
Posudek oponenta na kandidatskou praci Mgr. Very Nunukove: Biophysical sttidies of membrane

transport proteins from Nramp/MntH family and their function. \e se zabyva studiem struktury a funkce vybran^ch transmembranovych segmentu transportniho

proteinu MntH bakterie E. coli. Tento protein je zastupcem skupiny membranovych transporteru, ktere

zprostfedkovavaji sekundarni aktivni transport dvojmocnych kationtu jako je Mn2+, Fe2*, Zn2* a

podobnych fyziologickych i toxickych iontu v prokaryotickych i eukaryotickych bunkach. Mechanismus

cinnosti techto transporteru neni zcela prozkouman, ale pfedpoklada se, ze je pohanen spfazenym

transportern protonu.

Vysledky prace jsou zalozeny na kombinaci zjist'ovani konformace studovanych proteinu metodami

spektroskopie cirkularniho dichroismu (CD) a vodivostnich vlastnosti proteinu inkorporovanych ve

fosfolipidove membrane metodou tercikoveho zamku (patch-clamp).

Pfedkladana prace je napsana anglicky s jen drobnyrni jazykovymi nedostatky a rna standardni cleneni.

Ovod obsahuje pfehled vlastnosti clenu rodiny transportnich proteinu Nramp-Smf-MntH, ke ktere patfi

studovany transporter MntH a rozbor obecneho problemu, zda izolovane transmembranove segmenty

integralnich proteinu jsou vhodnym modelem a v jakem prostfedi je studovat. Z celkem jedenacti

transmembranovych segmentu studovaneho proteinu byly na zaklade znalosti pozice funkcne

dulezitych arninokyselinovych zbytku k experimentum vybrany segmenty S1, S3 a S6, jejich vybrane

mutace, modifikace a kombinace. Zde jsem na str. 24 u obrazku helikaini projekce

transmembranovych domen postradal podrobnejsi legendu, zejmena k barevnemu kodovani vlastnosti

aminokyselin.

Cast Material a Metody obsahuje, krome strucneho pfehledu pouziteho rnaterialu, zejmena popis

pouzite metody tercikoveho zamku v konfiguraci umele dvojvrstvy vytvofene na hrotu sklenene

mikoelektrody. Popis pfipravy liposomu a mefeni spekter cirkularniho dichroismu jsou take pornerne

strucne.

Vysledkova cast je systematicky clenena podle studovanych transmembranovych segmentu a kazda

cast obsahuje samostatnou kapitolu rnereni CD spekter v ruzne polarnich prostfedich a kapitolu

venovanou mefeni vodivostnich vlastnosti proteinu inkorporovanych v urnele fosfolipidove membrane.

Zvlastni pozornost je venovana vlivu pfitomnosti iontu -zejmena Mn2^ , na CD spektra a na vlastnosti

iontovych kanalu.

V Diskusi autorka porovnava namefena data a snazi se je interpretovat jak z hledlska struktury

jednotlivych casti, tak i z hiediska funkce celeho transportniho proteinu. Zaver shrnuje dosazene

v^sledky a kriticky posuzuje moznost jejich aplikace na cely protein. Seznam pouzite literatury je

pomerne obsahly (147 polozek). Prace je zakoncena fadou doplhku s mnoha grafy. Podle rneho nazoru

mohla byt vetsina grafu bez potizi uvedena pfimo ve v^sledkove casti aniz by to nadmerne praci

prodlouzilo a ubralo ji na srozumitelnosti.

Vysledky jsou zalozeny na velkem objemu experimentalni prace a prinaseji zajimave informace o

chovani a konformacnich zmenach kratk^ch amfifilnich proteinu. Napfiklad namefeni kanalotvorne

aktivity relativne kratkych proteinu a vliv pfitomnosti iontu Mn2+ na vznik a aktivitu kanalu je velmi

zajimave a zaslouzilo by si podrobnejsi studii. Protoze zatim neni znam mechanisrnus, ktery vede



k formovani, otevirani a zaviranf techto kanalu, zustava sporne, zda zmeny chovani kanalu

v pfitomnosti iontu Mn2* ukazuji, ze protein obsazeny iontem snaze forrnuje komplex s ostatnirni, nebo

zda jiz zformovany komplex meni propustnost pro ionty a zda to pfimo souvisi i s aktlvnim transportem

iontu.

K interpretacni casti prace mam dve poznamky.

Tvorba pozorovanych vodivych kanalu je v teto praci davana do souvislosti s a-sroubovicovou

konformaci proteinu, zfejme proto, ze je to predpokladana pfevladajici struktura techto casti v nativnim

proteinu MntH a i proto, ze zastoupeni teto konformace narusta v nepolarnim prostfedi a v kontaktu

s membranou, Povazuji za dulezite pripomenout, ze fada oiigomernich proteinu vytvafi transmebranovy

por i v konformaci (3-skladaneho listu (p-barrel) a dokonce v teto konformaci staci jen 9 aminokyselin

k pfekonani membrany, na rozdil od vice nez 20 aminokyselin potfebnych v usporadani a-sroubovice.

Vzhledem k tomu, ze CD spektra ukazuji, ze asi 30% proteinu pfetrvava v konformaci p~skladaneho

listu i v kontaktu s membranou, nemuzeme vyloucit formovani kanalu z J3 skladanych listu.

V otazce interpretace proudovych mefeni kombinaci ruznych proteinu se domnivam, ze vysledek

nepfitomnosti funkcnich kanalu neni neuspech, ale muze naopak byt dokladem interakce proteinu

blizke ph'rozenemu stavu. Pri kombinaci stejnych proteinu dochazi zrejme k shlukovani tak, ze

hydrofilnejsi casti dohromady tvon kanal, ktery v prirozenem stavu nevznika, zatimco hydrofobni casti

molekuly smefuji dovnitr membrany. Pfi kombinaci dvou ruznych proteinu mohou vznikat heterodimery

a tim i konfigurace ktera je blizsi pfirozenemu stavu. Vazebna mista pro ionty na interagujfcich

transrnembranovych segmentech by mela byt vjedne konformaci dostupna jen z jedne strany

membrany a teprve po konformacni zmene by meia byt dostupna z druhe strany. Protoze dva

transmembranove segmenty jsou jen velmi omezeny model celeho proteinu, nemuzeme predpokladat,

ze by k takove koordinovane konformacni zrnene dochazelo. V teto situaci by existence dlouhodobe

otevfeneho poru ukazovala, ze konfigurace v dimeru je vzdalena pfirozene situaci a je neslucitelna

s transportni funkcf. Proto nepfitomnost kanalu ve smisenych vzorcich muzeme povazovat za pozitivnl

vysledek.

Pfilozene otazky nijak nesnizuji uroven pfedkladane prace. Autorka zvladla slozite experimentalni

metody, prokazala schopnost samostatne vedecke prace a splniia pozadavky kladene na disertacni

praci a proto si dovoluji doporucit pfedkladanou praci k dalsimu fizeni.
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