OPONENTSKY POSUDEK DISERTACNI PRACE

Student: Mgr. Jan Capek
Nazev prace: Fluorescencni metody pro detekci bunééného poskozeni
Posudek zpracoval: doc. Ing. Milo$ Hroch, Ph.D.

Tématem prace predlozené Mgr. Janem Capkem je optimalizace spektrofluorimetrickych metod
pro zjistovaniintraceluldrni koncentrace glutathionu, optimalizace metody pro detekci fragmentované
DNA a studium toxického poskozeni bunék kadmiem.

Disertacni prace je clenéna obvyklym zplsobem a ma celkem 132 stran, z ¢ehoz 58 stran
je vénovano teoretickému Uvodu. Teoreticka ¢dst je zpracovana peclivé a autor se zde vénuje popisu
fyzikdIniho jevu fluorescence, konceptu bunécného dychani s popisem jednotlivych komplext
dychaciho fetézce a popisu fluorescencnich sond, které jsou vyuzivany pfi hodnoceni membranového
potencidlu mitochondridlni membrany, koncentrace reaktivnich forem kysliku a dusiku a pfi vizualizaci
DNA. Zvldstni pozornost je vénovdna glutathionu, jeho funkci, syntéze a jeho detekci.

V druhé casti dizertacni prace pak nalezneme popis cill, experimentalni ¢ast, vysledky, diskuzi
a zavér. Soudasti jsou i tfi publikace v ¢asopisech simpaktnim faktorem. Jedna, kde je predkladatel
prvnim autorem a dvé spoluautorské. Text prace je doplnén mnoZstvim citaci, kterych je 267. Po
formalni strance prace obsahuje minimum preklepd, i kdyZz v nékterych ¢astech se autor nevyhnul
ponékud krkolomnym, nebo neobvyklym formulacim. Celkové Ize konstatovat, ze prace je prehledné
zpracovanad. Pfipominky a dotazy k textu jsou shrnuty nize.

Majoritni pripominky

e Moje zasadni pfipominka se tykd cild prace. V prfipadé disertacni prace bych ocekaval vyvoj novych
postupt ¢i metod. Dva body ze tfech uvedenych se zde zabyvaji optimalizaci metod. Optimalizace
byvaji naplni spiSe diplomovych praci. Mohl byste vice pfiblizit unikdtnost vami ziskanych vystup?

eV kapitole Cile prdce bych ocekaval alespon stru¢né zd(vodnéni, proc se problematice vénujete.
Minoritni pripominky

Str. 12) V seznamu zkratek chybi zkratka FCCP.

Str. 16) V kapitole 2.1.1 je popisovdn vztah mezi energii, vinovou délkou a frekvenci zareni. V textu je
uveden matematicky vztah mezi vinovou délkou a frekvenci. Vzhledem k tématu diskutovanému
v tomto odstavci by bylo vhodné pro Uplnost uvést i vztah mezi frekvenci a energii zareni.

Str. 17) Pro oznaceni ¢ orbitall je chybné pouzito fecké pismeno 0.

Str. 22) U obrazku 6 chybi v popisku uvedeni zkratky UCP - Uncoupling protein. Zkratka neni uvedena
ani v seznamu zkratek na zac¢dtku disertacni prdce.

Str. 23) Na obrazku 7 je Spatny vzorec ubichinolu. V rovnici je na obou stranach uveden ubichinon.

Str. 25) Obrazky 8 a 15 jsou velmi Spatné kvality, problematicky ¢itelné. Bylo by Zadouci vlozit do préce
jako errata obrdazky v lepsi kvalité.

Str. 43) Unikd mi vyznam véty: ,Mezi exogenni induktory ROS radime poluce ve vodé ¢i vzduchu*.

Str. 45) Unikd mi vyznam véty: ,Velice dilezity fakt, kdy dojde k prostupu MitoSox z mitochondrii do
cytoplasmy, kde je vyssi nabidka nukleovych kyselin, dochazi ke zvyseni fluorescence”. Tato véta
opravdu neni ¢esky!




Str. 48) Termin homovanilickd kyselina neni v ¢estiné pouzivdn, ma byt uvedeno kyselina
homovanilova.

Str. 76) Hodnota koeficientu determinace - R? v intervalu 0-50 min by méla byt uvedena se stejnym
poltem desetinnych mist jako u zbytku vysledkd.

Dotazy

“

1. Str. 36) Formulace ,inertnost molekuldrniho kysliku ... mlze byt pro nezasvéceného ¢Etendre
zavadéjici a nepovazuji ji za stastnou. V jakém ohledu je kyslik podle vés inertni?

2. Str.73)Jakym zplGsobem byla hodnocena linearita zavislosti ¢as vs. fluorescence v prvnich minutdch
po pfidani ¢inidla?

3. Pokud se zaméfime na in vivo -bunécné modely, kde jsou fluorescencni sondy pouZzivany napf.
k hodnoceni mitochondridlniho membranového potencialu, byl u nich studovéan vliv na normalni
funkci mitochondrii? Pfece jen pridavdame do Zivého systému néco, co tam nepatfi.

4. Pro€ nebyly u MCB testovany vyssi koncentrace nez 40 uM?

5. Pfi optimalizaci byl vyuzit pfistup ,one-factor-at-the-time”, nezvazovali jste multifaktoridini
optimalizace s vyuZitim statistickych metod (Plackett-Burman)?

6. OPA je Cinidlo béZné pouZivané kderivatizaci primdrnich a sekundarnich amind pfi jejich
fluorescencnim stanoveni. Doved! byste popsat, v ¢em spocivd u nékterych latek nejvétsi slabina pfi
vyuziti této konkrétni derivatizace.

7. Str. 43) V kapitole 2.4.1.3 zminujete piti alkoholu jako jeden z faktord zvy3ujicich oxida&ni stres.
Doved| byste popsat néktery z mechanismd, kterym dochazi k nardstu oxidativniho stresu v tomto
pfipadé.

Zaveér

Disertacni prace obsahové odpovida schvalenému tématu a student naplnil vytycené cile. Vyuzité
metody a postupy byly adekvatni. Vysledky prace studenta byly otiStény ve tfech impaktovanych
Casopisech s nezdvislym recenznim fizenim. Doktorand tedy prokdzal dostate¢nou schopnost
samostatného FeSeni védeckych ukoll ajejich prezentace. Jako jediny problém vnimdm milo
- zdlvodnéné cile prace. Student by mél v ramci obhajoby dostatecné vyzdvihnout a zdlraznit pfinos
jeho optimaliza¢nich experimentl. Po zvdZeni vsech dostupnych faktl doporuduji praci Mgr. Jana
Capka pFijmout k obhajobé.

V Hradci Kralové dne 25.5. 2020

doc. Ing. Milo$ Hroch, Ph.D.




