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Diplomova prace Bc. Barbory Heroutové je rozdélena do 57 stran klasické struktury:
Uvod, Cile prace, Metody, Vysledky, Diskuse, Zavér a Reference. Je slozena z teoretického
prehledu (11 stran) a experimentalni ¢asti (40 stran), z niz Metody tvofi nejobsahlejsi ¢ast.

Cilem prace bylo studium nejvétsiho proteinového komplexu mitochondridlniho
elektronového transportniho retézce - komplexu I. Autorka se konkrétné zaméfila na pouziti
rdznych metod pro vytvoreni bunécnych linii, které by postradaly nebo mély snizené hladiny
vybranych podjednotek tohoto komplexu. Studie byla provedena na burkach parazitického
prvoka Trypanosoma brucei. Tyto linie byly vytvareny se zamérem objasnit, zda je tento
vysoce konzervovany komplex nezbytny v rdmci diferenciace tohoto Iékarsky vyznamného
parazita.

Pro snizeni hladiny proteind nebo jejich Uplnou eliminaci byly konkrétné zvoleny 2
podjednotky komplexu | — NDUFA6 a NUBM — a pouzito nékolik metodickych ptistupa.
NDUFAG6 podjednotka byla vybrana, protoze se na zakladé dat z kvasinek predpoklada, ze je
nezbytna pro strukturalni integritu komplexu | na rozdil od NUBM podjednotky, ktera je
zfejmé zasadni pro jeho katalytickou aktivitu. Pfipravené linie mély dale slouzit: A/ k
otestovani rlstového fenotypu, B/ ke zjisténi vlivu eliminace proteinl na dehydrogenazovou
aktivitu v nativnim gelu a C/ k ovéreni citlivosti téchto linii na rotenon (inhibitor komplexu I)
pomoci metody Alamar blue.

| kdyz cile prace nebyly zcela naplnény a nepodafrilo se vytvorit vSechny
naplanované linie, dvé bunécné linie se snizenou expresi NUBM, které se podafilo pfipravit
(NUBM RNAi a NUBM ,,single knock-out”), budou slouzit v laboratoti jako zaklad pro dalsi
vyzkum role komplexu | v rdmci diferenciace hmyzich forem T. brucei. Ze ziskanych vysledkt
dale vyplyva, Ze snizeni hladiny proteinu NDUFA6 u T. brucei s nejvétsi pravdépodobnosti
nema vliv na funkci komplexu I.

Magisterska prace je napsana prehledné a témér bez preklepd a mam k ni
nasledujici komentare a otazky:

1/ V ¢asti Uvod autorka seznamuje ¢tendre se zakladnimi fakty tykajicimi se: 1/ Zivotniho
cyklu prvoka Trypanosoma brucei, 2/ komplexu | respiracniho fetézce (NADH-ubichinon
dehydrogenaza) obecné i dosud zjisténych informaci u T. brucei. Posledni ¢ast dvodu tvori



kapitola o metabolické adaptaci v Zivotnim cyklu T. brucei. Tuto ¢ast by bylo vhodné pro lepsi
zasazeni komplexu | do kontextu doplnit o schéma celého respiracni fetézce.

Vzhledem k tomu, Ze se autorka rozhodla psat praci v ¢eském jazyce, mély by tak byt
zpracovany i obrdzky nebo anglické nazvy v obrazku alespon vysvétleny v legendé.
*Napft. u Obr. 1: Short stumpy (= kratka zavalitd forma), Long slender (=dlouha stihla forma)
atd. V textu jsou pouZity pouze nazvy ¢eské a na obrazku jen anglické. Podobné
nejednotnosti jsou i v dalSich ¢astech textu napfr. Obr. 10 (schéma v c¢estiné) versus Obr. 11,
12 (schémata v anglictiné).
*QObr. 2: Zde by pro lepsi orientaci laickych ¢tenard bylo vhodné na jenom misté zminit jak
nazev, tak vzorec ubichinonu. V textu na str. 4 je jen nazev a na Obr. 2 jen vzorec.
Legendy obrazk( jsou celkové velice Usporné, pro pfisté bych je doporucovala zpracovat
podrobnéji, prazdné pulstranky pod obrazky k tomu pfimo vybizeji.
*QObr. 3: Vzhledem k tomu, Ze pro tuto praci byly vybrany podjednotky NDUFA6 a NUBM,
mély by byt na obrazku zobrazeny obé, NDUFAG6 jsem vSak nenasla (pokud je tam uvedena
pod jinym jménem, bylo by dobré to zminit) a obé podjednotky napf. oznadit Sipkami.

2/ V Casti Cile prace je v prvnich dvou bodech naplanovano vytvoreni ,knock-outovych” linii
NDUFA6 a NUBM protein(, ale vibec neni zminén pfistup RNA interference (RNAI), ktery je
pouzivan ke snizeni exprese specifického genu na Urovni mRNA a tedy pro vytvareni
bunécnych linii snizenou expresi daného genu tzv. , knock-downovych linii, kterymi se prace
z velké ¢asti zabyva.

3/ Cast metody popisuje pFistupy: A) RNA interferenci obou podjednotek pomoci 2 rdiznych
RNAi vektorU; B) vytvoreni dvojitého , knock-outu” - v pfipadé NDUFA6 pomoci CRISPR/Cas9
technologie a v pfipadé NUBM pomoci klasického pfistupu - homologni rekombinace.

*Str. 23 a 24: Schéma na Obr. 10 je zavadéjici, jelikoz neodpovida skutecnosti, Ze gen pro
puromycinovou rezistenci (Puro®) je mnohem mensi nez NDUFA6 gen (600bp vs. 2142bp).
Vzhledem k tomu, Ze kombinace primert AZ1370+AZ1373 v PCR reakci mGze vést ke vzniku 2
raznych velikosti produktl (velikost 2550bp odpovida velikosti plvodni alely, kdezto 1307bp
velikosti v pfipadé vymény ze PuroR), mélo by to byt pro lepsi orientaci v tabulce VIII
uvedeno.

4/ Vysledky:

*Obr. 18: Dovedete vysvétlit, proc je signal NDUFAG6 protilatky u neindukovanych bunék na
western blotu o tolik slabsi nez na obr. 16? Vzhledem k tomu, Ze je signdl velmi slaby, je
otdzka, zda je RNA. stdle funkéni. Navic na Obr. 18 chybi ,loadovaci“ kontrola — kontrola
naneseni stejného mnozstvi protein( - stejné jako na Obr. 14, 16 a 28, ktera je pro
interpretaci dat z western blotu zasadni.

*Z prace vyplyva, zZe pouzita metoda detekce aktivity komplexu | v nativnim gelu je
problematicka. Bez ovéreni velikosti komplexu pomoci western blot analyzy neni tedy mozno
s jistotou tvrdit, Ze ,band” o velikosti 1-1,2MDa odpovida komplexu | - nebo jiz byla tato
informace v literatufe experimentalné prokazana?

*Str. 41: Ovéreni delece jedné alely genu NUBM: Ze schématu na Obr. 12 vyplyva, Ze byla
ovérena jen pfitomnost alely vyménéné za T7 polymerazu a neomycinovou rezistenci.
Testovala jste, jestli je plivodni WT alela stdle pritomna? (napf. pomoci kombinace primeru



AZ1532 a AZ1533, tedy pokud se jedna o primery, které jsou ,,vnéjsi“ od elektroporovaného
konstruktu, coZ ze schématu na Obr. 12 neni zcela jasné).

V pripadé ,single knock-outu” byste pfi provedeni z této PCR reakce byste méla vidét jak
alelu ptvodni velikosti, tak i alelu vyménénou. Toto ovéreni se doporucuje udélat, protoze
v ojedinélych pfipadech mohou byt vyménény obé alely najednou a po jediné elektroporaci
tak vznikne rovnou ,double knock-out” linie.

5/ Diskuse

*V prvni vété na str. 46 chybi Cislo komplexu...“role komplexu 1“

* Cast posledni véty v Diskusi se zda byt zavadéjici — ,Pro pokracovani vyzkumu touto cestou
je vsak esencialni pfipravit linie bunék, které nebudou obsahovat komplex | a zaroven v nich
bude moZné spustit indukci diferenciace in vitro.”

Tuto vétu by bylo potieba preformulovat, protozZe pfipravit linie, které nebudou viibec
obsahovat komplex | (vypnout vSsechny podjednotky najednou) z technickych ddvodu nelze.
Pravdépodobné jste méla na mysli opét snizeni exprese nékterych podjednotek komplexu I?

* Planujete v tomto projektu dale pokracovat? Pokud ano, mate néjaké dalsi kandidaty
(podjednotky komplexu 1), na které planujete pouzit stejny pfistup jako pro podjednotky
NDUFA6 a NUBM?

Drobné poznamky:

* V Cdsti Obsah je rozhozené formatovani Cisel stran.

* Str. 13: Véta: ,,Bunky byly chovany v inkubatoru pti 27°C.“ Misto slova chovat pouZzivame
pro bunky vétSinou kultivovat nebo péstovat.

Zavérem lze fict, Ze prace spliiuje vSechny pozadavky kladené na diplomovou praci, a proto
doporucuji udélit Barbore Heroutové titul Mgr., coz je podminéno kvalitou prezentace
diplomové prace, odpovédmi na dotazy a diskusi se ¢leny komise pfi obhajobé.

V Ceskych Budé&jovicich, 9.5.2022

RNDr. Drahomira Faktorova, PhD.



