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Oponentsky posudok na bakal&rsku pracu Lucie Rybova
“ EFEKT OVEREXPRESE MITOCHONDRIALNI ALTERNATIVNI OXIDAZY V
BUNKACH TRYPANOSOMA BRUCEI »

Lucie Rybovd vypracovala svoju Bc. pracu snazvom ,Efekt overexprese
mitochondriélni alternativni oxidazy v bunkach Trypanosoma brucei“ pod vedenim RNDr.
Aleny Panicucci Zikovej, PhD. Praca ma $tandardné ¢lenenie a rozsah 59 strén. Literarny
prehl’ad je napisany zrozumitelne a poskytuje dostatoény prehlad o danej problematike.
Rovnako st prehladne a jasne napisané aj ostatné kapitoly préce. Metodika je miestami
rozpisana zbyto¢ne podrobne. Napriklad, ak je dané, Ze mlieko pre blokovanie nespecifickych
vézieb je 5%, oznacenim w/v jasne definujete, Ze sa jedna o hmotnostné percenté a nie je nutné
rozpisovat,, kol’ko gramov v akom objeme ste rozpustili. Na druhej strane, nepochybujem, ze
tieto detaily oceni nejeden zacinajuci Student.

Alternativna oxiddza (AOX) je enzym, ktory sa dlhé roky povazuje za mozny
terapeuticky ciel’ pri lieCbe ochoreni, ktoré Trypanosoma brucei sposobuje. Napriek moznej
chemoterapeutickej liecbe cielenej na AOX, neexistuje koherentna funk¢na analyza, ktora by
popisala zapojenie enzymu do respiracie a jeho energeticky prinos v rdmci metabolizmu T.
brucei.

Bakalarska praca sleduje nadexpresiu enzymu AOX ajej vplyv na zékladné
mitochondridlne parametre ako st spotreba kyslika, tvorba membranového potencialu a tvorba
kyslikovych radikalov. Ziskané vysledky jasne poukazuju na prepojenie AOX s metabolizmom
glukdzy, ¢o bolo bez priamych dokazov naznacené uz v starSich publikovanych pracach, ktoré
uz predkladana praca poskytuje.

K préaci mam nasledovné otazky a komentare:

1. Na strane 21 opisujete metodiku pre imunofluorescenciu (IFA) kde pouzivate na
permeabilizaciu buniek Triton X-100. Aké vyhody poskytuje detergent oproti
ladovému metanolu, ktory sa bezne pre tento ucel pouziva?

2. Dalej na rovnakej strane popisujete premyvanie vzoriek pre IFA roztokom PBS
s obsahom Tweenu aaj bez obsahu Tweenu. Aky vyznam ma pouzitie PBS
s detergentom aj bez detergentu pri oplachu?

3. Na strane 28. obrazok 8, ukazujete expresiu AOX-V5tag pocas roznych dni indukcie
v médiu SDM 79. Viete vysvetlit, preco je mnozstvo tagoveného proteinu viac vo
vzorke 2T ako vo vzorke 4T? Tento vysledok je rovnaky vo vSetkych analyzovanych
klonoch, z toho ddvodu sa javi byt pokles AOX-V5tag na 4 den od indukcie ako
fyziologicky prejav.

4. Na strane 30, obrazok 9, ukazujete vysledok expresie proteinov, ktoré by mohli byt
ovplyvnené nadexpresiou AOX-V5tag. Legenda k obrazku vSak popisuje iba pouzitie
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protilatky a-TAO pre kontrolu expresie AOX proteinu. Zvysné tri druhy protilatok st
sice v obrazku, ale mali by sa nachadzat’ aj v legende. Samotny AOX detegujete
Specifickymi protilatkami. Vo vysledku neviete urcit’, ¢i spodny signal o0 vel’kosti cca
33 kDa patri rozpadovéemu produktu AOX-V5tag, alebo endogénnemu enzymu.
V préci neudavate aku vel'kost’ by endogénny AOX enzym mal mat’. Podl'a amino
kyselinovej sekvencie vypocital program Expasy jeho velkost’ na 37,5 kDa, ¢o je
velkostne skor horny signal ako spodny. Zarovei by mal tagovany protein migrovat
Vv oblasti vyssej ako 40 kDa, kedze V5 tag samotny mé 5,7 kDa. Vypocitana velkost’
endogénneho AOX proteinu koreluje s vysledkami v praci Horvath et al., 2005, kde
rovnakou metddou Western blotovej analyzy detegovali signal pre enodgénny AOX
tesne pod 40 kDa. Neviem urcit’, ¢i velkosti molekulovych hmotnosti naznacené
v obrazku zodpovedaju markeru, alebo popisuji vel'kost detegovanych signalov,
hodilo by sa naznadit’ Sipku od velkosti k obradzku. Podarilo sa vam niekedy detegovat’
AOX pomocou $pecifickych protilatok vo WT T. brucei a preukazat’ tak, Ze protilatky
funguju? Zaujimalo by ma, ¢i sa tento dvojband nachadza aj v organelarnej frakcii,
ktord ukazujete na obrdzku 11, mézete ukazat’ cely Western blot?

5. Obrazok dalej ukazuje zaujimavy fenomén, kedy mad médium SDM 79 opacny efekt
na intenzitu spodného signalu ako médium SDM 80. Spodny signal, o jeho pbévode si
nie ste isti, sa pocas doby indukcie akumuluje v médiu bez glukozy, zatial ¢o
v gluk6zovom médiu s ¢asom indukcie klesa. Vedeli by ste poskytnat’ vysvetlenie?

Studentka Lucie Rybova v ramci predkladanej bakalarskej prace pripravila bunkové linie
exprimujlce tagovany protein AOX-V5tag v T. brucei a studovala vplyv nadexpresie enzymu
na r6zne mitochondrialne parametre. Praca priniesla origindlne vysledky a Studentka zaroven
popisuje plany pre budaci vyskum, ktory bude vychadzat' z nadobudnutych dat. Hodnota
ziskanych vysledkov a aj spbsob ich prezentovania dokazuji kvalitu diplomantky a preto
diplomovt pracu odporuc¢am k obhajobe.

Hodnotim:

V Bratislave 15. méja 2023 RNDr. Ingrid Sverdkova, Ph.D.
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