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Oponentsky posudok na diplomovu pracu Bc. Barbory Heroutovej
“ RUZNE METODICKE PRISTUPY ZA UCELEM SNIiZENI EXPRESE
PODJEDNOTEK KOMPLEXU | U HMYZICH FOREM TRYPANOSOMA BRUCEI”

Bc. Barbora Heroutova vypracovala svoju diplomovu pracu pod vedenim RNDr.
Aleny Panicucci Zikovej, Ph.D.. Diplomova praca sa zaobera funkénou analyzou
respiratného komplexu I (NADH dehydrogenazy) v organizme Trypanosoma brucei
s dérazom na jeho potencialne zapojenie v procese transformacie buniek do d’alSicho
zivotného Stadia. Pre tento ucel bolo cielom préce pripravit’ niekol'’ko variacii bunkovych linii
s vyradenou podjednotkou komplexu | (NDUFAG6, NUBM) na pozadi RBP6°E, pripadne
samostatne. Prave linie RBP6°’F schopné diferenciacie pontkaju novy priestor na skimanie
funkcie komplexu I, pretoze doterajSie funkéné stiidie komplexu u T. brucei viac-menej
zlyhali. Napriek tomu, Ze diplomantka skusila r6zne molekulérne pristupy, nepodarilo sa jej
zaviest’ vyradenie komplexu | subezne so zvySenou expresiou proteinu RBP6, ktory je
zodpovedny za diferenciéciu buniek. Potencialne dévody su sumarizované v diskusii, kde sa
ako primarne dévody uvadzaju 1) nevhodny vyber podjednotiek NDUFA6 a NUBM,
pripadne 2) nevhodny systém CRISPR/Cas9 pre eliminaciu spomenutych podjednotiek.
Napriek logickym tvahdm, ktoré odovodiiuju neuspesnu pripravu pozadovanych linii, vidim
v negativnych vysledkoch zaujimavy fenomén. A to, ze vyradenie komplexu I ako
producenta reaktivnych kyslikovych radikalov a zvySena expresia RBP6 nie st kompatibilné.
Teda zniZena produkcia ROS, ktoré pri diferencidcii zohravaji doleziti tllohu signalnych
molekul, a diferenciacia na d’alSie vyvojové Stadium sa nedaju naraz indukovat’, o samo
0 sebe moZe znamenat’ esencialne prepojenie tychto dvoch procesov. Kazdopadne,
interpretacia negativnych vysledkov je naro¢na a preto zostavaju v hypotetickej rovine.
Vplyv vyradenia jednotlivych podjednotiek komplexu | bol studovany pomocou farbenia
NADH dehydrogenazovej aktivity v nativnom géli a pomocou alamar blue assay, pri ktorej
bola sledovani citlivost komplexu I na Specificky inhibitor rotenén. Ani jedna metdda
nepriniesla ocakdvané vysledky, ale z mdjho pohl'adu poskytli dobry zaklad pre buduce
experimenty.

Predkladana diplomové praca je napisana v ¢eskom jazyku na 62 stranach a ma
Standardné ¢lenenie. Literarny prehl’ad poskytuje pre Citatel'a dobry zéklad na pochopenie
problematiky a logiky navrhnutych experimentov. Vysledky su popisané jasne a prehl'adne.

K praci mdm nasledovné pripomienky:

e Na strane 8 piSete, ze ubichinodn je finalny akceptor elektronov. Ubichinon je ale
mobilny prenasac a finalny akceptor elektronov v respiracii je kyslik. V neskorSsom
texte popisujete prenos elektronov na kyslik, preto nepochybujem, Ze sa jedna iba
0 nestastnt formuléciu.
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e K vicsine Westernblotovych analyz nie je kontrola mnoZzstva proteinov, idealne
paralelné farbenie s Coomassie brilliant blue.

e Jasama pouzivam vyrazy prebraté z angliCtiny, ale ,,albumin z bovinniho séra“ sa da
jednoducho napisat’ ako ,,albumin z hovéziho séra‘.

K praci mam nasledovne otazky:

e 2-0X0-glutarat dehydrogenazu (OGDH) popisujete ako mozni komplikaciu pri
stanoveni NADH dehydrogenazovej aktivity v géli. Skusali ste merat NADH
dehydrogenédzovu aktivitu aj spektrofotometricky? Substraty a akceptor pre
spektrofotometrické stanovenie NADH dehydrogenazovej aktivity sa daji navrhnt
tak, aby OGDH neinterferovala s meranim komplexu | a pouzitim inhibitoru
alternativnej] NADH dehydrogenazy viete odfiltrovat’ aj tu. NavySe, farbenie
v nativnom géli je semi-kvantitativna metoda a pokles v aktivite musi byt’ skuto¢ne
markantny, aby bol z gélu zjavny.

e V (vode pracujete s tedriou, Ze trypanozomalny komplex I moéze byt menej
senzitivny na rotenon vzhl'adom na pritomnost’ mnozstva ,,accessory proteins, ktoré
mozu ovplyvnit’ interakciu protein-inhibitor. Napriek tomu v experimentoch
pouzivate pri merani viability buniek pomocou alamar blue assay prave rotenon.
Mozete vas postup zdovodnit'?

e Skusali ste, aj ked’ iba pilotne, aj iny inhibitor komplexu I ako rotenon? V publikécii
Cermakova et al., 2011, bolo ukazane, 7e u niektorych kinetoplastid, ako napr.
Novymonas esmeraldas and Sergeia podlipaevi, inhibuje komplex | pomerne dobre
capsaicin (40% z celkovej NADH dehydrogendzovej aktivity, zatial’ co rotenén iba na
8%). Dal§im moznym inhibitorom komplexu I je piericidin A.

e Zaprodukciu ROS su vo vSeobecnosti zodpovedné najmé komplexy I a I1l. ROS,
ktoré vznikli aktivitou komplexu | sa dostanu iba do vnatro mitochondrialneho
priestoru, zatial’ co ROS produkované komplexom III sa dostant ako do vnutro
mitochondridlneho priestoru, tak aj do medzi membranového priestoru. Vedeli by ste
navrhnat’ mechanizmus ako by matrixové ROS mohli regulovat/ovplyviiovat
diferenciaciu buniek T. brucei?

e V postupe pri separacii proteinov nativnou elektroforézou popisujete, Ze samotna
elektroforéza bez proteinov bezi 20 min pri 100 V pri izbovej teplote. Aky je vyznam
tohto kroku?

Hodnota ziskanych vysledky a aj spdsob ich prezentovania dokazuja kvalitu diplomantky
a preto diplomovu pracu odpori¢am k obhajobe.
Hodnotim: 1

V Bratislave 18. maja 2022 RNDr. Ingrid Sverakova, Ph.D.
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