Oponentsky posudek prace Bc. Terezy Mikulové: Zastoupeni komponent ATP

synthasomu v rGznych tkanich potkana a u pacientid s defektem ATP synthasy.

Predkladana diplomova prace je zamérena na charakterizaci zakladnich komponent
fosforylaéni slozky systému oxidaéni fosforylace, lokalizované ve vnitfni mitochondrialni
membrané. Je slozena ze tfi Casti, komplexu mitochondridlni ATP synthasy a dvou
prenasecovych proteind, adenin nukleotidového translokatoru a prenasece anorganického
fosfatu. Zatimco predstava o existenci superkomplexd sloZzenych z nékterych komplext
elektron transportniho retézce se pomalu stava soucasti vysokoskolskych ucebnic, poznatky
o interakcich mezi slozkami fosforylacniho aparatu jsou pomérné kusé. Bc. Tereza Mikulova
se ve své diplomové praci pokusila prispét k objasnéni stechiometrie a vzajemnych interakci
jednotlivych slozek tzv. ATP synthasomu.

Prace je klasicky clenéna. Literarni prehled je skutec¢né prehledny, uvadi cCtenare
postupné do problematiky, netrpi rozvlacnosti, ale zdroven neopomind skutecnosti nezbytné
k pochopeni studované problematiky. Z textu je patrnd autorc¢ina formulacni obratnost, se
kterou je schopna srozumitelné popsat a vysvétlit i komplikované procesy probihajici v
mitochondriich. Text je vhodné doplnén atraktivnimi obrazky. Z formalniho hlediska je tato
¢ast velmi dobte vypravena, coz konec koncu plati i pro celou praci. Narazil jsem na jediny
preklep (text u obrazku 2.5. na strané 21 — ,,snythasy”). Za zminku také stoji to, Ze se autorka
rozhodla poutzit starsi ¢esky pravopis pro nazvy enzym( s koncovkou —asa a dlsledné tento
pravopis v praci dodriuje. Ctena¥, ktery vyr(istal v éfe socialismu, studoval na gymnasiu a
pozdéji navstévoval universitu, kde se dozvidal o ribosomech ¢i chromosomech, takovy
pravopis oceni. O to vice zamrzi, Ze Sestd kapitola se jmenuje Diskuze. Z obsahového hlediska
mam jen dvé drobné pripominky: na strané 26 autorka piSe o katalytickych konstantach K.
Tato formulace je trochu zavadéjici, nebot katalytickd konstanta (k.:) je néco jiného nez
Michaelisova konstanta. Nebyla mi jasnd pasaZ o detergentech na strané 27, skutecné je
jednim z nejvhodnéjsich detergent(l pro isolaci superkomplex( Triton X-100 a pro¢ ho v tom
pripadé autorka nepouzila?

Také metodicka ¢ast je prehledné sepsana, na jedné strané popisuje pouZzité metody tak,
aby bylo moiné je pripadné opakovat, na strané druhé vsak nezabiha do zbytecnych a
zavadeéjicich podrobnosti. Tato kapitola svéd¢i o Sirokém spektru metod, které autorka

v prlbéhu pfipravy své diplomové prace musela zvlddnout a soudé podle vysledku, Uspésné.



K této ¢asti mam také nékteré pripominky ¢i dotazy: proc¢ autorka pouzila Ultrathorax pouze
pfi homogenizaci kosterniho svalu a ne jiz svalu srdec¢niho a daji se predpokladat zmény
v usporadani ATP synthasomu u rdznych populaci svalovych ¢i mozkovych mitochondrii? PFi
enzymovém testu pro stanoveni hydrolytické aktivity ATP synthasy (str. 52) koncentrace ATP
neklesd, je regenerovano spfazenou pyruvat kinasovou reakci a absorbance klesa kvuli
klesajici koncentraci NADH, které je vyuzito v reakci laktat dehydrogenasové. Po formalni
strance zaraii pouze to, Ze z pékného a Uhledné plynouciho textu na strané 39 vycniva
odpudivé slovo ,rozalikvotovany”, vedle kterého i nedaleké nepékné slovo ,vortexovany“
vypada jako predni cekatel na zarazeni do slovniku spisovné cestiny.

Vysledkova ¢ast nabizi prehledny souhrn vysledkl, které Bc. Tereza Mikulova ziskala
v pribéhu svého magisterského studia a na prvni pohled je zfejmé kolik ¢asu a usili musela
do experimentalni Cinnosti vloZit. Presentované obrazky se vyznacuji vysokou grafickou
kulturou, jednotlivé podkapitoly na sebe logicky navazuji a ¢tenar rychle ziska predstavu jak
o ziskanych experimentalnich datech, tak o souvislostech mezi jednotlivymi etapami
vyzkumné prace. Mam jedinou drobnou pripominku, vétsina grafli obsahuje sloupce rGznych
barev, coZ neni v popisku grafu nijak komentovano a musel jsem chvili patrat co toto
barevné odliseni znamena.

Kapitola Diskuse potom korunuje celkové vydarené dilo. Autorka zde shrnuje veskeré
ziskané vysledky, zasvécené je komentuje a dava do souvislosti se skutecnostmi jiz znamymi.
Komentuje i véci, které se nezdafily, a rozebird mozné pfriciny neuspéchu, coz povazuji také
za prinosné pro dalsi badani v této oblasti vyzkumu.

K predkladané praci mam nékolik otazek:

1. Autorka vztahovala obsah nékterych mitochondridlnich protein(i k obsahu porinu
jakozto proteinu obsazeného pouze ve vnéjsi mitochondrialni membrané. Je
znamo o jaky porin se jedna? Domnivam se, Ze nazev porin je obecné oznaceni pro
transmembranovy protein se strukturou [-soudku, ktery kromé mitochondrii a
chloroplastl mGzeme najit také u bakterii. Jednalo se o v praci zminény VDAC,
nebo o TOMA40, ¢i o néjaky jiny porin?

2. Zaujal mé nalez méritelné aktivity cytochrom c oxidasy u po bunék, jak si ho
autorka vysvétluje?

3. V diskusi jsem postradal alespon kratké zamysleni nad rozdily v nékterych

hodnotach mezi dospélymi a novorozenymi potkany. Pro¢ vlastné byla do



experimentl zarazena skupina novorozenych potkan(? Navic je znamo, Ze rozvoj
energetického metabolismu je po narozeni velice rychly a rozdily mezi tfidennimi a

pétidennimi potkany mohou byt v urcitych metabolickych parametrech vyrazné.

Na zdvér mohu shrnout, Ze podle mého ndzoru predstavuje predlozeny opus
nadprimérnou diplomovou praci, kterd svédci jak o pili autorky, tak o jejich schopnostech
pracovat ve védecké laboratofi. Bc. Tereza Mikulova ziskala celou fadu cennych poznatk,
které posunuji vyzkum mitochondrii o kousek dal.

Pfedkladana prace podle mého nazoru spliuje vSechny pozadavky kladené na praci

diplomovou a doporucuiji ji proto jako takovou prijmout.

V Praze 9. zari 2012

Doc. RNDr. Martin Kalous, CSc.



