POSUDEK NA MAGISTERSKOU PRACI Bc. Pavla Poliaka

Predkladana magisterska prace se zabyva mechanismem importu mitochondrialnich protein( u

Trypanosoma brucei. Stru¢né feceno autor udélal nasledujici:

i
2.

w

4.

Vygeneroval dvé polyklonalni protilatky proti podjednotce alpha and beta MPP komplexu
Pomoci RNAi vypnul B-podjednotku MPP komplexu and MIP peptidazu u procyklického stadia T.
brucei

Caste&né ovéFil specifi¢nost protilatek pomoci Western analyzy

Pokusil se zmapovat procesovaci mechanismus lidského frataxinu v mitochondrii T. brucei

Dle mého nazoru tato prace je na Uplném zacatku a misto souhrnu a zavérQ otevira spoustu zajimavych
otdzek a jen doufam, ze autor bude v praci pokracovat. Mé hlavni vytky se tykaji ivodu, kde par kapitol

by si zaslouZilo vice pozornosti (napf. kapitola o T. brucei, ¢i o importu proteinti do mitochondrie

trypanosomy). Diskuze je pak mix mezi vysledky a Uvodem, coz je pochopitelné, jelikoz zde neni
pfedloZzeno pfilis hodné vysledkd, které by staly za diskuzi.

K praci budu mit fadu poznamek a poté par dotazl.

Poznamky:

i

Lo e s

Strana 5 — Tvrzeni, Ze podjednotky a-MPP a B-MPP jsou zaclenény do cytochrom c reduktézy
komplexu pouze u rostlin neni pravdivé. Tyto dvé podjednotky (tzv. core proteiny) jsou
pFitomny take v savéim, kvasinkovém, i leishmanovem a crithidiovem komplexu !

Strana 5 — podle citované literatury je arginin dllezity na pozicich -10 and -2 od stépiciho mista,
nikoliv -2 a -3. Nicméné tomuto tvrzeni bych nepfikladala zadnou dllezZitost, jelikoZ je spousta
vyjimek.

Strana 8 — autor misto toho aby popsal jak dochazi k mitochondrialnimu importu u
trypanosomy, tak ukazal prakticky jen schéma bez jakéhokoliv doprovodného textu. To
nepovazuji za spravné.

Strana 9 — tabulka obsahuje netpliné informace, obéas je uvedeno identifikacni ¢islo genu,
obcas ne. Obdas je uvedena citace, obcas ne.

Tabulka 1.1, prvni fadek. Jsem si 99.9% jista, Ze Hsp70 je pfitomen v genomu Trypanosomy,
dokonce jich je nékolik.

Zahlavi na strané 11 patfi jinému projektu.

Cile jsou nesrozumitelné a prakticky bez znalosti sekce Materidlu, Organismy nepochopitelné.
Strana 19, kapitola 4.1 — antibiotika uvedena v ul/ml, ale podle tabulky na strané14 patfi ug/mil
Strana 23, Vysledky. Autor uvadi, Ze proved| PCR a klonovani, nicméné tato metodika neni viibec
zminéna.

. Strana 26. Kapitola 5.3. Uvitala bych obrazek gelu barvenym Coommassie, na kterém byly

rozdélény proteiny, jenz byly pouZity pro imunizaci.



Otazky:

10.

11.

Bylo ukazano, ze nékteré eukaryotické cyt c reduktazy obsahuji a- a - MPP podjednotky.
Jsou tyto proteiny aktivni? Je tedy mozné, ze cyt ¢ reduktdza ma dvé funkce?

Priest and Hajduk (1992) ukazali, Ze Crithidia cyt c reduktdza obsahuje obé podjednotky
MPP. Jsou to ty samé proteiny, které jsou studovany v této praci ?

Kolik genti pro a- a B-MPP se nalézd v genomu Trypanosomy? Pokud vice, jaka je jejich
podobnost a jak si autor vybral své kandidaty?

Strana 7 — Co to jsou oktapeptidy?

Tabulka 1.1 - Autor zvyraziuje par gentl (modfe), které nebyly identifikovany v €lanku
Shneider et al., nicméné jim pfipisuje potencialni funkci. Jak tedy byly tyto geny
identifikované ? Jaka je jejich homologie k jinym organismm a jak si je autor jist jejich
anotaci ?

Jaké byly vysledky westernli s pre-immunnim sérem? Vidél autor dva vyrazné prouzky, které
jsou patrné na westernu 5.4 (potkanni protilatka)?

Pro¢ neni ukazéana western analyza RNAi B-MPP linie a anti-B MMP protilatky ? Pokud byla
provedena, s jakym vysledkem? Bez tohoto westernu jsou bohuzel zavéry kapitoly 5.3.1
pfilis predbéiné.

U jinych organismt je stability a- a B-MPP podjednotky na sobé zavisla?

Obrazek 5.5 sleduje procesovani lidského frataxinu. Tento vysledek nicméné
nekoresponduje s vysledkem v publikaci Long et al., kde byly pozorovany meziformy také u
neindukovanych bunék. Ma pro to autor néjaké vysvétleni ?

Obrazek 5.5 Jak to Ze, stale dochazi k odstépeni prekurzorové sekvence (detekce
maturované formy 6 dnti po indukci) a pfitom western analyza ukazuje naprosté vymizeni -
MPP podjednotky. Je v mitochondrii pfitomna jeste jina peptidaza ?

Posledni otazka: Mohl by autor nastinit jaké experimenty ho ¢ekaji v budoucnosti a jak si
predstavuje smér, kterym by se mél projekt ubirat? ~

Autor sam zmiriuje, Ze tato prace je pouhym odrazovym mustkem. Ano, ma pravdu, ale i pies
tento handicap, predlozend prace, dle mého ndzoru, spliiuje pozadavky kladené na
magisterskou praci a praci doporucuji k obhajobé.

, /
V Ceskych Budéjovicich, dne 19.5.2010 M%‘C %éjq

Alena Zikova



Neratovice, 16.5.2010

Posudek magisterské prace Bc. Pavla Poliaka s ndzvem .,Studium mitochondridlnich
procesovacich peptidaz u procyklickych stadii 7rypanosoma brucei*.

Uvod

Uvod kazdé publikace by mél struéné a srozumitelné shrnout, co je o dané problematice
znamo. I ¢tendf neznaly problematiky by mél byt schopen porozumét dal§imu textu a spravné
interpretovat vysledky. Bc. Pavel Poliak v uvodu své magisterské prace vSak pouzil ve snaze
o stru¢nost zkratky, které vedou k zdsadnim nepfesnostem.

. Procyklicka forma T. brucei se rozmnoZuje ve strevé hmyziho vektoru a diferencuje do krevni formy, kterd je
nalézana v krvi a tkanovém moku savcich hostiteli. * K diferenciaci do stadia kompetentniho k pfenosu do
sav¢iho hostitele dochazi ve slinnych zlazach a nejedna se o krevni formu, ale o metacyklické stadium.

. Mitochondrie T. brucei je stejné jako u vSech eukaryot Zivotné duleZitou organelou, kterd ... hraje klicovou
ulohu v .. syntéze Fe-S proteimi. " a, Autor nedefinuje, zdali povaZuje za mitochondrie i organely
mitochondridlniho ptivodu, ale vysoce redukované (hydrogenosomy, mitosomy). Uéebnicové mitochondrie
samoziejmé nejsou u viech eukaryot. b, Nejedna se o syntézu Fe-S proteint, ale biosyntézu Fe-S center,
pripadné maturaci Fe-S proteind.

., Mitochondrie jsou obklopeny vnéjsi membranou a vnitini membranou vytvarejici kristy, které zakldadaji
mezimembranovy prostor a matrix. " Mezimembranovy prostor a matrix ,,zaklada“ vnitini mitochondrialni
membrana, kterd mize, ale nemusi mit kristy.

Pasaz o mitochondrialnich procesovacich peptidazach je do zna¢né miry pfevzata z review
Gakh et al., 2002, v¢etné citaci. Pro ucel diplomové prace bych to nepovazoval za pfili§ velky
prohfesek, pokud by autor doplnil informace z originalnich ¢lankt pozdéjsiho data. Zejména
¢lanky japonského tymu (Ito a kolektiv) v poslednich letech piispély k porozuméni interakce
mezi MPP a mitochondrialnimi presekvencemi a uloze podjednotek MPP.

V ¢asti pojednavajici o importu proteint do mitochondrie u trypanosom chybi alespon
zéakladni popis slozek mitochondrialniho importniho aparatu, i kdyz je zde jejich seznam a

schema uspotadani.

A jesté posledni formalni piipominka — v textu Uvodu &asto chybi citace k zasadnim
informacim a zcela chybi odkazy na obrazky.

Vysledky a diskuze

Bce. Pavel Poliak piipravil buné¢né linie procyklického stadia 7. brucei, ve kterych je mozné
indukovat RNAI proti BMPP a MIP. Pro analyzu téchto bunék autor pfipravil polyklonalni
protilatky proti aMPP, BMPP a MIP. V magisterské praci jsou popsany tfi experimenty:

1. Experiment s cilem zjistit, jestli jsou PMPP a MIP esenciélni pro procyklicka stadia 7.
brucei. Autor pozoroval zastaveni ristu kultury, tedy jasny ristovy fenotyp, od 5. dne po
indukci RNALI.



—  Bylo zastaveni ristu zplisobeno inhibici déleni bun&k, nebo rovnovahou procesii smrti a
déleni?

2. Experiment s cilem zjistit, jestli po sniZeni exprese/eliminaci BMPP dochézi ke zmé&nam
exprese/stability aMPP. Autor pozoroval, Ze RNAI proti BMPP neovlivni expresi/stabilitu
aMPP.

—  Jak byla kontrolovana u¢innost sniZeni exprese/eliminace BMPP v tomto experimentu?
V predloZené praci kontrola chybi.

—  Zaptedpokladu, Ze RNAIi opravdu fungovala, svédéi tento vysledek o tom, ze RNAi
piisobi pouze proti podjednotce aMPP, ne proti podjednotce BMPP (i kdyz se jedna o
homology). O¢ekaval autor jiny zpisob regulace exprese mezi témito dvéma
podjednotkami? Jaky?

—  Nemiize aMPP tvofit v nepfitomnosti BMPP homodimer, ktery odolava degradaci? Je
mozné, ze by mél ptipadny aMPP homodimer protedzovou aktivitu?

3. Experiment s cilem zjistit, zda je lidsky frataxin (hFTX) v mitochondriich 7. brucei
procesovan stejnym zplsobem jako v mitochondriich lidskych. Autor pozoroval, Ze od 2. dne
po indukci RNAIi proti BMPP dochazi k akumulaci prekurzoru hFTX. Kontrolni imunoblot

s protildtkami proti BMPP prokézal, ze RNAi byla Gi¢innd a od 4. dne po indukci nebyla

BMPP detekovatelna.

—  Pro¢ nebyl signal na imunoblotech kvantifikovan (alespoit pomoci analyzy obrazu)?
Bylo by potom mozné vyjadiit jednotlivé formy hFTX jako % z celkové koncentrace
proteinu v jamce (odpadl by problém s rozdilnym nanesenim do jamek).

—  Prezentovany vysledek dokazuje G¢ast MPP v procesu maturace hFTX v T. brucei. Po
eliminaci BMPP vSak nedoslo k uplné inhibici procesovani hFTX v T. brucei. Jaké jsou
mozné interpretace tohoto vysledku?

Metoda RNAI je zejména pro svou relativni ¢asovou nenaro¢nost jisté uziteénym nastrojem
reverzni genetiky. ProtoZe se vSak jedna pouze o sniZeni, nikoliv inhibici exprese, interpretace
vysledkid nemusi byt vZdy jednozna¢na. NeuvaZuje proto autor o ptipravé knock-outt?
Neplanuje autor piipravu RNAi knock-downi &i knock-outti MPP také v krevnich formach?

Shrnuti

PredloZena magisterské prace Be. Pavla Poliaka prezentuje vysledky, které dokladaji, ze MPP
se v mitochondriich 7. brucei Gi¢astni maturace lidského frataxinu. Co se tyée obsahu, nemam
zéasadngj$i pfipominky. Formdln¢ v8ak ma prace jisté nedostatky, zejména v ivodni &asti.

Dle mého nézoru predloZend prace dostaduje pro udéleni titulu Mgr, navrhuji znamku
chvalitebne.

RNDr. Ondfej Smid, Ph.D.




