Oponentsky posudek na diplomovou praci pana Marka Polana, Charakterizacia N-
demetyllinkomycin metyltransferazy

Piedlozena diplomova préace, vypracovand v Laboratofi biologie sukundarniho
metabolismu MBU AVCR, se vénuje charakterizaci terminalniho enzymu biosyntetické
drahy linkomycinu, N-demetyllinkomycin metyltransferazy. Cilem prace bylo blize
popsat jeho enzymovou aktivitu a pokusit se zjistit jeho kvarterni strukturu, pticemz autor

Prace svym rozsahem a formalnim ¢lenénim odpovidé obvyklym pozadavkim na
diplomové prace. Obsahuje pomérné rozsahly teoreticky uvod, ktery je logicky ¢lenén.Od
obecné charakteristiky streptomycet a jejich sekundarnich metabolitl se autor dostava
k popisu linkosamidovych antibiotik, vysvétluje molekularni mechanismus jejich a¢inku
a shrnuje vSechna fakta znama o jejich biosyntéze a tloze jednotlivych biosyntetickych,
rezisten¢nich a regulaénich gent linkomycinového genového shluku. Po kratdi kapitole
Material a metody je vice prostoru vénovano samotnym vysledkim diplomové prace a
jejich diskusi. Autorovi se podafilo pomoci heterologni exprese enzymu v E. coli blize
popsat jeho aktivitu — urcil jeho pH a teplotni optimum a stanovil Ky pro oba jeho
substraty, NDL a SAM. Obdobna data ziskal i pro terminalni metyltransferasu
biosyntetické drahy celesticetinu, s pomoci netypického substratu NDL.Ocenuji snahu o
uréeni kvartérni struktury enzymového multimeru metyltransferasy LmbJ pomoci dat
z gelové filtrace, nativni elektroforézy a elektronové mikroskopie a pékné graficky
vyvedenou modelaci moznych kvarternich struktur komplexu. Vysledky jsou zpracovany
prehledné a je znich patrny logicky postup experimentll a téz autorova snaha
interpretovat ziskana data.

Hodnotim-li formalni stranku diplomové prace, je celkem patrné, Ze autor vénoval
vyrazn¢ vice pozornosti teoretickému Uvodu a zpracovani vysledkidi nez ,,nudnéjSim*
kapitolam, jako jsou Material a metody, Seznam pouzitych zkratek a Seznam pouZité
literatury. Tyto obsahuji vice preklepl, nekteré zkratky pouzivané v textu v seznamu
chybi, jiné jsou prezentovény v jiné formé, nez je uvedena déle v textu. V ptehledu
materialu nékteré chemikdlie zcela chybi, u nékterych se vytratil jejich dodavatel. U
popisu slozeni akrylamidovych geld u BN-PAGE nemusi byt neznalému ¢tenafi jasné, co
obsahuje jejich AB slozka (49,5%T, 3%C), byt obdobny popis slozeni geli pro SDS-
PAGE, uvedeny jen o trochu vySe na stejné strang€, je jasné uveden s pouzitim
definovanych zkratek pro AA a BisAA. Z tabulky slozeni BN-PAGE geli se navic uplné
vytratilo mnozstvi vody pfiddvané do smési. Pfi uvadéni slozeni roztokli a pufri autor
také pouziva jak desetinné carky, tak desetinné tecky, a to i vradmci jedné tabulky.
V metodikach se mi nepodafilo najit popis techniky barveni bilkovin na membrané
Ponceau S Cerveni. Literatura je citovana nejednotné, jednou je ndzev periodika uveden
hodnotit jazykovou stranku prace psané ve slovensting, nicméné nékteré nesrovnalosti
jsou patrné i pro ¢eského Ctenare.V teoretickém tvodu se obcas objevil $patny pieklad
anglického textu do slovenstiny, pfipadné pieklep, ktery silné pozménil plivodni vyznam
véty: napf. na str. 12 ,,povrch stien spér tvoriaci zavitnicu...” vyvoldvd mylnou piedstavu,
ze povrchové struktury spdr jsou spiralovité usporadany, pfitom se jednd a Sroubovity
tvar Fetizkd exospor. Nékteré formulace jsou ponckud krkolomné, napf na str. 21:
,celesticetin predstavuje Siroké antibakterialné spektrum®. Z pieklepl a drobnych



nepozornosti, jichz se autor bohuZzel ob¢as dopoustél, bych chtéla zminit pojmenovani
thio skupiny na str. 23, kde se mu podatilo na dvou radcich textu pouZit hned tti piepisy
nazvu této skupiny: tio, thio a dokonce i tyo.

K obsahu diplomové praci mam nasledujici dotazy:

1 Autor uvadi, ze linkomycin je bild az zluta latka? Znamena to, ze je
nazloutla, nebo se jeho barva v zavislosti na né¢em meéni?
2. Dokazete né&jak vysvétlit, pro¢ se naméiené kinetické charakteristiky
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enzymova kinetika méfena za identickych podminek?

Je pomérné neobvyklé, ze teplotni optimum enzymu je tak vyrazné
odlisné od ristového optima jeho matetského organismu. Jaké pro to
méte vysvétleni?
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I pfes jmenované formalni nedostatky musim konstatovat, ze vytéené cile prace
se autorovi podafilo splnit. Hlavnim obsahovym nedostatkem diplomové prace je snad
piilisnad provazanost na praci dalSich lidi, kterd vedla k pomérné malému rozsahu
experimentd provedenych samotnym autorem, byt tyto byly nepochybné vypracovany
peclivé. Je jasné, ze provedeni UPLC méfeni a elektronové mikroskopie enzymovych
komplexd nutné€ vyzaduje pomoc odbornych pracovniku specializovanych laboratofi. Dle
mého nazoru ale celkovému vyznéni prace ponékud uskodilo, ze autor zacinal od jiz
hotového expresniho plasmidového konstruktu, ovéfenych podminek exprese, purifikace
enzymu a vlastni enzymové reakce, a téz ze sim neprovadél gelovou filtraci.

Kazdopadné predlozenou praci doporucuji k obhajobé a vzhledem k uvedenym
obsahovym a formalnim nedostatkiim navrhuji hodnotit stupném dobfe.
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