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Oponentsky posudek na disertaéni praci ing. TomaSe Jelenika ,,Analysis of the involvement of
a2-AMPK in the beneficial effect of n-3 polyunsaturated fatty acids on obesity-associated

metabolic derangements®

Predkladand prace se zabyva studiem pozitivniho vlivu n-3 polynenasycenych mastnych kyselin (n-3
PUFA) na rozvoj obezity a inzulinové rezistence s cilem nalezeni mechanismu tohoto efektu. Mensi
&ast disertacni prace je vénovéna studiu zvySeni uginnosti ptisobeni n-3 PUFA. Disertace vznikla ve
Fyziologickém ustavu AV CR na oddéleni Biologie tukové tkané, které ma s problematikou fyziologie
a patofyziologie tukové tkané dlouholetou praxi. Prace pfedstavuje velmi uceleny pokus pochopit roli
AMP-dependentni protein kinasy (AMPK) v mechanismu té¢inku n-3 PUFA. Vzhledem k vyznamu,
ktery mia AMPK v regulaci metabolismu na trovni buiiky i celého organismu se jevi snaha pochopit
interakei mezi AMPK a n-3 PUFA jako zésadni pro dal3i studium vlivu dietetického pfijmu n-3 PUFA
na obezitu a metabolicky syndrom a pro nasledné vyuziti v klinické praxi.

Prace je psana anglicky a predstavuje souhrn dat publikovanych ve Etyfech c¢lancich
v mezindrodnich impaktovanych &asopisech, kde ing. Jelenik je 1x prvnim autorem a 3x
spoluautorem. Jadro disertace tvoii price piijatd do asopisu Diabetes, ktery predstavuje prestizni
viidéi casopis v oboru, ve kterém ing. Jelenik predklada dizertaci. Po formélni strance je pfedlozena
disertace rozdélena standardné, pfi¢emz na zavér prace jsou piilozeny vysle publikace vztahujici se
Kk tématu. Vzhledem k tomu, Ze nalezy autora prosly naroénym recenznim fizenim, je prace oponenta

velmi zjednodusena.

Disertace je uvedena literarnim piehledem (14 stran), ktery predstavuje velmi pekné zpracovany a
&tivy Gvod poskytujici Stenafi dostate¢ny obraz o dloze AMPK a PUFA v metabolismu. Z literarniho
pichledu je zicjmé, Ze autor dikladné pronikl do sledované problematiky a dobfe se orientoval ve
velmi rozsahlé svétové literatufe tykajici se obezity a metabolického syndromu. Uvital bych pouze
rozsihlejsi zpracovani problematiky insulinové rezistence v klicovych metabolicky aktivnich tkanich
jako jsou sval nebo jatra. Literarni prehled je opatfen fadou instruktivnich schémat. Bohuzel nékteré
zkratky pouzité v téchto obrazeich nejsou vysvétleny v textu ani ve vysvétlivkach na str. 4 a 5. Napf.
vobr. 1.1-2: CM (? chylomikron), HSL (? hormon-senzitivni lipasa); obr. 1.1-3: DGAT (?

diacylglycerolacyltransferasa), PI3K (? fosfatidylinositol 3-kinasa), etc.

Cile price jsou jasné formulovany, v nasledujicim textu jsou dosazeny a vznesené otazky jsou

adekviine zodpovézeny.

Metodicka &ast je zpracovana na 15 stranach textu véetné pouZiti statistickych metod, detailngjsi
popis je mozno nalézt v piilozenych publikacich. Obdivuhodné je metodické rozpéti disertace od

metod molekulimeé biologickych (PCR etc.) pres biochemické a histologické metody aZ po préaci na




izolovanych bunkach a na celych zvifatech (hyperinsulinovy-euglykemicky clamp na mysi). Diky
spolupract s¢ specializovanymi  analytickymi pracovisti mohly byt také analyzovény hladiny
nukleoudt a spektra mastnych kyselin v jednotlivych tfidach lipidf. K metodické ¢asti mam nékolik
pripominek a otazek:

1. Proc autor ve studii €. 1 pracoval jak se samci tak i samicemi, ale néktera kli¢ova méfeni (test

lukozove tolerance u samic vs. hyperinzulinovy clamp u samet) délal jen na jednom pohlavi?

()

- Do jaké miry je mozZné se spoléhat na to, Ze lidsky insulin (Actrapid) se bude u mysi chovat
tdenticky jako pfirozeny ligand?

3. Na stran¢ 32 je uvedena zkratka pro whole-body glucose turnover jako GTR, ale ve vzorci na
stran¢ 33 nahofe je tato velidina popsana jako GTO.

. Vypoctem rozméru veli€iny GIR (glucose infusion rate) na str. 32 po dosazeni rozmért

.

Jednothivyeh veli€in v rovnici pro GIR nenf mozné odvodit autorem uvedeny rozmér [umol . kg’
Cmn

GIR = (gir x ¢)/m = {[umol.min™'] x [uM]}/ kg = {[mmol.min™] x [umol.I']]}/ kg =

[iumol” kg .min™, 1']:
Donmivam se proto, Ze infizni rychlost glukozy gir musel autor vyjaditovat nikoli v rozméru
[wmol.min™], jak uvadi, ale jako [ul.min™]. Potom vyse zminéna rovnice vychazi v rozméru
uddavaném autorem:

GIR = (gir x ¢)/m = {[pl.min] x [umol.ul"]}/ kg = [wmol. kg .min™]

5. Autor provadél fadu kvantifikaci riznych transkripti metodou ,real-time PCR* s vyuZitim
cyclophilinu B jako normaliza¢niho, tj. invariantniho genu (housekeeping gen). Z popisu
metody neni zfejmé, jaka metoda kvantifikace transkriptu byla pouzita (kalibr. kiivka, AAC) a
juk autor ovéfil, invariantnost hladiny mRNA pro cyclophilin B pfi dlouhodobych pokusech
spojenyeh s podavanim riizné diety a s celkovou zménou metabolismu.

0.

=

Jakym zpusobem byla post-hoc hodnocena data v piipadé signifikace dvourozmémé ANOVy (v

textu neni uvedeno, ale z vysledkt je ziejmé, Ze tato porovnani byla provadéna)?

Vysledky (35 stran) jsou prezentovany piehlednym zptsobem a peélivé dokumentovany, grafy a
tabulky jsou dobfe srozumitelné. Vzhledem k tomu, ze vysledky byly publikovany v impaktovanych
¢asopisech. které maji naro¢né fizeni, povazuji za zbytecné se k jejich odborné urovni dale vyjadiovat.
Ocenit je viak nutné detailni studium vlivu n-3 PUFA na celou fadu parametrii jak u normalnich tak i
geneticky modifikovanych mysi (AMPKa2™, delece genu pro o2 subjednotku AMPK). K vysledkové
¢astt mam jen jednu formalni pripominku:

I. Odkazy na separaty publikovanych praci neodpovidaji svym &islovanim seznamu na str. 99 (viz

str. 67 pravdépodobné Paper 4 a nikoli Paper 1, str. 70 pravdépodobné Paper 3 a nikoli Paper 2).




Diskuse je pomérné struénd (6,5 stran), avsak dostateéna ke kritickému zhodnoceni dosazenych
vysledku. Postradim pouze $ir$i zhodnoceni nalezi zmén ve vztahu k pohlavi a proto bych uvital $irsi
komentir autora k této otdzce. V souvislosti s interpretaci nalezti bych se proto rad zeptal:
1. Nejsou pohlavni rozdily pti¢inou nevyrazného rozdilu v glukézové tolerance oproti vysledkiim
s hypermzulinovym clampem?
2. Maji autoit néjakeé vysvétleni pro rozdil v pozitivnim ptisobeni diety cHF+F u samct a samic?
3. Do jake miry lze predpoklddat, Ze zmény v hladinich transkripti koreluji se zménami
“akuvitich enzymi? Pokud lze predpokladat, ze cHF potladi lipogenezi a PUFA puisobi opacné,
jakym zpusobem by bylo mozné interpretovat rozdilné vysledky s dietami cHF-+substance-2,
cHE~I"a DHA v pokuse ,,reversal study ' (viz Tab. 4.2-1)?

4. Do juke miry lze prevést vysledky ziskané na laboratornim hlodavei na ¢loveka?

Citace. Viextu je citovdno 130 praci. Po formélni strince nejsou citace sjednoceny, nékdy jsou
uvadeny pouze zkratky ¢asopist ( + te¢ka), jindy je uveden nazev cely. Tyto formalni nedostatky viak

nepovazujt 2 hlediska celkové prace za podstatné.

Zavér

Predlozena disertace je prace obsahové a odborné na vysoké trovni, kterd ptinasi vysoce hodnotné
nalezy o mechanismu plisobeni n-3 PUFA a naznaduje moZnosti vyuziti n-3 PUFA v praxi. Véechny
nalezy byly publikoviny v mezinarodné uznavanych impaktovanych ¢asopisech. Autor prokazal, Ze
ovlada metody experimentdlni prace a méd teoretické i praktické schopnosti k samostatné tvotivé
védecké praci. PredloZend prace tudiz plné spliiuje poZadavky, které jsou kladeny na doktorskou
disertacni praci. a proto doporucuji, aby ing. Tomasi Jelenikovi byl po tispé&né obhajobé udélen titul

WPh.D.

V Praze-Krer dne 5. 11. 2010

Prof, ENDr. Jii Pacha, DrSc.




