Doktorské disertacni prace Mgr. Anny Labajové: "Méreni
membranového potencialu pomoci iontové selektivnich elektrod
citlivych na tetrafenylfosfoniovy kationt.”

Vyjadreni skolitele

Cilem disertadni prace byla konstrukce aparatury na méfeni membranovych potencialt
pomoci TPP selektivnich elektrod a nasledné otestovani a vyuZité nové zkonstruovane
aparatury pro méfeni mitochondrialniho membranového potencidlu izolovanych mitochonrii a
mitochondrii permeabilizovanych bunék.

Vlastni technicky princip méfici aparatury byl znam jiz od sedmdesatych let. Vlastni méfeni
viak bylo provazeno celou fadou technickych potizi, které znemoziiovaly jejich Sirsi vyuZiti v
laboratorn{ a vyzkumné praxi. Tyto potiZe souvisely pfedev§im s neadekvatné vysokym
$umem, ktery sniZoval citlivost m&feni. Dal§{m problémem byla enormni citlivost na zpisob
manipulace s méiicimi elektrodami a nésledné nestabilita méfeni, kterd vedla k opakované
nereprodukovatelnosti vysledkil. Velkym problémem byla i velka poruchovost elektrod v
dasledku trhani citlivé membrany. To vie vedlo k tomu, Ze tato metoda se téméf prestala v
laboratorni praxi pouZivat a byla nahrazena fluorescenéni metodou méfeni, ktera je pouze
semikvantitativni, aviak dava reprodukovatelné a snadno realizovatelné vysledky.

Hlavnim cilem prace bylo vyuZiti sou¢asnych technologickych moznosti (pocitatem fizencho
méfeni a vyhodnocovéni, nalezeni nové technologie sloZeni citlivé membrany, navrh noveho
konstrukce méfici komiirky a elektrod), které by umoznily vyuziti ptivodniho metodiky v
nové navrzeném technologickém zaiizeni umozZiiujicim reprodukovatelna a technicky snadno
realizovatelna méieni.

Vytvofeni nové technologie znamenalo prekonat fadu technickych a konstrukénich obtiZi.
Bylo nutno navrhnout takovou méfici aparaturu, kterd by zabezpecila praktickou
nepolarizovatelnost elektrod. Znamenalo to zkonstruovat aparaturu s extrémné vysokym
vnitinim odporem a zaroveti potladit Sum pro dosaZeni dostatecné citlivosti méfeni. Bylo
nutno (v nékolika iteracich) nalézt a navrhnout novy tvar a uspofadani méfici komiirky a
elektrod. Piedeviim bylo nutné nalézt nové slozeni métici membrany (a technologicky zpiisob
jeji vyroby), které by zabezpetilo reprodukovatelnost méfeni.

To vie se po &asové velmi néroéné praci, provazené testovanim a naslednym
pfekonstruovéanim fady prototyptl, podafilo dosdhnout. Byl vytvofen novy pocitatem fizeny
pi{stroj, nalezeno nové sloZeni citlivé membrany (a nalezena technologie jeji vyroby), navrzen
a naprogramovén automatizovany zptisob vyhodnocovéni vysledkii méfeni (v prostredi
MATLAB/Simulink) pomoci identifikace matematického modelu s experimentdlnimi daty.
Vysledny algoritmus vyhodnocovani byl implementovén do vyhodnocovaciho programu
potitade propojeného s p¥istrojem. Pro novou citlivou membrénu byly experimentalng
zméfeny a vypoéteny rliznymi metodami koeficienty selektivity, které charakterizuji jeji
chemické vlastnosti a umoZiiuji vyhodnoceni vysledkd méieni.




Experimentalné byla otestovana stabilita a reprodukovatelnost méfeni. Piistroj byl testovan
méfenim membranového potencidlu izolovanych mitochondrii. Vysledky téchto testii byly
uspokojivé a nakonec umoznily nasadit tento pfistroj pro rutinni laboratorni a vyzkumna
méfeni.

O tuto aparaturu projevili zdjem i dal§i védeckovyzkumna pracovisté, kterym byla aparatura
poskytnuta.

Nové byla aparatura vyuZzita pro méfeni membranového potencialu mitochondrii bunék s
permeabilizovanou plazmatickou membranou. Na rozdil od méfeni na izolovanych
mitochondrif tato metodika umoziiuje méfeni membranového potencidlu in-situ se
zachovanymi kontakty mezi jednotlivymi bunéénymi organelami a hodnoceni funkce
dychaciho fetézce, coz ma i praktické klinické vyuziti pro diagnostiku mitochondridlnich
nemoci.

Nové navrzena metodika méfeni byla déle vyuZita pro méfeni vlivu kalcia a prooxidantu na
mitochondridlni membranovy potencidl a na funkci dychaciho fetézee a pfipadné i zapojeni
mitochondridlniho megakanalu (tzv. mitochondrial permeability transition pore),
propojujiciho vnitfni mitochondridlni membranu s mezimembranovym mitochondridlnim
prostorem.

Dosazené vysledky byly prezentovany na mezinarodnich konferencich a publikovany v
impaktovanych védeckych ¢asopisech.

Zavérem lze konstatovat, Ze cile, kladené v uvodu disertaéni prace byly splnény.

Prioritnim vysledkem bylo vytvofeni nové technologické aparatury, umoZziujici praktickou
realizaci kvantitativniho zptisobu méfeni membranovych potenciald. Dal§im vysledkem bylo
vyuziti této aparatury pro studium nékterych mitochondridlnich funkci a publikace téchto
vysledk® v impaktovanych ¢asopisech.

Doktorandka splnila viechny pozadavky kladené na ziskani titulu Ph.D. a proto doporucuji
tuto praci k obhajobé.

V Praze, 5.6.2007

D
MUDr. Jiri Kofranek, CSc.
Odddéleni biokybernetiky, Ustav patologické fyziologie 1. LF UK.
U nemocnice 3,
128 53 Praha 2




