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Nézev prace:
Studium unikatni signalni drahy Ser/Thr proteinkinazy StkP a fosfatazy PhpP u
Streptococcus pneumoniae

Cile prace

Prace se zabyva charakterizaci nového substratu proteinkindzy StkP, a to hypotetickym
proteinem Spr0929, ktery byl identifikovan pomoci MS analyzy. Cilem prace bylo potvrdit
fosforylaci Spr0929 kindzou StkP a potvrdit misto fosforylace. Déle pak mély byt
charakterizovany kmeny s deletovanym spr0929 genem sohledem na jejich rastové
vlastnosti, morfologii a rist za stresovych podminek. Poslednim cilem bylo pak urCit
lokalizaci Spr0929, ktera by mohla pomoci poodhalit funkci tohoto proteinu.

Laboratof bunééné signalizace, kde byla prace vypracovana, se dlouhodobé zabyva studiem
signdlnich drah spojenych s StkP/PhpP, coZ potvrzuje i fakt, Ze v této laboratofi bylo
identifikovano 5 z 12 doposud znamych substrati této kindzy. Diky tomuto dobrému
vé€deckému zdzemi, ma prace velmi dobrou odbornou uroveil a je soucasti dlouhodobého
vyzkumného tématu uvedené laboratofe.

Autor se musel sezndmit s riznorodou $kalou metod, od pfipravy deleCnich kment, pfes
mé&feni ristovych kiivek a mikroskopii az po metody in vitro a in vivo fosforylace. Zda se, Ze
autor si pouzivané metody dostatecné osvojil a byl schopen i ziskané vysledky interpretovat a
davat do souvislosti s jiz znamymi publikovanymi vysledky. Literarni zdroje jsou fadné
citovéany, pficemz nechybi recentni publikace.

K praci mam nékolik formalnich pfipominek i odbornych dotaz:

Formélné je préace Citajici 123 stran rozdélena do 7 kapitol, které odpovidaji standardnimu
¢lenéni diplomové prace az na kapitolu Vysledky. Ta by méla byt podle mého ndzoru uvedena
jako samostatna kapitola nikoliv jako podkapitola Materidlu a metod. Autor by si téZ mél dat
pozor na strukturu pouzivanych vét, aby odborny text byl Gesky srozumitelny. Naptiklad véta
,»Na zékladé globalniho fosfoproteomu zavislého na proteinkinaze StkP a fosfatdze PhpP byl
threonin v pozici 255 proteinu  Spr0929 identifikovdn jako fosfosforylovany
v hyperfosforylovaném kmeni s odstranénou fosfatdzou PhpP“ (Vysledky, str. 67) je dosti
kostrbatd. Stejné tak obraty jako “vodna faze byla osamostatnéna“ (Literdrni Gvod, str. 56)
nebo vytvofeni mutant otevielo cestu (Vysledky str. 68) lze nahradit vhodn&j$imi
odborngj$imi vyrazy. Déle by si mé&l autor dat pozor na pouziti n&kterych cizich 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 které je v textu odkazovano. Tyto obrazky
by mél autor doplnit v erratech. V souvislosti s obrazovou dokumentaci je vhodné, aby
obrazky piipadné tabulky byly umistény az za textem, ve kterém se na dany obrazek/tabulku
odkazuje, nikoliv naopak.




Co se tyce odborného textu, zde mam nékolik dotazi:

V literarnim uvodu autor piSe, Ze pneumokok je schopen alfa-hemolyzy produkci H>Os.
Obvykle se uvadi, Ze hemolyza je zpusobend produkci hemolytickych enzymu ¢&i
sekundérnich metabolitl. Mizete n&jak blize vysvétlit mechanismus produkce a nasledného
pusobeni uvoliiovaného H>O; na erytrocyty?

Na stran€ 17 literdrniho tivodu autor uvadi, ze 76% proteini pneumokoka stile neni funkéné
charakterizovano. Pneumokok je velmi intensivné studovan, proto je toto ¢islo piekvapiveé
vysoké. Miuzete uvést, z eho jste pii uvadéni této hodnoty vychazel (z udaju v databézi
Uniprot, z ¢lanki, né¢eho jiného)?

V kapitole ,,Vysledky” mé zaujaly grafy znazortiujici morfologické parametry testovanych
kment. Z popisu mi ale neni jasné, jak byly bakterialni buiiky pro dané vyhodnoceni vybrany
a co bylo provedeno manualné Vami a co hodnotil uvedeny software. Musel jste napf.
manudlné oznacit a ,,mé&fit“ builky, které ma software vyhodnotit nebo to byly softwarem
vybrané bakterie napt. v urcité ¢asti preparatu?

Vysledky kapitola 4.3 delece genu spr0929 — pii tvorbé konstruktu pro deleci genu spr0929
jste pouzil metodu fizni PCR. Bylo mozZné fuzovat vSechny tii uvedené fragmenty v jednom
kroku nebo jste musel fuzi délat postupné — nejdiiv dva fragmenty a nasledné pfipojit tfeti?

Jedinym viditelnym efektem delece spr0929 na rist bylo zpomaleni riistu u kmene Rx se
zavedenou SJ kazetou. Jak spravné uvadite v diskusi, mohlo zde dojit k polarnimu efektu na
geny umisténé downstream od spr0929. Jak to vypada s promotorem genu spr0929 — kde je
umistén a které geny jsou spolu se spr0929 ko-transkribovany?

Z Vasich vysledkG vyplyva, ze samotna delece spr0929 nema zasadni vliv na rist ani
morfologii (vyjma kmenti na pozadi R6) pneumokoka v testovanych podminkach. Mize to
byt zplisobeno i tim, Ze se Vam (zatim) nepodafilo najit podminky, pfi kterych by se role
Spr0929 projevila. Pokuste se navrhnout jiné dal§i podminky, ve kterych by bylo zajimavé
fenotypovy projev ptipravené mutanty otestovat.

V literdrnim Gvodu uvédite, Ze exprese spr0929 je pozménéna pii tvorbé biofilmi (Kumar
Yadav et al, 2015). Jsou od té doby v tomto sméru né&jaké nové poznatky a chystate se testovat
téZ roli spr0929 pti tvorbé biofilmu?

Experimenty s pneumokoky jsou ztizené existenci téi typt divokého kmene (kmen D39, RX,
R6). Je Gctyhodné, Ze vpodstaté vSechny experimenty byly provedeny na v8ech tiech typech
divokého kmene. Zajimalo by mé, jaka je ale situace v literatufe co se tyfe pouZiti
jednotlivych typt kmeni. Je jeden z kmenii povaZzovan za ,,modelovy divoky kmen“ nebo se
ve vétSin€ laboratofi téZ provadéji experimenty na vech téech typech genetického pozadi?

Autor splnil ve své praci vSechny na zacatku vytyené cile. Ackoliv se nepodafilo
prokazat/najit funkci zkoumaného hypotetického proteinu Spr0929, vyznamnym vysledkem
bylo potvrzeni fosforylace tohoto proteinu a pak zejména uréeni jeho lokalizace v blizkosti
nukleoidu. Tento vysledek je duleZitym poznatkem, ze kterého je mozné se odrazit pti dalsi
charakterizaci Spr0929, coz autor planuje v ramci svého dal3iho studia.



Formalni vytky nijak nesnizuji odbornou kvalitu pfedloZzené prace, ale jsou upozornénim pro
autora pro jeho budouci publikatni Cinnost, proto po zodpovézeni dotazii a doplnéni
chybégjicich obrazku doporucuji praci k obhajobé.
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