Oponentsky posudek bakald¥ské prace Hany Vichové: ,, Charakterizace inhibi¢nich
vlastnosti proteinu TbIF1 vii¢i mitochondridlnimu komplexu F1-ATPazy u bifikovce
Trypanosoma brucei.”

Pfedkladana bakaléfskd prace se zabyva zdkladni biochemickou charakteristikou proteinu TbIF1
— inhibi¢niho peptidu mitochondridlni F,F; ATP syntézy u parazitického bigikovce Trypanosoma brucei.
Préce tak dobfe zapadd do védeckého programu laboratofe Funkéni biologie protist PARU AV CR, kterd
se zabyvd charakterizaci unikétnich proteinovych komponent oxidaéng-fosforylaéniho (OXPHOS)
aparatu v mitochondriich kinetoplastid. Diky signifikantni odli¥nosti od jejich savéich homologi jsou
OXPHOS komplexy téchto parazitickych organismd potencidlnimi cily pro vyvoj Gdinnych
terapeutickych latek. Téma prace mi piipadd velmi atraktivni, inhibi¢ni faktor IF1 pfedstavuje zastupce
skupiny mitochondridlnich proteinii, které patrné nepochézeji z plvodniho alfa-proteobakterialniho
symbionta a které svou funkci zfeteln® ztélestiuji snahu o ,zkroceni“ této sice nesmimng uZitetné, ale
potencidln& nebezpedné organely.

Bakalafsk4 préace sleduje klasické formdlni ¢len&ni. V teoretické &4sti jsou kratce shrnuty znalosti
o Zivotnim cyklu trypanozom a jimi zpsobovanych onemocnéni z hlediska epidemiologie a aktudlnich
moznost{ terapie. Déle se autorka vénuje popisu mitochondridlnfho metabolismu s dirazem na jeho
rozdily u jednotlivych Zivotnich forem T.brucei. Dile je popsana struktura a funkce F,F, ATP syntazy,
vetné srovnini prokaryotické a mitochondridlni formy enzymu. ZA&v&r teoretické ¢asti je vénovan
samotnému proteinu IF1, jehoZ funkce byla studovana pfedeviim u kvasinkové a bovinni formy. S jejich
sekvencemi je pak porovnan homolog IF1 7. brucei (TbIF1), ktery byl objeven v laboratofi Skolitelky.

Cile prace jsou formulovany jasné a strun® formulovany, pfedstavuji obvyklé schéma pro
biochemickou charakterizaci nové objevenych proteind. Metodickd &st obsahuje podrobng popsany
postup tvorby expresnich konstruktli riznych variant TbIF1, jejich expresi v bakteriich a naslednou
purifikact a in-vitro inhibi¢ni ATP4zovou esej s preparaci TbF; ATPdzy poskytnutou 3kolitelkou.
Experimentalni rozsah bakalafské prace povazuji za velmi tctyhodny.

Ve vysledkové &ésti nejprve autorka popisuje jednotlivé formy studovaného proteinu, jednd se
celkem o 9 variant proteinu (WT, &tyfi verze N-termindlng krdcené celého proteinu a Ctyfi verze N-
termindlng kraceného proteinu bez 30 aminokyselin na C-konci). Autorce se podafilo tisp&$n& pipravit
viechny varianty krom& té Upln& nejkratsi, nicméné &m byl protein vice kricen na N-konci, tim se
vyrazn€ sniZovala UCinnost exprese. Na zaklad® zobrazenych SDS-PAGE gelti lze konstatovat, Ze
exprimované proteiny byly purifikovany do tém&F tplné &istoty. Inhibiéni t&inky na F, ATPazu se u
jednotlivych variant TbIF1 vyrazn& lidily, obecn& byly lep¥f u C-terminlng zkracenych forem,
pomyslnym ,,vitézem“ s nejlep$imi inhibidnimi vlastnostmi se stala varianta Amin5-64. Inhibi&ni
vlastnosti jednotlivych forem jsou pak komentovéany v diskuzi v ramci porovnani s bovinnim IF1, tak i
z hlediska nejasného mista odSt&povani mitochondrilni presekvence, které vychézi odli¥ng na zakladé
predikce v porovnéni s alignmentem s kvasinkovym IF1. DosaZené vysledky poklidém za velmi
vérohodné a zajimavé, pfedstavuji dobry zéklad pro pokradovani v rdmci diplomové prace.

K préci mém nésledujici pfipominky a otazky:

1. Formélni{ pfipominky — dojem ze zajimavych vysledkt kazi n&které preklepy a dalsi chyby —
dokonce n€kdy i humorné zdmény slov zpiisobené moznd automatickymi opravami v textovém
editoru (napf. endemické misto epidemické, katechizace misto kachektizace).



2.

Je znamo, jestli je v krevni form& T. brucei pfitomna v mitochondriich plné asemblovana ATP
syntaza. Napf. u modelu sav¢ich bun¢k bez mtDNA (rhoo) je pFitomen nekompletni enzym, ktery
Jen hydrolyzuje ATP, aniZ by transportoval protony. Membrénovy potenciél je pak generovan
pouze elektrogenni vyménou ATP za ADP adenin-nukleotidovym translokdtorem. Nemohlo by
k n&€emu podobnému dochézet u trypanozom, pfipadné jinych parazitt.

Odstavec vénovany trypanozomovému IF1 faktoru v teoretické &asti je zcela bez citaci. A& byl
patrn€ neddvno objeven pfimo v laboratofi skolitelky, ogekéval bych alespofi citaci typu ,,0sobni
sdéleni*. Pfedpokladam, 7e by se shodovala s citaci ,,Gahura et al. nepublikované vysledky“
uvedenou v diskuzi.

Pfi popisu ATPézové eseje jsou uvedeny nespravné koncentrace nékterych chemikalii — nap¥. u
NADH, PEP, MgATP jsou uvedeny v neredlnych mM koncentracich misto pM. Diéle se v této
Casti uvadi pfiprava dvou variant pufrd o riizném pH, ve vysledkové &4sti jsou pak uvedena data
ziskana jen pfi jedné variant® pH.

ZpfaZend ATPazova esej mivd nékdy signifikantni pozadi, moZna by se hodilo pouZit v eseji
nektery ATPazovy inhibitor pro kalibraci pozadi zmény absorbance pfi maximélni inhibici
enzymu. Je znidmo, které z klasickych inhibitori ATPéazy (oligomycin, aurovertin) funguji s Tb
ATPazou? Kiery z téchto inhibitord by bylo na misté pouZjt pro preparaci obsahujici pouze F,
fast enzymu?

Maéte n&jakou hypotézu, prog se tak vyrazné liily Gi¢innosti exprese riiznych forem TbIF1, mi
to byt rlizna toxicita pro C41 butiky, spo&ivajici napfiklad ve vazbé& IF1 proteinu na bakteridlni
ATPazu?

Pro dal8i pokraovani prace bych navrhoval sledovat inhibiéni vlastnosti variant TbIF1 i na savéi
ATPéze, aby bylo moZno vytipovat variantu plsobici jen na enzym parazita.

Pfes uvedené pifipominky povaZuji pfedklidanou bakaldfskou praci Hany Vachové za velmi

hodnotnou, autorka splnila vyty&ené cile a ziskala n&které cenné poznatky, které mohou v budoucnu
pfispét k vyvaji terapii proti spavé nemoci.

doporucuji ji proto ptijmout.

Pfedkladand price podle mého ndzoru spliiuje poZadavky kladené na bakaldfskou prici a
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Magr. Petr Pecina, PhD.



