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Nazev prace: Objasnéni vlastnosti a struktury pérotvorné domény kolicinu U bakterie
Shigella boydii

PfedloZzena dizertaCni prace je primarné zaméfena na objasnéni porotvornych vlastnosti a
membranové topologie kolicinu U, ktery je produkovan bakterii Shigella boydii. Podrobnéji je pak
popsana interakce prvniho a-helixu pérotvorné domeény kolicinu U s fosfolipidovou dvojvrstvou.
Cast prace se také vénuje studiu potencidlni pérotvorné aktivity nové objeveného kolicinu Z.
Vzhledem k tomu, ze by koliciny, stejné jako nékteré jiné typy bakteriocini, mohly slouzit jako
slibné alternativy k Siroce vyuzivanym antibiotikim, a to pfedevSim k l1éCbé infekci zpusobenych
multirezistentnimi kmeny bakterii, jedna se o téma vysoce aktualni.

Dizertacni prace psana v Ceském jazyce ma 144 stran, je €lenéna na abstrakt, kratky uvod s
jasné definovanymi cili prace, literarni pfehled, material a metody, vysledky, diskuzi, celkovy
souhrn, bibliografické udaje a souhrn &ty publikaci autorky, které jsou k praci pfilozeny jako
samostatna pfiloha o 49 stranach. Literarni pfehled zadina kratkou obecnou charakteristikou
kolicinit a kolicinogennich plazmidul, pokraCuje popisem modularni doménové struktury kolicin(,
interakce kolicind s citlivymi bakterialnimi burfikami a mechanismu uc€inku kolicind. DalSi ¢ast
podrobné pojednava o porotvornych kolicinech, se zaméfenim na jejich porotvorné vlastnosti a
membranovou topologii. Literarni pfehled je zakonéen popisem kolicind U a Z, které byly
charakterizovany v experimentalni C¢asti prace. Cely literarni dvod v rozsahu 24 stran je vhodné
strukturovany, napsany nejen srozumitelné, ale i velmi ¢tivé, a pokryva vSechny dulezité oblasti, na
které je zaméfena experimentalni Cast dizertacni prace. Pocet literarnich odkazl je na rozsah
uvodu zcela dostate¢ny a v fadé pfipadu jsou citovany i nejnovéjsi prace vztahujici se k danému
tématu. Pristrojové vybaveni, material i jednotlivé experimentalni metody pouzité k dosazeni cilt
prace jsou podrobné popsany na 21 stranach a je na né vhodné odkazovano ve vysledkové Casti
prace. Ta Cita celkem 50 stran a je rozdélena do ¢tyf samostatnych kapitol, z nichz prvni velmi
detailné popisuje charakteristiku porotvornych vlastnosti kolicinu U, druha kratce pojednava o
porotvornych vlastnostech kolicinu U bez hexahistidinové kotvy, tfeti se podrobné vénuje
membranové topologii kolicinu U a koneéné Ctvrta kapitola popisuje vysledky ziskané na
planarnich membranach s kolicinem Z. Nasledna ¢trnactistrankova diskuze predkladanych
vysledkl v kontextu jiz znamych literarnich zdroju je vécna a zcela adekvatni vysledkim prace.

Po obsahové i formalni strance ma predlozena prace velmi dobrou Uroven, s poétem preklepd,
gramatickych chyb a drobnych nepfesnosti umérnych délce prace. Napf. nékteré chemikalie jsou v
seznamu zkratek uvedeny, jiné ne (napf. DMSO, DPH, PEG); nékteré zkratky nejsou vysvétleny
ani v seznamu zkratek, ani v textu, kde jsou pouzity (napf. FRET, CD, GFP, DPhPS); v samotném
textu jsou nékteré zkratky obCas pouzivany nespravné (napf. PTD, NE); u pfistroju je u kazdého
vyrobce uveden stat, u chemikalii ne; inhibitory proteaz v lyzaénim pufru nejsou specifikovany; na
strané 68 by mél byt ve vété ,... k celkovému snizeni vodivosti port z 42 na 32 pS (Obr. 21C)"
odkaz na Obr. 21B; u Obr. 21 chybi méfitko; u Obr. 22, 23, 24, 25, 26, Tab. 3 by mélo byt
uvedeno, v jaké koncentraci byl kolicin U pfidavan (pfedpokladam, Ze to bylo v koncentraci 9 nM
jako vlegendé k Obr. 21); stejné tak neni koncentrace kolicinu U pouzita k méfeni zminéna
v textu kapitoly 4.1.9, ani v ni uvedenych Obr. 31 a 32, i v Tab. 6; v textu jsem nenaSel odkaz na
Obr. 29; v Tab. 5 byla pouzita desetinna teCka, misto desetinné &arky; legenda k Obr. 47 neni
bezprostfedné pod obrazkem, ale je od n&j oddélena sedmi fadky textu; seznam pouzité literatury



je fazen abecedné dle pfijmeni prvniho autora, ale mezi bibliografickymi citacemi autord s
pocate¢nim pismenem A se nachazi citace: ,Pugsley AP, Schwartz M. (1984) ...“ ktera je navic
neuplna; v seznamu pouzité literatury nejsou v nékterych pfipadech psany nazvy bakterii kurzivou.
Tyto drobné nedostatky nijak nesnizuji védeckou hodnotu celé prace.

Jak jiz bylo zminéno vySe, ve formé& prilohy jsou uvedeny Cctyfi publikace vydané v
recenzovanych Casopisech, které piehledné a detailn€ shrnuji vSechny vysledky ziskané
doktorandkou a spoluautory. Soucet impaktnich faktor(l jednotlivych publikaci je 16,51, coz
potvrzuje kvalitu a originalitu ziskanych dat. Doktorandka je na jedné z publikaci prvni autorkou a
patou, Ctvrtou, resp. druhou spoluautorkou na dalSich tfech publikacich. Jeji podil na jednotlivych
publikacich je pak velmi jasné vymezen v souhrnu publikaci na konci dizertaCni prace.

K autorce mam nasledujici dotazy:

1. Obr. 15 by mél dle legendy ukazovat zavislost vodivosti jednotlivych péra kolicinu U na
koncentraci NaCl. Nicméné osa X je oznacena jako ,Koncentrace KCI (M)“. Pokud se jedna
jen o pfeklep a ne jiny obrazek, pro¢ kon&i méfeni v roztoku 1 M NaCl a nejsou zobrazeny
méfeni ve 2 M a 3 M NacCl jako v pfipadé KCI na Obr. 14?7 Diky tomu neni z Obr. 15 patrné, Ze
.K saturaci péru v roztoku NaCl pak dochazi pfi vodivosti 23,2 pS*, jak piSete v textu na strané
60 (Obr. 15 ukazuje, ze vodivost pért v 1 M NaCl je ~14 pS a osa Y konci hodnotou ~17 pS).

2. V Tab. 4 mate u parametru f; pro 0,1 M KCl a 0 % DPhPG misto hodnoty napsano ,n.d. =
nedefinovano®, pficemz v kapitole 3.7.3.4 metodiky zaroven vysvétlujete, pro¢ nelze hodnotu
parametru f. za téchto podminek stanovit. Nicméné, v textu na strané 78 uvadite hodnotu
parametru f. 0,7 Hz pro DPhPC (pfedpokladam tedy 0 % DPhPG)? Jak jste tuto hodnotu
stanovila?

3. Proc€ jste pfi méfeni vodivosti jednotlivych péra kolicinu U v roztoku TrisCl a KCI (viz Tab. 5)
zvolila jejich pomér 0,6 M:0,8 M ane 1 M:0,5 M a 1 M:1 M jako pfi méfeni v roztoku TEACI,
KCI, aby bylo mozné porovnat vliv TEACI a TrisCl na vodivost poru kolicinu U pfi jejich
stejnych molarnich koncentracich?

4. V kapitole 4.1, coz je vice nez polovina vysledkové ¢asti, podrobné charakterizujete vlastnosti
porl tvofenych kolicinem U, ktery nesl na N-konci fuzovanou hexahistidinovou kotvu. Teprve
poté nasleduje kapitola 4.2, v niz si kladete otazku, zda tato hexahistidinova kotva nemuaze mit
vliv na aktivitu kolicinu U a ukazujete pfislusné experimenty. Proc jste si tuto otazku nepolozila
hned na zaCatku prace? Pokud by se ukazalo, Ze hexahistidinova kotva vyrazné ovliviiuje
aktivitu kolicinu U, tak byste vSechny pfedchozi vysledky uvedené v kapitole 4.1 pfemérovala?

5. Pfipravila jste 7 mutantnich variant kolicinu U s vloZzenym cysteinovym zbytkem v riznych
pozicich proteinu, ale pro dal$i analyzu jste vybrala jen pét z nich. MUzete vysvétlit na zakladé
jakych parametrti? Zbyvaijici dvé varianty nebyly aktivni? V praci jsem vysvétleni nenasel.

6. Na strané 91 piSete, ze mutantni varianta kolicinu U s bodovou substituci V532C vytvafi pory
o velmi variabilnich vodivostech, od 3 pS po 250 pS, pfi€emz jeji in vivo aktivita byla mirné
vy$8i, nez u intaktniho kolicinu U (strana 90). Méfila jste celkovou membranovou aktivitu
varianty V532C? Pokud ano, byla obdobna jako u intaktniho kolicinu U?

7. Vlegendeé k Obr. 39 piSete, Ze ve sloupcich 5 a 7 je patrny vznik komplext GFP-streptavidinu
a BSA v oblasti nad 250 kDa, s ¢imz souhlasim. To samé ale piSete i pro sloupec 6, kde tyto
komplexy chybi. MizZete to objasnit? Mate na mysli urcity ndznak barveni, ktery je zcela
nahofe déliciho gelu? Pro€ je prouzek proteinu BSA (66,5 kDa) nad 70 kDa standardem? U
SDS-PAGE analyzy na Obr. 33 je spravné pod 70 kDa standardem. Jedna se u Obr. 39 jen o
posun 70 kDa popisku vuc¢i nanesenému standardu?

8. Proc jste v kapitole 4.3.3 u optimalizace biotinylaéni metody na BSA pouzila k analyze GFP-
streptavidin a pfi analyze biotinylace mutantnich variant kolicinu U samotny streptavidin?



10.

11.

V textu na strané 94 piSete: ,Pribéh znaceni je mozné pozorovat na obrazku 40. ... Kromé
vybrané mutantni varianty kolicinu U (F463C, D486C, F504C, V532C, W545C) jsem ,znacila“ i
wt kolicinu U, ktery neobsahoval Zadny cystein.“ Pro€ na Obr. 40 chybi znaceni varianty
V532C i wt kolicinu U, ktery je dullezitou negativni kontrolou pfipadného nespecifického
znaceni, jak sama pi8ete v textu na strané 947 Navic se zda, Ze jste mutantu V532C znadila,
ale nepouzila v nasledujicich experimentech. Pro¢?

V textu na strané 96 uvadite, ze jste Ctyfi biotinylované varianty kolicinu U (F463C, D486C,
F504C a W545C) nasledné testovala na BLM. Nicméné na nasledujicich dvou obrazcich (Obr.
41 a Obr. 42) ukazujete jen vysledky méfeni se znaenymi variantami F463C a D486C. Pro¢
neukazujete i vysledky méfeni se znaCenymi variantami F504C a W&545C, popfipadé je
nezminite v textu vysledkové ¢asti? Teprve v diskuzi se &tenaf dozvi, Ze pokusy s témito
dvéma variantami byly délany, ale nebyly Uspé&sné kvdli jejich nizké aktivité. Navic zde chybi i
kontrolni méfeni provedené za stejnych podminek s wt kolicinem U, ktery proSel procesem
biotinylace, pfestoze nema cysteinovy zbytek (viz pfedchozi dotaz k nespecifické biotinylaci wt
kolicinu U). Délala jste toto kontrolni méreni? Pokud ano, s jakym vysledkem?

V souhrnu na strané 121 piSete, Ze planujete zbyvajici mutantni varianty kolicinu U jesté
testovat. Miizete pfiblizit jakym zpusobem, kdyz se Vam s nimi doposud nepodafilo ziskat
uspokojivé vysledky? Nebo mate v planu pfipravit dal$i mutantni varianty kolicinu U?

Zavérem lze konstatovat, Ze pfedlozena dizertaCni prace Mgr. Terezy DolejSoveé pfinasi vyznamné
originalni poznatky, které byly uspé&sné publikovany v recenzovanych mezinarodnich &asopisech.
Doktorandka tak jednoznacné prokazala své nadani jak v oblasti experimentalni védecké prace,
tak pfi publikovani ziskanych vysledku. Pfedlozena prace splfiuje vSechny pozadavky kladené na
dizertaéni praci, a proto ji doporuduji pfijmout k obhajobé pfed odbornou komisi a jako podklad
k udéleni titulu Ph.D.

V Praze dne 5. fijna 2022 Ing. Radim Osicka, Ph.D.

Mikrobiologicky tstav AV CR, v.v.i.



