Oponentsky posudek na diplomovou praci Lenky Beranové:

Studium funkce bakterialnich transportéra dvojmocnych iontu

Cilem predlozené prace je Vv podstaté vyvoj a optimalizace fluorescenénich metod
slouzicich ke studiu membranového transportniho proteinu MntH bakterie E. coli pro transport
dvojmocnych kovovych iontd (Me”"). Tento protein patfi k rodiné transportnich proteint
Nramp/MntH, které nalézame u bakterii, kvasinek, rostlin i yivocichd. Jelikoz dvojmocné kovove
jonty jako Zelezo, mangan, méd nebo zinek maji svoji nezastupitelnou Glohu v dulezitych
metabolickych drahach a zarovei ve vy&ich koncentracich mohou plisobit neptiznivé, ma
studium jejich tokd zakladni vyznam pro pochopeni adaptace bun¢k k ménicim se Zivotnim
podminkach i pro pochopeni nékterych patologickych procest (poruchy metabolismu Zeleza) na
arovni mnohobun&nych organismda. Diplomova prace se tedy vénuje zajimavému a aktualnimu
tématu s moznosti dalsiho vyuziti.

Teoreticka ¢ast podava v piiméfeném rozsahu piehled zakladnich poznatki o studovaném
systému v navaznosti na charakterizovani transportu latek pres biologické membrany a
biologické role dvojmocnych kovovych iontti a jejich transportérG u ruznych druhi organismu.
Také jsou zde uvedeny zakladni experimentalni metody pouzivané ke studiu transportnich
vlastnosti proteintt z rodiny Nramp/MntH. V metodické gasti prace jsou popsany postupy
péstovani bakterialnich bunék pro fluorescenéni experimenty. pouzité bakterialni kmeny. metody
barveni bunék fluorescen¢nimi  sondami, pristrojové  vybaveni a zakladni  zpusoby
fluorescencnich méfeni. které byly pouzity ke sledovani transportnich procesti na membrang.

Cast vénovanou vysledkiim a diskusi lze rozélenit na dva dily, na dil vénovany
fluorescenénim metodam umoznujicim méfit transport Me?" dovnitf buiiky pfimo a na dil, kde je
tento transport méfen nepfimo prostiednictvim sledovani vhitrobun&éné koncentrace protonu.
Predpokladem piimych mefeni koncentrace dvojmocnych iontd uvniti buriky je Gispésné obarveni
bakterialnich bunék sondou citlivou na pfislusny typ iontu, v tomto ptipadé sondou fura-2.
Fluorescenéni odezva této sondy k jednotlivym jontim byla ovéfena méfenim emisnich spekter
sondy v pufru pii rlznych koncentracich iontii. byly charakterizovany zakladni zpusoby odezvy
k riznym kovovym iontum. Pro barveni bakterii byly v zasadé pouzity dve metody, barveni
elektroporaci kratkymi pulsy a barveni acetoxymetylesterem fluorescencni sondy. Byly
optimalizovany zékladni parametry elektroporace tak, aby v idedlnim pfipadé byly bunky
dostatecné obarveny bez vyrazného ovlivnéni jejich fyziologického stavu. To se vsak i pies
testovani odlisnych protokold nezdatilo, at uz zddvodu piitomnosti sondy pouze
v periplasmatickém prostoru nebo poskozeni integrity plasmatické membrany pii elektroporaci.
Také barvenim acetoxymetylesterem sondy se nedoséhlo uspokojivého vysledku, ani v piipade
sféroplastii s redukovanou bunénou sténou, kde pravdépodobné nedoslo k dostatecnému
rozstépeni molekul sondy bunéénymi esterazami. Dal$i prace se proto soustfedila na méfeni
zakladnich enzymatickych charakteristik, jako jsou K @ Viax, transportéru MntH sledovanim
vnitrobun&éné koncentrace protonil prostfednictvim fluorescenéni varianty GFP citlivé k pH,
pHluorinu. Tato zavedena metoda byla testovana k pouZiti pro uréeni vlivu cilenych bodovych
mutaci na funkei transportéru. Bylo prokéazano zvyseni citlivosti metody pfi méfeni za vysSich
teplot. Byly zméreny aktivaéni energie transportu protond indukovaného Cd** pro mutanty
zajimavé z hlediska vztahu struktury a funkce transportéru MntH. Na zavér jsou prezentovany

prvni odhady pro aktivacni energie transportu protond indukovan¢ho Mn®".



Pro preCteni prace mam na diplomanta nékolik dopliujicich dotazii a formalnich
poznamek:

I. Zajimalo by mé¢, v jakych hladinach se pohybuji fyziologické koncentrace dvojmocnych
kovovych iontl v bakteridlnich nebo jinych bunkach? Jak odpovidaji tyto vnitrobunééné
hladiny kovovych iontii prahtim citlivosti fluorescené¢ni sondy fura-2?

2. Nastr. 41 se piSe, ze v cytosolu obarvenych sféroplastu je pfitomna nejen fura-2, ale ve stejné
Ci vySSi mife i nerozlozena fura-2-AM. Fluoreskuje acetoxymetylester sondy fura-2 méné nez
vlastni sonda? Jak tedy vypada jeho fluorescen¢ni spektrum, posouva se smérem k del$im
vinovym délkam? Meéni se néjak fluorescen¢ni odezva sondy fura-2 v piitomnosti proteint
nebo jinych vnitrobunécnych struktur? Byl pozorovan vyvoj spektra obarvenych sféroplasti
v Case?

3. Na str. 48 se piSe, ze pocatecni pH, predpokladam, ze uvniti burky, vzorku se lisilo jak pro
jednotlivé kmeny, tak pro jednotlivé pokusy. Byly rozdily mezi jednotlivymi mutantami
statisticky vyznamné? Pocita se pri vypoctu zmény koncentrace protonii, vzorec [2] na str. 28,
n¢jak s pufracni kapacitou cytosolu? Zavisi tato pufracni kapacita na pH?

4. Na str. 48 se piSe, Ze protein nesouci mutaci H211Y byl za pokojové teploty neaktivni.
Nebylo by spravnéjsi napsat, ze aktivita tohoto proteinu nebyla za pokojovych teplot pouzitou
metodou méritelna? Zvlasté kdyz se vzapéti bere v uvahu moznost ovlivnéni enzymatickych
charakteristik Ky, a v touto mutaci a zavislost transportu protont na teploté se pouziva
k vypoctu aktiva¢ni energie pro tuto mutaci.

Celkové je prace velmi peclivé a prehledné zpracovana, jen bych doporucil sjednotit styl
pisma v oddilu Literatura. Diplomantka prokazala dikladné porozuméni pouzitym metodam
fluorescencni spektroskopie. Aktivné se seznamila s prislusSnymi postupy pouziti fluorescenénich
sond v bunécné biologii, byla schopna je optimalizovat a cilené menit, coz je zakladni
predpoklad UspéSné prace v této oblasti. Zaroven se ji podafilo skloubit fyzikalni pristupy a
metody s jejich biologickym pouzitim, osvojila si biologické zaklady feseného problému a
potiebné zakladni mikrobiologické a biochemické laboratorni techniky.

Na zavér lze fici, ze prezentovana diplomova prace splnila svij zakladni cil, tj.
optimalizovat a testovat pouziti fluorescencnich metod pro studium funkce bakterialnich
transportéri dvojmocnych iont. Diplomantka zadany utkol feSila samostatné a ve vice nez
dostacujici mife prokéazala svoji schopnost aplikovat biofyzikalni zaklad na feseni biologickych ¢i
biochemickych problémt. Doporucuji proto praci hodnotit stupném vyborné.
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