Oponentsky posudek diplomoveé prace Bc. Bruno Sandnera

Pfedkladana prace se jmenuje ,,Metabolismus médi u Trypanosoma brucei”. Uvodni ¢asti prace je
literarni ptehled, v némz autor predstavuje jednak hlavni bunécné proteiny s kofaktorovymi ionty
médi, transport a bunécnou toxicitu médi, jednak zajmovy organismus T. brucei. V experimentalni
Casti prace se autor zamétuje na kandidatni transportér médi, ktery oznacuje jako TbATPaza. Cili
prace je nalezeni funkce a lokalizace tohoto proteinu u T. b. brucei, provedeni RNAi TbATP4zy a
zjisténi jejiho efektu, stanoveni miry exprese ToATPazy za riznych podminek. DalSimi cili je potom
stanoveni koncentrace médi v bunikach T. b. brucei a stanoveni toxicity médi pro T.b. brucei.

Prace ma celkem 88 stran a bézné ¢lenéni (Uvod, Literarni prehled, Cile prace, Material a metody,
Vysledky, Diskuse, Zavér; Seznam pouzitych zkratek, Seznam pouzité literatury). Objem
experimentalni prace je znaény. Je zfejmé, Ze autor béhem magisterského studia v laboratofi stravil
dost ¢asu a seznamil se s velmi Sirokou Skdlou metod. Takovy zdbér neni samoziejmy a je treba to
ocenit! Naproti tomu kvalita textu je velmi slabd. Hlavni prekdzkou hladkého ¢teni jsou neobratné
formulace a chybnd syntaxe, které mnohdy komplikuji pochopeni textu. V kombinaci s nejasnou, ne-li
rovnou nepresnou interpretaci vysledk je celkovy dojem prinejmensim rozpadity.

Literarni prehled ma dobrou strukturu a ¢erpa z dostateéného mnozstvi plivodnich i prehlednych
odbornych ¢lanka. Kvili vyse zminénym nedostatkim bohuzZel k orientaci v tématu slouzi jen velmi
odhodlanému ctenafi.

Metodicka ¢ast je podrobnad, az na vyjimky by podle popsanych postupl bylo mozné experimenty
reprodukovat, popsano je i statistické vyhodnoceni. Tato ¢ast je psana se zjevnou snahou o drZzeni
linie pfibéhu, coz tuto kapitolu prodluzZuje a ve vysledku zneprehledriuje. V molekularné biologickych
pasazich se napt. opakované provadi PCR, liguje a transformuiji se bakterie podle toho, jaky cilovy
plazmid je zrovna pfipravovan. Textu by prospélo, kdyby tyto postupy byly zminény jen jednou.

Sekce Vysledky obsahuje vSechny relevantni vystupy v podobé grafl, tabulek a obrazkd. Textovy
popis a interpretace je bidna. Mnohdy by se kostrbatost dala vytesit vhodnéjsim oznacenim vzorku
bunék, se kterym dany experiment pracuje, napf. zavedenim zkratky, hornich ¢i dolnich index( apod.
To se tyka zejména bunék, u nichZ byla indukovana RNAi pro TbATPazu (v praci oznaceny jako “kmen
Atbatpaza T. brucei se snizenou TbATPazou”). Pfehlednosti také nepomaha, kdyz klicové podminky
popisovaného experimentu musi ¢tenar dohledavat v metodice (napf. v kapitole 5.6, kde je sledovan
rast rGznych kultur T. b. brucei "v podminkach o riizné koncentraci médi”, tato koncentrace neni
uvedena; zfejmé byly takto sledovany buriky pfipravené podle metodického postupu 4.7 a tam
uvedené Tabulky 387?). Interpretaci jsem v nékterych pfipadech neporozuméla, v jinych s ni pfimo
nesouhlasim, viz dotazy 6 a 7.

Diskuse ma adekvatni rozsah, autor vhodné porovnana svoje zavéry s literaturou. Vzhledem k tomu,
Ze nékteré tyto zavéry vnimam jako sporné (viz vyse), bylo mi zatézko pfislusSnym pasazim v diskusi
pfitakat a doufam, Ze pfi obhajobé bude prostor pro vyjasnéni.

Rozumim, Ze text DP je zverejnén ve stavajici podobé a neni jiz mozné do néj zasahovat. S nadéji na
smysluplnost zpétné vazby jsem presto vygenerovala samostatnou sadu komentara k jazykové Urovni
prace, kterou nechci zatéZzovat Ucastniky obhajoby a kterou zasildm autorovi nezavisle na samotném
posudku. Autor zfejmé nevyuZil moznost nechat si text precist nékym dalsim, byt by jeho odbornost
neodpovidala zaméreni prace. To je skoda, nebyla by to zndmka nesamostatnosti, ale snahy o kvalitu.
Vystupy védecké prace také prochazeji nékolikerou kontrolou a vidi je mnoho par( oci pred tim, nez
jsou odeslany do ¢asopisu k recenznimu fizeni.



K prdci mam nasledujici dotazy a vécné komentare:

10.

Z ¢lanku Isah a kol., 2020 pochazi tvrzeni o rozdilné velikosti TobCuATPase odhadnuté podle
Western blotu provedeného autory a velikosti predikované v TriTrypDB. Toto tvrzeni se

v diplomové praci objevuje opakované. MlzZete pfi pohledu na Western blot na obr. 5F

v citovaném ¢lanku sam odhadnout velikost daného proteinu?

V praci zminujete predpoklad riznych potfeb médi u krevnich a procyklickych forem T. brucei
s ohledem na rozdily v energetickém metabolismu. Jaka je obecna predstava o transportu
médi do mitochondrie, kde je potteba pro cytochrom c oxidazu? V praci je zminka pouze o
chaperonech, které se zifejmé transportu Ucastni. Mezi jakymi membranovymi pfenaseci by
se daly hledat kandidatni proteiny u T. brucei?

V zavéru Literarniho prehledu je zdGraznéna dileZitost iontd médi (“Cinnosti
cytochromovych komplex( obsahujicich méd je generovana protonmotivni sila k syntéze ATP
pomoci FoF1 ATP syntazy.”). Vyznéni je ale zavadéjici. Kolik je rlznych cytochromovych
komplex(, které obsahuji méd? Pro¢ neni rovnou zminén komplex IV?

K expresi rekombinantniho proteinu v BL21 zfejmé nedochazelo kvili kodonové preferenci
daného kmene. Byla v kmeni Rosetta 2 testovana i exprese nezkracené verze TbATPazy?

V &asti Vysledky a Diskuze se s ohledem na lokalizaci odkazujete na studii Price a kol., 2007:
“Protein kdédovany tbatpdzou neni lokalizovana v jadre ani mitochondrii (Obr. 16), vysledny
signal pro TbATPazu byl nasledné porovnan s vysledky z ¢lanku od Price et al. (2007).
Lokalizace TbATP4azy byla poté navrhnuta v ER.” Dany ¢lanek se vénuje proteinu TbARF1, u
kterého byla zaznamenana lokalizace v Golgiho systému. Na zakladé jakych informaci

z onoho ¢lanku jste dospél k zavéru ohledné lokalizace TbATP4azy? Jak si vysvétlujete odliSnou
lokalizaci TbATPdazy na obrdzcich 16B a 18C?

V experimentech s komplementaci mutantnich kvasinek dle pfedpokladu na plotné s BPS
hare rostly mutantni kvasinky CCC2A. Kmen CCC2A + TbATPaza rostl na stejné plotné lépe a
Vy proto sdélujete, Ze ,,tim byla potvrzeno, Ze TbATPaza dokdaze nahradit funkci CCC2 a dale
uréena jeji role v transportu médi“. Zneklidfiuje mé ale dalsi bod: , Ddle byla pouZita SC-U
plotna s BPS pridanym doxycyklinem, ¢imz bylo zkontrolovano, Ze narlist CCC2A zavisel pouze
na vlozeném genu. TbATPazy doxycyklinem. Transkripce tbatpdzy na plazmidu pCM189 je
inhibovana pravé doxycyklinem.” JenZe na zminéné plotné kvasinky kmene CCC2A +
TbATP4aza narostly také. Mohl byste tyto vysledky znovu interpretovat?

Proc byl resazurin pouzit kromé stanoveni ICsq i pro hodnoceni ristu testovanych kmen

T. brucei? Bylo pfedem ovéreno, Ze hodnoty fluorescence odpovidaji koncentraci bunék?
Bylo ovéfeno, Ze pridavané ionty médi se nepodili na neenzymatické redukci resazurinu na
fluorescencni produkt? Viz napt. prace Gould et al, 2008 (doi.org/10.1016/j.ab.2008.07.036).
Vzhledem k deklarované prekvapivym vysledkim (Obr. 23B) by bylo na misté to provéfit.

Proc byl pro transformaci T. brucei pouZit linearizovany plazmid, byla cilem integrace
plazmidové DNA do genomu? Jak se lisi strategie pro ziskani stabilnich transformant( a pro
ziskani transformantd, u nichZ se bude vkladana DNA replikovat extrachromosomalné?

Predpokladate, Ze chelatac¢ni efekt bathocuproinu pritomného v médiu HMI-9 se néjakym
zpUsobem sklada s efektem Vami testovaného neocuproinu? Jak vnimate logiku pouzivani
bathocuproinu v médiu?

Jaka je velikost sledovanych forem T. brucei (long slender, procykly)? Koncentraci médi
v bunikach uvadite v ng / g susiny. Pokud by se hodnoty prepocitaly na ng / buriky, zménil by
se Vami zaznamenany rozdil mezi koncentraci médi u long slender a procyklickych forem?



11. Jak u proteomické studie definujete zvySenou a sniZzenou expresi? Ve stejné kapitole tvrzeni
“Exprese TbTAPazy byla zvysena pfi zvySené koncentraci médi 2,85x a pfti snizené koncentraci
médi 2,22x oproti expresi v HMI-9” neodpovida grafim na Obr. 26 a 27.

12. V metodice mj. schazi: specifikace vSech pouZitych protilatek, sloZeni blokovaciho roztoku
(zminéno jen susené mléko), popis metody SDS-PAGE nebo alespori uvedeni pouZitych pufra,
zpUsob pfipravy vzorku z peletu lyzatu bakterii v metodice purifikace proteinu, specifikace
kyvet pro nukleofekci, zplsob kontroly identity produktu v gPCR (melting curve? gel?), plvod
a genotyp kmene S. cerevisiae CCC2A (komerc¢né dostupny? od spolupracovniki?), zplsob
pfipravy ploten s BPS a doxycyklinem (jak bylo na plotnu aplikovano 13,2 pl roztoku BPS?),
postup transformace kvasinek (odkaz na ¢lanek nestaci), ¢asovy odstup mezi posledni
imunizaci potkana a jeho vykrvenim.

Zavérem konstatuji, Ze pres vSechny zminéné vyhrady predloZena prace Bc. Bruna Sandnera spliiuje
pozadavky kladené na PfF UK na diplomové prace a Ize ji doporucit k obhajobé.

V Praze, 17.5.2024
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