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Nazev prace: Role proteinu BopN v sekre¢nim aparatu typu 3 u bakterii rodu Bordetellae

Cile prace:

1) Zkonstruovat kmen bakterie Bordetella bronchiseptica D445 s deletovanym genem bopN
arovnéz kmeny s delecemi v genech bscN a bteA, které budou slouzit jako experimentalni
kontroly

2) Navrhnout a vytvorit reportérové systémy pro sledovani aktivity sekre¢niho systému
typu 3 tak, aby bylo umoZnéno stanovit sekreci substratovych proteinii T3SS do média a
pozdéji i translokaci efektorii do cytozolu eukaryotickych bunék

3) Objasnit vliv vapenatych iontl na sekreci skrze sekre¢ni systém typu 3 do média a urcit
roli proteinu BopN v této regulaci

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 122

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

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? vice nez 10
Jsou metody srozumitelné€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentd? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkti? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO




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

Formalni Grovei je velmi dobra, prace je napsana srozumiteln€ a s minimem chyb. Graficka
uroven je také velmi dobra, prace je dobfe ¢lenéna. Pfipominku mam k pouzivani jména rodu
Bordetella, v praci je témét vyhradné pouzit vyraz Bordetellae, ktery je v angli¢tiné pouzivan
pro obecné oznaceni v§ech druht tohoto rodu, pouziva se v8ak vyraz bordetellae.

V nékterych ptipadech vede doslovny pteklad z anglictiny k zvlastnim formulacim, napf.
nékolikrat se v praci opakuje ,,vliv na sekreci skrze sekre¢ni systém*, pro¢ ne ,,vliv na funkci
sekrecniho systému‘?

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Prace splnila zadané cile, studentka si nejen osvojila zadklady experimentalni prace, ale
ziskala i fadu sice predb&znych ale velmi zajimavych vysledki. Cerny kasel, zptisobeny
baktériemi Bordetella pertussis, je v poslednich letech na vzestupu ve vyspélych zemich
véetné CR. Funkce a regulace T3SS u r. Bordetella stéle jesté neni zcela vysvétlena a
piedlozena prace je proto velmi vitand. Zvlasté funkce BopN proteinu neni uplné jasna a
dosud publikovana data poskytuji pouze vagni predstavu. Autorka ptipravila celou fadu
uziteCnych konstruktl a reportérii, které urcité pomohou zodpovédét fadu otazek tykajicich
se role tohoto faktoru v patogenezi ¢erného kasle. Lze piedpokladat, Ze na tuto praci bude
navazovat dizertacni prace, kde budou vSechny tyto vysledky optimaln€ zuzitkovany a déle
rozvijeny. Nejen z tohoto diivodu hodnotim tuto praci jako velmi kvalitni.

Otazky a pripominky oponenta:

K literarnimu tivodu mam n¢kolik pfipominek:

1. Str. 15, davodu k navratu Cerné kasle je fada, ale dva jsou v soucasné dobé povazovany
jako zasadni, sniZzena efektivita souc¢asnych vakcin a adaptace patogenu na vakcinaci. Role
adaptace je zde velmi upozadéna na polovinu véty (,, za uvazeni stoji evoluce B. pertussis®).
2. Str. 17, vazba BvgA Kk regulovanym promotordm zpusobuje pouze aktivaci transkripce! Za
represi vrg gent je zodpovédny BvgR a RisAS systém, ty vSak nejsou V praci piili§ zminény.
3. Str. 27, na Spicce jehly se nachdzi pouze protein Bsp22, translokatory BopB a BopD jsou
nejprve sekretovany, pak vytvari pér v membrané hostitele a teprve potom interaguji s Bsp22
a dojde tak k pripojeni jehly a propojeni obou cytosold.

Experimentalni ¢ast: vysledky jsou vétsinou diskutovany v dostateéném rozsahu, u nékterych
experimentl mi ale diskuze chybi, zvlasté v ptipadech kdy vysledek neodpovida
predpokladu.

1. Obrazek 25, v peletu AbteA kmenu 1ze pomoci Western blot metody detekovat signal,
ktery odpovida BteA proteinu, jedna se o nespecificky signal?

2. Obrazek 42, pro¢ nebyl v experimentu pouzit i ADOpN kmen (pro porovnani s AbteA a
AbteA AbopN kmeny) zvlasté kdyz pak byl pouzit pro proteomickou studii?

3. Obrazek 43, jak si vysvétlujete sekreci Bsp22 v médiu s 2 mM vapnikem? (sekrece
ostatnich substrat byla vyrazné redukovana!)

4. Tabulka 2, popsané efekty vapniku na sekreci jsou pfesné opacné nez ty, které vyplyvaji
z dat v tabulce (napf. pelet wt/wt + Ca ma hodnotu 3,31, coz by naznacovalo, ze

V nepfitomnosti vapniku je proteinu BopD 3x vice v peletu coZ odporuje popsanym
vysledkim). Dale neni diskutovan protein BopB, ktery je oproti v§em ostatnim T3SS
substratim v pfitomnosti vapniku sekretovan ve zvySené mire, mate n¢jakou predstavu pro¢
tomu tak je?

Drobné ptipominky:
Str. 81, v praci nemohl byt pouzit plazmid pBBR1, nebot’ neobsahuje pouzita klonovaci




mista, jedna se nejspise o plazmid pBBR1MCS, ktery obsahuje ,,multiple cloning
site” z plazmidu pUC18.

Obrazek 31, plazmidy jsou zde Spatné oznaceny, pro klonovani byl alespoi dle popisu
experimentu pouzit vektor pPBBR1 AC.

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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