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Posudek na diplomovou praci Be. Jifiho Hellera
Molecular characterization of selective proteins from plant photosystem II

Diplomova prace Bc. Jifiho Hellera méla dva cile. Prvnim cilem bylo uréeni sekvence
PsbR proteinu z hrachu a pfiprava konstruktu pro produkci rekombinantniho proteinu
PsbR z hrachu a §penétu. Tento cil byl v ramci prace splnén. Druhym cilem bylo uréeni
sekvence proteini PsbX a PsbW z hrachu. Tento cil, jak sém autor uvadi, nebylo mozné
vzhledem k optimalizacim v daném &asovém tseku splnit.

Proteiny, kterymi se piedkladand prace zabyva, jsou souéasti proteinového komplexu
fotosystém II, podilejiciho se na biochemickém procesu fotosyntézy, kterda ma zdsadni
vyznam pro Zivot na Zemi. Proto jakékoliv poznatky o struktufe t&chto proteinii a o
jejich vzdjemnych interakcich pfFisp&ji k pochopeni funkce tohoto vyznamného
komplexu. Vérim, Ze tato prace je k tomu zékladem a ve studiu uvedenych proteinti se
bude pokracovat.

Ocenuji, Zze je prace napsana v anglickém jazyce. Chtéla bych vSak upozornit, Ze
elektroforetické déleni vgelu se preklada ,electrophoretic separation“ a ne
,electrophoretic division" .

Seznam ptipominek:

Prace plsobi jako by byla dokonfovédna ve spéchu. Chybi napf. editace obsahu -
zarovnani jednotlivych kapitol i uvedenych stranek, posun nadpisu v Obr. 2.

V dobte sepsaném teoretickém uvodu jsou v citacich uvadény $patné roky publikovani:
str. 8 Cerdan, 2008 ma byt 2009, str. 8. Raymond, 2008 ma byt 2004, str. 12 Thildholm,
2001 ma byt 2002.

V podrobné a piehledné metodice jsou v kapitole 4.1.2.3. uvedeny objemové jednotky v
ml misto v pl. V kapitole 4.1.3.3. je elektricky proud pro SDS-PAGE v jednotkach A
misto mA. Hmotnostni spektrometrie MALDI TOF je s jednim F, ne se dvéma jak uvadi
autor.

Zpracovani vysledki je, dle mého nazoru, nejslabsim ¢lankem této prace. Tato kapitola
by si zaslouzila alespon kratky uvod, pusobi jako seznam obrazki, ne vSechny jsou
slovné okomentovéany, a bez prostudovani celé kapitoly Metodika neni &tenaf prakticky
schopen pochopit cil a smysl pfedkladanych experimentti. Pro lepsi pochopeni celé prace
by bylo také vhodné uvést sekvence fiznich proteinii a jejich molekulové hmotnosti.

Masarvkova univerzita | 1C: 00216224

Stiedoevropsky technologicky institut
Kamenice 753/5, 625 00 Brno

**»_ | EVROPSKA UNIE ,
: i o . . * EVROPSKY FOND PRO REGIONALNI ROZVO) OP Vyzkum a vyvoj
www.ceitec.muni.cz | mfo:’(@t’eltt‘(‘.mum.cz i INVESTICE DO VAS[ BUDOUCNOSTI pro inovace

**
*




EPCEITEC S

Stfedoevropsky technologicky institut
BRNO | CESKA REPUBLIKA

oA SViy
VENsIS

A S

IANAB‘}

V kapitole 5.1.1.2. autor uvadi, Ze pro pfipravu konstruktd pMal-p2X a pMal-c2X
muselo byt optimalizovano mnoZstvi vektoru, typ pufru a mnoZstvi restrikéni
endonukleazy, nikde v8ak neni uveden vysledek optimalizace.

Str. 52, Obr. 17: SDS-PAGE gel s expresi PsbR proteinu pfi tfech riiznych teplotach. V
textu pod obrazkem je vSak uvedeno, Ze jde o expresi HisPsbR. Exprese byla
indukovana 1M IPTG, domnivam se, Ze indukce byla provedena 1 mM IPTG.

Str. 53, Obr. 19: V legendé je uvedena exprese HisPsbR ve dvou riznych vektorech,
neni vSak uvedeno ve kterych.

Str. 54, Obr. 20 patfi dle mého nazoru do kapitoly 5.1.2. a ne do kapitoly 5.1.3.

V kapitole 5.2.2. autor opét uvadi, Ze musel optimalizovat mnozstvi akrylamidu v
separanim gelu pro SDS-PAGE a mnozstvi nanaSenych proteind, opét vSak nikde
neuvadi vysledky optimalizace.

Str. 57 a 58. Vysledky MS analyz. Pro ¢tenare, ktery se neorientuje v této oblasti, neni
jasné, proc€ je ¢ast sekvence vyznagena Cervené.

V diskusi autor diskutuje dosaZené vysledky, avsak ani jeden z nich nekonfrontuje s jiz
publikovanymi vysledky. Na str. 65 chybi uvedeni zdroje uvedenych protokold
(Kuwabara and Murata, Berthold, Babcock and Yocumale).

V seznamu citované literatury neni zachovany jednotny format. Nékteré Casopisy jsou
psané kurzivou (napf. citace 3, 9, 12), jiné ne (napf. citace 1, 2, 4). Uvadéni poctu
stranek je také nejednotné (pf. citace 12: 263-269, citace 15: 1040-44). Internetova
reference €. 12 patfi do seznamu citované literatury.

Doplnujici otazky:

1) Obr. 17, str. 52. V textu pod obrazkem uvadite, Ze jste srovndval tfi teploty 15, 30 a
37°C pro expresi PsbR proteinu a protein se exprimoval ve vSech tfech uvedenych
teplotach. V obrazku jsou éervené zakrouzkovany pouze dva prouzky, které reprezentuji
exprimovany protein. Pro¢ nejsou zakrouzkované vechny tfi? A jste si jisty, Ze skute¢né
tyto prouzky odpovidaji tomuto proteinu? Chybi mi zde kontrolni bakteridlni lyzat bez
indukce exprese. Jak také vysvétlite, Ze prouzky na membrané odpovidajici proteinu
PsbR po imunodetekcei, kterd je daleko vic citliv€jsi nez Coomassie, jsou tak slabé
(Obr.19)?
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2) Na str. 57 a 58 uvadite vysledky MS analyzy po $tépeni proteinu riznymi enzymy
(trypsin/chymotrypsin, pepsin, Arg-C) bez imunodetekce. Z metodiky plyne, Ze byly
analyzovany vzorky z membrany, kde byly proteiny detekovany protilatkami. Jak to
vysvétlite?

Préaci hodnotim jako primérnou, doporucuji ji k obhajob& a navrhuji stupefi hodnoceni
Dobre.

/

V Bmé dne 15.1.2013 e

v

Ing. Blanka Pekarova, Ph.D.
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Posudek na magisterskou praci Jifiho Hellera
Molecular characterisation of selective proteins from plant photosystem I1

Predlozend prace se zabyva sekvenovanim, klonovanim a expresi tif malych, malo
studovanych proteinti Photosystému II u vyssich rostlin. Jedna se o proteiny PsbR, PsbW a
PsbX. V préci byla uréena sekvence PsbR hrachu. Cést psbR genu hrachu a $penatu
odpovidajici maturovanému proteinu byla zaklonovana do rznych expresnich vektort
pii¢emZ rozumnd mira exprese byla dosaZena pouze pti expresi PsbR jako fuzniho proteinu s
GST, coz pravdépodobné souvisi s tim, Ze PsbR je membranovy protein. Prace je psana
anglicky, angli¢tina je srozumitelna s ptijatelnym mnozstvim chyb.

Prace je ¢lenéna tradi¢né, literarni Gvod je dobte a piehledné zpracovan, literatury o
studovanych proteinech opravdu neni mnoho, takze i mnozstvi referenci je pfiméfené (citace
11 ma prehozend kiestni jména a ptijment).

Cile prace jsou definovany az piili§ struéné. Teprve v diskusi je objasnéno, ze diivodem pro
klonovani je overexprese proteint za ucelem krystalizace a divodem pro sekvenovani genti
z dal$tho organismu je zvySeni Sanci na uspésnou krystalizaci.

Materidlu a metodam je vénovana téméf polovina magisterské prace. Odpovida to tomu, ze
prace je metodicky pomeérné Sirokd. Na druhou stranu, popisovat sloZzeni jednotlivych
liga¢nich reakci nebo izolaci plasmidu pomoci mini kitu je zbyte¢né.

Nejvétsi pfipominky mam ke kapitole Vysledky. Jedna se pfevazné o soubor agarézovych a
polyakrylamidovych geld s popsanym poradim vzorkil, ktery misty spiSe pfipomina pracovni
denik nez priivodce tim co a pro¢ bylo délano a co ma byt z ptislusného obrazku patrno.
Sledovani textu je tak misty pomérné naro¢né a fadu véci si tak ¢tena musi domyslet.

Uvedu dva priklady:

1. Hned prvni obrazek vysledk (n. 13) ukazuje PCR arnphﬁkam psbR genu. Templatem je
pravdépodobné cDNA. Velikost psbR je kolem 420 bp, produkt na obrazku ma ale jen kolem
300 bp a nad obrazkem je uvedeno, Ze ocekavany produkt ma mit 296 bp. Jedna se tedy
ziejme o amplifikaci pouze ¢asti genu odpovidajici maturovanému proteinu, predpoklada se
znalost ¢tenafe, Ze maturovany psbR mé mit 99 aminokyselin, coz by odpovidalo.

2. Vysledky hmotnostni spektrometrie PsbR z na prouzku vytiznutém z polyakrylamidového
gelu (separace tylakoidnich membran hrachu) str. 57. Uvedena je sekvence nematurovaného
PsbR s ¢astmi oznacenymi Cervené — pravdépodobné sekvence nalezenych peptidil — to vse 4x,
ziejmé pro rizné varianty Stépeni a vzorky PVDF membran pted a po imunodetekei. Tento
experiment je v potom v diskusi shrnut do jedné véty, ze sekvence maturované¢ho PsbR
hrachu byla ur€ena pomoci hmotnostni spektroskopie. Autor zfejmé predpoklada, ze pokud
nebyl nalezen zadny peptid, ktery by pokryval N-termindalni &ast proteinu, je pravdépodobné,
7e tato ¢ast neni soucdasti maturovaného peptidu. Plisobilo by piesvéd¢ivéji, pokud by bylo
poukazano na to, ze takto by mél maturovany PsbR z hrachu 99 aminokyselin a piesné by
odpovidal ostatnim maturovanym PsbR.

Kromé PsbR se autor zabyval uréenim sekvence PsbW a psbX z hrachu. Zde neuspél,
nebotnebyl schopen pfislusné geny amplifikovat degenerovanymi primery. Pfekvapuje mé, ze
pro uréeni sekvence nevyuzil dostupnych databazi, predevsim EST dat hrachu (napi.
http://www.gabesfl.org/). Jak psbR tak psbW jsou tam snadno dohledatelné. Sekvence Casti
psbX hrachu je dokonce v GenBank, AAL50314 jako ultraviolet-B-repressible protein.




Predlozend prace Jiftho Hellera spliiuje pozadavky na magisterskou praci kladené. Autor
nashromazdil odpovidajici mnozstvi dat a seznamil se s fadou experimentéalnich technik.

Jako problematické vSak vidim zpracovani téchto dat.

Magisterskou préci Jiftho Hellera doporucuji k obhajobé& a navrhuji hodnoceni znamkou dobfe.

Na autora mam nasledujici otazky:

1. Z jakych divoda byl pro genomiku bobovitych vybran jako modelovy organismus
Medicago truncatula.

2. Porovnejte sekvenci PsbR z EST databaze hrachu:

http://www.gabcsfl.org/
s vasi sekvenci. Obé dedukované proteinové sekvence nematurovaného proteinu se lisi jednak
celkovou délkou (pozice N-termindlniho M - MASSVMASLSLKPT...... , jednak zdménou jedné

aminokyseliny (P za Q). Na zakladé podobnosti se sekvencemi PsbR z pfibuznych organismi
navrhnéte, ktery M je N-terminalni a zda vySe uvedena mutace je disledkem rozdilu mezi
obéma hrachy nebo zda k mutaci mohlo dojit napiiklad pii klonovani PsbR.

V Tieboni, 15.1.2013

v
Martin Tichy % 4 d
Mikrobiologicky tstav WVCR, Tiebon




