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Posudek oponenta na kandidatskou praci Mgr. véry Nufiukove: Biophysical sﬁldi\es of membrane

transport proteins from Nramp/MntH family and their function. \\

Prace se zabg/vé studiem struktury a funkee vybranych transmembranovych segmentll transportniho
proteinu MntH bakterie E. coll. Tento protein je zastupcem skupiny membranovych transportéry, které
zprostiedkovavali sekundarni aktivni transport dvojmocnych kationtd jako je Mn®, Fe¥, Zn* a
podobnych fyziologickych i toxickych iontd v prokaryotickych i eukaryotickych buikach. Mechanismus
ginnosti téchto transportért neni zcela prozkouman, ale predpoklada se, e je pohanén sprazenym
transportem protond.

Vysledky prace jsou zalozeny na kombinaci zjistovani konformace studovanych prote'l_ntl metodami
spektroskopie cirkularniho dichroismu (CD) a vodivostnich vlastnosti proteinU inkorporovanych ve
fosfolipidové membrénvé metodou ter¢ikoveno zamku (patc'n~clamp).

Predkladana prace je napsana anglicky s jen drobnymi jazykovymi nedostatky a ma standardni &lenéni.
Ujvod obsahuje pfehled vlastnosti &lenli rodiny transportnich proteintl Nramp-Smf-MntH, ke které patfi
studovany transporter MntH a rozbor obecného problému, zda izolovane transmembranové segmenty
integralnich proteind jsou vhodnym modelem a Vv jakém prostiedi je studovat. Z celkem jedenact
transmembranovych segmentl studovaného proteinu byly na ~4kladé znalosti pozice funkéné
dtileZitych aminokyselinovych zbytkl K experimentm vybrany segmenty S1, 33 a S6, jelich vybrané
mutace, modifikace a kombinace. Zde jsem na str. 24 u obrazku helikaini projekce
transmembranovych domen postradal podrobn&jsi legendu, zejmeéna k barevnému kddovani viastnosti
aminokyselin.

&ast Material a Metody obsahuje, krome struéného prehledu pouzitého materialu, zejména popis
pouzité metody terdikového -amku v konfigurac umélé dvojvrstvy vytvofené na hrotu sklenéné
mikoelektrody. Popis piipravy liposomi a méfeni spekter cirkularniho dichroismu jsou také pomérme
struéné.

Vysledkové Cast je systematicky glenéna podle studovanych transmembranovych segmentll a kazda
gast obsahuje samostatnou kapitolu méteni CD spekter v razné polarnich prostfedich a kapitolu
vénovanou méfeni vodivostnich vlastnosti proteinl inkorporovanych v umaié fosfolipidove membrane.
7vlastni pozornost je vénovana vlivu ptitomnosti iontli — zejména Mn?* , na CD spekira a na vlastnosti
iontovych kanall.

V Diskusi autorka porovnava naméfena data a snaZi se je interpretovat jak z hlediska struktury
jednotiivych gasti, tak i z hlediska funkce celého transportniho proteinu. Zavér shrnuje dosazeneé
vysledky a kriticky posuzuje moznost jejich aplikace na cely protein. Seznam pouzité literatury je
pomerme obsahly (147 polozek). Prace je zakoncena ¥adou doplikl s mnoha grafy. Podle meho nazoru
mohila byt vétsina grafl bez potiZi uvedena pfimo ve vysledkove zasti aniz by to nadmeéme praci
prodlouZilo @ ubralo ji na srozumitelnosti.

Vysledky jsou zalozeny na velkém objemu experimentaini prace a prinaseji zajimavé informace o
chovani a konformadnich zménach kratkych amfifilnich proteind. Napfiklad naméreni kanalotvorné
aktivity relativné kratkych proteint a vliv pfitomnosti iont Mn?" na vznik 2 aktivitu kanall je velmi

zajimave a zaslouzilo by si podrobnéjsi studil. Protoze zatim neni znam mechanismus, ktery vede

——eEE




k formovani, otevirani a zavirani téchto kandlt, zlstavé sporné, zda zmény chovani kanald
v pfitomnosti iontd Mn®* ukazuii, Ze protein obsazeny iontem snaze formuje komplex s ostatnimi, nebo

zda iz zformovany komplex méni propustnost pre ionty a zda to pfimo souvisi i s aktivnim transportem
iontd,

K interpretaéni ¢asti prace mam dvé poznamky.

Tvorba pozorovanych vodivych kanalll je v této praci davana do souvislosti s a-Sroubovicovou
konformaci proteinu, zfejmé proto, Ze je to pfedpokladana pfevladajici struktura téchto ¢asti v nativnim
proteinu MntH a i proto, Ze zastoupeni této konformace nartsta v nepolarnim prostredi a v kontaktu

s membranou. Povazuji za dileZité pfipomenout, Ze Ffada cligomernich proteint vytvari transmebranovy
pér i v konformaci B-skladaného listu (B-barrel ) a dokonce v této konformaci staci jen 9 aminokyselin

k prekonani membrany, na rozdil od vice nez 20 aminokyselin potfebnych v uspofadani a-Sroubovice.
Vzhledem k tomu, Ze CD spekira ukazuji, Zze asi 30% proteinu pfetrvava v konformaci p-skladaného
listu i v kontaktu s membranou, nemUzeme vyloudit formovani kanalu z 3 skladanych listd.

\ otézce interpretace proudovych méteni kombinaci riznych proteini se domnivam, ze vysledek
nepfitomnosti funkénich kanalll nenf nelspéch, ale miZe naopak byt dokladem interakce proteind
blizké prirozenému stavu. Pii kombinaci stejnych proteinti dochézi zfejmé k shlukovani tak, ze
hydrofiln&j$f dasti dohromady tvoii kanal, ktery v prirozeném stavu nevznika, zatimco hydrofobni Casti
molekuly smé&fuji dovnitf membrany. Pfi kombinaci dvou riiznych proteindl mohou vznikat heterodimery
a tim i konfigurace které je blizsi pfirozenému stavu. Vazebna mista pro ionty na interagujicich
transmembranovych segmentech by méla byt v jedné konformaci dostupna jen z jedné strany
membrany a teprve po konformaéni zméné by méla byt dostupna z druhé strany. ProtoZe dva
transmembranové segmenty jsou jen velmi omezeny model celého proteinu, nemizeme pledpokiadat,
Ze by k takové koordinované konformacni zméné dochézelo. V této situaci by existence dlouhodobé
otevieného péru ukazovala, Ze konfigurace v dimeru je vzdalené pfirozené situaci a je neslucitelna

s transportni funkci. Proto nepfitomnost kandll ve smigenych vzorcich miZzeme povaZovat za pozitivni
vysledek.

Prilozené otazky nijak nesnizuji Uroven pfedkladané prace. Autorka zvladla sloZité experimentalni
metody, prokdzala schopnost samostatné védecké préace a splnila pozadavky kladené na disertacni
praci a proto si dovoluji doporugit pfedkladanou praci k dalSimu fizeni.
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