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Nazev prace:
Uloha RTX domény v aktivité adenylatcyklazového toxinu z Bordetella pertussis

Cile prace

Cile prace jsou na konci Uvodu a ve zvlastni kapitole po kapitole Material a Metody, kde
jsou rozepsany do strucnych, ale vystiznych bodt. Kapitola kon¢i hypotézou, kterd dopliuje
Cile. Doplnit tuto hypotézu do Cila bylo velmi poctivé, protoze se jeji druha ¢ast
experimentalné neprokdzala.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO NE

Rozsah prace (pocet stran): 85 vetné citaci

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO NE

Je uveden seznam zkratek? ANO NE Seznam je uveden trochu neocekavané pred
seznamem pouZité literatury.

Nekteré zkratky jsou vysvétleny jako ,,z angl. colicin tolerant”. Bylo by asi dobré u méné
znamych pojmu vysvétlit i samotny pojem, nejen piekladovy ptivod.

Literarni prehled:

Odpovida tematu? ANO NE

Je napsan srozumitelné? ANO NE

Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni Gdaje z literarnich zdroja? ANO NE

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO NE
Literarni pfehled se zaméfuje na RTX toxiny a na jejich transport. Je cilen velmi dobfie
vzhledem k tématu a napsan velmi srozumitelné a doplnén asi 125 citacemi z obdobi od
1980 do 2014.

Material a metody:

Odpovidaji pouZzité metody experimentalni kapitole? ANO NE

Kolik metod bylo pouzito?
Experimentélni kapitola je opravdu velmi bohaté. Zahrnuje konstrukci, produkci a izolaci
nebo detekci dele¢nich forem CyaA v E.coli i B. pertussis, testovani biologickych aktivit,
gPCR, cirkularni dichroismus — tedy fadu molekularn¢ genetickych, biochemickych a
biofyzikalnich metod.

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO NE
Metody jsou popsany velmi dobte. Slozeni pufrti se objevuje vzdy u ptislusné metody piimo
Vv textu, coZ vétsinou srozumitelnosti nevadi, i kdyZ je v DP vétsinou zvykem uvadét slozeni
roztoki zvlast’. Pouze v tabulce 3.1.5. Restrikéni endonukleazy a jejich pufry* jsem
V legend¢ neobjevil slozeni pufr 1 a 2 , v legend¢ se naproti tomu objevil pufr 3 bez znacky,
ktery neni v tabulce. Zkratku ,,VB* v zemi puvodu bych asi nahradil zkratkou ,,UK". N¢kdy
neni popis kviili pouzivanému stylu tak srozumitelny, jako by byl v pfipad¢, ze by slozeni
pufrii bylo zvlast a text by se na néj odvolaval.
Priklady :




(27) ,,Ziskana plazmidova DNA byla uchovavana pfi teploté 25 °C (mrazici box Liebherr,
Svycarsko)“ — ziejmé -25°C, aby mé&l mrazici box smysl.

(28) ,,K pufrim 3 a 4 bylo ptidano BSA na vyslednou koncentraci 1x”

(29)"Pti provadéni PCR na koloniich B. pertussis byly do piedptipravené smési,....“ — PCR
asi nebyla provadéna na koloniich, které jen byly vychozim materialem.

(31)*Vzorky byly odstfedény (16000 g,...)* - spravné 16000 X g

(31) ,,5 wl 10x pufru pro DNazu | (Sigma)” — pokud ¢islo oznacuje nasobnou koncentraci
pufru, je tieba to uvést slovem “koncentrace”

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimentti? ANO NE

Je dokumentace vysledkt dostacujici? ANO  NE - v ¢em jsou nedostatky?
Dokumentace je na standardni trovni, Sikmé popisky nékterych obrazki u sloupcovych grafti
nebo elektroforetrogramt kombinované s iseCkami koncentraci vapnikovych ionti nékdy
zt&zuji orientaci (napt. Obr. 25). U obr. 28 je v legendé popiska ke vzorku B.p. CyaA A1-3,
ktera neodpovida oznaceni na obrazku, kde je navic pismeno “n” — mozna mélo byt “n/a”.
Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?

ANO NE - co chybi, v ¢em je nedostacujici?
Pokusy jsou vedeny promyslen¢ a odpovidaji na otazky zadané v cilech.

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO NE

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO NE

Jsou uvedeny néjaké hypotézy i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO NE
Diskuze fesi pfedev§im vztah mezi sekreci toxinu, velikosti RTX domény a C-koncovou
signalni sekvenci. Diskuze ukazuje velmi dobry piehled autorky v tématu.Pouziti vysledki
jinych autorti v diskuzi z obdobi poslednich 35 let ukazuje, ze tématika byla fesena uz
pomérne davno, ale ze teprve autorka jednoznacné potvrdila vyznam RTX domény pro
transport u CyaA.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):

Formalni troveti je vyborna, formulace vét je na vysoké Girovni, s podprimérnym vyskytem
neobratnosti uvadénych dale, naptiklad:

(24) Transkripce genu I-Sce | je kontrolovana BvgA/S systémem®. V ¢estiné by méla byt
odliSovana kontrola a regulace. Zde jde o regulaci a dasledek neptesného piekladu.

(60) doslo po pietieni kolonii na misky neobsahujici...” - hantyrka

(63) ,,....umoznuje sekreci CyaA pres sekrecni aparat typu 1.” — spravnéji “sekrecnim
aparatem”

(68) ,,...obsahuje RTX doménu,v ramci niZ se vazou vapenaté ionty....” Lepe “do které se
vazou”

(70) ,,skupiny...... nalezly v cytosolu minimum proteinu” - hantyrka

(70) Vysvétleni tohoto jevu je takové,ze protein byl v cytosolu degradovan kvili chybéjici
casti RTX domény.

(72) U CyaA tak muze byt nezbytny zrovna blok 1.

SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:




Celkovée se mi prace velmi libi a jednotlivé vyhrady nesnizuji jeji kvalitu. Bylo odvedeno
pozoruhodné mnozstvi prace a vysledky tvoti pékny celek, coz se vzdycky nepovede.
Hypotéza o pomocné roli struktury RTX sekvenci pii transportu je cenna a bude dale
posuzovana.

OtazKky a pripominky oponenta:

1) Zajimalo by mé, zda zkoumani podilu MRNA cyaA a cyaB pro dele¢ni mutanty
v riznych koncentracich vapenatych iontd bylo provedeno jako automaticka kontrola
nebo zda byly tyto pokusy vedeny néjakou hypotézou o vztahu mezi koncentraci
transkriptu na jedné stran¢ a koncentraci vapenatych iontii nebo délky transkriptu na
druhé strang.

2) Vysvétlete trochu Sroubované tvrzeni, Ze ,,Pfedpoklad,ze deleéni mutanty zaujimaly
strukturu divokého typu, je v souladu s navrZzenou hypotézou,ze nepiitomnost
biologické aktivity variant CyaA zkracenych v RTX doméné je zptisobena
nezbytnosti celistvosti celé RTX domény.” Zajimalo by mé, jak by tato tivaha znéla v
piipadé, Ze by méfeni CD neukazovala spravné sbaleni RTX domény u dele¢nich
mutant.

3) Vysvétlete podstatu nepublikovanych vysledku Vaseho Skolitele, konkrétné o “centru
sbalovani” v RTX domén¢ CyaA a 0 “sméru sbalovani”, které nékolikrat ve Vasi
praci citujete a které souviseji s VaSimi vysledky s transportem dele¢nich mutant.

4) Jaky bude dalSi vyzkum transportu a struktury RTX domény u CyaA?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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