V Praze dne 29. 5. 2009

Posudek na diplomovou praci Be. Martiny Coufalikové s nazvem ,,Reverzni
transport cholesterolu stanoveny in vivo*

Bc. Martina Coufalikova vypracovala svoji diplomovou praci na renomovaném
pracovi$ti, v Laboratofi pro vyzkum aterosklerosy, Institutu Klinické a Experimentalni
Mediciny (IKEM) pod vedenim Prof. Ing. Rudolfa Poledne, DrSc. Prace obsahuje
celkem 52 stran, je ¢lenéna optimalnim zpusobem na abstrakt, seznam literarnich
zkratek, literarni ptehled, cile diplomové prace, materidl, metodu, vysledky, zavér a
seznam pouzité literatury.

Cilem diplomové prace bylo vyuzit ve svétovém vyzkumu vyjimecny
experimentalni model (vypracovany vIKEM), . Prazského hereditarni hyper-
cholesterolemického potkana (PHHCP)“. Jedna se o potkany, ktefi maji vysokou
schopnost ¢elit zvySené nabidce cholesterolu v potravé a u nichz za pfirozenych
podminek existuje v krvi vysoka hladina (koncentrace) tohoto nebezpe¢ného rizikového
faktoru pro lidské zdravi. V pripadé samci (potkani) dosahuje hladina cholesterolu
vkrvi koncentrace 8 mM, v piipadé samic 10 mM. Hladina cholesterolu v krvi
normalnich potkani chovanych v zajeti je 2mM. Soucasné, pfes tuto nékolikanasobné
vy$si hladinu cholesterolu v krvi, u téchto potkant nebyly pozorovany aterosklerotické
zmény v cévach.

Pro postiZzeni vyznamu tohoto modelu i této diplomové prace bych chtél bych
Stendfe upozornit na to, ze rozpustnost cholesterolu ve vodnych mediich (tedy bez
albuminu a jinych bilkovinnych komponent plasmy) je velmi nizka. Jedna se o
klasickou ,,zcela hydrofobni latku®. Rozpustnost cholesterolu v krvi zajiSt'uje vazba na
krevni bilkoviny. pfedevsim albumin. Soucasné je cholesterol je piirozenou soucasti
bunééné membrany vSech bunék v organismu, kde je preferen¢né lokalizovan ve
specifickém ,kompartmentu® nazyvaném membranové domény (¢i mikrodomény).
V bunkach exprimujicich kaveolin jsou membrdanové domény uspoiadany do typického
omega tvaru (flask shape) a obsahuji fadu klicovych molekul signalniho pfenosu na
Grovni bunééné membrany - receptory, monomerni i trimerni G proteiny, src a fyn
kinazy a fadu dalsich molekul. Jedna se o dynamické struktury jejichz struktura i funkce
se méni v zavislosti na metabolickém i nutricnim stavu buiiky a deplece cholesterolu
v bunééné membrané vede k degradaci téchto struktur i sniZeni ucinnosti pifenosu dané
signalni kaskady. Je ziejmé, Ze celkova hladina cholesterolu v burice bude neznamym
zptsobem odréazet zvySenou hladinu cholesterolu v télnich tekutinach a model PHHP je
proto velmi vhodny i pro studium vlivu hypercholesterolémie na strukturu a funkci
membranovych domén, resp. G¢innost signalniho pfenosu ve vybranych bunécnych
typech organismu.

Cilem diplomové prace bylo:

-analyzovat sloZeni lipoproteidii u PHHCP. zejména nascentnich VLDL ¢astic,

-zavést novou metodu pro stanoveni reversniho transportu cholesterolu
v podminkdch in vive, tedy na celém zvifeti.



V této souvislosti je tieba jasné fici ze praveé takové zadani diplomové prace je
velmi naro¢né vzhledem k pracovnimu nasazeni diplomanta protoze nevyuZiva jiz diive
zavedené metodické postupy dané laboratote. Diplomant se proto musi s vysokym
pracovnim nasazenim a nemalou invenci vénovat vypracovani diplomové prace.

Bc. Coufalikova tento naro¢ny ukol uspésné zvladla s pouzitim naro¢né techniky
vyuZzivajici radioaktivni isotopy. Pro méfeni reversniho transportu cholesterolu pouzila
radioaktivné znaceny cholesterol. Dtlezité je Ze si uvédomila, Zze pro uspéSné méfeni
reversniho transportu této latky v relativné velkém zvifeti jako je potkan (ve srovnani
s mysi) je tieba pouzit vysoké celkové radioaktivity radioaktivné znaceného cholesterolu.
Jen timto zpusobem lze zajistit vytvofeni rovnovaznych podminek ve znaceni celkového
mnozstvi cholesterolu v organismu. Diky tomu pftistupu Be. Coufalikové prokazala radu
originalnich vysledkii které neni tfeba opakovat, protoze jsou podrobné uvedeny
v abstraktu prace. Osobné mne nejvice zaujal nalez prokazujici, ze u PHHC potkanti na
cholesterolové dieté (rozuméj dieté obsahujici vysoké mnozstvi cholesterolu) jsou
v jatrech tvofeny nascentni VLDL ¢astice, které jsou obohaceny cholesterolem.

K praci nemam zadné kritické poznamky, jen obecny dotaz.

Triton WR 1339, ktery se pouziva, jak autorka konstatuje na str. 26, v klinické
praxi jako povrchové aktivni latka pro rozpouSténi a  odstrafiovani
bronchopulmonalnicjh sekreti, bude zfejmé naruSovat integritu bunéné membrany u
téch bunéénych typu, se kterymi pfijde do pfimého styku. Plice obsahuji spolecné se
sttevem nejvétsi obsah kaveol a detergenty se pouzivaji jako nastroj pro rozpousténi
vétsiny bunéfné membrany a piipravu specifické membranové frakce, detergent-
resistentnich membranovych domén resp. kaveol (jedna se o biochemicky postup pro
isolaci membranovych domén flotaci na hustotnich sacharidovych gradientech). U¢inim
spravny piedpoklad o tom, ze by mohlo dochazet k pfimé komunikaci mezi
cholesterolem obsaZzenych v membranovych doménach na povrchu bunék a
cholesterolem ktery se pfi méfeni reversniho transportu objevi ve VLDL?

Diplomovou préaci povazuji za vysoce kvalitni a to jak z hlediska vysledku, tak
z hlediska formy jakou byla pfipravena. Literarni uvod je psan stylem ze kterého je
zfejmé, Ze studentka problematice skute¢né rozumi. Vyjadiuje se Ctivé i presné, coz
byva u nemalého poctu studentii problémem. Bylo proto pro mne potéSenim Cist text
této prace. Be. Coufalikova zvladla metodicky i ¢asové ndro¢nou metodu a ziskala radu
origindlnich vysledkia. Diplomovou praci proto plné doporucuji k obhajobé s vybornym
hodnocenim.
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