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Nazev prace:
Hypoteticky protein Spr1962 jako novy substrat signaliza¢ni drahy Ser/Thr proteinkindzy
StkP a fosfatazy PhpP

Cile prace
Cile na str. 35 jsou velmi podrobné, ocetiuji jejich urcitost a srozumitelnost:

1. Vytvofit mutantni kmen Aspr1962na genetickém pozadi kmenti R6, Rx a D39
acharakterizovat jeho morfologické a riistové vlastnosti.

2. Prokazat fosforylaci proteinu Spr1962 proteinkindzou StkP vpodminkéch in vivo.

3. Pripravit fosfoablativni a fosfomimetickou formu proteinu Spr1962v poziciT273 a
charakterizovat morfologické a riistové vlastnosti kmend.

4. Potvrdit misto fosforylace proteinu Spr1962 proteinkinazou StkP v podminkéchin vivo.
5. Vytvoftit komplementa¢ni kmen a porovnat jeho fenotypovy projev ve srovnani sdivokym
kmenem amutantnim kmenem Aspr1962.

6. Ptipravit kmen S. pneumoniae exprimujicifizni protein Spr1962-GFPa urcit misto
lokalizace proteinu vburice.

7. Charakterizovat dele¢ni, fosfoablativni a fosfomimetické kmeny za stresovych podminek
(teplotni stres a pH stres).

8. Porovnat sekretom mezi divokym typem a mutantnim kmenem Aspr1962.

9. Prokazat asociaci proteinu Spr1962 scytoplasmatickou membranou pomoci frakcionace u
mutantniho kmene Aspr1962a kmene sfosfoablativni zdménou v pozici T273.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 123

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO (ale chybi napt. zkratka SEDS)

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO

Je napsan srozumitelné? ANO, a je velmi podrobny.

Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany?
ANO (mén¢ piehledné internetové odkazy)

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ANO

Bylo pouzito mnoho metod: prace s bakteriemi, DNA, proteiny, mikroskopie, ...
Metody jsou popsany srozumiteln¢ a velmi precizng.




Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? ANO, ¢tenar se dozvi souvislosti mezi pokusy
Dokumentace vysledk je dostacujici, chybi mozna jen kvantifikace nékterych ristovych
rychlosti.

Postacuje mnoZzstvi experimentti k ziskdni odpovédi na zadané otazky?

ANO, mnozstvi provedenych pokusti je spiSe nadstandardn¢ vysoké.

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkii? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO
Diskuse je opravdu velmi rozsahla (str. 94-111).

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova Groven):

Jazykova uroven je na velmi dobra. Dale uvadim konkrétni formalni pfipominky.

Na obrazky je z textu odkazovano prakticky vzdy tésn€ pod obrazkem, coZ neni idedlni (plati
do str. 35, dale ve vysledcich).

Obtékani textu kolem obrazkt nékdy vede k tomu, Ze je obrazek moc maly, aZ necitelny
(Obr. 15, str. 58, Obr. 26, str. 72).

Obrazek 39 v sobé zahrnuje podstatnou ¢ast obrazku 18. To samo o sob& neni problém, ale
m¢élo by to byt v textu zminéno.

Tab. 3 je chybné oznacena jako Tab. 2 (str. 24).

Oznaéni " Mn-dependentni anorganicka fosfataza" a " Mn2-+dependentni enzym" je
nejednotné a jazykove nestastné.

Latinské nazvy organismi v seznamu literatury nejsou kurzivou.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Velmi podrobné vysvétlené metody (vCetné objasnéni jejich principu; Polymerdzova fetézova
reakce, Elektroforéza vagar6zovém gelu, izolace z gelu, Izolace chDNA S. pneumoniae,
Mistné specifickd mutageneze, ...) mohou vyborné slouzit pro nékoho, kdo bude chtit
podobné pokusy zopakovat. Oceniuji Tab. 1-2 (substraty StkP). Pfehledné jsou také tabulky
charakterizujici kmeny, oligonukleaotidy apod.

P&kné a podrobné jsou tivodni kapitoly: Proteinkindza StkP a fosfatdza PhpP, Membranové
mikrodomény, ... Protein Spr1962 (SPD_1984).

Ocenuji tvorbu bodovych mutace T273A, T273E (fosfoablaticka a fosfomimetickd) a jejich
podrobnou charakterizaci.

VétSina cilti byla splnéna. Tam kde doslo ke komplikacim, je diskutovan dalsi mozny smér
vyzkumu. Co se tykd mnozZstvi provedenych pokust, dosaZzenych vysledki, ale i jejich
prezentace, pokladam praci za nadprimérnou.




Otazky oponenta:

Muzete komentovat tlohu piedpokladané nestrukturované oblasti proteinu StkP mezi
N-koncovou cytosolickou doménou a transmembranovou c¢asti (Obrazek €. 3, str. 15)?
Co dale znamena tvrzeni, ze tfi PASTA (Penicillin-binding protein And
Serine/Threonine kinase Associated ) domény "jsou membranov¢ axialni a jedna
membranové distalni"?

Uvadite, ze "StkP se po pfijeti signalu aktivuje a dimerizuje (Pallova et al., 2007).
Tésné piiblizeni dvou cytosolickych domén StkP indukuje schopnost autofosforylace,
nasledkem ¢ehoZ dochazi ke zméné konformace a celkové aktivity." Jak je to u jinych
typl senzor dvoukomponentnich systémua?

Co znamenad, ze "Dele¢niho mutanta [fosfatdzy PhpP] Ize sice ziskat, avSak delSim
pasazovanim dochazi k hromadéni supresorovych mutaci"?

str. 62. Obr. 19: bylo by mozné vhodné zobrazit i niz8i poc¢atec¢ni hodnoty OD. V
legendé obrazku se uvadi: "Delece v genu spr1962 nema za standardnich podminek
vliv na schopnost ristu." Nicméné kmen Sp208 (wt) roste pomaleji nez Sp262
(Aspr1962::SJK) - jaké je vysvétleni? Nejsou zde uvedeny konkrétni rychlosti riistu
(ackoliv by stacilo pfipravenym grafem rlstové kiivky proloZit ptimku). Doby
zdvojeni jsou uvadény pouze u teplotniho stresu (tab. 19) a pH stresu (tab. 20).

Zde chybi statistickd analyza (s ohledem na chybu stanoveni smérnice).

str. 64, tab 15: pro vSechny bakterialni konstrukty odvozené od kmenti R6, Rx a
"Rx,AphpP" plati, ze délka bunék dokonale koreluje s jejich Sitkou (toto vSak neni v
tabulce vyhodnoceno). Tedy, ze buiiky maji predevidatelny tvar:
Sitka=0,246xd¢lka+0,322. Pro kmen D39 to vSak neplati (buiiky jsou celkove
kulatéjsi). Mate néjaké vysvétleni? U této tabulky neni napsano, jak byla provadéna
statisticka analyza (asi shodné s Obr. 20).

str 72: Jak brani FLAG epitop fosforylaci Spr1962, vzhledem k predpokladané
struktute (viz obr. 10, 13)? Je bézné (dle literatury), ze by vlozeny linker (str. 81)
zvySoval miru fosforylace? A naopak, jak funguje konstrukt Spr1962-GFP?

Pripominky oponenta:
(pfipominek je vétsi mnoZzstvi, protoze prace samotnd je velmi obsahld)

Jak se S. pneumoniae bréani (jak je prizptisoben) zvySenym hladindm H,O,, ktery sam
produkuje pyruvatoxidazou?

str. 70, tab 16: Jak se méni délka bunék ptivodniho kmene D39 bez deleci a bez
komplementace pfi pridavani Zn**?

Obr. 1: Neni vysvétlena produkce prekurzori peptidovych feromont. Jedna se o
jakysi cyklicky proces?

Jaké sekvence Pre-CSP je stépena? Jak vypada 17 AA produkt? (str. 13: Ze
strukturniho genu —comC je syntetizovan jako protein ComC neboli Pre-CSP, ktery
obsahuje 41 aminokyselin (Pestova et al.,1996). Nasledné je ¢ast peptidu odStépena




ABC transportérovym systémem ComA/ComB, ktery ma zarovenproteazovou
aktivitu. Odstépenim N-koncové Casti se stava aktivnim feromonem a je exportovan z
bunky)

Flotiliny - z ¢eho pochazi nazev této domény SPFH; "band-7 doména"? Jaka je
sekven¢ni ptibuznost ¢lent této rodiny? (Obr. 11 ukazuje strukturni podobnost -
patrné konvergentni).

Nebylo by vhodné pouzit pro sledovéni lokalizace fluorescencné znacenych proteinti
konfokalni nebo "superrezolu¢ni" fluorescencni mikroskop?

str. 55: Co znamena "Spolu se ZnCl, byl ptidan také MnCl, prozlepseni
zivotaschopnosti kultur v poméru 1:10 k zinku"? Proc?

D39, spr1962-gfp... jak je to s hladinou exprese proteinu z nativniho lokusu (str. 76)?
Opravdu je zde vyssi, nez u ektopicky exprimovaného inducibilniho promotoru (str.
73)? Da se podle intenzity fluorescence odhadnout, jaké mnozstvi proteinu Srp1962 v

bunice je?

- Jak byly vybirany buniky pro méfeni rozmérti vzhledem k rastovému cyklu?
Pozorovany rozptyl hodnot (napf. délky) pro jeden kmen je az 2,5 ndsobny.

Preklepy a drobné chyby:

str. 13, 54, 55, 57, 112 S. pneumoniae neni kurzivou.

str. 12 "Diky, které je schopna transformace, tedy piijmout..."

Obr. 4, 5, 12 B. subtilis neni kurzivou.

str. 28 "Bacillus Anthracis", "Listeria Monocytogenes"

Obr. 11 Co znaci ¢erny krouzek?

Obr. 11 je umistén mezi obrazky 3 a 4.

Tabulka oznacena Tab 10 je v praci dvakrat (str. 39 a 41)

str. 48: "standartnich", str. 49, 62, atd.

Oznaceni na str. 53: "Tab. ¢. 14. str."

PDF soubor neni dobie indexovany, napt. pismeno "z" -> "". Soubor tak neni dobie
prohledatelny.

str. 57: hladina vyznamnosti se oznacuje "p".

str. 61: "Diky deleci fosfatazy PhpP se jedna o hyperfosforylovany kmen"
str. 65: neni ¢itelné méftitko u fotografii

str. 73: "Schéma vektoru pJWV25 pZn-spr1962-gfp je zndzornéna"

str. 74 "Tyto foci byly viditelné"

str. 75: "délky bun€k zobou experimenti "

Navrh hodnoceni oponenta: vvborné

Podpis oponenta:




