Oponentsky posudek na magisterskou praci Moniky Zuberové: ,,Uloha ferochelatazy
v regulaci biosyntézy chlorofylu a hemu*
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organizm(. Monika Zuberova se ve své magisterské praci zabyva tlohou jednoho

z klicovych enzymu, ferochelatazy (FeCh), v regulaci této drahy. MnoZstvi laboratorni prace,
které tento spis reprezentuje je velmi solidni, prace je metodicky neobvykle bohata a
zahrnuje komplexni postup od vytvofeni konstruktu a ziskani cilenych mutantli FeCh v Cab
domeéne, az po mefeni aktivity FeCh téchto mutantu.

Prace je klasicky &lenéna na Uvod, Material a metody, V/ysledky, Diskuzi, Zavér a
Seznam pouzite literatury, a je sepsana na 38 stranach, plus 5 stran pfiloh. Pro mé& osobné,
vzhledem k tomu, Ze se zabyvam zcela jinymi aspekty syntézy hemu, je cela prace velmi
zajimava, a to jak v odliSném pohledu na véc, tak v pro mé novych metodickych postupech.
Z toho ovéem Castecné vyplyva i charakter tohoto posudku. Nékteré mé otazky jsou tak
netradicné motivovany zvédavosti a nikoliv obvyklou touhou oponenta-lovce po kofisti.

Uvod je napsan piehledné a &tivé, a je z n&j znat fakt, Ze autorka se v problematice
velmi dobfe orientuje. Vzhledem k tomu, Ze se tento literarni pfehled logicky neomezuije jen
na syntézu hemu u prokaryot, chybi mi zminka o vnitrobunééné lokalizaci enzymatickych
kroku u jednotlivych skupin eukaryot. Vzhledem k tomu, Ze jde o aspekt nesmirné zajimavy,
tedy aspon pro me, tyka se jej i ma prvni otazka (viz. otazka ¢.1). Metodika této magisterské
prace je sice bohata, co se poétu pouzitych metod tyce, ma vSak bohuzel jednu zasadni
chybu. Rada postupt by podle ni byla totiz jen tézko opakovatelna. Tyka se to predevsim
pfipravy konstruktu pomoci PCR. Absence jakychkoli informaci o pouzitych parametrech
PCR je ponékud frustrujici. Dovedu si sice pfedstavit, jak cely postup funguje, ale podié téhle
chybi odkazy na literarni zdroje (2.2., 2.5.,2.6.1.,2.6.2.,2.6.3., 2.7.,2.8.,2.9.1., 2.9.2.,
293,294,295, 2.10.), coz vytvafi dojem, Ze autorka vymyslela cely sloZity metodicky
postup sama, aniz by nahlédla do jediné metodiky popsané v literatufe. Nékteré metodické
postupy se mi zdaji byt zviastni. Nepochopil jsem napfiklad, pro¢ vlastné autorka konstrukt
pouzivany pro transformaci bakterii uchovava v kmenu Synechocystis, kde ji musi dostavat
do vsech 10 kopii genomu, a nema jej zaklonovany tfeba v plazmidu v E. coli. Z metodiky
také neni zcela jasné, zda byl konstrukt se zmutovanou Cab doménou vioZen do vSech kopii
genomu obou transformovanych kmenu, WT a C1.8. Mam trochu pochybnosti o kontrolach
vlozenych genu. Dovedu si jesté pfedstavit, Ze by fungovala PCR kontrola pfitomnosti genu
bez Zeo-kazety. Povazuji v8ak témé&f za nemozné spolehlivé zjistit pomoci PCR a
sekvenovani produktu, jestli neni v nékteré z deseti kopii v genomu transformovaného

kmene néjaka nezadouci mutace. Nespecificka amplifikace u WT popsana na obrazku 3.6.



mi dav4, i kdyZ neni na zminéném obrazku vidét, za pravdu. Sem smeéfuje i moje prvni
vyhrada k vysledkim. Velmi malé mnozstvi PCR produktu u kontroly segregace Zeo-kazety
(obr. 3.2. produkt 1660 pb) ve srovnani s puvodnim genem u WT dle mého nazoru znacné
oslabuje prikaznost této kontroly a hlavné pfedpoklad, Ze v cilové sekvenci nedoslo
k Zadnym neéekanym mutacim (viz. otazka €. 2). Viditelnost separovanych PCR produktl
byla na nékterych obrazcich na hranici pfijatelnosti, cozZ muze byt ale zpusobeno kvalitou
tisku. Osobné bych dal téz prednost fotografiim celych gell, které daji lepsi obrazek o
prubéhu PCR diky viditelnosti pfipadnych minoritnich produktu. V tabulce 3.1. jsou uvedeny
hodnoty generaéni doby a mnozstvi chlorofylu u jednotlivych mutanta a WT. Je zde,
podobné jako v metodice konstatovano, ze uvedené hodnoty jsou prumérem ze tfi méfeni.
Bez jakéhokoli dal$iho statistického zpracovani, aspor uvedeni smérodatné odchylky, Ci
grafické znazornéni véech méreni, je tak jedinym uvéfitelnym vysledkem prodiouzZeni
generaéni doby u kmene s FeCh bez Cab domény (HemH-Stop). Fakt, Ze se nepodafrilo
detekovat FeCh bez Cab domény je prekvapivy. Je otazkou nakolik miuze absence Cab
domeény ovlivnit sbaleni proteinu a dostupnost epitopu pouzitého pro konstrukci protilatky.
Pokusila se autorka detekovat zkraceny transkript? Ovliviiuje vlioZeni stop kodonu néjakym
zpUsobem expresi Zeo-kazety? Pokus s transformaci kmene C1.8 konstruktem s mutaci
v Cab doméné je krasny. Snizeni aktivity ferochelatazy u kment s mutacemi v Cab doméné
celkem presvédcivé podporuje navrhovanou regulaéni drahu. Pfesnéjsi interpretaci bohuzel
ztéZuje fakt, Ze chybi jakakoli data k dynamice ztraty ferochelatazové aktivity po transformaci
konstruktem s mutaci. Neni tedy jasné, nakolik muze byt aktivita FeCh u mutantl zbytkova,
tj. té ferochelatazy, ktera byla exprimovana a inkorporovana do membran pred transformaci
bunék, ¢i zda je vysledkem pouze €aste¢ného snizeni afinity mutované Cab domény
k chlorofylu. Musim konstatovat, Ze praci by neuvéritelné prospélo, kdyby obsahovala
graficky znazornény navrhovany model regulace drahy pro syntézu hemu. Doufam, Ze nam
sle¢na diplomantka tento model ucelené predstavi pii obhajobé. Diskuze je promyslena,
bohuzel v ni chybi fada literarnich odkazu. Napf. hned v prvnim odstavci autorka tvrdi, Zze
organizmy, které syntetizuji chlorofyl, maji Cab doménu na C-konci FeCh, bez uvedeni
jakékoli citace. Néktera tvrzeni jsou tézko prijatelna. Pokud dojde k poklesu aktivity FeCh o
pouhych 35%, nemuzu preci tvrdit, Ze vazba chlorofylu na nasedaci misto v Cab doméné je
urcité znemoznéna, zvlasté kdyz predpokladam, ze takova vazba je podminkou aktivity
enzymu. Zajimava je myslenka, Ze by chlorofyl mohl jako kofaktor stabilizovat dimér
ferochelatazy. To by totiz mohlo vysvétlit pro¢ vSechny fotosyntetické eukaryoticke
organismy syntetizuji hem v plastidu.

Celkové musim konstatovat, ze se mi magisterska prace sle¢ny Moniky Zuberové
velmi libi. A to i pfesto, Ze Eva (viz. podékovani) zapomnéla zkontrolovat pravopis v
podékovani a popiscich obrazku. Promyslené pokusy a pestrost metodického pristupu



vhodné dopliuje invenéni diskuze. S radosti takovou praci doporuéuji k obhajobé. Vzhledem
k zasadni absenci literarnich zdroji nejen v metodice, a diky nemistné struénosti popisu
nékterych pouzitych metod vS§ak mé hodnoceni osciluje mezi ,vybornym“ a ,velmi dobrym®.

Konecny verdikt vynesu az po prezentaci prace autorkou.

dalsi otazky:

1. Jaka je vnitrobunééna lokalizace jednotlivych kroku u eukaryot? Konkrétné u zivocicht a
hub, rostlin, fas, vytrusovcl (Apicomplexa) a rozsivek?

2. Co je, dle Vaseho nazoru, pfi¢inou malé vytéznosti PCR pro kontrolu integrace Zeo-kazety
u Zeo kmenu?

3. Jak si vysvétlujete absenci exprese ferochelatazy u E. coli, ktera exprimuje vlastni FeCh?
4. Jak si vysvétlujete zbytkovou aktivitu po mutacich Cab domény?

5. Jak je to s regulaci aktivity ferochelatazy u nefotosyntetickych organismu?
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