Mgr. Ladislav Bumba, PhD.

Laboratof molekularni biologie bakterialnich patogenu
Mikrobiologicky ustav

Videriska 1083

142 20 Praha 4

Tel: 24106-2141 Fax: 24106-2152

E-mail: bumba@biomed.cas.cz

Posudek oponenta na magisterskou praci Jitky Kruéinské nazvanou ,,Expression
and purification of Synechocystis ferrochelatase from Escherichia coli“.

Magisterska prace Jitky Kru€inské je predkladana v rozsahu 42 stran, a obsahuje velké
mnoZstvi pfehlednych obrazk(, grafi a tabulek. Pod vedenim Dr. Romana Sobotky
z Mikrobiologického ustavu AVCR v Treboni se autorka zabyvala produkci
rekombinantniho enzymu ferochelatazy ze sinice Synechocystis v bakterialnim expresnim
systému Escherichia coli a purifikaci tohoto proteinu ve formé vysoce aktivniho enzymu.
Ferochelataza se nefadi mezi proteiny nachazejici se volné v cytoplasmé (&i protoplasmé
plastidli a mitochondrii), ale patii mezi tzv. membranové-asociované proteiny, kde navic u
fotosyntetickych organisml, C-koncova &ast molekuly tvofi jeden hydrofobni
transmembranovy segment. Vzhledem k tomu, Ze masivni nadprodukce proteinl s vyse
uvedenymi vlastnostmi v bakterialnim expresnim systému patfi mezi velmi obtizné Gkoly,
povazuji vysledky ziskané a prezentované autorkou za mimoradné dualezité.

Po formalni strance je prace ¢lenéna na 5 kapitol (Introduction, Materials and Methods,
Results, Discussion, Conclusion) vcetné 4 stran odkazi na védeckou literaturu. Toto
usporadani je velmi bé&Zné pro publikaci ziskanych vysledk( ve formé védeckého &lanku
v odborném Casopise. Proto pfedkladana prace na mé plsobi jako manuskript publikace,
ktery po drobnych Gpravach by mohl slouzit jako podklad pro recenzni fizeni k pfijeti
publikace do tisku.

Prace ma dobfe sepsanou Gvodni kapitolu (11 stran), ktera je doprovazena vhodné
vybranymi schématy a detailné ctenare seznamuje nejen s regulaci biosyntetické drahy
tetrapyrol(, jez dale slouzi pro syntézu molekul hemu a chlorofyll, ale i se strukturnimi a
funkénimi vlastnostmi jednotlivy’;ch isoenzymatickych forem ferochelataz v prokaryotni Fisi
a u fotosyntetickych organism.

Dale pak nasleduji cile prace, které jsou srozumitelné vytyceny a odpowdajl rozsahu
magisterské prace.

V kapitole ,Materidle and Methods" (7 stran) autorka popisuje a pouziva standardni
metody molekularni biologie, standardni postupy pro nadprodukci proteinti v bakterialnim
expresnim systému E. coli, metody proteinové biochemie, jakd napf. purifikace proteini
pomoci chromatografickych technik a jejich nasledné charakterizaci pomoci enzymovych
metod. Metody jsou detailné popsany a jejich pouZiti je adekvatni pro tuto praci. Nicméné,
popis méfeni ferochelatazové aktivity (str. 14) je pfili§ struéné (pouze 5 fadek) a viibec
nepopisuje nasledné vyhodnocovani namérenych dat v srovnavacich grafech (Fig 3.3, str.
23 a Fig. 3.13, str. 32). Navic autorka popis celé metody odkazuje na publikaci svého
skolitele, coz dle mého nazoru, si mizZe dovolit v regulérnim manuskriptu uréeném pro
publikaci v Casopise, ale ne ve své magisterské praci.

V kapitole ,Results® (15 stran) autorka detailné a velmi srozumiteln& shrnuje dosazené
vysledky své prace. Autorka konstatuje, Ze samotna exprese ferochelatazy v burikach E.
coli neni mozna, pravdépodobné z divodu nespecifické agregace proteinu. Z tohoto



dlvodu, na expresi ferochelatazy byl pouzit systém vyuZivajici fuzni protein s proteinem
glutathione-S-transferaza, coz je efektivhi nastroj pro produkci Spatné rozpustnych
protein v E. coli. Autorka zkonstruovala nékolik expresnich vektorl, porovnala efektivitu
nadprodukce proteinu jednotlivych konstrukti pomoci SDS-PAGE a mérenim enzymaticke
aktivity bunécnych lyzatl, analyzovala podminky pro purifikaci proteinu a v neposledni
radé optimalizovala strategii purifikace sinicové ferochelatazy v E. coli. Musim ocenit, Zze
autorka se nezalekla prvotnich neuspéchu s expresi a purifikaci tohoto enzymu a
pokracovala v této praci az do uspésného konce, ktery byl korunovan ziskanim relativné
Cisté frakce vysoce aktivniho enzymu. Jedinym nedostatkem, kterého jsem si vSiml, bylo
ani ne tak presné stanoveni, ale spiSe srovnavani enzymatické aktivity ferochelatazy
v jednotlivych frakcich (a to jak v bunéfnych lyzatech, tak i v jednotlivych frakcich
ziskanych z chromatografickych kolon). Autorka porovnavala aktivitu a mnozstvi enzymu
na zakladé pouhého odhadu koncentrace proteinu z SDS-PAGE gelu. Predpokladam, ze
jind metoda se nedala pouzit, ale da se opravdu fici, Ze rozdily v enzymatickych aktivitach
jednotlivych frakci nemohou byt zkresleny z chybného odhadu koncentrace proteinu na
SDS-PAGE gelu? Nicméné, text, obrazky, ale i legenda k obrazkim jsou na velmi dobré
arovni a tvori kvalitni zaklad této prace.

Na 4 stranach ,Discussion“ autorka logicky porovnava ziskana data s recentni
literaturou, dale se zabyva pfic¢inami ¢astecnych nelspéchi ve své metodické ¢asti a dale
diskutuje nad dal$im vyuzitim tohoto proteinu k detailnimu poznani biochemické drahy
syntézy tetrapyroli a jejich vliv na regulaci proteinovych sloZzek uGc€astnicich se
v bioenergetickych procesech sinice Synechococcus.

Praci uzavira kapitola ,Conclusion®, kde autorka shrnuje ziskana data, ktera odpovidaji
zadanym cilim a narokim na magisterskou praci.

Dale musim ocenit, Ze cela prace je napsana v anglickém jazyce, coz u magisterské
prace neni jes§té u nas standardni zalezitosti. Prace je psana dobrou anglictinou, ktera by
ovéem v nékterych c¢astech potfebovala zasah nativné-anglického mluvéiho, ale na
druhou stranu predstavuje velmi dobry standard védeckého jazyka, a vynika z hlediska
dobré srozumitelnosti. MnoZstvi jazykovych preklepu a nepresnosti je vzhledem k rozsahu
prace minimalni.

Dale musim ocenit, Ze tato prace byla podpofena Studentskou grantovou agenturou
PfF JU (SGA 2008/007), coz dale potvrzuje moje presvédceni o vysoké kvalité tohoto
projektu.

Drobné poznamky:
- Chybi seznam zkratek
- Vdiskuzi se casto pouziva aktivni prabéh slovesa ,| did, | observed, | checked",
lepsi je pouzit pasivni pribéh slovesa ,was done" atd.
- Str. 31, na vyjadreni kalibrace gelové filtrace se pouziva graf, kde molekulove
hmotnosti proteinu jsou semilogaritmicky vyneseny k zavislosti na retenénim ¢asu

Jako podklad pro diskusi mam k autorce nasledujici dotazy:

- Na obr. 3.1 autorka ukazuje distribuci fuzniho GST-FeCH v nerozpustné (membranové)
frakci E. coli. Je v§eobecné znamo, Ze overexprimovany protein v E. coli se také mulze
nachazet vtzv. inkluznich téliskach, coZ jsou nerozpustné utvary nevhodné
strukturovaného proteinu. Jaka je opravdova distribuce fuzniho GST-FeCH meazi
plasmatickou membranou E. coli a inkluznimi télisky?



- Obr. 3.2, neni nahodou nizka enzymaticka aktivita proteinu 49 zpisobena pouze mensi
mirou exprese v bunkach E. coli?

- Je mozné, Ze masivni nadprodukce enzymu vyzadujici specificky neproteinovy kofaktor
(v tomto pfipadé hem) muze vést k nedostatku tohoto kofaktoru v burice a tim pfipadné i
ovliviiovat aktivitu rekombinantniho proteinu? Existuji néjaka experimentalni data i pro jiny
enzym?

- Jakym zplsobem a sjakou smeérodatnou odchylkou jsou méfena a analyzovana
kineticka data? (kfivka Obr.3.2, 3.4 nebo procenta Obr. 3.8, a nebo ¢iselné hodnoty Obr.
3.8)

- Autorka se v Uvodu zmitiuje, Ze ferochelataza mize vazat molekulu chlorofylu. Byla
detekovana pfitomnost molekul chlorofylu na Flag-ferochelataze izolované =ze
Synechocystis? Pfipadné je vibec mozné a piipadné jakym zplsobem rekonstituovat
molekulu chlorofylu do rekombinantniho enzymu z E. coli?

Zavérem svého posudku konstatuji, Ze predkladana magisterska prace dosahuje
vysokych kvalit, a to pfedevsim i zasluhou dokonalého zazemi ve $kolitelské laboratofi.
Prace prozrazuje vysokou pili, peclivost a tvaréi invenci autorky, ktera se jevi byt v
budoucnu vyzralou a velmi produktivni tviréi védeckou osobnosti. Autorce k praci z
celého srdce blahopreji, a preji mnoho uspéchl nejen v dalsi tvlréi védecké praci ale i v
osobnim Zivoté. Z vySe uvedenych divodu dle ¢l. 3 Studijniho a zku$ebniho fadu BF JU
doporuéuji pfijmout praci k obhajobé s hodnocenim vyborné.

V Praze dne 25.5.2009 Mgr. Ladislav Bumba, PhD.
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Posudek magisterské prace BSc. Jitky Krudinské:

Expression and purification of Synechocystis ferrochelatase from Escherichia coli

Metody molekularni biologie jsou dnes obecné pouzivany ve vyzkumu proteini zcela rutinné.
Nejinak tomu je i v oblasti rostlinné fyziologie a pfi studiu kli¢ovych energetickych procesti na
zemi — fotozyntéze a dychani. V obou piipadech se také jedna o procesy, kdy dochazi k prenosu
elektronu z riznych molekul na jiné za zna¢nych zmén redoxnich potencialt. U fotosyntézy, tedy v
procesu pienosu energie fotonu na elektron a posléze az v anabolickém procesu glukoneogeneze, je
jednou z kli¢ovych molekul chlorofyl. U dychani je to hem. Objektem magisterské prace Jitky
Krucinské je enzym ferochelataza, ktery katalysuje vazbu dvoumocného Zeleza na protoporfyrin IX
a tim tvorbu protohemu IV. Jednd se o enzym nezbytny pro existenci vSech zivych organismt. U
organismu fotosyntetizujicich navic kompetuje o protoporphyrin IX s dalsim enzymem, ktery
syntetizuje chlorofyl. Krom této kompetice se ferochelataza pravdépodobné podili na regulaci této
drahy syntézy chlorofylu. VSechny tyto poznatky Jitka pékné a logicky uvedla v avodu prace.
Navic je poznat, Ze uvazovala i v Sir§ich souvislostech, kdy spravné piemysli o nutnosti cely systém
dobfe nastavit, aby nedochézelo pii zminénych oxida¢né-redukénich pochodech k tvorbé rozlicnych
reaktivnich kyslikovych forem, které nasledné zatéZuji organismus oxida¢nim stresem. Jako klicové
pro dal$i poznani této Casti metabolické drahy hemu a okolnich regulaci je nutnost piipravy
dostatecného mnozstvi aktivni ferochelatazy, coz bylo i cilem této prace. Ziskani membranového ¢i
na membranu asociovaného proteinu rekombinantni expresi je téméf vzdy vyzvou. Zde byl tento
fakt jeSté umocnén tim, Ze se jedna o enzym, ktery ma smysl studovat pouze v aktivni formé.
Celkove je Gvod prace napsan vyte¢né a da ¢tenaii dostateény vhled k studovanému tématu.

K tomu bych se chtél pouze zeptat, jestli jsou znamy néjaké dalsi regulacni mechanismy (napr.
néjaky transkripcni faktor, jako u lidské FeCH) vlastni ferochelatazy resp. studované plastidové
formy?

Metodicka c¢ast se logicky prolind s ¢asti vysledkl. Jitka to vyfeSila piehledné zdlraznénim
optimalniho postupu, ktery vyplynul z jeji prace. Jitka pouzila tfi vektory, které zaklonovala do
E. coli. Dva vektory pfipravila sama s pouzitim komerénich plazmidi. Ve vSech piipadech byla
ferochelataza piipravena jako fuzni protein s glutathion-S transferazou (GST). Tento pfistup
Caste¢né pomohl vyfeSit rozpustnost proteinu, le¢ nastolil dalsi problém a to néjaké stérické



oslabeni vazby na afinitni nosi¢. Zde Jitka prokazala invenci a peclivost pii testovanim rozli¢nych
detergentu, pufrt, iontové sily a elu¢nich ¢asii, kdy nakonec nalezla témét optimélni purifikacni
podminky.

K metodické ¢asti bych mél opét pouze drobnéjsi doplitujici otazky.

V pFipade, Ze bylo tfeba srovnat aktivitu proteinu z riznych izolaci, jak byla stanovena koncentrace
proteinu?

Zaverecné docisténi je provadéno pomoci filtrace pres 0,22 um filtry, jsou pouZivany dva typy filtri
SpinX a Rotalibo, je pro to néjaky diivod?

V posledni dobé opét doslo k vylepseni in vitro expresnich systémil, myslite, Ze by pouZiti takového
systému mohlo byt vhodné pravé pro protein jako je ferochelatdza?

V metodické Casti bych uvital schéma optimalizované purifikace pro vétsi prehlednost, lec to je jen
pocit oponenta a tak to netreba komentovat.

Vysledkova ¢ést je poutavé napsana, tak jak Jitka postupné naraZela na problémy a fesila je. Jitka
postupné testovala vSechny tfi konstrukty a optimalizovala purifikaci. Nezbytnou souéésti bylo i
mefeni aktivity. Zajimavd je téméf nulova aktivita enzymu v pfitomnosti His tagu v piipadé
jednoho konstruktu a naopak sniZeni aktivity v pfipadé kone&ného izolatu ferochelatizy oproti
pouze rozst€penému fuznimu proteinu. Nakonec se podafilo izolovat téméf &istou a aktivni
ferochelatizu. Gelova chromatografie dale prokazala formovani dimeru i v piipade
rekombinantniho proteinu tedy ve shodé s proteinem z pfimé izolace ze sinice. V posledni ¢asti je
ukédzdna pifprava pravdépodobného regulatoru ferochelatazy - proteinu Scp a tim i navrzen dalsi
smér studia a to propojeni s fotosyntézou.

Je mozné, Ze v pripadé konstruktu s His tagem, by dalsi purifikace vedla k obnoveni enzymatické
aktivity?

Omezeni vazby FeCH-GST na glutathion je podrobné vysvétleno, predpokldddite podobnou
stérickou zabranu i u slabsi vazby na anti-GST?

Na obr 3.3 A a B je rozdilna aktivita u 2% Tritonu (4) a 0% SDS (B). Cim je tento rozdil zpiisoben?
Pro vetsi prehlednost bych uvital shrnuti izolace vcetné vytézkii v tabulce. Vsechny postupy jsou, ale
logicky vysvétleny a tak se opét spise jednd o pocit oponenta.

Zdafila diskuze dovysvétluje a propojuje viechny nalezené poznatky. Myslim, Ze k tomu neni tieba
nic dal§iho dodavat.

Nakonec kratké hodnoceni formalni stranky prace. Prace je ¢lenéna jak ma byt a jednotlivé kapitoly
jsou vypln€ny tim ¢im maji byt. Ocefiuji typografickou stiizlivost pti ¢lenéni nadpist a hlavné
opravdu p&kné a samovysvétlujici popisky u obrazki. Drobné chybicky, jako ob&as nejednotné
mezery mezi odstavci, pieklepy, ¢leny, pfedlozky, fadkovéani se samoziejmé najdou, ostatné jako u
vetSiny takovychto praci a to i v piipadé rodilych mluvei. V nékolika piipadech jsem nalezl i
nepiesnosti v citacich (rok, jméno). Jedina vé&c co bych jako oponent uvital by byl chyb&jici seznam
zkratek a jejich jednotné pouzivani. Le¢ i u tohoto je tieba dodat, Ze jakékoliv zkratka je v pripade
prvniho pouziti pfipojena k plnému nazvu.



Zadna ze zminénych drobnosti, ale nijak neovliviiuje pochopeni textu a i celkovy povedeny vzhled
magisterské prace.

Celkové je tato magisterskd prace vyborna a Jitka splnila co se od ni jako od studenta v
magisterském studijnim programu ocekava. Tedy praci s literaturou, samostatné uvaZovani,
planovéni, zodpovédny a peclivy piistup k experimentu. Navic jsem si jist, Ze pod vedenim Dr.
Sobotky u Jitky doslo k znaénému rozvoji analytického mysleni. Dal§im kladem je, Ze &ast prace
byla financovana z vlastniho SGA grantu, coZ znadi, Ze si Jitka osvojila i dal3i pilit védecké
¢innosti.

Praci proto bez véhani doporucuji k usp&iné obhajob¢ a hodnotim ji stupném vyborné.

V Praze 24.5. 2009
Zbynék Halbhuber, Ph.D.



