
'      Posudekoponenta na diplomovou prfci

Hoponentskyposudek
Jm6no posuzovatele:V
RNDr. Sarka Bobkova, Ph.D.
DAI-    .j=f---;/  ,iji-,,

Autor: Bc. Jam Keil

Nazev prace:
Studium unikatni signahi drihy Ser/Thr proteinkinazy Stkp a fosfatazy Phpp u
Streptococcus pnoumoniae

Cileprfce
Prace  se  zabyva  charakterizaci  nov6ho  substratu  proteinkinazy  Stkp,  a  to  hypotetickgiv
proteinem Spr0929, ktefy byl identifkovin pomoci MS analyzy. Cilem prace bylo potvrdit
fosforylaci   Spr0929   kinazou   Stkp   a  potvrdit  misto   fosforylace.   Dale   pak  m51y  byt
charakterizoviny   kmeny   s deletovanym   Spr0929   genem   s ohledem   na  jejich   rdstov6
vlastnosti,  morfologii  a  rust  za  stresoilych  podminek.  Poslednim  cilem  bylo  pak  ur6it
1okalizaci Spr0929, ktefa by mohla pomoci poodhalit funkci tohoto proteinu.

Laboratof bun66n6 signalizace, kde byla prace vypracovina, se dlouhodob€ zabyva studiem
signalnich  drah  spojenych  s Stkpffhpp,  COZ  potwrzuje  i  fakt,  Ze  v t6to  laboratofi  bylo
identifikovano  5  z   12  doposud  znamych  substrata  t5to  kinazy.  Diky  tomuto  dobr6mu
v5deck6mu zazemi,  rna prace  velmi  dobrou  odbomou drovefi  a je  sou5asti  dlouhodob6ho
vyzkumn6ho t6matu uveden6 laboratofe.
Autor  se  musel  sezninit  s rdznorodou  Skalou  metod,  od pHpravy  dele6nich  kmerfu,  pfes
m5feni rdstovych kfivek a mikroskopii az po metody z.7c 1;I.fro a I.73 vz.vo fosforylace. Zda se, Ze
autor si pouzivan6 metody dostate5n6 osvojil a byl schopen i ziskan6 ilysledky interpretovat a
davat  do  souvislosti  sjiz  znamgivi  publikovangivi  vysledky.  Literini  zdroje jsou  fadn5
citoviny, pfi5emz nechybi recentni publikace.

K pfaci mam n5kolik formalnich pfipominek i odbomych dotazfi:

Formaln5 je price 5itajici  123  stran rozd5lena do  7 kapitol, kter6 odpovidajf standardnimu
61en€ni diplomov6 prace az na kapitolu Vysledky. Ta by m5la byt podle m6ho nazoru uvedena
jako samostatna kapitola nikoliv jako podkapitola Materialu a metod. Autor by si t6Z m51 dad
pozor na stniktum poulivadych vet, aby odbomy text byl 5esky srozumiteldy. Napfiklad V5ta
„Na zaklad5 91obalniho fosfoproteomu zavisl6ho na proteinkinaze Stkp a fosfataze Phpp byl
threonin     vpozici     255     proteinu     Spr0929     identifikovin     jako     fosfosforylovany
v hyperfosforylovanem kmeni  s odstranenou  fosfafazou Phpp"  (Vysledky,  str.  67) je  dosti
kostrbata.  Stejn5 tak obraty jako `ivodna faze byla osamostatn5na" (Literami bvod,  str.  56)
nebo   vytvofeni   mutant   otevielo   cestu   (Vysledky   str.   68)   1ze   nahradit   vhodn5j§imi
odbom€j§imi ilyrazy. Dale by si m6l autor dad pozor na pouziti n5ktefych cizfch slov, jako
napf. infekce jsou oportunni nikoliv oportunitni, podminky jsou standardni nikoliv standartni
apod. V kapitole 4.7.1. chybi obrazky 31  a 32, na kterfe je v textu odkazovano. Tyto obrazky
by  m51  autor  doplnit  v erratech.  V souvislosti  s obrazovou  dokumentaci  je  vhodn6,  aby
obrazky pHpadn5 tabulky byly umist5ny az za textem, ve kter6m se na dany obrazek/tabulku
odkazuje, nikoliv naopak.



Cose tyre odbom6ho textu, zde mam n6kolik dotazfl:
V literinim  tivodu  autor  pise,  Ze  pneumokok je  schopen  alfa-hemolyzy  produkci  H202.
Obvykle   se   uvadi,   Ze   hemolyza   je   zptisobenf   produkci   hemolytickych   enzymti   5i
sekundamich metabolith. Mflzete n€jak blize vysv5tlit mechanismus produkce a nasledn6ho
ptisobeni uvohiovan6ho H202 na erytrocyty?

Na stran5 171iteramiho dvodu autor uvadi, Ze 76% proteirfu pneumokoka stale neni funk5n5
charakterizovano.  Pneumokok je velmi  intensivn5  studovin,  proto je toto  6islo pfekvapiv5
vysok6.  Mtizete  uv6st,  z 6eho jste  pfi  uvad5ni  t6to  hodnoty vychazel  (z  ddajtl  v databazi
Uniprot, z 51anEL, n55eho jin6ho)?

V kapitole  „Vysledky"  m5 zaujaly grafy znazoriujici morfologick6 parametry testovadych
kmenti. Z popisu mi ale neni jasn6, jak byly bakterialni bulky pro dane vyhodnoceni vybriny
a  co  bylo  provedeno  manualn5  Vami  a  co  hodnotil  uvedeny  software.  Musel jste  napf.
manualn5  ozna5it a „m5fit" bufty, kteie rna software vyhodnotit nebo to byly softwarem
vybran6 bakterie napf. v ur5it6 5asti prepafatu?

Vysledky kapitola 4.3 delece genu spr0929 - pfi tvorb5 konstruktu pro deleci genu spr0929
jste pouzil metodu fuzni PCR. Bylo mozn6 fuzovat vsechny ffi uveden6 fragmenty v jednom
kroku nebo jste musel fuzi d5lat postupn5 -nejdiv dva fragmenty a nasledn5 pfipojit tieti?

Jedingiv viditelngiv efektem delece spr0929 na rtlst bylo zpomaleni rdstu u kmene Rx  se
zavedenou SJ kazetou. Jak sprivn6 uvadite v diskusi, mohlo zde dojit k polamimu efektu na
geny umist5n6 downstream od spr0929. Jak to vypada s promotorem genu spr0929 - kde je
umist€n a kteie geny jsou spolu se spr0929 ko-transkriboviny?

Z va§ich  ilysledrfu  vyplyva,  Ze  samotna  delece  spr0929  nema  zdsadni  vliv  na  rdst  ani
morfologii (vyjma kmend na pozadi R6) pneunokoka v testovadych podminkach.  Mflze to
byt aprfusobeno i tim, Ze se Vim (zatim) nepodafilo najit podminky, pfi ktefych by se role
Spr0929 projevila. Pokuste se navrhnout jin6 dal§£ podminky, ve ktefych by bylo zajimav6
fenotypovy proj ev pfipraven6 mutanty otestovat.

V literinim dvodu uvadite, Ze exprese spr0929 je pozm6n5na pfi tvorb5 biofilmd (Kumar
Yadav et al, 2015). Jsou od t6 doby v tomto sm5ru n€jak6 nov6 poznatky a chystate se testovat
fez roli spr0929 pH tvorb5 biofilmu?

Experimenty s pneumokoky jsou ztizen6 existenci ffi typfl divok6ho kmene (kmen D39, RX,
R6). Je bctyhodn6, Ze vpodstat5 vsechny experimenty byly provedeny na vsech tiech typech
divok6ho  kmene.   Zajimalo  by  m5,  jaka  je  ale  situace  vliteratufe  co   se  ty5e  pouziti
jednotliilych typd kmend.  Je jeden z kmerfu povazovin za „modeloily divoky kmen" nebo se
ve v5t§in5 laboratoH t6Z provad€ji experimenty na vsech tiech typech genetickeho pozadi?

Autor   splnil  ve   sv6  prdei  v§echny  na  za5atku  vyty5en6   cile.   A5koliv   se  nepodafilo
prok5zat/najit funkci zkouman6ho hypotetickeho proteinu Spr0929, ilyzna]rmym vysledkem
bylo potvrzeni fosforylace tohoto proteinu a pak zejm6na ur5eni jeho lokalizace v blizkosti
nukleoidu. Tento ilysledek je dilezrtym poznatkem, ze kter6ho je mozn6 se odrazit pfi dal§i
charakterizaci Spr0929, COZ autor plinuje v rinci sv6ho dal§iho studia.



Formalni vytky nijak nesnifuji odbomou kvalitu pfedlozen6 pra9e, ale jsou upozom5nim pro
autora  pro  jeho  budouci  publika5ni  5innost,  proto  po  zodpov5zeni  dotazti  a  dopln5hi
chyb5jicich obrazku doporu6uji praci k obhajob5.
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