Oponentsky posudek na doktorskou disertaéni praci Mgr. Anny Labajové

Meéfeni membranového potencidlu pomoci iontové-selektivnich elektrod citlivych na
tetrafenylfosfoniovy kation.

PredloZena prace sestiva ze 34 stran ivodni teoretické &asti, ktera v ptiméfeném rozsahu
podavé zékladni informaci o oblasti vyzkumu, jemuz je disertace vénovana, a to véetné piehledu
soucasného stavu poznatkii vztahujicich se bezprostfedné k vlastni praci dizertantky. Nasleduji jasné a
srozumiteln& formulované cile priace a popis pouZitych materidli a metod (4 strany)

Vlastni vysledky, rozdélené do dvou hlavnich kapitol zabiraji i s diskusi celkem 41 stran.
Prvni kapitola je vénovana konstrukei a testovani iontové selektivni elektrody. Autorka Gsp&ing
modifikovala dosavadni postupy pii konstrukci TPP™ iontové-selektivnich elektrod (vénovala se mj.
optimalizaci volby TPP™ soli pro membranu) a sestrojila dobie fungujici elektrodu, kterd se stala
zakladem spolehlivé, poitatem fizené aparatury pro méfeni AW,,. Druhé kapitola popisuje sérii
demonstracnich experimentii. V priibéhu obhajoby by se autorka méla vyjadFit k tomu, které z téchto
experimentii jsou ideové nové a které naopak predstavuji pouhé opakovani jiz diive provedenych
experimenti.

Po formaélni strance je disertacni prace Anny Labajové dobfe zpracovana. Autorka se viak
nevyhnula fadé menSich chyb, jejichZ soupis nasleduje:
p.6 Seznam zkratek na je heterogenni smésici Eeskych a anglickych termint.

p.8 Autorka zapomnéla po dokondeni textu uspoiadat reference; prvni reference v textu
ma &islo [90], druha [92].

p.8 TPP" elektrody jsou zde prezentovany jako nastroj m&feni AW,, nezatiZeny rizikem
f.4 zdola artefaktd. O nutnosti zahrnout do analyzy vysledki méfeni AWy, té% vazbu na
membrany se autorka zmifiuje aZ ve vysledkové ¢asti prace.

p.12 Nedostatecna legenda k obrazku. Pokud se spolehneme pouze na ni, je obrazek v
Obr. 1A podstat& nesrozumitelny, a tudiz z didaktického hlediska bezcenny.

p.12 Text neni dostateéné precizni (elektrochemicky potencial éeho?)

posl. odst.

p.13 Rovnice 7 budi zdani obecnosti, aviak v dané podobg plati pouze pro jeden

interferujici typ ionti, coZ mélo byt explicitné fe€eno. Ve vysledkové &asti viak
autorka jiz uvadi, za jakych podminek miiZeme takovou rovnici pouzit, viz p.60.

p.13, 14 Autorka nazyva K stfidavé Nikolského koeficient a koeficient selektivity, aniz by
kolisani mezi t€émito dvéma alternativami n&jak komentovala.

p.23 Bylo by tfeba podrobnéji komentovat, jak vysledky méfeni zavisi na ,,non-nernstian®
akumulaci sondy ve studovanych objektech. Autorka se zmiriuje o vazbé na
membrény a zcela ignoruje vazbu na proteiny.

p.23 Podle Nernstovy rovnice se pii A, = 140 mV a pokojové teploté by se m&la zvysit
koncentrace katonickych sond v matrix oproti mediu cca 200x, a to bez ohledu na
objem matrix.

p.25 Inhibice respirace pfi pouZiti velmi vysoké koncentrace sondy neni specifickou
nevyhodou rhodaminii!!! Takto se projevi vysoké koncentrace libovolné katonické
sondy. Za vyhodu rhodaminii naopak povaZuji to, Ze je lze pouZivat pfi mnohem

nizsich koncentracich neZ napf. TPP", pokud oviem opustime tolik popularni
»quenching mode®

p.27 Neobratna formulace textu, ktery v podstat® pfedstavuje negaci zamysleného tvrzeni
f.11 zdola (podobné viz p.45, £.11)
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Ve vysledkové Easti chybi Eislovani rovnic, coZ komplikuje odkazovani se na né!!!

Lze doloZit, Ze tvorba bublin pfedstavuje skute¢né& vazny problém pii praci
s elektrodami firmy World Precision?

Dokaze autorka odhadnout chyby méieni jednotlivych kalibracnich bodii v obr.19?

Je ti‘eba, aby autorka vyhodnotila redlnou velikost systematické chyby stanoveni
velikosti A¥,, podle rovnice prezentované na této striance. Obavam se, Ze uvadéni
mérenych hodnot AW, s piesnosti na jednotky mV Ize povaZovat za
neopodstanény optimismus.

Nicméné je Skoda, Ze se autorka nepokusila prevést vysleky prezentované v obr. 31,
33-36 na hodnoty AYy,

Mluvi se zde o zménach objemu média. Neni mi jasné, o jaké zmény se jedna.

Jak byly stanoveny chyby méieni uvadéné v Tab.4, kde jsou hodnoty A¥,, uvadény
dokonce s presnosti fadu 0,1 mV!!!

Na obr.37A,B jsou uvedeny ptiklady pouZiti TPP" iontové selektivni elektrody pii
monitorovani tranzitivnich zmén AY,,. Bylo by uZite¢né v budoucnosti porovnat tuto
metodu s fluoresceénimi sondami pouzitymi v ,,non-quenching” moédu (tento nameét
samoziejmé neni vytkou k obsahu a zaméfeni piedlozZené prace.

Na zavér konstatuji, Ze i pfes vySe vypsané pfipominky pfinasi pfedlozena dizertacni prace fadu
novych vyznamnych a prakticky vyuzitelnych poznatki. Nejvyznamnéjsi z nich jiz byly publikovany
ve tiech ¢lancich v impaktovanych asopisech. Téma prace povazuji za velmi aktualni. Autorka
pouZila ve viech fazich své prace adekvatnich metod s ohledem na souvislost jejiho vyzkumu

s hled4anim novych efektivnich metod studia mitochondridlnich membranového potencialu a funkce

mitochondrii.

S piihlédnutim k vySe uvedenym skute€nostem navrhuji, aby na zikladé predloZené dizertaéni
prace po uspéiné obhajobé byl Mgr. Anné Labajové udélen
akademicky titul Ph.D.

V Praze dne 6. 9. 2007

Prof. RNDr. Jaromir Plasek, CSc.




