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Vyznam tématu disertace v kontextu rozvoje oboru

Pochopeni faktort, které ovliviiuji samovolnou agregaci bakteriochlorofylu ¢ (isolovaného z bakterie
Chlorobium tepidum) in vitro (respektive syntetickych analogi bakteriochlorofylu) je bezesporu velmi
aktudlni téma, jednak pro pochopeni mechanismu regulace velikosti agregatd v chlorozomech zelenych
sirnych bakterii, jednak pro vyvoj umélych svétlosb&érnych systémi s potencidlem v riznych aplikacich,
véetné umélé fotosyntézy.

Teoreticka ¢ast

V teoretické Casti autorka shrnula obecné informace o struktufe, slozeni a funkci jednotlivych
komponent fotosyntetického aparatu aerobnich (ptedevsim PS II a PS I vyssich rostlin a sinic) a anaerobnich
fototrofli fototrofy (purpurové a zelené bakterie). Pfestoze shrnuti informaci o struktufe a funkci reak¢énich
center a antén u odlidnych typii fotosyntetizujicich organizmi je samo o sobé zajimavé (a pomérn¢ dobre se
Cte), mam k této ¢asti nékolik piipominek:

a, PFedevs§im informace o struktuie a funkci fotosyntetického apardtu aerobnich fototrofit nemaji
vatah k studované problematice. Pfimy vztah ma v podstaté pouze kapitola 3.2. o struktufe a funkci
fotosyntetického aparatu zelenych bakterii, kterd ma 9 stran. Uvedeni zbyvajicich informaci by se urcit€ dalo
zdivodnit, pokud by byly systematicky a konkrétné diskutovany strukturni a znich plynoucich funkéni
rozdily (nebo naopak podobnosti) fotosystémili uvedenych organismii (napfiklad ucinnost a dynamika
pfenosu excitaéni energie, jeji regulace apod.). Toto je vSak diskutovdno (zminé€no) pouze okrajove€ a
v obecné roviné. Pomérné znacnd ¢ast teoretické ¢asti tedy plisobi dojmem ,,vaty®.

b, Ze 102 citovanych praci jsou pouze 2 7 poslednich 5 let (1 z roku 2008 a 1 z roku 2011). Tato
neaktualnost vedla k tomu, Ze nékteré informace jsou ponékud piekonané nebo nekompletni. Uvedené
informace (piedevsim tykajici se fotosyntetického apardtu vyssich rostlin) jsou rovnéz v n€kterych pasazich
nevyrovnané (nékteré jsou hodné podrobné a dalsi naopak velmi struéné a obecné nebo chybi).

Napt.

Na str. 16, odst. 2.2. uvadite ,,Antény mdzu byt povazované za energetické cesty, v ktorych su pigmenty
priestorovo a hierarchicky usporiadané tak, aby absorbovana energia bola dopravena do RC. Pigmenty na
okrajoch komplexov absorbuji ziarenie kratSich vlnovych dizok, ktoré ma viak vySSiu energiu. Prenasaja
excitadni energiu na pigmenty s niZSou energiou absorbujice pri dlhSich vinovych dizkach.“ Toto tvrzeni by
bylo vhodné upresnlt protoze (prestoze ve finalni fa21 opravdu docha21 klokallza(n exc1tacn1 energle na
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(podle mych znalosti alespofi v rdmci PS II, viz. naptiklad R.C. Jennings , R. Bassi , F.M. Garlaschi , P. Dainese
, G. Zucchelli: Biochemistry, 32 (1993), 3203-3210; R. Croce and H. van Amerongen, J. Photochem. Photobiol
B 104 (2011) 142-153).

Dale uvadite, na str. 21, Ze proteiny Lhcal-4 vazou 2, respektive 3 molekuly karotenoidd (lutein a
violaxanthin). Na pfedchozi stran& 20 pak uvadite ,,Z adajov vyplynulo, Ze monomér LHCII sa sklada z troch a-
$piral prestupujicich cez membrénu, pri¢om dve z nich si umiestnené symetricky v naklonenej polohe. Taktiez
sa podarilo identifikovat 12 molekul chlorofylov (7 molekual Chla a 5 molekdl Chlb) a dva luteiny (Lut), (obr.
5).* Znamend to, Ze proteiny Lhcb1-6 nevdZou violaxanthin, pripadné jesté jiné xantofyly?

Rovnéz dal§i informace na strané 20 — 21 jsou ¢asteéné nekompletni (nekonzistentni) a mohou vést
k n&kterym mylnym predstavam, predeviim co se tyka struktury (slozeni) PS Il a PS I (super)komplexil in vivo.
Naptiklad porovnani mnozstvi chlorofyld véazanych v LHC I a LHC I (posledni véta na str. 21) by mohlo vést k
zavadgjici predstavé o velikosti antén PS Il a PS I in vivo. Napadd vis pro¢ (z hlediska lokalizace vnéjsiho
svétlosbérného komplexu PS II tvofeného produkty Lhcbl-3)?



¢, Vteoretické casti se rovnéz vyskytuji drobné formalni nedostatky.

Napt:

Nékolikrat je teCka pied zavorkou s citaci (napf. str. 10 posledni Fadek, str. 16 piedposledni rddek,
apod.), chybi mezery za ¢arkou nebo pted zavorkou (str. 14, f. 5 a 13), je ¢arka misto tecky (str. 21, T. 12),
nadbyva te¢ka a Obr.9 neni v zavorce (str. 33, . 2 a str. 34, 1.1) apod.

Nékolikrat (str. 8, 16 a 17) hovofite o ,,Kalvin-Bensonovu cyklu®.

str. 16, F. 13—14: , Elektron z plastocyaninu (alebo z cytochrému cs) redukuje P700+.“ Opravdu se jednd
o cytochrom cs?

str. 16, . 2 zdola: chybi index u CO>

str. 21, f. 5-6: ,,tvorené $tyrmi génovymi produktami Lhcl (molekulova hmotnost 22 kDa), Lhc2 (23
kDa), Lhe3 (25 kDa) a Lhe4 (22 kDa).*

Formulace v 5. vété na str. 21 ,,Prvua skupinu tvoria Lhcal a Lhca3, ktoré maji vysoku afinitu k Chl q,
¢o sa odraza v ich Chl a/b pomere 4.0 / 5.9 (Croce 1998, Castelletti 2003).“ neni jednoznaénd. Znamend vyraz
4.0 /5.9, ze pomér Chl a/b v Lhcal a Lhca3 je v rozmezi 4,0-5,9 nebo 4,0, respektive 5,9? Proc pouZivite tecky
misto desetinné Carky? Totéz u 7. véty na str. 21.

Str. 22, . 14 je preklep ,.fikobilinovych®.

Str. 25, posledni véta. Zavérecnd &ast formulace ,,V blizkosti molekuly BChl naviazaného na
podjednotke L sa nachadza molekula karotenoidu, ktora chrani reak¢né centrum pred fotooxidaciou a zhaSanim
tripletnych stavov primarneho donora.” je nelogicka.

Citace na strané 36 ,,.Uehara (1991-1992) a Nozawa (1990-1994)“ jsou nestandardni a nekompletni,
protoZe se ve viech pfipadech jednd o tymovou praci.

V poslednim odstavci na str. 36 a na str. 37 citace chybi, pfi¢emz charakter informaci by si je zaslouzil.

Jedna se o drobnosti, ale je jich pomérné hodné.

Dalsi dotaz k teoretické ¢asti:

Na str. 31 uvadite, Ze vnéj$i obal chlorosomi je tvofen monovrstvou MGDG (monogalactosyl
diglyceridu). Opravdu je uvedeny slovni ndzev spravny (pfesny)? Md uvedeny lipid ,,specificky strukturné-
Sunkéni“ vyznam i v thylakoidni membrdné chloroplastii?

Experimentilni ¢ast - Cile prace, Material a metody a Vysledky

Cile préce jsou konkrétni a ambiciozni a z ptilozenych publikaci je ziejmé, Ze byly splnény.

Cast Material a metody piehledné charakterizuje pouzity material, postupy pii isolaci a modifikaci
bakteriochlorofylii a pfipravé riznych agregati ve vodé a alkanech. Z uvedeného textu neni vSak jasné, zda
autorka vyvinula viechny uvedené metodiky, nebo zda byly v n€kterych pfipadech modifikovany jiz
existujici postupy, & prevzaty hotové metodiky (pokud se jedna o modifikaci ¢i prevzeti metodik, tak by
mély byt uvedeny citace.

V &asti Vysledky jsou struéné zrekapitulovany hlavni vysledky publikaci a uveden pfinos autorky
k uvedenym publikacim. Tato &ast je viak velmi stru¢nd: 4 strany, ztoho 1 strana obsahuje pouze seznam
uvedenych publikaci. Predev§im mi chybi: 1, kritické shrnuti vysledki v souvislosti s aktudlnim stavem
poznani v dané oblasti (dvé& publikace jsou z roku 2008, takZe n&jakym zplsobem se znalosti posunuly); 2,
uvedeni a diskuze vysledkti a hypotéz, které se do publikaci nedostaly. RovnéZ pfiloZeny autoreferat je
pomérné struény a obecny (hlavni &ast tvoii CtrlC — CtrlV Abstrakta uvedenych publikaci), bez jediného
obrazku ¢i tabulky.

Dotazy

Mte informace, zda a do jaké miry ovliviiuji vimi studované modifikace bakteriochlorofylu c
(urcujici mezery mezi vrstvami pigmentii) ucinnost prenosu excitaCni energie v agregdtech?
Piedpoklidite, Y hlavni diivodem variability mezer mezi bakteriochlorofylovymi vrstvami pozorovand u
nativnich chlorosomii riiznych druhii je ziskdni chlorosomii s riiznou svétlosbérnou ucinnosti?

Je zndmo, jakym zpiisobem (mechanismy) je regulovdna velikost chlorosomii, respektive ucinnost
pFenosu excitacni energie 7 chlorosomii pfes FMO komplex do RC in vivo v diisledku krdtkodobych
(sekundy-minuty) a stfednédobych (hodiny-dny) zmén ozdrenosti?
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Prilohy - Publikace

Piflohou prace jsou 4 publikace ve velmi kvalitnich casopisech (1x Photochemistry and
Photobiology, 2x Photosynthesis Research, 1x Journal of American Chemical Society). Kolegyné
Zup&anova je 1x 1. a 1x 2. autor. Publikaéni &innost tedy jednozna&né splituje ndroky na obhajobu préce.

Zavérecné hodnoceni

Soubor pfilozenych publikaci pokladdm za velmi kvalitni. Je samoziejmé, Ze ke kvalité publikaci
piispéli kolitel a dalsi spoluautofi, nicméné podil autorky je konkrétn€ doloZen. Pii obhajob& bych pfivital
vyjadieni na dotazy uvedené tuénou kurzivou.

Pfes uvedené pripominky doporucuji disertacni praci k obhajobé a po uspésné obhajobé price

doporucuji udélit Mgr. Anité Zupcanové titul Ph.D.
//

V Ostravé  11.09.2013 Doc. RNIﬁ/r Vladimir Spunda, CSc.
Katedra fyziky
PiF OU v Ostrave



Oponentsky posudek dizertaéni priace Mgr. Anity Zupéanové, doktorandky
Prirodovédecké fakulty Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budéjovicich snazvem
»,Samoagregicia bakteriochlorofylovych molekual“

Hlavnim cilem této disertaéni prace bylo studium samoskladné agregace molekul
bakteriochlorofylu ¢ a jeho modifikovanych forem pomoci absorpéni, fluorescenéni a
rentgenové spektroskopie. Téma prace tematicky zapada do vyzkumu skupiny prof. F. Vachy
v Ustavu molekularni biologie rostlin Biologického centra v Ceskych Budgjovicich. Tomu
odpovidé i dobra odborna troveil prace a publikace. Podle mého nazoru splituje pozadavky
uspésné disertace.

Prace ma velmi dobrou grafickou tpravu, je veelku piehledna. Obsahuje 66 stran textu,
véetnd 11 obrazk®, na zalatku je anotace a seznam publikovanych ¢léankd. Je psana ve
skracené formé zaloZené na souboru &tyf publikovanych ¢lankd. Podle mého nazoru by mohly
byt nékteré asti zménény a organizovany jinak, jak o tom pojednam dale.

Obecné poznamky a doporuceni:

e Prace mé dobry a obsahly literdrni uvod (31 stran) tykajici se fotosyntézy. Tento text je
pongkud mnohaslovny a dal by se vyrazné zkratit v ¢4sti pojednavajici o oxygenni
fotosyntéze (str. 10-22), kterd neni tématem prace, a soustiedit se na anoxygenni proces.
Naopak mi v Gvodu chybéla hlubsi Gvaha o ,,umele® fotosyntéze, Caste€né zminény jsou
umélé membrany (str. 35-36).

e Cile prace jsou popsany piehledné v bodech.

e Metodika je uvedena ve zkracené formg, kterd dostacuje (5 stran).

e Neni mi jasné, pro¢ je seznam literatury uveden pfed kapitolou Vysledky.

e V pifpadé vysledkd mne piekvapila jejich strucnost (4 strany). Nejsou uvedeny obrazky
s grafy a tabulkami, které jsou citovany v textu. Ctenat je odkdzan na obtizng Citelné
obrazky v ptilohach. Tady bych pfedpokladal rozsifeni vysledkt, tzn. uvedeni nékolika
citovanych a vyznamnych obrazkl z publikovanych praci piimo v textu a piisluSnou
diskusi k jejich interpretaci. Ilustraci vysledki prace by to vyrazné prospélo.

e Prace by méla obsahovat i pfehledné zavéry odpovidajici cilim.

e Na konci dizertadni prace mi chybi Zivotopis, ktery vZdy doporucuji.

e Text je napsan ve slovensting, pfestoze je zaloZen na publikovanych clancich
v recenzovanych zahrani¢nich ¢asopisech. To je, podle mého nazoru, ,;handicap® prace.

J a/ykové a technické poznamky k rukopisu:

. C\/textu jsem nalezl velmi malo pieklepi. Z hlediska gramatického nemohu hodnotit,
protoZe ve slovensting plati jind gramaticka pravidla nez v Cj. Nicméné a piesto, Ze je
price pséna ve slovenStin€, rozhodné bychom neméli wuzivat odborné nazvy
_modifikované* do narodnich jazykd, naptiklad ,,Kalvin-Bensontv cyklus®“ nebo
tylakoid*.

e Doporuéil bych &islovani a pofadi kapitol podle schématu IMRAD, tzn. pro piiklad 1.
Uvod s délenim do t# tGrovni; 2. Cile; 3. Vysledky (a diskuse); 4. Literatura; 5. Prilohy;
atd.

e Doporu¢uji psat praci v 1. osobé jednotné vzhledem k prohlaseni doktorandky na zacatku
prace, nebo v trpném rod¢ (pasivu) ve tvaru napt. bylo analyzovdno, analyzovalo se;
abychom se vyhnuli mnoznému &islu.



Odborné dotazy a pozadavky na autorku do diskuse:
1. Shrnout nejddlezit&jsi vysledky a zavery prace v uvodnim predstaveni préce.

2. Uvahy ohledné funkce komplexu 2. fotosystému:

- Jaké jsou dtilezité funkce a vlastnosti redukéni strany PSII — mysleno z hlediska rychlosti
pfenosh elektrontl, méfeni fluorescence, vazby herbicidd, nepiiznivych vlivi prostiedi a
moznosti jejich sledovani?

- V Cem spociva paradox fotosyntézy, tykajici se rychlosti svételnych a temnotnich reakci?

3. Jak se klasifikuji fototrofni mikroorganismy podle organizace a zastoupeni pigmentl v
jejich svétlosbérnych anténach?

4. MiuzZe byt bakteriochlorofylova molekula funkéni s atomem zinku misto hofé¢iku?

Zivér
PfedloZenou disertatni praci Mgr. Anita Zup&anova prokdzala, Ze uspokojivé zvladla dané

téma doktorské disertadni prace z hlediska teoretického i experimentalniho. Jako oponent ji
doporucuji k obhajob¢ a v souhrnu bych ji neoficialné ohodnotil stupném ,,velmi dobie*.

V Tteboni 21. za# 2013

Bllusyte 2
Doc. RNDr. Jifi Masojidek, CSc.

Laborator fasovych biotechnologii, Mikrobiologicky tstav AVCR v.v.i. v Tieboni

Prirodovédecka fakulta Jihogeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich
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OPONENTSKY POSUDOK

dizertadnej prace Mgr. Anity Zup&anovej na tému: ,,Samoagregacia
bakteriochlorofylovych molekil*

PredloZena doktorandska praca sa zaoberd s mimoriadne zaujimavou problematikou
tykajuce samoagregaciou bakteriochlorofylovych molekul. Ciele prace si jasne definované
aich splnenenie si vyzadovalo zvladnut paletu hlavne biofyzikalnych metodik. Tieto ciele
jednoznaéne vychadzali z potrieb dlhodobo stanovenymi vo vyskumnom zamerani vedeckého
kolektivu Skolitela Prof. RNDr. FrantiSka Vachu, PhD. Ciele prace, na prvy pohl'ad, sa zdaju
byt velmi jednoduché lebo sa tykaju hlavne vyvinutia metodiky na modifikaciu postrannych
retazcov Bchl ¢ transesterifikaciou a sledovanie vplyvu zmeny postranného retazca, vplyv
zmeny prostredia a vplyv nepolarnych rozpustadiel na priebeh agregacie bakteriochlorophylu
¢ (Behl ¢). Vzhl'adom na komplexnost’ problematiky doktorandka musela detailne prepracovat’
Siroké spektrum pristupov a metodik ako absorb&énti a fluorescenénu spektroskopiu,
rontgenovu spektroskopiu — SAXS, MXS a spektroskopiu cirkularneho dichroizmu. Mézem
konstatovat, ze ciele prace boli jednoznacne Uspesne splnené k Comu urcite v nemalej miere
prispel vysoky vedecky Standard vyskumu Skolitela ajeho kolektivu ako aj dalSich
spolupracujucich laboratorii.

Praca je napisana v slovenskom jazyku na vel'mi dobrej trovni, Co sa tyka formalnej aj
obsahovej stranky. Literarny uvod je vel'mi prehl'adne spracovany s dostatoénym mnozstvom
citacii a s vhodnymi obrazkami. S touto Castou mozno vyjadrit velka spokojnost’ a je jasné,
e autorka je v danej problematike velmi dobre zorientovana. Daliie Zasti prace s
vypracované vo velmi Uspornom formate asi aj vzhladom na to, Ze doktorandka prilozila
vytlatky Styroch svojich publikacii. Ocefiujem, ze v Casti vysledky autorka zhodnocuje
vysledky kazdej zo svojich Styroch publikacii ako aj presne definovaného jej vlastného
prispevku k jednotlivym vysledkom. Trocha mi tu chyba vSeobecna diskusia k celkovému
vyznamu vysledkov a sihrn prace, ktoré su len vel'mi heslovite naznacené vo vysledkove;j

dastl.



Co sa tyka formélnej stranky tak nemam dalsie zasadné pripomienky. Niektoré
vysledky uz boli publikované v Styroch karentovanych ¢lankoch s impakt faktormi od 2,2 az
po 9,9. Doktorandka je prvou autorkou jedného z uvedenych ¢lankov.

Préca plne spliia poZiadavky kladené na doktorandské prace.

K uvedenej praci mam len niekolko pripomienok resp. otazok. Samozrejme, prace tohto
rozsahu maji véacsinou preklepy a chyby, ktorym sa nevyhlo ani v tomto pripade. Taka
najviditelnejSia je napriklad, ze strany 72, 73 a 74 su identické.
Maém nasledovné otazky na doktorandku:
1. Ako st upravené resp. diferencované membrany fotosyntetickych baktérii na
védzbu chlorozoémov? Su nejaké Specifické fosfolipidové domény?
2. Vzhl'adom na to, ze bakteriochlorofylové molekuly sa samo agreguju, v com
vidite najvacsi problém vyrieSenia krystalovej struktiry chlorozomu v komplexe
s proteinmi? Su zname StruktGry niektorych proteinov respektive ich domén,
ktoré su v kontakte s BChl ¢ komplexom? Ak4 je moznost alebo v Com spociva
obtiaznost ziskania ternarnej Struktury tychto chlorozomov s FMO komplexom
pomocou kryo-elektronovej mikroskopie?
3. Ako by mohli pomdct vaSe Stidie mechanizmu agregacie BChl ¢
v zavislosti od modifikacie jeho boéného retazca na Strukturalne Stadie

chlorozomu?

Praca Mgr. Anity Zuplanovej spliia vietky predpoklady, kladené na kandidatské
dizertaéné prace a preto ju plne doporucujem prijat ako podklad pre udelenie hodnosti

philisophiae doctor v odbore doktorandského Stadia: biofyzika.

V Bratislave, 13. septembra 2013 , i -

RNDr. Imrich Barak, DrSc.
oponent



