Posudek oponenta na disertacni praci Mgr. Aleny VojtiSkové: Application of biophysical
methods for functional studies of defects of mitochondrial energy transformation.

Predkladana prace se zabyva nékolika teoretickymi a experimentainimi aspekty pfemény
energie v mitochondriich z hiediska detekce, diagnostiky a uréeni mechanismu nékterych
vrozenych mitochondriainich poruch.

Prace je uspofadana jako 57-strankovy anglicky text ktery uvadi 7 €lankd publikovanych
v uznavanych mezinarodnich ¢asopisech.

V tvodnim textu jsou velmi pékné shrnuty podstatné informace o mechanismu fungovani
pfenosu energie na mitochondriich. Problematika mitochondrii je rozebrana jak z hlediska
jednotlivych stupiia pfemény energie, tak z hlediska genetiky mitochondrii a mitochondrialnich
proteint a tvorby volnych radikald jako nezadouciho pravodniho jevu jejich &innosti. Cely Gvod je
smérovan k rozboru mechanismd ruznych vrozenych poruch pfemény energie v mitochondriich
vyznamnych v klinické praxi. V metodické ¢asti jsou kriticky zhodnoceny rlizné metody méfeni
mitochondrialniho membranoveého potencidlu. Zvlastni duraz je kladen na metody vyuZivajici
fluorescentnich sond k méfeni na permeabilizovanych buikach. Rozbor ukazai, ze z Fady
publikovanych metod s pouzitim fluorescenénich sond je nejvyhodnéjsi metoda pritokove
cytometrie na permeabilizovanych koznich fibroblastech (aby byl odstranén vliv potencialu na
plasmaticke membrané bunék) pomoci barviva TMRM (tetramethylrhodaminmethylester).
Vyhodou této metody je, Zze zvolené barvive samo pomérné malo ovliviiuje respiraci mitochondrii.
Dumyslnou metodou, rozebranou v ¢lanku 1, je moZné méfeni kalibrovat pro ziskani hodnot
potencialu pfimo v milivoltech. Ve vétsiné experimentt ale postadovalo vyneseni grafu poctu
bunék v zavislosti na intensité fluorescenéniho signalu. Druhou metodou pouzivanou ke studiu
funkce oxidativni fosforylace bylo méfeni spotfeby kysliku pomoci kyslikové elektrody. Tyto dvé
metody byly kombinovany s fadou metod biochemickych a s vyhledavanim genetickych odchylek
pomoci metod molekularni biologie.

K upfesnéni, ktery krok v &innosti mitochondrii je funkéné postizen byla vyuzita detailni
znalost farmakologie jednotlivych kroku reakce. RUzné &asti respiraéniho fetézce byly
farmakologicky blokovany nebo aktivovany a u&inek by! detekovan zmé&nami v mitochondrialnim
potencialu nebo spotfebé kysliku. Pfi porovnani vysledkl z bunék pacientl a bunék zdravych
kontrol byio mozné detekovat postizeny funkéni krok. Uvodni &ast je zakonéena struénym
shrnutim vysledku pfilozenych ¢lankd a obsahlym seznamem pouzité literatury.

Je ziejme, 2e hiavni tézisté prace doktorandky a jeji podil na publikovanych pracich je
pfedevS§im v biofyzikalnich a zejména fluorescenénich metodach méfeni mitochondriainiho
potencialu a jeho zmén. Samotny fakt, e jednotlivé prace Uspé&sné prosly recenznim Fizenim

v mezinarodnich Casopisech dokazuje, Ze témata praci jsou aktudlni, pouZité metody jsou na




vynikajici urovni a vysledky jsou ocefovany v mezinarodnim srovnani. Souéasné je na praci
vyznamné i to, Ze spojuje vyspélé experimentalni techniky s pouzitim v klinické praxi.

Drobne formalni pfipominky k uvodnimu textu jsme jiz prodiskutovali pfedem a zbyvaji 4
otazky, které nijak nesnizuji Uroven prace :

1) Na str.17 se hovofi o roli transportu Ca** do mitochondrii v regulaci respirace. Uvazuje se o
roli regulovaného pohybu Ca®*  kationtl pfi prevadéni &asti elektrického komponenty
protonmotivni sily na ApH komponentu?

2) Stav 3 respiracniho fetézce, nékolikrat zminény v textu oznaéuje rozprazeni vlivem FCCP,
nebo vysokou respiraci v pfitomnosti dostatku ADP, nebo oboji? Do jaké miry jsou takto v
literature oznacované stavy definovany jednoznaéné.

3) Kalibrace pomoci Mito Trackeru je zalozena na tom, Zze znaéeni touto sondou neni zavislé
na potencialu. Méfeni ukazuje, Zze zavislost na potencialu je mala, ale barveni neni reverzibilni.
Do jaké miry je barveni TMRM ,vratné" to znamena do jaké miry je nutné pfipravit mitochondrie
v uréitém ,stavu“ a pak oznacit a méfit, nebo napied mitochondrie oznadit a pak nécim ovlivnit
potencial?

4) Navrh ke grafu €.6 ve ¢lanku 2 str. 60 ukazujicimu rGznou citlivost mitochondrii kontrol a
pacientu k Castecnému rozprazeni pomoci FCCP. Kdyby se graf upravil v logaritmické $kale
intenzit, mozna by to bylo nazornéjsi protoze vtéto skale by udaj ktery piimo ukazuje
depolarizaci byl vynesen proti Udaji, ktery je umérny zkratujicimu proudu.

Predkladana prace ma celkové vynikajici Urover a dosazené vysledky jsou velice hodnotné.
Autorka jasné prokazala schopnost samostatné tviréi védecké prace a spinila pozadavky
kladené na disertacni praci a proto si dovoluji doporuéit praci k dal§imu fizeni.




