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Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Dominika Pinkase s nazvem
»Protektivni efekt kardiolipinu v membrané a dalSi molekularni detaily mechanismu
ucinku surfaktinu®.

Predlozena disertatni prace se zabyva mechanismy, kterymi bakterie Bacillus
subtilis odolava toxickym ucinkim vlastniho produktu surfaktinu, cyklického
lipoheptapeptidu s vyraznymi povrchové aktivnimi vlastnostmi. Surfaktin je znam svou
schopnosti naruSovat bariérovou funkci membran, avSak detaily tohoto procesu, a
pfedevsSim ochranné mechanismy producenta nejsou dosud uspokojivé objasnény. Téma
prace je aktualni a pfinasi prispévek k pochopeni mechanismu bakterialnich adaptacnich
strategii. Autor systematicky zkouma vliv lipidového sloZzeni membrany na jeji
permeabilizaci surfaktinem. Vyzkum je dobfe navrzen a vyuziva kombinaci
experimentalnich technik, v€etné méfeni kinetiky Uniku fluorescenénich sond z lipozémd,
kapilarni elektroforézy, molekularni dynamiky, hmotové spektrometrie, elektronové
mikroskopie a elektrofyziologickych méreni. Autor odhaluje vyznam pouziti rdznych
rozpous$tédel (DMSO vs. voda) v zasobnich roztocich surfaktinu a jeho vliv na ucinnost
permeabilizace. Dale je detailné analyzovan vliv riznych lipidovych slozeni membran na
jejich odolnost vici surfaktinu. Zvlastni pozornost je vénovana roli kardiolipinu, ktery se
ukazuje jako kli€ovy faktor v ochrané membrany pred ucinky surfaktinu.

Formalné je prace Clenéna do kapitol Cile prace, Literarni pfehled, Material a
Metody, Vysledky, Diskuze a Zavér spolu se seznamem pouzité literatury. Cile disertacni
prace jsou jasné vytyCené a v souladu s rozsahem prace. Nicméné, zafazeni kapitoly Cile
prace pred Literarni pfehled neni obvyklé a je vhodnéjsi tuto kapitolu umistit az po
seznameni Ctenare s feSenou problematikou, tj. minimalné za kapitolu Literarni pfehled.
Kapitola Literarni prehled je velmi dobfe napsana a seznamuje Ctenafe s obecnymi
informacemi o struktufe a slozeni lipidickych membran, mechanismech resistence vidi
antibiotiklim, a struktufe a funkci antimikrobialnich latek cilici na bunéénou membranu.
Jednou z nich je i cyklicky lipoheptapeptid surfaktin, kterému je dale vénovana velka
pozornost a je hlavnim objektem vyzkumu. Kapitola Material a Metody detailné popisuje
informace o pouzitych chemikalii a pracovnich postupech. Vysledkova ¢ast prace
popisuje vysledky experimentd, které jsou vice & méné soucasti tfi védeckych praci, jez
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prosli recenznim fizenim a jsou publikovany v respektovanych mezinarodnich
Casopisech. Na jedné z nich (BBA-Biomembranes) je autor prvnim autorem a na dalSich
dvou pracich (BBA-Biomembranes a Scientific Reports) je spoluautorem. Autor je dale
spoluautorem minimalné dalSich 13 védeckych praci, které nejsou soucasti této prace.
Nicméné ale dobfe dokumentuji jeho odbornou expertizu a Siroké zapojeni do védecke
komunity. V kapitole Diskuze jsou ziskana data porovnana s vysledky dalSich
relevantnich studii. Kapitola Zavér strucné, ale vystizné shrnuje ziskané poznatky.

DisertaCni prace je napsana v ¢eském jazyce, velmi ¢tivou formou a s minimem
preklepu a gramatickych chyb. Prace se dale vyznacuje velmi dobrou grafickou upravou,
vCetné obrazové dokumentace. Nicméné, moji nejzasadnéjsi pfipominkou k celé praci je
samotna prezentace dat v grafech. VétSina datovych fad v grafech je prezentovana pouze
jako jedno méfeni bez uvedeni standartni chyby méfeni, a zaroven chybi i informace o
pfipadném poctu opakovani jednotlivych méfeni. Na druhou stranu je tfeba zminit, Ze
urcita kvantifikace dat je uvedena v Tabulce V1 (str. 53). Nicméné detailni pohled na data
v tabulce odhaluje, Ze pro jednotlivé koncentrace surfaktinu existuji pouze dvé sady
parametru (amplituda, poloCas a Hilliv koeficient), kde navic jejich hodnoty jsou mezi
sebou znacné rozdilné (napf. pro koncentraci surfaktinu 10 uM, SF+, jsou hodnoty
poloCasu 31 oproti 935, a hodnoty amplitudy 8 proti 69). Znamena to, Ze vysledna data
jsou ziskana pouze z téchto dvou méfeni, a vysledné kinetické parametry jsou ziskany
pramérovanim téchto hodnot?

| pfes tyto kritické pfipominky, praci Ize hodnotit jako velmi kvalitni, pfinasejici nové
poznatky do oblasti mikrobialni biochemie a membranové biologie. Autor prokazal
schopnost kritického mysleni, dovednost v experimentalnim provedeni i schopnost
interpretovat vysledky. Zavérem Ize konstatovat, Zze vysledky prace jsou originalni a dle
meho nazoru, spliuji pozadavky pro ziskani akademického titulu PhD. Preji autorovi
hodné uspéchu v dal§im védeckém snazeni a predlozenou praci doporucuji jako podklad
k obhajobé doktorského titulu.

Otazky k obhajobé:

- Molekula surfaktinu je charakterizovana pfitomnosti mastné kyseliny. Jaky ma vliv délka
mastné kyseliny na aktivitu surfaktinu?

- Surfaktin je standartné uvadén jako rozpustny v organickych rozpoustédlech. Z jakého
divodu byl zasobni roztok surfaktinu pouzity pro experimenty rozpoustén v 10 mM
NaOH?

- Kinetika lyze lipozomu v méfenich je charakterizovana jak hyperbolickou, tak i
sigmoidalni kfivkou. Jaké jsou duivody pro tak zasadni zmény v kinetice lyze lipozém?



- Prezivani bakterialnich bunék po vystaveni surfaktinu bylo monitorovano pomoci
fluorescenéniho barveni s propidium jodidem. Bylo pfezivani bunék také sledovano
pomoci pocitani zivotaschopnych, na plotnach rostoucich, bunék (CFU counting)?

- Hmotnostni spektrometrie v zasadé slouzi jako analyticky nastroj a neni primarné urcen
pro kvantifikaci dat. Jakym experimentalnim pfistupem bylo stanoveno mnoZstvi
surfaktinu na povrchu bakterialnich bunék?

- Méfeni na Cernych lipidovych membranach ukazalo, Zze hodnoty vodivosti pro
surfaktinovy kanal se pohybuji mezi 100-200 pS, coz teoreticky naznacuje pfitomnost
spiSe mensiho kanalu (s primérem ~1 nm) nez toho, co byl pozorovan v elektronovém
mikroskopu (s prumérem ~6 nm). Je mozné tyto rozdily néjakym zpusobem vysvétlit?

- posledni a spiSe spekulativni otazka: Jakym zplsobem pfispiva pfitomnost kardiolipinu
k ochrané membrany pfed u€inkem surfaktinu?
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