
Posudek oponenta na disertacnf praci Mgr. Aleny Vojtiskove: Application of biophysical

methods for functional studies of defects of mitochondria! energy transformation.

Pfedkladana prace se zabyva nekolika teoretickymi a experimentalnimi aspekty pfemeny

energie v mitochondriich z hiediska detekce, diagnostiky a urceni mechanismu nekterych

vrozenych mitochondrialnich poruch.

Prace je uspofadana jako 57-strankovy anglicky text ktery uvadi 7 clanku publikovan^ch

v uznavanych mezinarodnich casopisech.

V uvodnim textu jsou velmi pekne shrnuty podstatne informace o mechanismu fungovani

pfenosu energie na mitochondriich. Problematika mitochondrii je rozebrana jak z hiediska

jednotlivych stupnu pfemeny energie, tak z hiediska genetiky mitochondrii a mitochondrialnich

proteinu a tvorby volnych radikalu jako nezadouciho pruvodniho jevu jejich cinnosti. Cely uvod je

smerovan k rozboru mechanismu ruznych vrozenych poruch pfemeny energie v mitochondriich

vyznamnych v klinicke praxi. V metodicke casti jsou kriticky zhodnoceny ruzne metody mefeni

mitochondrialniho membranoveho potencialu. Zvlastni duraz je kladen na metody vyuzivajici

fluorescencnich sond k mefeni na permeabilizovanych buhkach. Rozbor ukazal, ze z fady

publikovanych metod s pouzitim fluorescencnich sond je nejvyhodnejsi metoda prutokove

cytometrie na permeabilizovanych koznich fibroblastech (aby byl odstranen vliv potencialu na

plasmaticke membrane bunek) pomoci barviva TMRM (tetramethylrhodaminmethylester).

Vyhodou teto metody je, ze zvolene barvivo samo pomerne malo ovlivhuje respiraci mitochondrii.

Dumyslnou metodou, rozebranou v clanku 1, je mozne mefeni kalibrovat pro ziskani hodnot

potencialu pfimo v milivoltech. Ve vetsine experimentu ale postacovalo vyneseni grafu poctu

bunek v zavislosti na intensite fluorescencniho signalu. Druhou metodou pouzivanou ke studiu

funkce oxidativni fosforylace bylo mefeni spotfeby kysliku pomoci kyslikove elektrody. Tyto dve

metody byly kombinovany s fadou metod biochemickych a s vyhledavanim genetickych odchylek

pomoci metod molekularni biologie.

K upfesneni, ktery krok v cinnosti mitochondrii je funkcne postizen byla vyuzita detailni

znalost farmakologie jednotlivych kroku reakce. Ruzne fiasti respiracniho fetezce byly

farmakologicky blokovany nebo aktivovany a ucinek byl detekovan zmenami v mitochondrialnim

potencialu nebo spotfebe kysliku. Pfi porovnani vysledku z bunek pacientu a bunek zdravych

kontrol bylo mozne detekovat postizeny funkcni krok. Uvodni cast je zakoncena strucnym

shrnuttm vysledku pfilozenych clanku a obsahlym seznamem pouzite literatury.

Je zfejme, ze hlavni teziste prace doktorandky a jeji podil na publikovanych pracich je

pfedevsim v biofyzikalnich a zejmena fluorescencnich metodach mefeni mitochondrialniho

potencialu a jeho zmen. Samotny fakt, ze jednotlive prace uspesne prosly recenznim fizenim

v mezinarodnich casopisech dokazuje, ze temata praci jsou aktualni, pouzite metody jsou na



vynikajici urovni a vysledky jsou ocenovany v mezinarodmm srovnani. Soucasne je na praci

vyznamne i to, ze spojuje vyspele experimental™ techniky s pouzitim v klinicke praxi.

Drobne formalni pfipominky k uvodnimu textu jsme jiz prodiskutovali pfedem a zbyvaji 4

otazky, ktere nijak nesnizuji uroven prace :

1) Na str.17 se hovofi o roll transportu Ca2* do mitochondrii v regulaci respirace. Uvazuje se o

roli regulovaneho pohybu Ca2* kationtu pfl pfevadeni casti elektrickeho komponenty

protonmotivni sily na ApH komponentu?

2) Stav 3 respiracniho fetezce, nekolikrat zmineny v textu oznacuje rozpfazeni vlivem FCCP,

nebo vysokou respiraci v pfitomnosti dostatku ADP, nebo oboji? Do Jake miry jsou takto v

literature oznacovane stavy definovany jednoznacine.

3) Kalibrace pomoci Mito Trackeru je zalozena na torn, ze znaceni touto sondou neni zavisle

na potencialu. Mefeni ukazuje, ze zavislost na potencialu je mala, ale barveni neni reverzibilni.

Do jake miry je barveni TMRM ,,vratne" to znamena do jake miry je nutne pfipravit mitochondrie

v urcitem ,,stavu" a pak oznacit a merit, nebo napfed mitochondrie oznacit a pak necim ovlivnit

potencial?

4) Navrh ke grafu c.6 ve clanku 2 str. 60 ukazujicimu ruznou citlivost mitochondrii kontrol a

pacientu k castecnemu rozpfazeni pomoci FCCP. Kdyby se graf upravil v logaritmicke skale

intenzit, mozna by to bylo nazornejsi protoze v teto skale by udaj ktery pfimo ukazuje

depolarizaci byl vynesen proti udaji, ktery je umerny zkratujicimu proudu.

Pfedkladana prace ma celkove vynikajici iiroveh a dosazene vysledky jsou velice hodnotne.

Autorka jasne prokazala schopnost samostatne tvurci vedecke prace a splnila pozadavky

kladene na disertacni praci a proto si dovoluji doporucit praci k dalsimu fizeni.


