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Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Lenky Richterové

Obecna charakteristika prace:

PfedloZend diplomova préce ,, Functional Analysis of Mitochondrial Ribosome of Trypanosoma
brucei” byla napséna v anglickém jazyce a shrnuje poznatky, kterych Lenka dosahla v priibéhu svého
magisterského studia. Diplomova préce si kladla za sviij cil funkéné charakterizovat 3 pfedpokladané
podjednotky mitochondridlnich (mt) ribozém prvoka Trypanosoma. Vzhledem k nezastupitelné roli
mt ribozém( v mt translaci byly , knock-downy“ jednotlivych gent funkéné studovany pomoci nové
zavedené metody radioaktivniho znaéeni de novo translatovanych proteinti v mitochondrii. Jeliko#
tato metoda je pomérné naro€nd na pripravu a analyzu Lenka pouzila bunéénou kulturu, v niZ je
mozZné pozastavit mt transkripci pomoci RNAi mtRNA polymerdzy jako pozitivni kontrolu pro
spravnost této eseje. Lence se podafilo ukdzat ubytek dvou mt kédovanych protein(i v pfipadé
tohoto knock-downu, ale, aspori dle mého nazoru, se nepodafilo ukdzat ubytek nové
nasyntetizovanych mt protein( v pfipadé RNAi mt ribozomdlnich proten(. Nicméné Len&inym velkym
Uspéchem je zavedeni této eseje v laboratofi prof. Lukese, jelikoZ tato metoda bude mit Siroké
uplatnéni v projektech laboratore. A také je nutné podotknout, Ze Lenka zvladla celou Fadu
naroc¢nych molekuldrné biologickych metod pres over-exprese rekombinantnich protein( po pfipravu
RNAI , knock-down(” u T.brucei.

K praci budu mit par poznamek a nékolik otazek.

Poznamky:

1. V praci se vyskytuje par formdlnich nedostatkd jako napf. nepfesné citovani literatury,
nepfesné pouzivani ndzvil proteind, pfeklepy, rlstové kfivky v riznych formatech apod.,
které jsme jiZ probraly s Lenkou osobné a netfeba je znova rozebirat.

2. Ma hlavni poznamka se tyka skladby prace. Prace byla napsana ve stejném chronologickém
sledu jak byly délany pokusy a prace je tudiz ne moc prehledna. Podle mého nézoru je
duleZité, aby Lenka byla schopna se podivat na praci jako na celek a sepsat ji co
nejjednoduseji a nejprehlednéji, i kdyZ to znamena experimenty rizné zpfehazet. Napf. ze
soucasnych 8 cill by stacilo mit pouze tfi: 1. Overexprese LR helikdzy, 2. Zakladni
charakteristika RNAi knock-downi mt ribosomalnich podjednotek, 3.Zavedeni metody de
novo syntézy mt proteind a jeji aplikace ke studiu mt ribosomalnich podjednotek.



3. Ma druha pozndmka se tyka Lencinych zavér(. Casto jsou jeji zavéry pfilis silné a ne moc
dobre podporené dosazenymi vysledky. Chybi kvantifikace geld, ¢i podrobna charakteristika
RNAi knock-downtl, coZ Lenka sama uznava v diskuzi. Bylo by lep3i, kdyby Lenka své zavéry
zmékcila a nechala si prostor pro vysledky dal3ich pokusd.

Otazky:
Strana 5 — Pro¢ Lenka pojmenovala predpokladanou helikazu ,LR” ?

Strana 6 — Lenka uvadi, Ze S5 se ucastni formovani ,exit” mista na 40S ribosomalni podjednotce u
kvasinek a udava odkaz na obrazek €. 5. Nicméné na obrazku €. 5 Sipka ukazuje na protein MRPS5 a
vstupni misto (entry site) sav¢i 28S ribosomalni podjednotky vioZzenou do struktury 30S bakterialni
podjednotky (podloZeno citaci na Sharma et al., 2003). Mohla by Lenka uvést tuto informaci na
pravou miru, ¢i zminit ze které literatury Cerpala informaci ohledné kvasinkového ribosomu.

Strana 22 — Pokud over-exprimovany protein mél byt vyuZity na pfipravu protilatek, pro¢ Lenka
neexprimovala jen nejvice hydrofilni ¢ast proteinu ?

Strana 23 — Dle vysledku Northern blotl to vypada, Ze transkript LR helikdzy je vétsi u krevni formy
nez u formy hmyzi. Mé Lenka néjaké vysvétleni ?

Strana 23 — Velikost dsRNA na membréané neodpovida velikosti fragmentu zaklonovaného do RNAI
vektoru (955 bp vs 428bp). Ma Lenka néjaké vysvétleni i pro toto?

Strana 24 - Lenka analyzovala LR helikdzové buriky metodou de novo syntézy mt protein( Ctvrty den
po RNAI indukci, kdy jesté nebyl vidén ristovy fenotyp. Proc ? Byly analyzovany i dalsi ¢asové body ?
Pokud ano, s jakym vysledkem ?

Strana 25-26 - Jaké experimenty by Lenka navrhovala, aby lépe charakterizovala RNAI linie, co se tyce
efektivity RNA interference ?

Strana 28 — Tady bych si dovolila nesouhlasit s Lenéinym zdvérem ohledné moZného ubytku de novo
nasyntetizovanych proteinli. SpiSe to vypada, Ze bylo gelem rozdéléno celkem méné proteinového
vzorku. Byl tento vysledek reprodukovatelny ? Je mozné tyto gely kvantifikovat ?

Strana 30 - Lenka pise Ze, cituji: ,Attempts to generate antibodies against the putative LR helicase
failed....... Therefore it was not possible to visualize the ribosome by western analysis or
immunolocalization”. Jaké jiné metody mohla Lenka pouZit na zodpovédéni téchto otazek?

Strana 32 - Je zcela moiné, ze LR helikdza neni soucasti mt ribozoma a jeji identifikace
v ribozomalnich ¢asticich je pouze artefakt. Jaké experimenty by Lenka navrhla, aby hypotézu, Ze LR
je podjednotka mt ribosomu vyvratila ¢i potvrdila ?

| pfes mé poznamky a otazky si myslim, Ze Lenka vykonala velky kus dobré préce a diplomovou préci

tudiz doporucuji k obhajobé. 7 %’ﬁ :
Aora Lo, ¢

Vv 6esk\?ch Budéjovicich, 27.5.2009 Alena Zikova, PhD.
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Oponentsky posudok na magisterska diplomovi pracu:
Functional Analysis of Mitochondrial Ribosom of Trypanosoma brucei,
ktora vypracovala Lenka Richterova, BSc. pod vedenim prof. RNDr. Juliusa Luke$a, CSc. na
Prirodovedeckej fakulte Juhodeskej univerzity v Ceskych Bud&joviciach..

Trypanosoma brucei sa tesi zaujmu vedcov uZ viac ako 100 rokov. Stidium tohto parazita
Je klasickym prikladom prelinania sa zakladného a aplikovaného vyskumu. V jeho metabolizme
bolo objavenych mnoho neoby&ajnych fenoménov, ktorych lepsie poznanie nam odkryva nové
stranky fascinujlcej r6znorodosti Zivota. T. brucei je spolu s viacerymi d’al§imi predstaviteI'mi
¢el'ade trypanozomatid pdvodcom vel'mi vaZznych chordb. Podrobné poznanie ich Zivota
a metabolizmu m6Zze pomdct pri priprave novych lie¢iv proti chorobam, ktoré trypanozomatidy
sposobuju. Zvolena téma je vyzvou. Je si¢ast'ou charakterizicie mitochondrialnej translacie
trypanozomatid. Tento proces je stile mélo poznany a v mnohych laboratériach sa jeho $tudiu
radsej vyhybaju, zrejme aj pre experimentélne tazkosti, kde progres je zavisly aj na schopnosti
hl'adania novych postupov.

Autorka preto musela popri experimentoch, ktoré na jej pracovisku boli zabehnuté (napr.
RNA interferencia) zvladnut’ aj nové techniky a zrejme sa podiel'at’ na ich zavedeni v laboratériu
prof. LukeSa. Lenka sledovala vyradenie troch mitochondrialnych génov pomocou RNA
interferencie - predpokladane;j mitoribozomélnej helikazy a dvoch konzervativnych
ribozomalnych proteinov. Za vel'mi doleZité pOVaZlI_] em pouzitie kon3truktu na vyradenie mtRNA
poll. Studentka tak dokézala, Ze zvolené podmtenky >S in vivo znagenia novo syntetizovanych
proteinov a dvojrozmerné SDS elektroforézy sii vhodné na sledovanie mitochondriélnej
translacie. Detegovanie malého, alebo dokonca Ziadneho vplyvu RNAi sledovanych proteinov na
translaciu nie je netispechom, ale dal$ou tehli¢kou do nasho poznania mitochondrialnej translacie
T. brucei.

K praci mam nasledujtice pozndmky a pripomienky.
- Prva poznamka je ndmetom na diskusiu o terminolégii. Na str. 1 je pouzity nazov radu, do
ktorého trypanozomatidy patria Kinetoplastea. Nie je to nespravne, no v odbornej literatire
vysoko prevazuje termin Kinetoplastida. V PubMed je len 9 cit4cii na Kinetoplastea (z toho su
dva ¢lanky z laboratéria Dr. Lukesa), kym Kinetoplastida je pouzité v 28 810 pracach. Ja by som
sa priklanal k ¢astejsie pouzivanému nazvu.
- V praci mi chyba kapitola pouZité skratky. V texte je ich dost’ vel'a a navyse nie vietky si
vysvetlené pri prvom pouZiti.
- V kapitole Materiél a metédy mal byt uvedeny aj konstrukt pre RNAi mtRNA poll s uvedenim
zdroja, odkial bol ziskany.
- Zlozenie roztokov by podobne ako v publikaciach malo byt uvedené koncentraciami
Jednotlivych zloZiek a nie len ich navazkami. Ak by mala predloZena praca slaZit’ ako manuél pre
nasledovnikov, mozno akceptovat’ aj druhy spdsob, no rozhodne by mala mat’ cela kapitola
Jednotny Styl. Autorka zrejme prebrala zloZenie roztokov tak, ako ich nasla v réznych zdrojoch a
vysledok posobi dost’ neusporiadane.



- Pri posudzovani vplyvu RNAi na translaciu je potrebna kvantifikacia intenzity jednotlivych
bodov. Na niektorych obrézkoch je jasné (napr. na Obr. 10), Ze na membranach nie je nanesené
rovnaké mnoZstvo vzoriek a preto postidenie relativneho poklesu intenzity nemozno robit iba
okom.

- na Obr. 3 B ja nevidim vyraznejsi pokles mRNA po indukcii a preto nesthlasim s jednoznagnou
interpretdciou, Ze bolo pozorované zmiznutie nRNA rovnako v krvnej ako aj procyklickej forme.
- na Obr. 1. nie je uvedené, ¢i je zdrojom obrazku literatira, alebo WEB stranka (v druhom
pripade treba uviest’ plnt adresu);

- obrazky s dvojrozmernou elektroforézou (€. 6, 7, 10 a 11) nemaji dostatoény popis v legende.
Chyba informécia, Ze ide o autoradioagram gélu, a Ze vloZeny podobréazok reprezentuje gél
farbeny Coomassie blue

- rastove krivky vo vSetkych pripadoch mali byt zndzornené rovnakym spdsobom

- Obr. 2 je natol'ko ni¢ nehovoriaci, Ze bolo lepsie ho neukazovat’ a len spomeniit’, Ze sa pomocou
Westernblotu nepodarilo dokazat’ expresiu

- v diskusii by bolo potrebné opatrnejsie formulovat' to &o bolo dok4zané. Velk4 &ast’ vysledkov
je len naznacend. Na ich finalne potvrdenie, alebo vyvratenie budii potrebné d’alsie experimenty.
Na to nakoniec poukazuje aj Lenka poslednou vetou Diskusie, s ktorou plne sthlasim:
"Additional experimentation will be needed ..."

Studentke by som rad este polozil dve otazky:

- MoZno povazovat krvné formy pestované v médiu a ziskané z krvi za metabolicky identické?
Poznéte nejaké prace, ktoré by to dokazovali?

- Nevyhodou vasej metédy detekcie mitochondrialne;j translacie je, Ze detegujete len dva proteiny
koédované mtDNA. Vedeli by ste navrhnat experiment, pri ktorom by ste dokazali aj iné produkty
mitochondrialnej translacie?

Uvedené poznamky nemaji zniZovat’ cenu dosiahnutych vysledkov. Maji poméct’
Studentke pri spracovavani a prezentovani vysledkov v buducnosti. Vysledky predlozenej prace
st cenn€. Tvoria zéklad, ktory je nevyhnutny pre d’alSie poznavanie translacie v mitochondriach
trypanozomatid. Lenka dokézala, Ze si zasluZi titul magistra a odportéam jej pracu k obhajobe.
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26.5.2009 doc. RNDr. Anton Horvath, CSc.



