Posudek disertaéni price Mgr. Anny Labajové ,Méfeni membrinového potenciilu
pomoci iontové-selektivnich elektrod citlivych na tetrafenylfosfoniovy kation*

Nazev pfedkladané disertadni prace je neobvykle skromny, protoze vytvaii dojem
jednoduché a relativné izce zaméfené metodické prace. Velmi detailni popis metodiky méfeni
4y, mitochondrii jak izolovanych, tak zptistupnénych v permeabilizovanych buiikach
zpiisobem vyvinutym autorkou a j ejimi spolupracovniky je piitom samoziejme soudasti prace,
ale jen jednou jeji &4sti. Jak se lze v praci do€ist, dal§imi cili bylo vyuZiti zkonstruované
aparatury pro meéfeni potencialu vnitini mitochondrialni membrany pro Ulely hodnoceni
funkce dychaciho fetézce a zji8téni, jak vapnik a prooxidanty ovliviiuji tento membranovy
potencidl. Velmi ddleZitym tkolem posledniho cile bylo zjisténi tlohy ,,mitochondrial
permeability transition pore®, ktery podle fady 1idaji hraje vyznamnou roli v apoptotickych
pochodech v buiice. 8

Préce se skladd z kratkého uvodu a velmi &tive a dobfe napsané teoretické Gasti, ktera
struén€, ale vystizn& pokryva témata od klasifikace iontové selektivnich elektrod a
matematického popisu jejich funkce po pojedndni o apoptéze a iloze ,mitochondrial
permeability transition pore® v ni. Dal¥ &4sti jsou struéné popsané cile prace, material a
metody a posléze vysledky a diskuse zabirajici zhruba 40 stran. Pokud jde o formélni straku,
Je prace napsdna &esky velmi &tivou formou, tu a tam s malymi odboékami do slovenstiny a
s pfekmity mezi klasickymi a fonetizovanymi nazvy slouéenin (ethyl x etyl, rhodamin x
rodamin, atd.), ptip. s kombinaci obou (ATP syntasa). Misty se ztratil vyznamovy rozdil mezi
MPTP (pér) a MPT (proces permeabilitniho prechodu). Z dal§ich formalnich opomenuti - ve
strukturnim vzorci HFPB™ (obr. 5, str. 20) chybéji (celkem 8x) methoxy skupiny. V exemplai
prace, ktery mam, nemaji reference jednotny formét,

V préci jsem také postradal oddéleny seznam vlastnich publikaci piedkladatelky —
soucdsti seznamu pouZité literatury jsou 2 citace, v nichz je predkladatelka v jednom piipadé
prvni, v druhém druhou autorkou. Bylo by uZiteéné znat Uplny rozsah jeji publikaéni &innosti.

V kapitole Vysledky a diskuse je podan podrobny popis piipravy iontové selektivni
membriny a konstrukce elektrody véetng trikq, zlepSujicich jeji vlastnosti a/nebo fetficich
praci a Gsili pfi eliminaci chybnych krokd, a popis postuptli pfi poditatovém sbéru g
zobrazovani mé&fenych signaldl v realném &ase (programy MATLAB/Simulink).

Méfeni membréanového potencislu a hodnoceni funkce dychaciho fetézce bylo
provadéno na izolovanych mitochondriich, a v podminkach in sifu na permeabilizovanych
krysich hepatocytech, bunéénych kulturdch HeLa G, BSC-40 a transmitochondrislnich
cybridech odvozenych z fibroblastd. 7 vysledkd, které jsou z valné vEtSiny jasné a piehledng
prezentovany a vzapéti diskutovéany, mne zaujaly lidaje o synergistickém ptisobeni -BHP a
Ca®* na disipaci 4y, SniZovani A Wm za pritomnosti +-BHP, které je necitlivé na inhibitor
MPTP cyklosporin A, je pfipséno inhibiénimu vlivu ~-BHP na komplex T dychaciho fetézce,
piip. inhibici mitochondrialni akonitasy. Odprahujici vliv I-BHP, ktery je citlivy na
cyklosporin A, je piipisovan oteviran MPTP zptisobenému -BHP.

K préaci mam nésledujici otazky:

- Jak omezi kalibrace elektrody pfed pokusem vliv driftu elektrody na provadeng
méfeni (str. 60)?

- Pro¢ tab. 3 na str. 61 neobsahuje hodnoty koeficientt selektivity pro Na* a K*
ziskané podle Bakkera et al. (1997)? Nebylo je mozné uréit? V textu jsem nenasel
vysvétleni.

- Po pfidani FCCP a tiplné disipaci protonového gradientu neklesne Aw,, na nulu,
ale zlistane na pomé&msg vysoké hodnoté (~85 mV v tab. 4, str. 69). To je
vysvétleno (str. 73) zmé&nami objemu média a nespecifickou vazbou TPP” na
bunééné membrany. Bylo by mozné tuto vazbu kvantifikovat?




- Bylo by mozno — napi. méfenim A w u intaktnich bun&k s naslednym méfenim Ay,
u permeabilizovanych bun&k - ziskat hodnotu jak membranového potencialu na
plasmatické membrang, tak potencialu mitochondrii? Bylo by moZno pouzit napf.
model 2 kompartmentd v sérii?
- Neni vysvétleno, pro¢ se v pokusech s vlivem Ca®" a ~-BHP na Ay, izolovanych
mitochondrif (obr. 38) pridava do reakéni smési rotenon — ucinny inhibitor MPTP.
Naopak k permeabilizovanym hepatocytiim, u nichy byla podle textu na str. 82
ovéfovdna tato aktivita rotenonu, nebyla tato latka ptidavana (obr, 39). Obr. 41
predstavuje podle textu zkoumdani vlivu Ca®* g -BHP na koncentraci TPP” y
permeabilizovanych hepatocytt v pfitomnosti 1 mM EDTA. Jeji pfitomnost vsak
v legendé€ k obrazku nenf zminéna,

- Jsou jasné popsiny limitace metody, tj. znadn& obtina kvantifikace
membranového potencidlu mitochondrii u permeabilizovanych bunék vzhledem
k neznamému objemu mitochtondrii. Vhodny experimentélni protokol nicméng
umoziiuje ziskat diilezité informace o funk&nosti dychaciho fetézce, aniz bychom
znali pfesnou hodnotu Ay, Zmény funkce MPTP zplisobené Ca** a/nebo -BHP
také vedou ke zmé&nam objemu mitochondrii, Je mo¥no brat korekei na tyto zmeény
u izolovanych mitochondrii?

Zavérem konstatuji, Ze predkladana prace je velmi dobie koncipovéna, a predstavuje
logicky sled krokii od konstrukce a testovani vhodného néstroje (elektrody citlivé na TPP™) az
k zavérim o délezitych pochodech ovliviiujicich mitochondrialn funkce (mitochondrial
permeability transition) a jejich G¢ast na apoptotickych dé&jich v savéich busikéch. Jde o velmi
dilezité téma se znaénym dopadem na medicinu; MPTP hraje ziejmé dilezitou roli
v patologickych stavech zahrnujicich napt. ischemii/reperfusni poskozeni myokardu,
onemocnéni jater, svalf, neurodegenerativni choroby, nebo starnuti. Praci doporuéuji jako
podklad pro obhajobu a nasledné udéleni titulu PhD.
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