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Predkladana diplomova praca bola vypracovana na Univerzite Pardubice. Fakulte
chemicko-technologickej. katedre biologickych a biochemickych vied pod odbornym vedenim
doc. RNDr. Tomasa Rousara PhD. Praca $tuduje uc¢inok kadmia na funkciu mitochondrii.
V pokusoch sa vyuzivaju izolované mononuklearne bunky. viaceré bunkové kultary
a izolované mitochondrie z bunkovych kultir. Vysoka aktualnost diplomovej prace spociva v
zamerani sa na mechanizmus u¢inku tazkych kovov, ktoré su vyznamnou sucastou
odpadovych produktov v priemysle.

Diplomova praca ma 86 stran a obsahuje 160 citécii, zahraniénych aj domacich, vratane
elektronickych zdrojov. z toho 42 citacii je z poslednych S rokov. Text diplomovej préce je
zrozumitel'ny. je logicky a systematicky ¢leneny do jednotlivych kapitol.

V teoretickej casti Studentka popisuje pdvod a Struktiru mitochondrie, podrobne
rozobera funkciu respiraného retazca a mechanizmus pdsobenia ihnibitorov a rozpojovacov.
Dalej popisuje variabilitu biologického materialu pouzivaného v respirometrii od buniek cez
homogenaty tkaniv az po mitochondrie a podava zaujimavy prehl'ad o bunkovych liniach a ich
vyuziti vo vyskume s pouzitim respirometrie. V zavere teoretickej Casti sa autorka venuje
toxicite kadmia. vymeniva jeho zdroje a rozobera mechanizmy pdsobenia na drovni
bunky. mitochondrie a komplexov respiraéného ret’azca.

Ciele prace su definované jasne a ambiciézne, zahfiiaju zavedenie metody izolacie
mononukledarnych buniek z l'udskej krvi. metddy izolacie mitochondrii z bunkovych kultar
a vyuzitie ziskaného materidlu na testovanie toxicity kadmia pomocou respirometrie.

V ¢asti metody s prehladne popisané pouzité pristroje. chemikalie a metédy od
pripravy roztokov cez izolaciu mononuklearnych buniek z periférnej krvi. izolaciu
mitochondrii z bunkovych linii po vysokorozliSovaciu respirometriu a protokoly pre meranie
respiracie v mitochondriach. permeabilizovanych a intaktnych bunkach. Opisana je aj metoda

ovplyvnenia buniek a mitochondrii kadmiom a metéda vyhodnocovania viablility buniek.




V Casti vysledky autorka prehl'adne popisuje ziskané vysledky. ktoré vhodne doklada
tabulkami. zdznamami z merania respiracie a grafickym vyhodnotenim.

V diskusii autorka kriticky hodnoti vlastné vysledky a porovnava ich so zisteniami
inych autorov. V zavere uvadza hlavné vysledky prace: pokles respiracie Jurkat buniek po 2-

a 4-hodinovej inkubacii a pokles viability buniek po 4-hodinovej inkubacii so 100 uM CdCl..

K diplomovej praci mam nasledovné drobné pripomicnky:

* Autorka pouziva pojmy vysokoucinna aj vysokorozlidovacia respirometria. spravnym
prekladom anglického ..High-resolution  respirometry™ je  vysokorozlisovacia
respirometria.

e KedZe existuje vel’ké mnozstvo formulacii RPMI a DPBS. bolo by vhodné uviest aj ich
katalogové ¢isla.

e K metodde izolicie mitochondrii z bunkovych kultir by bolo dobré uviest citaciu.

eV popise tabulky 8 by bolo vhodné uviest” vysvetlenie. Ze celkové mnozstvo bunick
ziskan€ pri premyvani a v kone¢nej frakcii PBMC bolo vztiahnuté na pdvodny objem

plnej krvi. z ktorej bola frakcia PBMC izolovana.

Metodické pripomienky:

* Centrifugacia pri rychlosti 10000 g moze spdsobit porusenic vonkajsej
mitochondridlnej membrany. Takéto poskodenie sa prejavi vyznamnym zvysenim
respiracie po pridani cytochromu c. ako je to mozné vidiet’ na Grafe 8.

* Rotenon pouzity pfi merani uvedenom v grafe 7 a 8 je pravdepodobne kontaminovany
antimycinom A. kdeze po pridani tohto inhibitora komplexu I je zainhibovana aj
respiracia cez komplex I1. Tato experimentéina chyba v danom pripade nebrani spravnej

interpretacii vysledkov.

K praci mam nasledujlce otazky:

1) Su vtabulke 11 v ¢ase 0 a30 min uvedené hodnoty pre Jurkat bunky? Hodnoty su e
rovnaké ako v tabul'ke 10 pre bunky A549.

2) Ako si vysvetl'ujete rozdielne vysledky ziskané na intakinych a permeabilizovanych
bunkach? Teda ako by ste vysvetlili, 2Ze mitochondridlna respiracia
v permeabilizovanych bunkach nebola ovplyvnena 2-hodinovou inkubéciou so 100 uM

CdCl» a pritom respiracia intaktnych buniek bola po 2 h zniZzena o 34% ?




Zaver: Konstatujem, Ze diplomantka vyborne zvladla vel'mi naroéné zadanie. preukazala
schopnost’ zvolend tému teoreticky aj experimentalne spracovat na pozadovanej urovni,
pouzila naro¢né metodické postupy. Praca splnila vytyceny ciel’. Je spravne interpretovana.

obsahuje vietky naleZitosti a po stranke obsahovej aj formalnej ma vel'mi dobru troven.

Diplomovu pracu odporiéam k obhajobe a hodnotim ju znamkou vyborne ,, A",
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V Bratislave 21. 5. 2019

RNDr. Zuzana Sumbalova. PhD.




