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fosforylace u vzacnych typa mitochondridlnich onemocnén

Predkladana diplomové prace Bc. Tomase Zdobinského predstavuje vysledky
pavodniho biomedicinského vyzkumu zamérfeného na studium funkénich a
morfologickych zmén mitochondrii ve fibroblastech pacienti s poruchou oxidacné
fosforyla¢niho aparatu.

Hodnoceni vysledk( z hlediska tvaréiho pfinosu

Price je zaloZzend na porovndni primarnich linii koznich fibroblastd ziskanych z péti
kontrol a osmi pacientli s mitochondridlnimi poruchami zpisobenymi mutacemiv sedmi
rGznych jadernych genech. Prestoze vysledky vyZaduji dalsi analyzu, mohou se stat
zakladem k vytvoreni referencnich parametrll, které se mohou uplatnit pfi studiu a
diagnostice mitochondrialnich onemocnéni.

Formalni kvalita diplomové prace

Formalné je prace velmi dobrd s vyjimkou drobného nedostatku v obsahu, kde chybi
odkazy na prilohy.

Jazyk

Prace je psana Cesky, gramaticky spravné. Jediny prohiesek je v obrazku ¢.1, kde je misto
spravného vyrazu ,mezimembranovy prostor” pouZit ,intermembranovy prostor”.
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Hodnoceni ¢asti diplomové prace
Teoreticky Uvod

Tato ¢ast shrnuje Sirokou oblast tykajici se jak mitochondridlni genetiky, dynamiky a
funkce, tak mitochondridlnich onemocnéni. Autor zpracoval pfiblizné 300 citaci a pro
lepsi orientaci jsou zde uvedeny i sekundarni zdroje. Vzhledem k prezentovanym
vysledklm v této casti chybi shrnuti poznatk( o proteinech kédovanych geny NR2F1 a
HTRA2, o jejichZ funkci se podrobné pise az v diskuzi. DalsSim drobnym nedostatkem je
nedostatecné popsany princip Clarkovy kyslikové elektrody — neni zde zminéno, Ze mezi
katodu a anodu je pfivedeno napéti, bez néhoz by redukce kysliku na vodu neprobéhla.

Material a metody

Popis metodik je dostatecné podrobny pro presné pochopeni experimentalniho postupu
studenta, s vyjimkou kapitoly , Respirometrické méreni” (3.2.3.2), kde neni uvedena
informace o mnozstvi bunécéného proteinu, pfipadné pomér bunééného proteinu vuci
detergentu (digitonin). Tato informace je nezbytna pro optimalni permeabilizaci bunék
a tedy i pro reprodukovatelnost méreni.

Vysledky

Autor prezentuje vysledky v 10 prehlednych grafech, které dokumentuji jak vliv véku na
respiraci kontrolnich bunék, tak rozdily v respiraci bunék z vékoveé srovnatelnych kontrol
a pacientll. Vsechna méreni jsou provedena ve dvou kultivacnich podminkach — za
pritomnosti glukdzy nebo galaktdzy, kdy by mélo dochazet ke zvyseni aktivity oxidacni
fosforylace. Grafy jsou doplnény 12 pfilohami obsahujicimi namérena data, ze kterych
autor v grafech vychazi. Pro lepsi predstavu by bylo vhodné ukazat alespon vybranou
kfivku z méreni a z hlediska publikovatelnosti vysledkl by bylo uZite¢né v grafech uvést
jednotlivda méreni. V ¢asti zabyvajici se studiem morfologickych zmén mitochondrii by
bylo vhodné pouzit kvantitativni metodu na vyhodnoceni fragmentace/elongace
mitochondrii.

Diskuze

Tato Cast je velmi obsahla a doklada autorliv prehled v dané problematice. Autor zde
prokazal schopnost kriticky zhodnotit sva méreni a porovnat je s literaturou.



| pfes drobné vytky se domnivam, Ze Bc. Tomas Zdobinsky se v zadané problematice
dobre zorientoval a Ze jeho prace prinesla védecké poznatky, na jejichz ziskani mél
klicovy podil. Proto dle mého nazoru predkladana diplomova prace spliuje naroky
k udéleni magisterského titulu.

K praci mam nasledujici dotazy:

1. Jaké experimenty byste navrhl pro objasnéni chovani mitochondrii ve fibroblastech
kultivovanych 5 dni v médiu s galaktézou? Uvazovali jste o prodlouzeni kultivace
fibroblastl v médiu s galaktdézou na delSi dobu nez 5 dni?

2. Mohl byste objasnit, z jakého dlvodu jste stanovoval parametr FCCP/OXPHOS, kdy
hodnota rozpfaZzené respirace (maximalni kapacita respiracniho fetézce) je narozdil
od kapacity oxidac¢ni fosforylace mérena s komplexem | inhibovanym rotenonem?
Podle mého nazoru tento parametr vypovida o schopnosti buriky vyuzivat respiracni
fetézec béhem fosforylace ADP pouze s pouZitim stejnych substrat(.

3. Existuje vhodna metoda pro kvantitativni vyjadfeni morfologie mitochondrii?

V diskuzi jste nastinil, Ze by bylo vhodné respirometricka méfeni doplnit jesté jinymi
metodami. Mohl byste specifikovat jakymi?

V Praze dne 11.9. 2019 RNDr. Alena Pecinova, PhD.
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