Posudek bakalarské prace Pavla Poliaka:

Funkéni analyza NifS1 u procyklickych stadii Trypanosoma
brucei

Prace se zabyva studiem produktu genu, nalezeném v genomu 7. brucei se signifikantni
podobnosti k selenocystein lyazam. O vyznamu téchto enzymi je velmi malo znamo.
Jednim z dlivodd je patrné absence cystein lyazy v klasickych modelech jako je
Saccharomyces cerevisiae. Nalez homologu selenocystein lyaz u trypanosom je proto
pozoruhodny a vyzkum jeho funkce mize pfinést zajimavé vysledky jak z hlediska
poznani funkce bunék 7. brucei, tak ostatnich eukaryotickych bunék, nesoucich obdobné
geny vcetn¢ lidskych bunék.

Prace je klasicky ¢len€na, velmi prehledné zpracovéna, vysledky bezpochyby odpovidaji
stupni bakalarskeho studia, tvahy nad vysledky logické a dobie formulované, byt nékdy
az piili§ optimistické. Z prace mam celkové velmi pozitivni dojem a doporucuji nejlepsi
hodnoceni. Nasledujici pfipominky jsou proto jen snahou poradit, nikoliv vytykat n&jaké
zasadni nesrovnalosti.

1. Nazev prace

Selenocystein lyaza patii spole¢né s mitochondrialnimi cystein desulfurdzami (IscS) a
specifickou skupinou bakteridlnich cystein desulfuraz (NifS) do Siroké rodiny PLP-
dependentnich enzymii. Oznaceni NifS1 je proto zavadéjici, nebot’ se nejedna o protein
skupiny Nif, jeZ se témé&F vyhradné podili na biogenezi nitrogenaz u bakterii fixujicich
dusik (Nif — nitrogen fixing). Navic tento gen byl jiz dfive popsan pod jménem TbiscS |
(Smid et al., 2006).

['v dal3im textu autor zaméfuje proteiny skupiny Nif (NifU, NifS, NifA), jejichz funkce i
struktura je odliSna, s proteiny skupiny Isc (Iron sulfur cluster), kterou ma evidentné na
mysli a ktera je zodpovédna za tvorbu FeS center jak v mitochondrii eukaryot, tak

v bakteriich (napf. str. 1, 2, 5 aj.)

Uvod

Autor se musi pfesn¢ji naucit pouZzivat citace. Napi. Prace Bakker a kol, sice zmifiuje
patogenitu 7. brucei, avsak jeji hlavni zaméfeni je na metabolismus, nikoliv patogenitu.
Rovnéz prace Lukes a kol. jisté pojednava o editovani RNA, ale neni specializovana na
povrchovou antigenni variabilitu (¢ast 1.1)

I.4. Selenoproteiny — autor by mél pouzit EC ¢isla pro uvadéné enzymy aby bylo jasné o
Jaké enzymy se jednd. Nézev selenocystein syntetdza ani syntaza neni piesny (viz napf
Brenda http://www.brenda-enzymes.info/).

Metodika
Perfektné zpracovano, pouze par drobnosti:



Autor by mél vysvétlit co je MilliQ voda. Firma Millipor vyrabi asi 4 MilliQ systémy,
kazdy ma jiné urceni.

Str. 10 — filtrace pres 0,22 um filtr — v principu se jednd o sterilizaci filtraci s vyuzitim
filtrd o priméru 0,22 um.

Pokud jsem se nepiehlédl, nenasel jsem v metodice pivod pouzitych protilatek.

4.10.2 Hybridizace s protilatkami a autoradiografie, v principu se nejedna o
autoradiografii, pro western bloting nebyly pouzivany radionuklidy.

4.11.2 popis podminek PCR reakce, vim jak je to my3leno, ale tak jak je to napsano by se
mohlo zdat, Ze denaturace probihala 1 min 35x a pak nasedaly priméry 2 min 35x atd.
Elegantné&jsi by bylo zminit se o 35 cyklech kroki 2-4.

Vysledky

Str. 35 rlstové pokusy

Vertikalni osy jsou ponékud neobvykle popsany 1,00E+06 atd. sta¢ilo by 10°. Co vlastné
tato osa ukazuje, aktualni koncentraci bun&k ve zkumavce? Asi ne, tedy piiristek od
ockovani k o¢kovani? Byl rlist bunék exponencialni? Kolikrat byly buriky béhem 14 dni
pieockovany?

...linie NifS1 nevykazuje.. mélo by byt jasné definovéno (i kdyz z kontextu to lze
vydedukovat) co je mysleno linii NifS1.

Str 36 nazev obrazku 2 a 3 by mohl byt jasngjsi.

Str. 37 — pro€ nebyla sledovéna exprese proteinu NifS1? —je mné to jasné, nebyla
protilatka, ale do publikace by to bylo potieba. Vztahovat zmény hladiny mRNA jednoho
proteinu, s western bloty jiného proteinu je vzdy problematické.

Obr 4, 5, - mélo by byt jasné vysvétleno co je NifS1/NI, NifS1/2] atd.

Str. 41 Obr 11 co znamena dvojity prouzek v oblasti 1000-1650 bp?

Str. 43 Jaky je vysledek méfeni u Dr. Pilona? Splnili se vase predstavy?

Str. 44. Auranofinovy experiment je jisté zajimavy, ale bude jisté nutné tento pokus
zopakovat, a na rozdil od autora se domnivam, Ze alespoii dvakrat (str. 45). Rovnéz bych
zatadil jako kontrolu linii s indukovanou ¢i neindukovanou RNAI proti jinému genu, nez
je IscS1. K vyvozovéni zavéri z tohoto pokusu bych zatim byl velmi opatrny.

Diskuse

Str. 47 — buné&¢na lokalizace IscS1 - Co znamena, Ze....nebyl ziskan interpretovatelny
vysledek?



Na zaklad¢ jake kauzality autor uvazuje, ze kdyz neklesa hladina mitochondrialni IscS2 a
IscU je mitochondrialni lokalizace IscS1 nepravdépodobna? IscS1 patrné neiteraguje

s IscU — nema konzervovanou C-terminalni doménu, jeji funkce miize byt jina nez IscS2,
ale stale by mohla byt v mitochondrii.

Wt

bez patficnych kontrol mnoho neukazuje, i kdyZz osobné doufam, ze dalsi pokusy potvrdi,
ze IscS1 je opravdu selenocystein lyaza.

oc. Jan Tacgzijy Ph.D.



