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Posudek na diplomovou praci studentky Bc. Dieu Hien Ho, jeZ byla zaméfena na
studium funkce proteinu MLQ v rdmci sav¢iho komplexu F,F; ATP syntazy.

Hodnoceni vysledkii z hlediska tviirc¢iho pfinosu

Préace se zabyva charakterizaci zmén, které nastavaji v lidskych buiikach po knock-outu proteinu
MLAQ, jenz je podjednotkou komplexu F,F; ATP syntazy. K utiSeni exprese , ¢i deleci genu pro
protein MLQ si autorka vybral dvé nezavislé metody, RNAia CRISPR/Cas9. JelikoZ RNAi nebyla
dostatecné efektivni , autorka dale pokracovala s liniemi, ve kterych doSlo k mutaci (deleci, ¢i
inzerci) v genu pro MLQ diky zavedenému systému CRISPR/Cas9. Otestovala desitky linii a
vybrala si 3-4 linie, se kterymi dale pracovala. Studovala zmény jak ve strukturni integrité
komplexu F,F; ATP syntazy, tak také zmény na bunééné trovni. Préce je metodicky bohata a
prezentuje vysledky vynikajici metodické tirovné. Rozsah prace je naprosto dostacujici pro
diplomovou praci a je dokladem vysokého pracovniho nasazeni a pile studentky.

Formalni kvalita

Naprosto v potadku, nasla jsem jen par drobnosti. Studentka pouziva stechiometrie, misto
stochiometrie, Ci stoichiometrie, kdyz popisuje pocet jedné podjednotky v ramci komplexu. Myslim
si, Ze se vice pouziva slovo ,,stochiometrie , stechiometrie jsem nasla, Ze se pouziva ve Spanclstiné
a slovensting€, avSak itam velice vzacné.

Str. 25 — 1. odstavec — pochybuji, ze kyvety byly polystyrenové

Str. 26, 6. fadek — chybi ¢islo obrazku, na ktery je odkézano

Str. 51 — chybi odkaz na sekci v ramci metodiky (napsané viz sekce XY — metody)
Str. 52, 9. fadek - chybi ¢islo obrazku, na ktery je odkazano

Formalni kvalita predloZeného spisu

Formdlné je prace na vysoké urovni v€etné obrazki, tabulek a doprovodnych legend.
Jazyk

Bez prohteskt proti eskému jazyku, napsano velice ctivé a péknou €eStinou.

Hodnoceni predkladané prace

1. Literarni piehled

Literarni piehled je napsany velice hezky, poutavé a pokryva vSechny oblasti, které jsou
nutné k pochopeni prace jako takové. Libila se mi sonda do historie, jelikoZ toto vzdy text
osvezi a da do SirSiho kontextu. Studentka prokéazala vyborny piehled a zpracovala znaéné
mnozstvi literatury.
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2. Materidl a metody

Velice podrobné popsany, ocenuji peclivost studentky pti popisu slozeni pufiii. Text je
formula¢né velice hezky zvladnut. Ocetuji také vyborny popis jak funguji instrumenty
Oroboros a Seahorse.

Otazky:

a. Ovéfeni UspéSnosti metody CRISPR/Cas9 studentka délala pomoci kitu Surveyor
Mutation Detection kit. Tuto metodiku pIn€ chapu u vyselektované linie, jez je
mixem riznych bunék. Nicméné u klondlnich liniich, které byly dale studovany,
nebylo by dobré ovétit preruSeni/mutaci v genu pro MLQ protein pomoci PCR a
nasledného osekvenovani?

b. Proc jste pouzili dvé rizné sondy pro detekci mitochondridlné kédovanych
transkripti (EvaGreen) a jaderné¢ kodovanych transkripti (TagMan) metodou qPCR?

3. Vysledky

Naprosto v potadku, linie experimentalniho ptibéhu je logicka a na sebe navazujici.
Vsechny experimenty jsou fadn¢ zdivodnény.

Otazky:

Obr. 18B — pokud jsou hodnoty normalizovany na aktin a vztazeny ke kontrolni linii
pLKO NS2, nemély by byt hodnoty v rdmci této linie 100% ? (tmaveé modry sloupec
v grafu)

Pro lepsi grafické zndzornéni bych mozna doporucila pouzit log2 protein ratio, jak
napiiklad pouzivaji v praci He at al., PNAS 114(34):9086 — 9091

Obr. 19A — co znamena HEK STD?

Obr. 21A versus Obr. 23 — Jak si autorka vysvétluje, ze na SDS PAGE nebyl
detekovan zadny signal pro podjednotku a, nicméné na nativnim western je jasny
signal pro tuto podjednotky?

Str. 63 — u textu neni jasné, zda patii k experiment s Oroboros, ¢i se Seahorse. Pokud
jsem dobte pochopila, obsah DNA byl méfen v piipad¢ experimentu se Seahorse,
jelikoz buiiky byly inkubovéany na desti¢ce po delsi dobu.

Obr. 32 - text na str. 65 uvadi, Ze glykolyticka kapacita je u MLQ KO ptiblizné
dvojnasobna oproti WT bunikam, coz mi piijde, Ze neodpovida grafickému
znazorneni.

Existuje diivod, pro¢ nebyla zméfena hladina transkriptu pro COX1 and COX2
metodou qPCR?

Obr. 36 — chybové usecky pro kontrolni HEK293 jsou velice vysoké, proc a jak toto
vylepsit?

4. Diskuze
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Napsana velice hezky, srozumitelné a Ctive.

Otazky:

Zavér

Jaky je rozdil mezi Crabtree a Warburg efektem?

Pokud dochazi k navyseni glykolytické kapacity u bun€k s vypnutym MLQ
proteinem, dochdzi ke zménam na Grovni transkripce a translace glykolytickych
enzymu? Jak se navysi glykolyticka aktivita buiiky?

Efekt knock-out MLQ proteinu na hladinu proteintt COX1, 2, 3 je zajimavy.
Otéazkou ziistava, zda je jiz ovlivnéna transkripce geni, coZ diky qPCR analyze
ATP6-COX3 transkriptu nevypada, ¢i dochdzi k degradaci jiz transkribovanych
mRNA. Mohla by studentka navrhnout experiment, jak by se dal tento zajimavy jev
dale zkoumat?

. Na stran¢ 73, 2. odstavec, fadek 18 studentka piSe, ze v bunkach, které byly tady

studovany, protein MLQ zcela chybi. Toto tvrzeni povazuji za trochu pfecenéné,
jelikoz to, Ze protein nebyl detekovan Western analyzou, jeSté neznamena, ze
naprosto chybi. Studentka také neprokézala, Ze jeji studované linie jsou opravdu
knock-outy. Jak by se toto dalo ukazat?

Mohla by studentka zaspekulovat, pro¢ proteiny MLQ a DAPIT jsou pfitomny pouze
u sav¢iho komplexu a nikoliv u jinych organismu ?

V rédmci tvodu studentka popisuje asemblaci komplexu F.F; ATP syntazy, jez byla
studovana pievazné u kvasinek. Prace He at al., PNAS 114(34):9086 — 9091, ktera
popisuje komplex F,F; ATP syntdzy po vypnuti podjednotky ¢ tento model
sestavovani komplexu vsak ptili§ nepodporuje, jelikoz komplex je sestaven az na
podjednotky a, DAPIT a pravdépodobné MLQ. Proc se sestavovani komplexu F,F;
syntazy li§i mezi sav¢i bunkou a kvasinkou a mohla by studentka navrhnout model
pro sestaveni sav¢iho komplexu na zakladé dostupnych dat?

Dle nazoru oponenta je predloZena prace na vynikajici Grovni a je vizitkou pile, pracovitosti a
zaujeti studentky, ale také vyborného vedeni jejiho Skolitele a celého oddéleni.

Praci doporucuji k obhajobé a té§im se osobni setkéani se studentkou.

V Ceskych Bud&jovicich dne 8.9.2017

RNDr. Alena Panicucci Zikova, PhD
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