Hodnoceni diplomové price V. HAVLICKOVE

,,Studium mitochondriilniho metabolismu v jaterni tkdni v prenatalnim obdobi*.

Uvodem k hodnocent této prace bych rad uvedl, Ze piedstavuje sondu do velmi obtizné
oblasti biomedicinského vyzkumu. Cilem préce je posoudit do jaké miry 1ze poznatky
ziskané na Iabératomich zvitatech aplikovat na lidské tkang, rozsifit znalosti o prenatalnim
vyvoji energetického metabolismu v hepatocytech a vypracovat soubor biochemickych a
molekuldrné biologickych a genetickych metod vyuzitelnych pro prenatalni diagnostiku
vrozenych poruch energetického metabolismu. Na tento typ praci nelze aplikovat stejna
kriteria obvykla u studif na laboratornich zvitatech, protoze prace s tkdnémi ziskanymi
z lidskych organtl, pfevazné patologickych je velmi limitovana jeho dostupnosti a kvantitou,
nutnosti pracovat se zamrazenym materiadlem a deficitem kontrolnich hodnot, které navic
vykazuji vysokou variabilitu. Pfes viechna tato omezeni je tieba takovato méfeni provadet a
poéitat s tim, Ze na mnoZstvi vykonané prace bude mozno ziskat spiSe omezené mnoZstvi
statisticky hodnotitelnych rozdili.

Cilem predklddané prace bylo hodnoceni prenatalniho vyvoje mitochondrialniho
metabolismu hepatocytl u €lovéka. ProtoZe biologicky materidl Ize ziskat z interrupci byla
snaha také hodnotit do jaké miry by se na patologickém stavu mohly podilet 1 defekty
v biogenese a aktivité¢ mitochondrialnich enzyma.

Piedkladana prace vychazi z poznatk ziskanych na laboratornich zvitatech, které
prokazaly postupnou maturaci enzymového vybaveni mitochondrii v prib&hu embryonalniho
vyvoje a transformaci anaerobniho typu hepatocytu v aerobni. Zakladni sloZeni enzymu

aerobni tvorby ATP je piitomno jiz od po¢atku embryogeneze. V priibéhu gestace pak
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dochézi v v jednotlivych tkanich a v riznych bun&énych populacich ke specifickému vyvoji
struktury a funkce mitochondrii a k nartstu jejich kvanta.

Specifické cile prace jsou uvedeny na str. 28. Jsou formulovany spiSe metodicky: ve
vzorcich jaterni tkan& od potracenych plodi isolovat mitochondrie, stanovit aktivity riznych
enzymil, provést proteinovou analyzu, stanovit mnozstvi mtDNA a analyzovat troven
hematopoeze.

Z tohoto hlediska bylo pét stanovenych cilti splnéno vynikajicim zptusobem, protoze
prace pi‘edklédﬁ siroky komplexni soubor metodik od morfologickych a histochemickych pres
biochemické az k molekuldrng biologickym a molekularné genetickym upravenym pro
potieby klinické diagnostiky. VSechny tyto metody byly pouzity pro hodnoceni souboru 20
zmrazenych vzorkt ziskanych z jaterni tkané lidskych plodt v gestatnim staff 12-28 tydnu a
skladovanych pri -80° C.

Diplomové préce tak piedstavuje soubor zdkladnich udaji o morfologii, kvantu a
enzymové aktivité fady mitochondridlnich enzymt a o mnozstvi mDNA v jaterni tkani plodu
v riiznych obdobich gestace. Tyto nalezy budou cennym pifnosem pro hodnoceni vyvojovych
poruch.

Druhym aspektem prace bylo hodnoceni prenatalniho vyvoje mitochondrialnich
enzymovych aktivit a biogeneze mitochondrii. Autorka volila dvoji zptisob hodnoceni. Jednak
srovnavala viechny naméfené hodnoty prenatélni s hodnotami postnatalnimi, jednak se
pokousela hodnotit vyvoj jednotlivych parametrii v pribéhu gestace na zdklad¢ vytvoreného
souboru podskupin podle doby gestace.

Jak je uvedeno v zavérech, v mitochondrialni frakci byly analyzovén}! aktivity komplext
respira¢niho fetézce I, I1, II1, I+III, I+l a IV a CS a PHD. Pfi srovnani fetalnich a

postnatalnich hodnot byly signifikantni rozdily aktivit u komplexu I a II. MnoZstvi proteinu
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hodnocené imunochemicky\(ozdﬂy neprokazalo. Hodnoceni mtDNIQV/ﬁr/okézalo vzestup
kvanta mtDNA v prubéhu gestace.

K predkladané praci bych mél tyto pfipominky:

1. V tivodu by bylo tieba upiesnit néktera tvrzeni jako na str. 6 ,,vnitini
mitochondrialnéi membrana je volné propustnd jen pro O, a CO, ,, na str.9
,NADH vgnikajici v matrix pii glykolyze..”

2. V cilech prace by asi bylo vhodné uvést jesté Sesty bod a to, ze na zakladée
ﬁaméf‘en}’/ch Udaj bude hodnocen vyvoj mitochondrif v pribéhu gestace.

3. V metodické ¢asti by asi bylo vhodné vénovat vice pozornosti isolaci
mitochondrii, protoze isolace mitochondrii ze zmrazené tkdné neni zcela
standardnim postupem. Bylo by tfeba se odvolat na piipadné citace a minimalné
komentovat ¢im se lisi isolace z Cerstvé a zmrazené tkané a asi by bylo vhodné
mit udaje o obsahu membranového mitochondrialniho enzymu v 600g
sedimentu, mitochondrialni frakci a supernatantu.

4, Pokud jde o popis vysledki, nedoporucoval bych pouZivat spojeni

,nesignifikantni pokles™ (str.56).

3. Po zmrazeni lze predpokladat, Ze dochazi k fragmentaci mitochondrialni
membrany a tim i k vyplaveni CS lokalizované v matrix. Tomu nasvédcuji i
ddaje v tab. 4.2. Hodnoty CS v mitochondriich maji podstatné vySsi rozptyl nez
hodnoty v homogenatu.

0. V diskusi (odbér matrialu) by bylo vhodné hodnotit nejen vliv skladovéni na

CS. ale i na aktivitu nékterého enzymu respiracniho fetézce a také nejen

zavislost na dobé skladovani, ale 1 hodnoty pfed a po zmrazeni.
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Zavérem mohu konstatovat, Ze predkladana prace predkladd na unikatnim souboru
vzorku fetalnich jater Siroké spektrum metod umoziujicich hodnoceni aktivity 1 kvanta
mitochondrialnich enzym. Navic pfinasi nové udaje o vyvoji aktivit nékterych
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mitochondrialnicvh enzymu a o biogeneze mitochondriii v pribéhu eee@ce. V tvodu
pak autorka podévé prehled poznatki o struktuie a funkci a biogeneze mitochondrii a
struéné shrnuje poznatky o fetalnim vyvoji ziskané na experimentélnich zvifatech.
Diskuze pak komentuje jednotlivé dil¢i nalezy. Prace je psand piehledn€ a je
dokumer;tované fadou tabulek a graft.
Ptedklddan4 prace spliiuje poZadavky kladené na magisterskou disertaci.

Doporuéuji proto jeji piijeti.

RNDr Z. Drahota DrSc .
Fyziologicky ustav AV CR
V Praze 14. kvétna 2007.



