednotlivé pokusy na sebe logicky navazuji a je
diskutovano pro¢ se jednotlivé pokusy provadely. V prezentaci vysledki je patrna az
piehnana snaha vie zdokumentovat, coZ autorku vedlo k nekolika formalnim chybam (viz
pFipominky). Jediné co mi chybi, je schéma poloh jednotlivych primert k amplifikovanym
tastem gent, jednak p¥i pomémeé slozitych konstruktech, jak pro expresi, tak deleci gend,
zv1a$t& pak v kontrole spravné inkorporace konstruktu do genomu.

Diskuse na mé piisobi spise jako vydet vysledkd, ale je to asi tim, Ze ji témef vie vyslo tak,
jak ptedpokliadala a jak byly pokusy navrzeny podle literatury. Srovnani vysledki

s literaturou v 7adném p¥ipadé nechybi. Literatura je citovana jednotn€ az na n¢kolik vyjimek
(viz pfipominky).

Celkové jde o préci zdafilou, autorka se sice nevyvarovala n€kolika formalnim
zadatednickym chybam v sepisovéni tohoto typu prace. (Spatné koncipovany literarni
piehled, dale viz pfipominky). Tento fakt nesnizuje celkovy dojem z jeji prace. Je ziejmé, Ze
v priib&hu experiment(l pracovala piln¢ a pe¢livé a k sepisovani piistupovala odpovédné, i
kdy?Z si na sepisovani pravdépodobné vyhradila mélo ¢asu. (pomérné velké mnozZstvi
formalnich chyb, viz pfipominky).




Otazky a pFipominky oponenta:
Ptipominky k formalni prezentaci vysledkd:
Str. 22 — neni jednotné pouziti rodu u vyrazu mutant ,, pfiprava mutanta x tato mutanta,
jednoduchd mutanta® je podtrZeno v textu, potieba opravit do errat
Str.55 — rozepisovéni jednotlivych amplifikanich reakci pro jednotlivé primery mi p¥ipada
nesmyslné a hlavné nepfehledné, stadila jedna tabulka s primery a s pfislusnymi nasedacimi
teplotami
Str71 a 72 ~ obr. 6.5 a 6.7 — vyznadeni konzervovanych sekvenci podbarvenim tmavémodrou
barvou neni vhodné, protoze text je pak téméf neviditelny.
Str75 obr. 6.11 — rizné zvétSeni dvou grafi a jejich popiski je formalné $patng.
Str77-79 grafy6.1 — 6,5 jsou zcela zbyteéné a nepfispivaji k pfehlednosti, pravé naopak, stagil
pouze graf 6.6
Str.80 a 81 — grafy 6.7 a 6,8, stejna chyba, sta¢ily by graf 6.9.
Str.83 — obr.6.13 — popisek obrazku je nepiehledny, zbyte¢nym opakovanim stejného textu,
coz i autorku vedlo k chyb&, u bodt 7. a 8. se jedna o mutantni kmen S10 a ne S1 ( je potieba
opravit do errat).
Str. 86 — 93 obr. 6.16 — 6.24 —u obrazki genetickych map pouZitych plazmidi,jsou opét
Spatné€ Citelné popisky (malé na tmavém pozadi) a v riznych velikostech a tvarech (3i3até).
Str. 88 v druhém odstavci v tieti vété doslo k n&jakému piehozeni slov, véta nema smysl.
Str. 93 — Spatné pojmenovani vytvofenych plazmidi v posledni vété- nutno opravit do errat.
Str.95 obr.6.28 a str.96 obr. 6.29. popisek prili§ nepiehledny stale se opakujicimi
informacemi. U popisku k draze 8-11. naopak neni jasné, z kterého proteinového vzorku jsou
jednotlivé frakce separované.
Str.97-98 preklep v &isle na odkazujici kapitolu. 5.1.1.2 spravné je 5.1.12.
Str.98 obr. 6.31 chyba v popisku pro drahu 2. hodnota pro oekévanou velikost fuzniho
proteinu je chybnd. Nutno opravit do errat
Str.100 v 2. a 3. odstavci jso $patné uvedené koncentrace komponent zdsobniho a reakéniho
pufru. Nutnd oprava do errat
Str. 102- 103 opét presentace vysledku ve tfech forméach — tabulka a dva typy grafi.
Str. 119 obr. 6.35 — neptehledny popisek. V tomto piipadé by byla piehlednéjsi schéma
poloh primert ke gentim.
Str. 125 — opravdu diskuse ma za¢inat uvedenym prvnim odstavcem?
Str. 135 — Casopis Science neni zkratka, tudiz se nepiSe vSechna velka pismena.
Str 136- citace Hoskonins et al. Ma-li publikace vice autort (nad 10)neuvadi se viechny,
Opét ¢asopis Nature Review of Microbiology se nepise viechna velka
Str 138 a 140- spravneé je Journal of Bacteriology, opét se nepile viechna velka
Piiloha €.1: pouhy seznam bakterialnich druht nema vypovidaci hodnotu, mé&lo byt doplnéno
nazvem genu a popt. hodnotou homologie,
Piiloha ¢. 3 : vzorce pro 8-0xo-dATP a 2-0x0-dATP jsou identické, nutno opravit do errat.
Otazky:
1. Co jste pouzili jako substrat pro vas protein v métenich pfi zjistovani zavislosti
aktivity proteinu na riznych podminkach — pH, teplota.
2. Cim si vysvétlujete nejvy3si afinitu k 5-FAUMP, nepfirozend vznikajicimu substratu?
3. Vznikaji i pfi osmotickém stresu né&jaké neobvyklé a toxické nukleotidy?
4. Mate n€jakou pracovni hypotézu, zda dochéazi k inaktivaci volnych nukleotidii pred
inkorporaci nebo jiZ inkorporovanych do DNA?




Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soudasti zvetejnénych informaci)
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