Oponentsky posudek diplomové prace Lubo$e Volemana

Uloha SNARE proteinti v biogenezi mitosoma Giardia intestinalis

Po vécné strance jde o velmi zajimavou praci, jejiz téma je vysoce aktualni. Membranové
fuze, ke kterym dochazi mezi burikami, mezi intraceluldrnimi organelami a buné&nou
membranou nebo mezi nimi navzajem a uloha jednotlivych proteint v téchto procesech je
v souCasné biologii i mediciné velmi studovanym tématem. Napf. defekty v dynamice
mitochondrii  (fuze/déleni) souvisi s patogenezi neurodegenerativhich onemocnéni.
Pozoruhodny je rovnéz mechanismus, kterym jsou ucastnické proteiny navigovany
k ukotveni v jednotlivych bunéénych kompartmentech. | to je téma, které autor ve své
diplomové praci na modelu Giardia intestinalis studoval. BE€hem prace autor zvladl fadu
experimentalnich metod pocinajic kultivaci pfes sofistikovanéjSi techniky pfipravy
rekombinantniho proteinu, imunodetekci proteinu, pfipravu fady konstruktd.

Po formalni strance Ize praci vytknout pomérné malo. Vlastni zpracovani diplomové prace je
na velmi dobré urovni a kopiruje styl rukopisu publikace. Literarni pfehled vy€erpavajicim
zpusobem bez zbyteénych odbocek &tenare uvadi do studované problematiky, cile jsou
jasné formulované, metodicka kapitola je pfehledné sepsana, vysledky jsou dobfe
zpracované, rovnéz diskuze svédCi o tom, Ze autor je schopen dat vlastni vysledky do
kontextu s publikovanymi Udaji. Seznam literatury je obsahly a zahrnuje vSechny dulezité
publikace. Svéd¢i o velmi dobré orientaci autora v odborné literatufe ke studovanému
tématu.

Pokud jde o vytky k formalnimu zpracovani diplomové prace, uvadim nékteré spiSe pro
Uplnost recenze.

Obcas se autor v nékterych vétach, kde pouziva nékolik zkratek, trochu ztraci a véty jsou
téZko uchopitelné (napf. str. 38: Po znadeni kmene G. intestinalis overexprimujicich GiSec20
s HA tagem anti-HA a anti-GiSec20 protilatkami jsme pozorovali...,).

Chyba na titulni strané v anglickém pfekladu nazvu prace: “... a SNARE proteins®
Preklepl je minimalné, ale najdou se:

str. 13: protézy (vs. proteazy)

str. 40: intestnalis

str. 43: intsetinalis

str. 47: oragenlach, endoplasmtickém, ,Casteéna“ pfitomnost

Material a metody. V podkapitole ,Hruba frakcionace® chybi specifikace ST pufru a
koncentrace inhibitort proteaz 1ul/ml neni pfili§ informativni.

Popisy k obrazkim:



obr. 12, 14: U popisl k Western blotlim je ponékud zmatek v pouzivani zkratek: na obr. 12 je
LGF oznacena jako P, na obr. 14 jako LGF. Navic oznaceni LGF (large granule fraction) pro
pelet, ktery obsahuje membranové organely, jadra a cytoskelet, je zavadéjici

Seznam pouzité literatury neobsahuje témér zadné chyby, tim se liSi od vétsiny praci, a to
nejen diplomovych. Pouze teCky za kfestnim jménem nejsou dodrZovany rigorézné a
v seznamu je uvedena prace Elias et al. 2008b (ale zadna prace od Elias et al. 2008a
v seznamu literatury neni, i kdyZ je opakované v textu citovana na str. 16, 47)

Dotazy:

1. str. 15: Giardia intestinalis zplUsobuje prijmova onemocnéni obratlovcl: kterych kromé
savcu?

2. Obr. 19: pro demonstraci redukce po¢tu mitosomu jsou pouzity stejné snimky jako na obr.
17D/E. U jakého procenta transfekovanych bunék k redukci poctu mitosomd doslo? Kolik
bunék bylo analyzovano? Je redukce vzdy spojena se shlukovanim mitosom( do vétSich
celkd? Souvisi redukce poctu mitosom( s délenim?

3. V bunkach, ve kterych jsou vétsi agregaty mitosomu (obr. 17A, 17C, 17E) neni centralni
mitosomalni organela. Naopak v transfekovanych burnkach na obr. 17B a 17D, kde zvétSené
mitosomalni agregaty nejsou a velikost mitosomu je normalni, centralni mitosom je. Koreluje
absence centralniho mitosomu s tvorbou mitosomalnich agregatd v jinych &astech burky?
Koreluje hladina exprese s agregaci mitosomu?

4. Do jaké miry je 2+ naboj na C-konci proteinu specificky pro cileni do vnéjSi mitochondrialni
membrany (str. 40)?

5. Ve vysledcich je zminka o tom, ze u transfektantd dochazi k dramatickému snizeni ristu.
Co to znamena?

6. ProC se autor domniva, ze obr. 23 demonstruje masivni fuzi ER?

7. Jaka je autorova predstava o funkci Sec20 ve zralé cysté giardii tj. po vytvofeni cystové
stény?

Zavér: Dle mého nazoru pfedlozena prace bez jakychkoliv pochyb splfiuje naroky kladené
UK v Praze na diplomovou praci. Proto doporucuji, aby po uspésné obhajobé byla pfijata
jako soucast zavérecné zkousky magisterského studia.
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