Oponentsky posudek disertalni prace Mgr. René Endlichera:

Studium zmén energetického metabolismu hepatocytd: plsobeni oxidaéniho stresu a

trijodtyroninu.

Doktorska disertaéni prace Mgr. René Endlichera byla vypracovadna na Ustavu fyziologie Lékafské
fakulty v Hradci Kralové. PredloZena prace je v podstaté zaméfena na bioenergetické pochody, které
probihaji v savtich jatrech. Autor se vénoval hlavné tvorbé kyslikovych radikall a jejich uloze v Zivoté
jaternich bunék a jejich mitochondrii. Na tuto problematiku logicky navazuje zkoumani jevu zmény
propustnosti mitochondridlni membrény, kterda je zprostfedkovéna, zatim ne zcela jasné
definovanym, membranovym pérem. Tyto mitochondridini déje se v poslednich letech t&3i zdjmu
mnoha védeckych pracoviéf, nebot se ukazuje jejich stale veétdi lGloha u Fady fyziologickych i
patofyziologickych déjd u mnohobunéénych organisml. Tyto procesy jsou spojeny zejména
s problematikou bunécné smrti, at ui apoptézou ¢&i nekrézou, ale také scelou fadou daldich
bunéénych pochod.

Formalnl uspofadani disertatni prdce sleduje klasické Clenéni: Literdrni pfehled, Material a
metody, Vysledky, Diskuse a koneéné Zavér. Co se textu tyée, z formainiho hlediska je price celkem
dobfe vypravena, obsahuje snesitelné mnoiZstvi pfeklepl &i stylistickych neobratnosti a narazit jsem
na jediny prohielek proti teskému pravopisu. PFipominek ke grafické ¢asti prace je trochu vice a
zminim je v ¢asti tykajici se vysledk(,

Literarni pfehled je napsdn pfehledné a pfedstavuje kompaktni a uceleny pohied na zkoumanou
problematiku. Musim viak podotknout, Ze néktera sdélenl mi pfipadala az pFilis struénd a pro &endfe
ne zcela divérné sezndmeného s problematikou ponékud obtizné sledovatelnd. Domnivdm se, ve
autor mohl urcita fakta trochu rozvinout. Piiklad: Na strané 29 je véta ,Zvyseni hladiny Ca®* stimuluje
produkci ROS”. K tomuto tvrzeni schazi citace (pokud to nenl ta o dvé véty pozdé&ji). Nebylo by ale
Spatné pifipojit par slov jak a proé. Pfedpokladam, Ze ten kdo tohle zjisténi publikoval o tom néco vi
nebo si afespoi myski. K této ¢asti prace mam jesté nékolik daldich pfipominek:

1. Zajimavd je citace u obrazku £. 4, jedna se o osobni dar od Tomase Mracka?

2. Autor vliterarnim pfehledu udéva, Ze 1-2% celkového kysliku spotifebovaného
mitochondriemi je pfeménéno na superoxidovy radikal. Jini autofi viak uvadéji &islo o fad
nizsi s tim, Ze v podminkdch in vivo je parcidlni tlak kystiku mnohem niZsi nez v podminkach in
vitro, kdy byly ziskdny hodnoty vyssi.

3. Domnivam se, Ze superoxiddismutdza by si zaslouZila podrobnéjsi zminku. Vhodnée by bylo
uvést alespor jeji tif isoenzymy, jejich kofaktory a fokalizaci.

4. mtDNA skutetné neohsahuje histony, ale nukleoidy, které v mitochondriich vytvafi, obsahuji

proteinovou sloZku, kterd je mhze suplovat.



5. Proces uvolnéni cytechromu ¢ z mezimembranového prostoru za Gfasti proapoptotickych
proteindi rodiny BH123 (BAX, BAK aj.) je popsan v ulebnicich bunééné biologie (Lodish,

Alberts). A pravé novy madel tubularniho uspofadani krist asi jejich narovnani neumoiniuje.

Vysledky jsou pfehledng shrnuty a casto | komentovany, vyhrady viak mam kvelikosti,
zfetelnosti a smysluplnosti nékterych grafl. V praci se vyskytuji nejednotné popisy nékterych grafl,
autor nékdy pouiiva termin bobtnani, jindy zase anglické swelling, pokud se tedy nejedna skutecné o
dva rlzné déje. Napf. graf 31 pojmenovany ,Kalciem indukovany swelling...” pdsabi trochu jako
$patny prekiad letdku ke zdravé vyiivé. Barevné odlideni Car v grafech neumoiiuje ani étendfi bez
poruchy barvocitu dobfe rozeznat, ktera Céra je kterd (zejména Cernd a tmavé modrd). Asi by bylo
vhodné vedie rlznych barev pouZit i rlizné symboly a u grafl s vy3sim poétem Car zvétsit méritko osy
Y tak, aby se zmét {ar trochu rozpletla. Lze pochybovat o vyznamu fotografii, které ukazuji méfici
aparatury, domnivam se, Ze ohrazek spleti hadiek, oplechované skfiflky a monitoru stojiciho na dalsi
skfifice ma, snad kromé estetické, nulovou vypovidaci hodnotu. Nakonec by mé zajimalo, zda éterova
narkoza nemiiZe poskodit hepatocyty a co znamena tajemny koeficient F pfi stanoveni aktivity laktat
dehydrogendzy.

Diskusni ¢ast shrnuje dosaZené vysledky a zafazuje je do kontextu s nélezy jinych autord. Nebylo
by viak mo#na na $kodu, kdyby se autor pustil do cdvaingjiich spekulaci a neomezil se nékde na

pouhé konstatovani svych vysledk( &i na srovnani s nalezy jinych badateld.

Souhrn vysledkd vystizng prezentuje ta nejdiileZitéjsi zjisténi. Za obzvldst cenné povaiuji
zavedeni metody pro kvantifikaci bobtnani mitochondrii a prokézani tkdnové specifickych rozdild

v citlivosti mitochondrii k Ca®*. To ovéem nijak nesnifuje pfinos ostatnich nalezd.

V pfedklddané praci jsem narazil na nékolik véci, které bych rad okomentoval, nebo se na né

zeptal.

1. Vliterérnim Uvodu je napsano (str. 17}, Ze volné radikaly se diky své reaktivité staly velmi
vyznamnymi prostfedniky pFenosu energie. Co to pfesné znamend?

2. laky je autorlv ndzor na morfologii mitochondrii? V literdrnim pfehledu na jedné strané pise
o existenci mitochondridlni sité, jindy je popisuje jako ovdiné organely.

3. Na strané 28 se piSe o stimulaci ATP hydrolaz depolarizaci mitochondridinich membran. Jaké
hydrolazy ma autor na mysii?

4, Na stejné strané jsem nerozumél tvrzeni o stimulaci oxidace NADH zvétienim objemu matrix.

5. Na ndsledujici strané {29) je zminka o akumulaci pyrofosfatu v matrix, jak zde vznika a jak

souvisi s odstranénim nukleotid( z ANT?



6. Co jsouto ,Ca’ dependentni dehydrogendzy, které jsou zodpovédné za syntézu ATP z ADP a
fosfdatu” (str.95)?

7. Jak si autor vysvétluje rozdilnou citlivost Komplexu | a Komplexu i vaci t-BHP?

8. Prekvapiveé je podle mé srovnani plsobeni trijddtyroninu na izolované mitochondrie a ,in
vivo” v pokusnych zvifatech. Ma autor néjakou predstavu o mechanismu plsobeni T3 na
izolované mitochondrie. P¥i znalosti mechanismu déinku thyreoidnich hormond celou burku
a tedy na jaderny genom si lze pfi troée fantazie pFedstavit zménu exprese mtDNA genu pro
nékteré podjednotky komplext oxidaéni fosforylace, ale co ty ostatni sloZky (ANT, VDAC,
fosfolipidy atd.).

Pfes uvedené vyhrady ¢ komentdfe se domnivam, Ze pfedkladana price predstavuje
vysledek usilovné préace zavrieny cennym souborem plvodnich ndlezll. Jiz pouhy letmy pohled na
metodickou ¢ast dosvéddl, e Mgr. René Endlicher v pribéhu prace ovladl a pouiil Siroké
spektrum experimentdlnich metod. Také vysledky v praci uvedené jasné prokazuji, Ze autor
pFinesl sv{j vlastni dit k objasnéni komplikovanych proces(, pfi kterych vznikaji kysiikové radikaly
a nasledné celé fady pochody, které tyto molekuly mohou ovliviiovat. Podle mého néazoru je
nepochybné, e Mgr. René Endlicher prokazal schopnost samostatné védecky pracovat, vysledky
svo]l prace formulovat a na jejich zdkladé planovat pokragovani vyzkumu. Deporucuji proto, aby

na zakladé pfedklddané price byla Mgr. René Endlicherovi udélena védeckd hodnost PhD.
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