Oponentsky posudek dizertac¢ni prace Mgr. Petry Pallové ,,Dimerizace Ser/Thr
proteinkinasy eukaryotniho typu Streptococcus pneumonie a charakterizace jejiho
substratu, fosfoglukosaminmutasy GlImM*

Doktorska dizertace Mgr. Pallové je ptispévkem k jednomu z vyznamnych témat soucasné
biologie, kterym je ptenos signalu, v Sir§im pojeti reakce zivé hmoty na podnéty z prostiedi.
Dulezitym mechanismem pienosu signalu v bunce je fosforylace kli¢ovych proteind.

Z pochopitelnych diivodu se hlavni pozornost soustfedi na signalizac¢ni drahy a proteinkinasy
systému eukaryotnich, nicméné mnohé principy, mechanismy a typy proteinti v nich
zucastnéné jsou konzervovany ve vsech zivych organismech vcetné prokaryotnich. K nim se
fadi i Ser/Thr a Tyr proteinkinasy eukaryotniho typu, o jedné z nich pojednéava predlozena
prace. Proteinkinasy eukaryotniho typu jsou pfitomné nejen v mikroorganismech se slozitym
bunécnym cyklem, ale jak vyplyva z dokoncenych genomovych projekti, i u bakterii
patogennich, které interaguji s eukaryotnim hostitelem.

Ptedkladana prace splituje po formalni strance vSechna pozadovana kritéria. Po edicni strance
je jako celek velmi peclivé zpracovana a graficky pisobi velmi piehledné. Ke kvalité
nékterych obrazki v§ak mam pfipominky. Po strance slohové neni autorce co vytknout. Cela
prace je psana Ctive. Je to i tim, Ze neni nadmiru dlouhd, coz jako oponent ocefuji. Domnivam
se, ze jednotlivé kapitoly jsou vyvazené co do obsahu. Z hlediska odborného obsahu
predlozené prace je nejvymluvnéjSim parametrem to, ze ¢ast vysledkl tykajici se
proteinkinasy StkP pro$la naro€nym recenznim fizenim ve dvou kvalitnich mezinarodnich
casopisech. Na druhé z publikaci je Petra Pallova prvni autorkou. Ovsem i vysledky ziskané
pti charakterizaci fosfoglukosaminmutasy jist¢ umozni publikaci v podobné renomovanych
Casopisech. Je to v pracovni skupiné skolitele Pavla Brannyho jiz obvyklym standardem.
Praveé zkusené vedeni a dlouhodobé ¢innost skupiny ve studované problematice se odrazi na
velmi Sirokém spektru pouzitych metodik. V jejich vyctu je prakticky vSe, co se od soucasné
molekularni mikrobiologie o¢ekava. Vyzdvihl bych zejména techniky cilenych zasahii pfimo
do genomu S. pneumonie, alelické vymény a piiprava epitopem znacenych proteind.

K jednotlivym ¢astem mam tyto komentare, pfipominky a dotazy:
1. Literarni ptehled je napsan s pfehledem, dostate¢né uvadi feSenou problematiku.

Str. 22: Pfi porovnani Cetnosti proteinkinas eukaryotniho typu u bakterii jsou oddélené
uvadény jejich pocty pro aktinomycety (34) a mykobakterie (11); AvSak do fadu
Actinomycetales, tedy mezi aktinonycety, se fadi vice podfada a rodli, mezi nimi 1
streptomycety (pravé ty jsou zde mysleny jako predstavitelé aktinomycet, konkrétné S.
coelicolor ), ale tfeba 1 ty mykobakterie a dale nokardie, korynebakterie a dalsi. Dnes je

v databazich dostupnych 20 genomt aktinomycet, z toho tfi patii pfimo mezi streptomycety.
Pocet proteinkinas u jednotlivych zastupct aktinomycet znacné kolisa, pocty 11 a 34 uvadéné
zde pro mykobaktérie, resp. pro Streptomyces coelicolor jsou pouze dvé ¢isla z mnohych.
Dokonce je vysoce pravdépodobné, Ze i dva kmeny téhoZ druhu se odliSuji poctem svych
proteinkinas eukaryotniho typu. Je dobré toto mit na paméti.

Str. 25: Konstitutivné transkribovana transmembranova proteinkinasa PkbB se
autofosforyluje na Ser a Thr, a je defosforylovana ... fosfatasou PstP, ktera lezi ve stejném
operonu... Nékolikanasobné zde dochazi ke sméSovani terminologie proteinil a nukleovych
kyselin (gent).



Str. 31: Neshoduje se oznaceni podskupin enzymi v textu (PGN vs. PGM a PNGM; PGM a
AGM vs. PAGM). Tuto pasaz nelze pti obvyklé trovni pozornosti ctenare pochopit, je
matouci. Prosim o rekapitulaci jednotlivych zkratek a riiznych variant déleni do skupin.

Str. 33, Obr. 2.10 a v mensi mife dalsi obrazky, jako napt. Obr. 2.6 (str.29), 5.4 (str. 63):
Transformace prevzatych obrazkl byla technicky provedena velmi nekvalitné (snad
ptevedenim do jpg formatu?).

Str. 34-35: Pro organismus S.aureus je uvedena informace z literatury, ze mutace

ve fosfoglukosaminmutase se projevila snizenou rezistenci k methicilinu a zvySenou citlivosti
k glykopeptidovému antibiotiku teikoplaninu. Byl v této praci pouZit methicilin rezistentni
kmen? (S.aureus obecné je k methicilinu citlivy, avSak jsou dobfe charakterizovany
rezistentni kmeny.) Uvadéji autori vysvétleni nebo hypotézu, jakym mechanismem
dochazi ke zvySeni citlivosti k této dvojici antibiotik (piisobicich na riznych stupnich
stavby bunéc¢né stény) v uvedeném pripadé, kdy je mutaci narusen piisun vychoziho
stavebniho prefabrikatu stény? Dalo by se néco k tomu Fici na zakladé analyzy sloZeni
bunécéné stény mutantniho kmene v Tab. 5.7 na str. 91?

2. Material:

Str. 39-41: Pidy, chemikalie, je zde netinosné vysoka mira ponechanych anglickych vyrazi i
v pripadech, kdy existuje ¢esky ekvivalent (yeast extract), ale hlavné je pouzito obou forem
na n¢kolika fadcich od sebe (fosfat i phosphate). Je ziejma uplna rezignace na pieklad
(ethanesulphonic acid; thiogalactopyranoside) a mnoho dalsich prohteskt. Tyto stranky velmi
kontrastuji s dobrou jazykovou trovni zbytku prace.

3. Metodicka ¢ast je dobfe, prehledné a srozumiteln€ napsand, jen se neubranim pocitu, Ze jde
o vypilovany vybér mnohokrat ¢teného jadra mnohych disertacnich a diplomovych praci

z oboru. Ale nefikam, ze je to Spatné. Dobfe jsou vS§ak napsany i metodiky vysoce specifické
pro tuto préci (tfeba stanoveni enzymovych aktivit). A stejn¢ pfece jen chybi obecny
metodicky popis ramce pro mé technicky nejzajimavéjSich metodik cilenych zasahi ptimo do
chromozomalni DNA S. pneumonie, napt. metody alelické¢ vymény vcetné piipravy
konstruktu pro transformaci; pfiprava epitopem znacenych proteint jako takova). To vSe je az
ve vysledkové ¢asti (5.1.2), véetné odkazii na pouzité metody (citace Lau, 2002 na str.61), coz
tam rusi spad vysledkové Casti.

Na str. 51 ze sledu rutinn€ odsypéavanych ¢isel charakteristickych pro jednotlivé metody me
pon¢kud zarazi neobvykla vinova délka pro méreni denzity bakterialni kultury S.
pneumonie: je to opravdu 400 nm? A jaky je diitvod mérit pravé pri této nebvyklé vinové
délce?

Str. 51 dole ,.frakce jsem inkubovali s resinem®, ,,resin s navazanymi proteiny* je nehezky
vyraz.

4. Experimentalni ¢ast je rozsahla a odrazi mnozstvi vykonané prace. Popis experimentt a
naslednost zvolenych postupii svéd¢i o logickém a metodicky pfimeéfeném zptisobu
pfekonavani obtiZi pfi praci (napt. pravdépodobna nestabilita nékterych netiplnych forem
proteinkinasy StkP, v¢etné provetfeni transkripce mRNA)

Str. 59-60: Cast 5.1. vysledkt doplituje informaéni manko o vysledcich ziskanych pfimo na
modelu S. pneumonie, coz jsem postradal v literarnim uvodu. Nepatiicnost zarazeni do



vysledkl je zfejma i z toho, Ze jsou zde opakované citovany vystupy jinych skupin
(Echenique, 2004; 3x) anebo disertacni prace kolegyné (Novakova 2004). VétSina informaci
mohla byt uvedena v zavéru literarniho tivodu jako predchozi vysledky studia modelu S.
pneumonie. Pozndmka o nékterych rysech metodické ¢asti v nasledujici kapitole 5.1.2. byla
Jjiz zminéna.

Str. 66: Do plazmidu... nesouciho N-terminalni doménu represoru cl jsme pomoci...
restrikéniho mista... klonovali jednotlivé domény proteinkinasy. Kindzova doména byla
amplifikovana pomoci oligonukleotidd... Mnohonasobné proplétani terminologie nukleovych
kyselin a proteinil. To samé Ize nalézt i na dalSich strankéch této kapitoly.

Str.71-92: Vysledky na modelu fosfoglukosaminmutasy tvoii vétsi ¢ast vysledki
predlozenych v této praci. Vidim, Ze to musela byt spousta prace (identifikace mist
fosforylace v proteinu, kompletace vSech prvkl pro sptazené systémy k testovani
enzymovych aktivit piimé a zpétné reakce, pfiprava mutant enzymu a jejich charakterizace) a
vysledky pfinaSeji mnoho zajimavého. Zatim vSak tyto vysledky nebyly publikovéany. V jaké
fazi pripravy je/jsou patri¢na/é publikace? Pripadné co povaZujete za nutné dokonc¢it a
provérit k uverejnéni v ¢asopisu?

Str. 84-86: Grafy 5.3 a 5.4 postradaji legendu, jsou jen narychlo vloZenym surovym
zdznamem experimentu, pro ¢tenare chybi udaje. Ty jsou v textu. Navic dalsi graf na strané
86 sice legendu ma4, ale je znovu chybné oznacen 5.3.

Str. 89-90: Kapitola 5.2.14: Nepochopil jsem, co jsou vysledky a co je diskuse s vysledky
jinych autori. MiiZete to upresnit? (Kazdopadné je to jiny zanr nez vysledky, spise diskuse)

5. Diskuse je odpovidajici, svéd¢i o hlubokém proniknuti do problematiky. Autorka diskutuje
jednotlivé aspekty vice méné ve stejné posloupnosti jako ve vysledkoveé ¢asti.

Na str. 100 vyslovujete domnénku, Ze nezbytnost kobaltnatych ionti pro aktivitu
fosfoglukosaminmutasy je artefaktem pfitomnosti histidinové kotvy. Co branilo tuto
moznou pri¢inu eliminovat odstranénim histidinové kotvy?

Na stran¢ 103 uvadite, Ze se pokousite o molekuldrné dynamickou simulaci na zakladé
homologniho modelu struktury fosfoglukosaminmutasy. S kym v této véci
spolupracujete? Domnivite se, Ze pfi absenci namérené struktury proteinu (X-ray,
NMR) je dostatecné piresnym ziakladem dynamické simulace pouhy homologni model
proteinu?

Ptes uvedené drobné vytky povazuji uroven predkladané prace za piimétenou
kladenym pozadavkiim na doktorskou disertaéni praci podle VS zakona 111/1998 Sb., bohaté
je napliuje. ProtoZe uchazecka prokazala schopnost a pfipravenost k samostatné védecké
¢inmostidoporucuji pfijmout praci Mgr. Petru Pallové k obhajobé.

V Praze, 10. zaii 2007 Ing. Jifi Janata, CSc.
Mikrobiologicky tstav AV CR



