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Nazev prace:
Vztah mezi StkP/PhpP fosforyla¢ni drahou a diadenylat cyklazou CdaA produkujici
c-di-AMP u Streptococcus pneumoniae

Cile prace
Cile na str. 2 jsou podrobné, ocenuji jejich urcitost a srozumitelnost.

Cilem prace bylo osvétlit regulacni vztah mezi diadenylatcyklazou CdaA,
fosfoglukosaminmutazou GImM a Ser/Thr kinazou StkP.
Jednotlivé cile:
1. Ovéfit interakci mezi CdaA a GImM u Streptococcus pneumoniae in vitro pomoci
dvouhybridového systému i in vivo pomoci koimunoprecipitace.
2. Otestovat moznou interakci mezi CdaA a StkP pomoci dvouhybridového systému a
koimunoprecipitace.
3. Ovéfit negativni efekt GImM na syntézu c-di-AMP metodou diadenylatcyklazové reakce.
4. Zjistit vliv StkP na aktivitu CdaA metodou diadenylatcykldzové reakce.
5. Ur¢it, zda je CdaA fosforylovana kinazou StkP pomoci radioaktivni kindzové reakce a
gelu Phos-Tag.
6. Ovérit esencialitu cdad genu u S. pneumoniae ptipravou deplecnich kmenti a jejich
charakteristikou.
7. Stanovit lokalizaci CdaA pomoci fluorescencni mikroskopie.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 99

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO

Je napsan srozumitelné? ANO

Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Ocetiuji kapitolu "Uvod do fyziologie S. pneumoniae". Nékteré ¢asti této kapitoly mozna
pfiliS nesouvisi s tématem prace (popis virulen¢nich faktori S. pneumoniae - pouzdro,
pneumolysin, pfirozenad kompetence a jeji regulace).

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ANO
Byla pouzita cela Skala riiznych metod, které byly popsany srozumiteln¢ a celkem peclive:




Metody prace s DNA:
PCR (bézna a inverzni), izolace plazmidové DNA, elektroforéza v agar6zovém gelu, izolace
DNA z gelu, klonovani, ptiprava DNA pro sekvenaci

Metody prace s proteiny:

Exprese rekombinantnich proteini v E. coli, izolace rekombinantnich proteint s kotvou
His-tag, izolace rekombinantnich proteini s GST-tag, BCA Protein Assay, SDS-PAGE,
Western blot a imunodetekce, kindzova reakce, Phos-Tag SDS-PAGE, stanoveni enzymatické
aktivity - diadenylatcyklazova reakce

Manipulace s bunéénymi kulturami:

Ptiprava kompetentnich bunék, transformace DNA, dvouhybridovy systém,
koimunoprecipitace, méteni rastovych vlastnosti bakterii, ptiprava rychlych proteinovych
lyzatd, fluorescencni mikroskopie a vyhodnoceni preparatt

Ocenuji rozsédhly seznam DNA oligonukleotidi, vektori a kazet, pouzitych bakteridlnich
kmentl, protilatek a chemikalii. Seznamy obsahuji velmi pfinosné slovni vysvétleni vyznamu
dané latky (kmene, apod.).

Stanoveni koncentrace c-di-AMP s vyuzZitim fluorescence vazaného koralynu (a jeho zhdSeni
ionty Br’) nicméné neptisobi ptilis vérohodné (str. 71). Bylo by vhodné prezentovat v praci
nametena data (idedln€ emisni spektra) a podrobnéjsi koncentracni zavislost zhaSeni.

BéZné se vyuziva Stern-Volmerovo vyneseni, které v nékterych tpravach umozni kromé
zhaseci konstanty piesné stanovit mnozstvi (ne)dostupné frakce fluoroforu. Piivodni prace
(Zhou et al. 2014) navic porovnava zhaSeci konstanty koralynu v roztoku a v pfitomnosti
c-di-AMP (zhaSeci konstanty se 1i$i asi 10x). V ptedlozené praci takové srovnani nebylo
uvedeno.

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? ANO

Postacuje mnozstvi experimenti k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO
Dokumentace vysledkt je dostacujici (kromé stanoveni c-di-AMP). Pon¢kud postradam
kvantifikaci rastovych rychlosti (napf. citace: “...zvySujici se hladina IPTG nema vyrazny
vliv na rist Sp1070...”, str. 70).

Bylo by navic mozné kvantifikovat miru interakce proteinti v dvouhybridovém systému?

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

o 24

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO
Jedna se o konkrétni odpovédi na otazky, které si autor polozil v ivodni ¢asti “Cile”.

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):
Jazykova a formalni troven textu je opravdu velmi dobra. Nanestésti hned prvni véta
abstraktu obsahuje gramatickou chybu. Podobné problémy se v praci prakticky nevyskytuji.




SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:

Podafrilo se zjistit, ze CdaA je ve zkoumané bakterii esencidlni protein s membranovou
lokalizaci. Samotna lokalizace by méla byt jesté dale studovana. Na rtiznych Grovnich byla
prokédzéana vazba CdaA na proteiny GImM a StkP. Vazba proteinu GImM pak snizuje
enzymatickou aktivitu CdaA.

V zé&véru prace je predlozen model, ktery navrhuje roli StkP v regulaci CdaA (str. 81).

Praci celkové hodnotim jednoznacné kladné. Autor pomérné ¢asto pise v trpném rodé nebo v
prvni osobé mnozného ¢isla. Ocenil bych proto, kdyby objasnil, do jaké miry se podilel na
provadénych experimentech.

Otazky oponenta:
1) Jak souvisi a) tvorba pouzdra a b) pfirozena kompetence s proteinem CdaA?

2) Jaky je mechanismus syntézy bis-(3',5')-cyklického dimerického adenosinmonofosfatu
(c-di-AMP)? Jak funguje DAC doména?

3) Je mozné stanovit experimentalné hladinu c-di-AMP piimo v buiice?

4) Jak je uchovavan kmen Sp1109 s deletovanou deleci nativni alely cdaA, nicméné s
vloZzenym konstruktem Plac-flag-L-cdaA? Je u tohoto kmene mozné experimentalné
ménit/nastavit hladinu c-di-AMP pomoci I[IPTG?

5) Podle dostupné literatury je protein GImM je schopen inhibovat aktivitu CdaA (Gibhardt
et al., 2020; Tosi et al. 2019). Jak/pro¢ se 1isi mira inhibice u jednotlivych studovanych
bakterii?

6) Co je to fratricida u S. pneumoniae? Jak a ¢im je spousténa? (str. 4, 5)

Pripominky oponenta:

V textu se objevuje tvrzeni (str. 76): “...je patrné, ze CdaA opravdu lokalizuje do membrany.
V ni se ale vyskytuje nerovnomeérné, casto se shlukuje do urcitych bodu roztrousenych po
membrané. Zarover velice casto lokalizuje do sept.” Je zde odkaz na Obrazek 29 (chybné
¢islovany jako 298). Rozliseni snimkti vSak neumoziiuje membranovou lokalizaci urcit s
jistotou (zejména proto, Ze se nejednd o konfokalni fezy). MiZete jesté blize komentovat
rozmisténi CdaA v membrané? Jak by bylo mozné presveédc¢ivéji urcit, jestli se protein
opravdu nachazi v mikrodoménach (viz str. 80)?

Néavrh hodnoceni oponenta: vyborné

Podpis oponenta:




