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Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Alzbéty Johdnkové

Diplomova prace Alzbéty Johdnkové se zabyvd charakterizaci proteinu Getl u parazitické
diplomonady Giardia intestinalis a jeho roli v procesu vkladani proteini do membrany
endoplazmatického retikula.

Po formalni strance nelze préci vytknout v zasadé nic. Rozsah je pfiméreny, struktura textu
smysluplna, reference a literatura zpracovany duikladné. Text neobsahuje preklepy ani jiné
nedostatky. Pfedevsim je ale prace napsana na velmi vysoké urovni, jak po strance gramatické,
tak po strance odborné. Terminologie je spravna, vyjadreni jasnd a presna. Témér zddnou vétu
jsem nemusel ¢ist dvakrat, a pokud ano, chyba byla na strané ¢tenare. Autorka také vytvofila fadu
schematickych obrazk, které vhodné ilustruji popisované molekularni procesy nebo proteinové
komplexy.

Odborna uroven prace je také velmi vysoka. Literarni prehled poskytuje zakladni informace o
organizmu zdjmu, a podava podrobny prehled o hlavnim tématu prace, tj. biogenezi
membranovych proteinli a specifickych molekuldrnich mechanismech, které vyuziva. Splnéni
dvou zakladnich cild — identifikace interakénich partnerli Getl a vytvoreni a fenotypova
charakterizace bunécné linie s knock-outem genu Getl — vyZadovalo osvojeni velmi Siroké palety
technik, zahrnujici metody molekuldrniho klonovani, praci s bunéénymi kulturami, proteinovou
biochemii, pokrocilou mikroskopii, ale také vyuziti hmotnostni spektrometrie a high-throughput
sekvenovani. Alzbéta také vyuZila AlphaFold pro predikci struktur proteinG a jejich komplexd, a
také vyhledavani homolognich protein na zakladé strukturni podobnosti. Z mého pohledu je
takovy rozsah pouzitych technik vyrazné nadstandardni a je urcité skvélou investici do budoucna.
Vsechny metody (a pouzity material) jsou navic velmi pfesné popsany.

Vysledky jsou popsany jasné, dokumentovany prehlednymi obrdzky. V ptipadé pouziti metod,
které nejsou naprosto bézné, je vidy vysvétlen princip experimentu ¢i metody, pripadné zplsob
analyzy a vyhodnocovani dat. Kazdy experiment ma také jasné popsany smysl a vysledek. Diskuze
je také velmi presvédciva. Ocenuji zejména alternativni moznosti interpretaci vysledk(, kdy
vSechny alternativy jsou popsany vidy v kontextu literatury nebo nepublikovanych vysledkd
kolegli ze skupiny, i s pripadnymi nedostatky a nejasnostmi. Autorka interpretuje vysledky
konzervativné a navrhuje navazujici experimenty, které mohou pfinést odpovédi na nedoreSené
nebo nové se objevené otazky.

K celé praci mam nékolik drobnych pfipominek a dotazli motivovanych zvédavosti nebo
neznalosti (sefazeno podle vyskytu v textu, nikoliv podle zavaznosti):



1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)

8)

9)

V Uvodu, kapitola 2.3.1.3., je zminka, Ze homolog Get3 se vyskytuje i u skupina Archea.
Jakd je funkce tohoto proteinu, pfipadné dalSich komponent drahy GET u téchto
organismu? Vypovida pfitomnost Get3 u Archea o evoluci této drahy?

V pfipadech, kdy jsou komponenty roztok(l uvadény v procentech, by mélo byt
specifikovano, o jaky zlomek se jedna (w/v, w/w, v/v).

U popisu transformace E. coli (kapitola 4.4.4.) je uvedeno, Ze se pouzivd 150 ul bunééné
kultury, pficemz neni nijak specifikovano jeji zpracovani. Je tedy mozné transformovat
buriky ptimo z kultury bez predchozi koncentrace a dalSich krok(i bézné pouzivanych pro
ziskani kompetentnich bunék?

Tab. 16 — chybi koncentrace primer(.

ZpUsob ovéreni knock-outu Getl pomoci PCR, ktery se z niceho nic objevi v kapitole 4.4.8
Izolace DNA, by mél byt popsany spiSe v kapitole 4.5.2. Knock-out genu getl. Jaky je
prabéh odstranéni vSech 4 alel genu z genomu G. intestinalis? Probiha odstranéni prvni
(nebo dokonce vice) alely Cisté na zakladé homologni rekombinace, bez Ucasti gRNA?
Nebo je transkripce gRNA z jesté neintegrovaného konstruktu nutna i pro navedeni do
prvniho cilového lokusu? Byva bézné, Zze nedojde k odstranéni vsech alel? Pokud ano, Ize
toto néjak predbéziné odhadnout na zakladé miry rezistence k selekénimu antibiotiku?
Kapitola 4.4.9 — neni uvedeno, jakd metoda (reagent) byla pouzita pro stanoveni
koncentrace proteinu.

Pro afinitni purifikaci byl pouzit protein Getl s BAP tagem na C-konci. Jak velky je tento
tag? Mohlo potencidlné C-koncové tagovani interferovat s nékterymi z o¢ekavanych
interakci (Get2 nebo dalsich)?

Obr. 26 — Od 500 uM koncentrace DSP je zietelny ubytek Getl, naznacujici, Ze vyrazna
Cast proteinu byla kovalentné kroslinkovana. Bohuzel, membrana je ofezdna a horni ¢ast
chybi. Byl néjaky signal v horni ¢asti membrany? Lze néco z pfitomnosti nebo absence
takového signalu odvodit?

Obr. 27 — bylo by dobré uvést relativni mnozZstvi vzorkd A0-A5 (napf. vzhledem k mnozZstvi
vstupniho materialu), aby bylo mozné vyhodnotit Gcinnost pull-downu.

10) Existuje fylogeneticka analyza proteind Get2/EMC6? Lze s jistotou vyloucit, Ze protein

kdédovany genem GL50803_6413 neni ve skute¢nosti ortholog Get2, nikoliv EMC6?

11) Obr. 28 — co lze zjistit o dalSich dvou signifikantné nabohacenych proteinech? Jestli se

nepletu, v textu je o nich jen kratkd zminka. Vzhledem k designu experimentu (velmi
mirny crosslinking) Ize ocekdvat, Ze se jedna o specifické interaktory.

12) Modelovani komplexd pomoci AF3 — jaké byly skdre ipTM pro dva pary proteinl na obr.

297 Jaky byl vystup ve formé graf(i PAE? Oba parametry jsou zasadni pro vyhodnoceni
predikce. Graf PAE dobfe dokumentuje, zda je vzajemnda poloha obou protein
predikovana spolehlivé.

13) Obr. 30 —vzhledem ke sloZitosti lumindlni ¢asti proteinu nelze z obrazku fict, do jaké miry

se tato oblast lisi u tfech uvedenych organismQ, ale usporaddji u Giardie se zda odlisné.
Struktura lidského komplexu EMC ukazuje, Ze luminalni ¢ast interaguje s EMC7 a EMC10.
Jsou tyto proteiny Siroce rozsifeny v ostatnich eukaryotech? Je predikovana struktura
EMC1 u Giardie potencialné kompatibilni s EMC7/10?

14) Posledni dva odstavce kapitoly 5.2.3.1 opakuji tutéz informaci.
15) Obr. 35 — zd3 se, Ze celkovy signdl PDI2 (tj. mnoZstvi ER) u KO bunék Getl je vyssi nez u

WT. Je to jen mUj dojem z jedné zobrazené buriky?

16) Obr. 39 a 40 — Ize fici, Ze vétsina protein(l s pozménénym mnozstvim, které vstupuji do

sekrecni drahy, jsou zaroven proteiny membranové? Nebo i proteiny ze skupin
cytosolickych a jadernych obsahuji vyssi zastoupeni membranovych protein(?



17) Lze néco o nékterych specifickych proteinech, které by byly po KO Getl
up/downregulovdny fict néco konkrétniho? Maji néjaké spolecné vlastnosti,
predpokladané funkce apod.?

18) Tabulka proteomické analyzy kmene KO neobsahuje stejné identifikatory, jako jsou
uvedeny napf. vtabulce 27. Data proto nelze konfrontovat s nékterymi popsanymi
vysledky. Tab. 27 — hodnoty v poslednim sloupci jsou pravdépodobné Log2fold Change,
nikoliv Fold Change.

19) Je moziné, ze dimer Getl/Get2 in vivo existuje, ale neni kovalentné spojen pomoci
crosslinekru DSP a Get2 tedy nefiguruje v MS datech z pull-downu?

Shrnuti:

Praci jsem si precetl opravdu s chuti a dozvédél jsem se spoustu novych informaci, a to i presto,
Ze k dané problematice nemam daleko. Jednd se o jednu z nejlepsich diplomovych praci, se
kterymi jsem se setkal. Doporucuji hodnoceni ,,vyborné“.

Ondfej Gahura

V Ceskych Budéjovicich, 11. zafi 2024



