V Praze dne 28.5. 2012

Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Véry Zednikové: Homology pyruvat:feredoxin
oxidoreduktazy z hydrogenosom( Trichomonas vaginalis. Skolitelem byl doc. lvan Hrdy, Ph.D.

Diplomova prace Véry Zednikové se zabyva biochemickou charakterizaci jedné ze sedmi forem
hydrogenosomalniho enzymu pyruvat:feredoxin oxidoreduktazy u lidského parazitického prvoka T.
vaginalis. Prace fesi komplikované experimentalni téma, které vyzaduje zakladni pochopeni
metabolismu sacharid(, evoluce eukaryotické burky i mechanism( rezistence k pouzivanym
chemoterapeutikim.

Autorka rozélenila praci na Uvod, Literarni prehled, Cile prace, Material a metody, Vysledky, Diskuzi,
Zavér a Seznam pouzité literatury. Na zavér je pfiloZzena i publikace vimpaktovaném mezinarodnim
Casopise, ktera vychazi z vysledk( diplomové prace a jiz je Véra Zednikova prvni autorkou.

Literarni prehled zacdina vy¢tem enzym metabolizujicich pyruvat s dlirazem na pyruvat:feredoxin
oxidoreduktazu, ktera je predmétem diplomové prace. Nasleduje popis energetického metabolismu T.
vaginalis. Vyznamna ¢ast je vénovana aktivaci specifického chemoterapeutika - metronidazolu, véetné
noveé popsaného mechanismu aktivace. Zavér Uvodu je vénovdan problematice alternativnich 2-keto acid
oxdioreduktaz, které byly popsany u kmen rezistentnich k metronidazolu.

Jako celek pUsobi Literdrni prehled logicky a kompaktné, obsahuje nejdilezitéjsi informace dané
problematiky. Obcas se objevuji nékteré nepresné nebo nevhodné terminy jako eukaryotni (namisto
eukaryoticka) burika a karbohydraty (namisto sacharidy). Autorka pouziva i poetictéjsi spojeni typu:“
Pfesto neni PFO svétu hub uplné cizi”.

Asi nejvyraznéjsim nedostatkem prehledu je absence molekularni charakterizace PFO a pribuznych
enzymu, tj. napf. graficky naznacené doménové slozeni jednotlivych PFO i dalSich pyruvat metabolizujich
enzymu, strukturni informace z ,homologniho modelovani“, které by mohly naznadit i odliné funkéni
zaméreni jednotlivych enzym(. Prace se tak zcela opira o biochemickou charakterizaci proteing.

Cile prace i Material a metody jsou jasné formulované bez vyraznéjsich nedostatk(. Ponékud zvlastni je
souhrnné uvedeni pouzitych vektorl a poté nasleduji jednotlivé klonovaci postupy. Vhodnéjsi by bylo
vzdy popsat pouzity plasmid v ramci popisu vlastniho klonovani.

Vysledky jsou v zasadé rozdéleny podle pouzitych bunécnych systémd, které poslouzily autorce pro
experimentalni expresi rekombinantniho proteinu PFOD. V bakterialnim systému Escherichia coli se
podafilo indukovat pomérné nizkou expresi proteinu o spravné molekularni hmotnosti. Caste¢né
purifikovana frakce pak byla nasledné pouZzita pro stanoveni pritomnosti nativni velikosti enzymu,
pritomnosti prostetické FeS skupiny a konecné k detekci enzymové aktivity. Autorcino Usili bylo
vyznamné komplikovano absenci dostatecné Cistého proteinového vzorku, kterd byla spolu

s pravdépodobnou nestabilitou proteinu hlavnim ddvodem neudspéchu ve funkénich analyzach ziskaného
rekombinantniho proteinu. Tomu pak odpovida kvalita imunoblot(, které proto plisobi velmi



nepresveédcivé. Neuspéchem skoncil i pokus o expresi proteinu v kvasince Saccharomyces cerevisiae a
autorka proto pftistoupila k bakteridlni expresi pouze proteinového fragmentu pro ziskani specifické
protilatky. Tento fragment byl Uspésné vyizolovan a pouzit k tvorbé specifického antiséra, které vsak
mélo pouze omezenou specifitu.

V pfirozeném systému T. vaginalis se podafrilo Uspésné exprimovat zkracenou verzi proteinu, které
chybéla teoreticky predpovézend N-termindlni signalni sekvence. Pres jeji absenci byl protein specificky
lokalizovan v hydrogenosomech T. vaginalis.

Zajimavym, byt opét nedspésnym, byl pokus autorky zopakovat tuto expresi u laboratorniho kmene
trichomonad s rezistenci k metronidazolu. Celkova nachylnost této bunécéné kultury viak neumoznila
ovéreni Uspésnosti exprese Ci testovani navozeného fenotypu. Ve svétle ziskanych dat z kvantitativni
real-time PCR by takovy experiment byl jisté velmi zajimavy.

Zavér vysledku je vénovan odlisné, ale souvisejici problematice pfitomnosti tzv. alternativnich KOR, které
byly pred ¢asem nalezeny u metronidazol rezistentnich trichomonad. Jak je zcela nazorné
demonstrovano v diplomové préci zjisténé aktivity jsou zifejmé artefakty detekéni metody. Tyto vysledky
jsou zaroven shrnuty do samostatné publikace, jiZ je Véra prvni autorkou.

V diskuzi jsou hlavnim tématem nelspésné pokusy o expresi vybrané formy PFO. Autorka diskutuje
dlvody slabé (¢i Zadné) exprese proteinu v heterolognich systémech, cozZ bylo hlavnim uskalim projektu,
Dale je diskutovana pritomnost alternativnich KOR v T. vaginalis, které jsou zfejmé jen vysledkem
experimentdlni nedokonalosti stanoveni enzymové aktivity. Moznd by bylo vhodné, kdyby byla dand
problematika diskutovana ve vétsi siti. Tedy napf. proc je v genomu T. vaginalis tolik rGznych PFO, jaka
by mohla byt aktivita PFOD u rezistentnich trichomonad a pod.

Zavér strucéné shrnuje dosazené vysledky.
Pouzita literatura obsahuje minimum chyb (zachytil jsem jeden chybéjici odkaz).

Jako celek je diplomova prace Bc. Véry Zednikové velice kvalitni dilo, které naprosto vyhovuje
pozadavkim pro diplomovou praci na Katedre parazitologie PFF UK.

Otdzky:

1. Jak anaerobni je Anaerobni pufr pro detekci KOR? Byla néjakym zplsobem stanovovana
pritomnost kysliku v kulture?

2. Procbyla v T. vaginalis exprimovana N-terminalné zkracena verze PFOD?

3. Muzete zminit néjakou dalsi vyhodu sloZitéjsiho PDH komplexu klasickych aerobnich
mitochondrii nad jednoduchym enzymem PFO kromé jeho (ne)citlivosti na kyslik?

4. Existuje jedna proteinova rodina PFO enzym{, nebo se jedna o strukturné rlzné proteiny se
stejnou aktivitou?

5. Jakto tedy je s mechanismem rezistence/citlivosti trichomonad k metronidazolu? V jakém
vztahu jsou podle Vas nové objeveny mechanismus aktivace metronidazolu a pivodné popsané
drahy jeho aktivace?
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