Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Veroniky Klapstové:

Struktura a funkce mitochondrialniho sekretinu

Skolitelem je Mgr. Pavel Dolezal, Ph.D.

Diplomova prace Veroniky Klapstové s ndzvem Struktura a funkce mitochondridlniho sekretinu se
zabyva experimentalnim studiem GspD, klicové komponenty T2SS sekrecniho systému bakterii, ktery
byl nedavno spolu s dalsimi podjednotkami této masinerie identifikovan v mitochondriich Naegleria

gruberi a dalSich nékolika protist, predevsim ze skupiny Discoba.

Literarni prehled

Literarni prehled je velmi zdafily, a to nejen diky vysoké jazykové drovni, ale predevsim také po
obsahové strance. Ctendf je fascinovdn mnoistvim informaci, které se o dané problematice védi a

zpUsobem jak jsou prehledné prezentovany. Zdroje jsou nalezZité citovany.

Jako jediny nedostatek literarniho prehledu vidim v nedostatecné specifikaci objevu
mitochondridlnich sekretinG. Mél by byt dle mého nazoru citovan jako pripravujici se publikace,
abstrakt z konference, nebo alespon zminit Ze objev je Cerstvy. V posledni kapitole (v abstraktu také)
by podle mé ¢tenar neznaly pozadi objevu nabyl dojmu, Ze v textu jen chybi citace na davno védecké

komunité znamou informaci.

Materiadl a metody

V ¢asti materidl a metody se Uvodni prehlednost misty vytraci, patrné diky snaze autorky uvést
experimentalni procedury v co nejvétSim detailu. Autorka by zcela jisté mohla nékteré rutinni
procedury nebo postupy aspon ¢astecné zestrucnit odkazem na predeslé experimenty. Na strankach
42 a 43 se tak kuptikladu vyskytuje témér identicky odstavec, popisujici podobné Uvodni ¢asti dvou
jinych experimentl. Zprehlednéni by jisté pfineslo i uziti odkaz(i na literaturu. V celé 21 stranek
dlouhé kapitole materidl a metody je pouze 6 odkazu na literaturu, pficemz 5 z nich je na prvni
strance v Casti popisujici bioinformatické metody. Ty jsou tak svou strucnosti ve vysokém kontrastu
se zbytkem textu. V kontrastu s podrobnym popisem vétSiny metod jsou pak také misty se vyskytujici
chybéjici udaje u nékterych z nich, naptiklad odkazy na zdroje plasmidd, jak konkrétné byla
optimalizovdna PCR, specifikovat jaka sekundarni protilatka a od jaké firmy byla pouZita pro detekci
na western blotu, co je 1x koncentrovany vzorkovy pufr, nebo které inhibitory proteaz nebo od jaké

firmy byly pouzity atd...



Vysledky

Kapitola vysledky je zdafild a vysoce nadstandardni. Uvodni ¢&ast se vénuje konstrukci
fylogenetického stromu a modelovani struktury eukaryotického GspD proteinu. Poté se autorka
zabyva rlznymi testy cytotoxicity GspD proteind pro bakteridlni buriky, pomoci kterych se snazi
ukazat podobnost eukaryotickych a bakterialnich GspD homolog(. Déle se ji pomoci pokusl s in vitro
translaci sekretinu a jeho vkladani do lecitinovych lipozomU nebo do izolovanych mitochondrii
podafilo odhalit post-transla¢ni méd samovolného vkladani GspD proteinu do bunéénych membran.
Navic také testovala interakci GspD s dalSimi komponenty T2SS systému pomoci Yeast 2 hybrid

systému. Zejména v poslednich dvou zminénych experimentech autorka ziskala velmi cenné vysledky.

Vsiml jsem si vSak, Ze je u nékterych pokust vidét jistd uspéchanost. Naptiklad pfi nedspésném
pokusu o nativni izolaci GspD proteinu z bakterii autorka pouze konstatuje, Zze protein byl patrné
nerozpustny a nejspis sedimentoval spolu s membranami, ale prislusny western blot chybi. Nebo Ze
pfi rastovych pokusech vramci méreni cytotoxicity indukce GspD proteinu chybi smérodatné
odchylky a vyvstava otdzka, kolikrat nezavisle byl dany pokus provadén. To ale osobné nepovazuji za
chyby, neboft byl usetfeny cas evidentné dobfe investovan na pfipravu jinych sloZitych a pfinosnéjsich
experimentl. Mam tedy jen nékolik poznamek. V kapitole 5.5. se pisSe, Ze bylo testovano kotranslaéni
vkladani GspD do lipozomi. Patrné jde o formulaéni nepresnost, nebot hned v dalsim pokusu je
demonstrovana schopnost GspD se vlozit do membran samovolné. Pomoci tohoto pokusu tedy dle
amplifikaci genu (popfipadé umélé nasyntetizovani) pro Ng GspD z genomové DNA namisto cDNA.
Vzhledem k tomu, Ze hodné gen( v Naeglerii ma spatné predikovany zacatek transkripce, by bylo
uziti cDNA jako templatu vice neZ na misté. Navic, zaCatek translace proteinu je v genomové databazi
(JGI genome portal) i na NCBI oznacen jinde neZ jaky zvolila autorka. Z textu pak neni presné jasné,

proc si autorka zvolila pravé tento pocatecni Metionin.
Diskuze

Diskuze je dobra, vysledky jsou ddvany do kontextu a nalezité diskutovany. VSiml jsem si jen jedné
formulaéni nepresnosti (dvojsmyslu), v prvnim odstavci diskuze se patrné omylem tvrdi, Ze

mitochondridlni sekretiny hraji v bunice nezastupitelnou ulohu.

Celkové zhodnoceni

Celkové povazuji diplomovou praci Veroniky Klapstové za mimorfadné zdafilou. Pfedevsim po
experimentalni strance znacné pfesahuje standard jinych diplomovych praci. Podafilo se ziskat velmi

cenné vysledky, které jisté budou v budoucnu zédkladem pro vyjimecnou publikaci. Vznesené vyhrady



jsou predevsim formalniho charakteru a zastifiuje je celkovy dojem z prace, proto ji jednoznacné

doporucduji k obhajobé.
Otazky:

1. Vysledky ziskané pfi in vitro importech M249 GspD jsou velmi zajimavé. Jak si autorka
vysvétluje, Ze mnozZstvi proteinu v mitochondriich v ¢ase nevzrlista? Obvyklé vysvétleni jako
napriklad, Ze mald sub-populace in vitro prepsanych GspD proteinl neni Stépitelnd
proteinazou K, zde nemuze byt aplikovano, nebot v ¢ase 0 na western blotu zadny signal pro
GspD protein neni. Jaky je tedy podle autorky mechanismus, diky kterému se béhem 1
minuty vlozi do mitochondrii cca 10% z celkového mnozstvi GspD proteinu, ale dale se

vkladani zastavi?

2. Mohla by byt 100% bootstrapovd podpora na fylogenetickém stromu pro monofylii
eukaryotickych GspD proteind artefaktem diky tomu, Ze pro ucely této analyzy byly

eukaryotické GspD uméle zfuzovany s GspND? Jak by se to dalo pfipadné otestovat?

3. Vrdmci Y2H systému nebyla potvrzena interakce mezi dvéma monomery GspD proteinu.
Tuto interakci vSak autorka jiz pfedtim pozorovala pti vkladani in vitro translatovanych GspD
proteind do lipozom{. Da se rozpor v téchto vystupech vysvétlit arteficielni vazbou GspD

monomerl pti in-vitro pokusech? Bylo néco takového jiz dfive v literature popsano?

4. Na alignmentu GspD proteind je vidét pomérné velkd sekvencni divergence mezi
eukaryotickymi mitochondridlnimi GspD a bakteridlnimi GspD. V textu zminovana dobra
zakonzervovanost C koncové oblasti proteinu mi z pohledu na alignment nepfijde pfilis
zfejmda. Pomoci jakych kritérii byly na zakladé sekvencni podobnosti proteiny klasifikovany

jako homology?

5. Vdiskuzi jsem nenalezl hypotézu proc je (na rozdil od bakterii) u mitochondrialnich sekretin(
GspND podjednodka oddélena od samotného GspD proteinu. MlZe mit toto usporadani

néjakou vyhodu?

6. Jak byl predikovan zacatek translace genu pro Ng GspD?
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