
Oponentsky posudek na diplomovou praci Lenky Beranove:

Studium funkce bakterialnich transporteru dvojmocnych iontu

Cilem pfedlozene prace je v podstate vyvoj a optimalizace fluorescencnich metod
slouzicich ke studiu membranoveho transportniho proteinu MntH bakterie E. coli pro transport
dvojmocnych kovovych iontu (Me" ). Tento protein patfi k rodine transportnich proteinu
Nramp/MntH, ktere nalezame u bakterii, kvasinek, rostlin i zivocichu. Jelikoz dvojmocne kovove
ionty jako zelezo, mangan, med' nebo zinek maji svoji nezastupitelnou ulohu v dulezitych
metabolickych drahach a zaroven ve vyssich koncentracich mohou pusobit nepfiznive, ma
studium jejich toku zakladni vyznam pro pochopeni adaptace bunek k menicim se zivotnim
podminkach i pro pochopeni nekterych patologickych procesu (poruchy metabolismu zeleza) na
urovni mnohobunecnych organismu. Diplomova prace se tedy venuje zajimavemu a aktualnimu
tematu s moznosti dalsiho vyuziti.

Teoreticka cast podava v pfimerenem rozsahu prehled zakladnich poznatku o studovanem
systemu v navaznosti na charakterizovani transportu latek pfes biologicke membrany a
biologicke role dvojmocnych kovovych iontu a jejich transporteru u ruznych druhu organismu.
Take jsou zde uvedeny zakladni experimentalni metody pouzivane ke studiu transportnich
vlastnosti proteinu z rodiny Nramp/MntH. V metodicke casti prace jsou popsany postupy
pestovani bakterialnich bunek pro fluorescencni experimenty. pouzite bakterialni kmeny, metody
barveni bunek fluorescencnimi sondami, pf-istrojove vybaveni a zakladni zpusoby
fluorescencnich mefeni. ktere byly pouzity ke sledovani transportnich procesu na membrane.

Cast venovanou vysledkum a diskusi Ize rozclenit na dva dily, na dil venovany
fluorescencnim metodam umoznujicim merit transport Me2+ dovnitr bunky pfimo a na dil, kde je
tento transport mefen nepfimo prostfednictvim sledovani vnitrobunecne koncentrace protonu.
Pfedpokladem pfimych mefeni koncentrace dvojmocnych iontu uvnitf bunky je uspesne obarveni
bakterialnich bunek sondou citlivou na pfislusny typ iontu, v tomto pfipade sondou fura-2.
Fluorescencni odezva teto sondy kjednotl ivym iontum byla ovefena mefenim emisnich spekter
sondy v pufru pfi ruznych koncentracich iontu, byly charakterizovany zakladni zpusoby odezvy
k ruznym kovovym iontum. Pro barveni bakterii byly v zasade pouzity dve metody, barveni
elektroporaci kratkymi pulsy a barveni acetoxymetylesterem fluorescencni sondy. Byly
optimalizovany zakladni parametry elektroporace tak, aby v idealnim pfipade byly bunky
dostatecne obarveny bez vyrazneho ovlivneni jejich fyziologickeho stavu. To se vsak i pfes
testovani odlisnych protokolu nezdafilo, at' uz z duvodu pfitomnosti sondy pouze
v periplasmatickem prostoru nebo poskozeni integrity plasmaticke membrany pfi elektroporaci.
Take barvenim acetoxymetylesterem sondy se nedosahlo uspokojiveho vysledku, ani v pfipade
sferoplastu s redukovanou bunecnou stenou, kde pravdepodobne nedoslo k dostatecnemu
rozstcpcni molekul sondy bunecnymi esterazami. Dalsi prace se proto soustfedila na mefeni
zakladnich enzymatickych charakteristik, jako jsou Km a vmax, transporteru MntH sledovanim
vnitrobunecne koncentrace protonu prostfednictvim fluorescencni varianty GFP citlive k pH,
pHluorinu. Tato zavedena metoda byla testovana k pouziti pro urceni vlivu cilenych bodovych
mutaci na funkci transporteru. Bylo prokazano zvyseni citlivosti metody pfi mefeni za vyssich
teplot. Byly zmefeny aktivacni energie transportu protonu indukovaneho Cd~+ pro mutanty
zajimave z hlediska vztahu struktury a funkce transporteru MntH. Na zaver jsou prezentovany
prvni odhady pro aktivacni energie transportu protonu indukovaneho Mn"+.



Pro pfecteni prace mam na diplomanta nekolik doplnujicich dotazu a formalnich
poznamek:

1. Zajimalo by me, vjakych hladinach se pohybuji fyziologicke koncentrace dvojmocnych
kovovych iontu v bakterialnich nebo jinych bunkach? Jak odpovidaji tyto vnitrobunecne
hladiny kovovych iontu prahum citlivosti fluorescencni sondy fura-2?

2. Na str. 41 se pise, ze v cytosolu obarvenych sferoplastu je pritomna nejen fura-2, ale ve stejne
ci vyssi mire i nerozlozena fura-2-AM. Fluoreskuje acetoxymetylester sondy fura-2 mene nez
vlastni sonda? Jak tedy vypada jeho fluorescencni spektrum, posouva se smerem k delsim
vlnovym delkam? Meni se nejak fluorescencni odezva sondy fura-2 v pfitomnosti proteinu
nebo jinych vnitrobunecnych struktur? Byl pozorovan vyvqj spektra obarvenych sferoplastu
v case?

3. Na str. 48 se pise, ze pocatecni pH, predpokladam, ze uvnitr bunky, vzorku se lisilo jak pro
jednotlive kmeny, tak pro jednotlive pokusy. Byly rozdily mezi jednotlivymi mutantami
statisticky vyznamne? Pocita se pri vypoctu zmeny koncentrace protonu, vzorec [2] na str. 28,
nejak s pufracni kapacitou cytosolu? Zavisi tato pufracni kapacita na pH?

4. Na str. 48 se pise, ze protein nesouci mutaci H211Y byl za pokojove teploty neaktivni.
Nebylo by spravnejsi napsat, ze aktivita tohoto proteinu nebyla za pokojovych teplot pouzitou
metodou meritelna? Zvlaste kdyz se vzapeti bere v uvahu moznost ovlivneni enzymatickych
charakteristik Km a vmax touto mutaci a zavislost transportu protonu na teplote se pouziva
k vypoctu aktivacni energie pro tuto mutaci.

Celkove je prace velmi peclive a pfehledne zpracovana, jen bych doporucil sjednotit styl
pisma v oddilu Literatura. Diplomantka prokazala dukladne porozumeni pouzitym metodam
fluorescencni spektroskopie. Aktivne se seznamila s prislusnymi postupy pouziti fluorescencnich
sond v bunecne biologii, byla schopna je optimalizovat a cilene menit, coz je zakladni
pfedpoklad uspesne prace v teto oblasti. Zaroven se ji podafilo skloubit fyzikalni pristupy a
metody sjejich biologickym pouzitim, osvojila si biologicke zaklady reseneho problemu a
potrebne zakladni mikrobiologicke a biochemicke laboratorni techniky.

Na zaver Ize rici, ze prezentovana diplomova prace splni la svuj zakladni c i l , tj.
optimalizovat a testovat pouziti fluorescencnich metod pro studium funkce bakterialnich
transporteru dvojmocnych iontu. Diplomantka zadany ukol fesila samostatne a ve vice nez
dostacujici mire prokazala svoji schopnost aplikovat biofyzikalni zaklad na feseni biologickych ci
biochemickych problemu. Doporucuji proto praci hodnotit stupnem vyborne.
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