Hodnoceni disertaéni prace RNDr. Jana Jezka:

The Role of Uncoupling in Down-regulation of Reactive Oxygen Species.

Disertaéni prace RNDr. Jana Jezka navazuje na dlouhodobé rozpracovavanou tematiku
oddgleni Biofyziky membranového transportu Fyziologického tstavu AV CR zamé&fenou na
charakterizaci funkce uncoupling proteini v Zivo¢isnych a rostlinnych buiikach.
Piedkladana disertace se zaméfila na objasiiovani role jakou mohou hrat uncoupling
proteiny pii regulaci tvorby kyslikovych radikald mitochondriemi. Studium mechanism,
které se podili na tvorbé kyslikovych radikald piedstavuje v souéasnosti jednu z diileZitych
oblasti biomedicinského vyzkumu protoze oxidaéni stres jako induktor apoptotickych a
nekrotickych procesi se podili na rozvoji onemocnéni celé fady Zivotné dilezitych organd.
Rozptahujici proteiny se fadi do sytému antioxidaéni ochranych mechnismii buiiky tim, Ze
snizuji podil redukované formy oxidoredukénich komponent respiraéniho fetézce. Rada
nejnovéjsich publikaci také prokazuje, Ze kyslikové radikaly, kromé svého destrukéniho
efektu se uplatiiuji i jako signalni faktory v fadé fyziologickych regulaci. Dr. Je?ek ve syé
diserta¢ni praci vénuje pozornost riiznym aspektim této velmi komplikované problematiky.

Vprvni casti své prace se Dr. Jezek zaméfil na modelovy systém komplexu I
mitochondridlni membrany a pokous$i se objasnit vztahy mezi tokem elektront, transportem
protontl a tvorbou kyslikovych radikald a prokazat do jaké miry lze ovlivnénim
membranového potencidlu inhibici protonového transportu inhibovat tvorbu ROS. Resil
tento problém nikoli pomoci klasického rozpfazeni pomoeci rozptahovaci, ale pomoci
specifického inhibitoru protonového transportu. Podafilo se mu prokézat, ze terapeuticka

strategie kompensovat mitochondridlni onemocnéni zplsobené poruchou funkce komplexu I




v disledku mutaci genu pro nékterou z jeho podjednotek problémy tvorby ROS nevyfesi,
protoZe samotné rozpfaZzeni tvorbu ROS komplexem I nezastavi.

Dal3i oddil prace v ndvaznosti na piedeslé vysledky se vénuje hodnoceni antioxidaéniho
pisobeni nové vyvinuté latky koenzymu Q s navazanym tetrafenyl fosfoniem, ktera snadno
pronika do mitochondrii. Ukazalo se, Ze tato latka je schopna obnovit respiraci inhibovanou
rotenonem, ktery simuluje poruchu mutace genu kodujiciho podjednotku komplexu I
odpovédnou za transport protont.

Ve treti ¢asti prace se Dr. JeZek vraci k mozZnostem vyuzit aktivaci UCP2 pfi snizovani
oxidac¢niho stresu. Podafilo se mu prokazat novy mechanismus zaloZeny na tom, Ze
vytvotené kyslikové radikaly aktivuji PLA2 a uvolnéné hydroxyperoxidy mastné kyseliny
aktivuji funkci UCP2 a tim i mirné rozptaZeni, které tvorbu ROS sniZi.

V zaveéretné cast prace pak Dr. Jezek vénuje pozornost tvorbé ROS v zavislosti na
koncentraci kysliku. Jedna se o jeden z vaznych problémi v této oblasti vyzkumu, protoze
vétSina in vitro experimentu je provadéna v podminkach hyperoxie. Atmosférickd tenze
kysliku je totiz mnohonasobné vys$§i néz ta intracelularni. Byla hodnocena kapacita
energetického metabolismu bunék s pfevahou oxidativni nebo glykolytické tvorby ATP pii
adaptaci na hypoxii resp. fyziologickou normoxii. Ukézalo se, Ze aerobni typ bunék pii
adaptapci na hypoxii vice zvySuje kapacitu energetického metabolismu buiiky avsak
maximalni rychlost respirace u adaptovanych i kontrolnich bunék zlistava nezménéna.

K témto vysledkiim bych mél nékolik pfipominek:

(1) Nalezy tykajici se komplexu I souborné shrnuje graf 45 na str. 89, ktery je
koncipovany z hlediska tvorby ROS. Myslim, Ze by bylo vhodné, kdyby mu
pfedchazel jeSté jeden graf jednodussi, ktery by se vyjadfil k dal§imu
dtlezitému aspektu a to mechanismu propojeni transportu elektront a protontl.

Vysledky ukazuji také, Ze transport elektrond ziistiva nezménén pii vyfazeni



2)

3)

jednoho ze tff mist transportujicich protony Lze ptedpokladat, ze na komplexu
IIT a IV existuji stejné mechanismy propojeni transportu elektront a protoni?
Rizné prace, které pouzivaji CoQl, CoQ3 nebo substituenty se sniZenou
hydrofobicitou (napf. Idebenon), které lépe pronikaji do bunék se lisi svoji
schopnosti  reagovat  srliznymi  mitochondridlnimi  oxidoredukénimi
komponentami. Netestovali jste také nékteré z téchto latek?

Jestlize se rychlost respirace adaptovanych a neadaptovanych bunék nelii, 1ze

predpokladat rozdily v tvorbé ROS?

Zavérem bych chtél konstatovat, Ze pfedkladana prace pfinasi fadu prioritnich poznatkd

ziskanych modernimi biofyzikalnimi, biochemickymi a molekularné biologickymi

metodami. Vysledky jsou presentovany piehlednymi grafy. Jednotlivé kapitoly vysledki

na sebe logicky navazuji. Uvod i diskuse jsou podloZeny obsahlym souborem 302 citaci.

Prace plné odpovida svym obsahem 1 rozsahem pozadavkim kladenym na doktorskou

disertaci. Navrhuji proto, aby byl RNDr Janu Jezkovi udélen titul PhD.

RNDr Zdenék Drahota, DrSc

V Praze dne 11. tnora 2010.
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