Oponentsky posudek na diplomovou praci Ireny Durikové ”Proteinové komplexy

metabolizmu zeleza”

Diplomova prace I. Durikové se zabyva popisem a charakterizaci mitochondrialnich
bilkovinnych komplexti obsahujicich Zelezo a jejich potencialni tlohou v transportu a
uchovéavani tohoto elementu.

V ivodni ¢asti prace autorka erudované pojednavd o soucasném stavu poznani
biologickych vlastnosti zeleza zahrnujici mechanizmus bunééné internalizace extracelularniho
zeleza, jeho vstup do mitochondrii, uchovavani skladovacimi proteiny a mobilizaci pro
fyziologické ucely. Zevrubné jsou popsadny mechanizmy poruch metabolismu Fe vedouci
k onemocnénim zplisobenym jeho nadbytkem, ¢i nedostatkem.

Ke studiu metabolizmu Zeleza byla jako model jaterni tkané pouzita bunééna linie
HepG2 , odvozend od jaterniho karcinomu, jez ma zachovanu vétSinu metabolickych funkci
normélnich hepatocytii. Butiky byly metabolicky znateny inkubaci s Fe ve formé
citratového komplexu, poté byly izolovany mitochondrie a provedena iontoménicova
chromatografie proteinli obsazenych v mitochondralnim lyzatu. Byly izolovany tii
chromatografické frakce proteinii obsahujicich Zelezo jez byly nasledné separovany
elektroforézou v “nativnim” polyakrylamidovém gelu. Z gelt byly izolovany tii zdény
obsahujici bilkovinné komplexy obsahujici Zelezo, jejichz komponenty byly identifikovany
tandémovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS). Kromé tohoto pfistupu byla pouzita téz
technika koimunoprecipitace k identifikaci bilkovin asociovanych s transferinovym
receptorem (TfR) a mitochondradlnim membranovym proteinem VDAC2.

V kapitole Vysledky a Diskuse jsou tabulovany proteiny identifikované ve tiech
elektroforeticky separovanych proteinovych komplexech obsahujicich Zelezo a jsou podany
zpracované literarni udaje o jednotlivych identifikovanych proteinech ve vztahu
k metabolizmu Zeleza. Na zakladé¢ téchto tidaju jsou navrzena schemata zahrnujici usporddéani
jednotlivych proteini v komplexech a je nastinéna jejich funkce (Obr. 20 a 23).

Diplomova prace méa vytetné podanou obsahlou uvodni ¢&ast pojednavajici o
souCasném stavu feSené problematiky. Autorka vni podava zasvéceny pohled na
problematiku  metabolizmu Zzeleza vletné patologickych dusledkd jeho poruch.
Experimentalni ¢ast je vyborné zpracovana, detailné jsou popsany pouZzité metody i postupy.
Kapitola Vysledky a Diskuse dokumentuje jednak experimentalni dovednost jiz si

diplomantka osvojila v pribéhu feseni zadaného tématu, zahrnujici metody bunécné biologie



a metody elektroforetické, 1 jeji schopnost ziskané experimentalni udaje popsat a
interpretovat.

diplomové prace, spoCiva v interpretaci dosud zndmych poznatki o jednotlivych
identifikovanych proteinovych komponentdch obsazenych ve funkénim komplexu s cilem
vysvétlit chovani tohoto systému jako celku. Z tohoto naro¢ného pohledu autorka odvedla
pozoruhodny kus prace a vytvofila podminky pro daldi pokracovéani tohoto origindlniho
vyzkumu bunécnych proteinovych komplext souvisejicich se Zelezem.

Praci doporuduji pfijmout jako praci diplomovou s hodnocenim vyborné.
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