Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Michaely Markové: Exprese vybranych

defektti oxidativni fosforylace na urovni kultivovanych fibroblasta.

Predkladana diplomova prace je zaméfena na optimalizaci metod, zejména pak vysoce
citlivé polarografie pro vyzkum a charakterizaci rliznych, s mitochondriemi a energetickym
metabolismem spojenych chorob. Ze zjevnych etickych a také technickych divod(, se jako
optimalni tkan pro biochemickou charakterizaci metabolismu pacient(, jevi kultivované
fibroblasty. | kdyZ tyto buriky maji celou fadu nevyhod, které autorka pékné shrnuje, zda se,
Ze je to to nejlepsi co v soucasnosti mame. Proto se autorka pokusila stanovit moZnosti tohoto
modelu pro diagnostiku chorob spojenych s mitochondriemi, at jiz primarné ¢i sekundarné.
Méla k dispozici fibroblasty ze dvou desitek pacientd, které promérila z hlediska fungovani
systému oxidacni fosforylace. Kromé oxygrafickych méreni autorka uvadi jesté dalsi data
ziskand pomoci spektrofotometrického stanoveni enzymové aktivity, elektronové a
fluorescenéni mikroskopie, ale neni vzdy jasné, jaky méla autorka podil na ziskani téchto
vysledk(. Pfinos prace je nepochybny, vysledky jsou dulezZité jak z hlediska klinické praxe pro
detekci a pripadnou terapii mitopatii, tak z hlediska zakladniho vyzkumu, nebot praveé
mitochondridlni poruchy badatelim umoziuji zkoumat proces biogeneze komplext oxidacni
fosforylace i ulohu rdznych pomocnych proteind.

Prace je klasicky ¢lenéna. Literarni prehled je skutecné prehledny, uvadi ¢tenare postupné
do problematiky, netrpi rozvlacnosti, ale zaroven neopomind skutecnosti nezbytné
k pochopeni studované problematiky. Z textu je patrnd autorcina formulac¢ni obratnost, se
kterou je schopna srozumitelné popsat a vysvétlit i komplikované procesy probihajici v
mitochondriich. Text je vhodné doplnén atraktivnimi obrazky. Narazil jsem na nékolik
preklepll, které jsou vSak tak nemnohé, Ze praci nehyzdi. Z obsahového hlediska mam jen
nékolik pripominek. Na strané 8 autorka piSe o presunu mitochondridlnich gend do jaderného
genomu v prabéhu ontogeneze, ma asi na mysli fylogenezi. V kapitole o superkomplexech by
stal za zminku komplex, ktery je sloZzena ze tfi ¢asti, komplexu mitochondrialni ATP synthasy a
dvou prenaseCovych protein, adenin nukleotidového translokdatoru a prenasece
anorganického fosfatu. Zatimco predstava o existenci superkomplex( slozenych z nékterych
komplex( elektron transportniho fetézce se pomalu stava soucasti vysokoskolskych ucebnic,
poznatky o interakcich mezi slozkami fosforylaéniho aparatu jsou pomérné kusé. Prace je

vybavena rozsahlym seznamem zkratek, nenasel jsem v ném vsak vysvétleni zkratky mPTP,



kterd se vyskytuje na strané 18. Na strané 21 je podle mého nazoru zavadeéjici véta ,,v dusledku
nizkého vyuziti pyruvatu vzroste hladiny laktatu v krvi a moci“. Ma autorka na mysli vyuziti
pyruvatu v aerobnim metabolismu?

Také metodicka ¢ast, je prehledné sepsana, na jedné strané popisuje pouZité metody tak,
aby bylo moziné je pfipadné opakovat, na strané druhé vsSak nezabihd do zbytecnych a
zavadéjicich podrobnosti. Snad jedinou vytku bych mél k pouze letmé zmince o permeabilizaci
bunék digitoninem. Tento postup je krucialni pro méreni respirace fibroblastd a podle mého
nazoru by si v metodické ¢asti zaslouZil vétsi pozornost.

Vysledkova ¢ast nabizi prehledny souhrn vysledk(l, které Bc. Michaela Markova ziskala
v prlibéhu svého magisterského studia a na prvni pohled je zfejmé kolik ¢asu a Usili musela do
experimentalni ¢innosti vlozit. Prezentované obrdazky se vyznacuji dobrou grafickou kulturou,
jednotlivé podkapitoly na sebe logicky navazuji a ¢tendr rychle ziska predstavu jak o ziskanych
experimentdlnich datech, tak o souvislostech mezi jednotlivymi etapami vyzkumné prace.
Mam drobnou pfipominku, tzv. pomérové grafy nemaiji popis osy y a neni nutné, aby hodnoty
pomérl mezi respiraci jednotlivych komplexti mély skalu na tfi desetinnd mista. Nebylo mi
také jasné, proc autorka u pacientd s HD vysledky respiraci zpriimérovala, zatimco u ostatnich
skupin porovnava pacienty zvlast. Na obrazku 27 jsem diky jeho nevelkosti toho pfilis nevidél.

Kapitola Diskuse potom shrnuje vSechny vysledky ziskané pomoci oxygrafu a dava je do
souvislosti i s vysledky ziskanymi pomoci jinych metod.

K pfedkladané praci mam nékolik otazek:

1. Podle mého ndzory si autorka hned na zacatku teoretického Uvodu protiredi,

v prvnim odstavci piSe ,,V burice neexistuji mitochondrie jako samostatné struktury,
ale vytvari velmi dynamické struktury.” O nékolik radek nize se vsak do¢teme ,V
rGznych bunécnych typech mlzeme najit od nékolika set az po nékolik tisic
mitochondrii na bunku.” Jak to tedy je s mitochondriadlnim retikulem?

2. Zaujal mé nalez pomérné nizkého indexu respiracni kontroly u mérenych fibroblast

(cca 2 -3).Je to u téchto bunék bézné? Na strané 26 na ilustrativnim obrazku vidime
IRK nejméné 5.

3. V diskusi jsem postradal podrobnéjsi zamysleni nad vlivem pfitomnosti galaktozy v

médiu na metabolismus fibroblastl. Jak je galaktéza ve fibroblastech

metabolizovdna a pro¢ v médiu s ni nékteré bunky neprosperuji?



Na zavér mohu shrnout, Ze podle mého nazoru predstavuje predloZeny opus hodnotnou
diplomovou prdci, kterd svédci jak o pili autorky, tak o jejich schopnostech pracovat ve
védecko-klinické laboratofi. Bc. Michaela Markova ziskala celou fadu cennych poznatkd, které
posunuji vyzkum mitochondrii o kousek dal.

Pfedkladand prace podle mého nazoru spliiuje vSechny pozadavky kladené na praci

diplomovou a doporucuiji ji proto jako takovou pfijmout.

V Praze 5. ¢ervna 2015

Doc. RNDr. Martin Kalous, CSc.



