Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Radky Bolehovské:
Moznosti indukce UCP2 (uncoupling protein 2) v hepatocytech potkana v podminkach in
vivo.

Mgr. Radka Bolehovskd vypracovala svou disertaéni praci na Ustavu fyziologie Lékaiské
fakulty UK v Hradci Kralové pod vedenim prof. MUDr. Zuzany Cervinkové, CSc. Vyzkumna
problematika tohoto ustavu je dlouhodobé zamérena na sledovani zmén a regulace
metabolismu jaternich bunék, pficemZ jako modely jsou vyuZivany nékteré mezni situace
v Zivoté bunék, jako je regenerace jaterni tkdné po Casteéné hepatektomii, ¢i plsobeni
hepatotoxickych latek. Autorka hlavni Usili zaméfila na vypracovani a zavedeni metodiky
stanovujici expresi mRNA rozprahujiciho proteinu 2 v jaterni tkdni a ndsledné tuto metodiku
pouzila pro stanoveni hladin proteinu UCP2 za rliznych experimentalnich podminek. Nase
predstavy o funkci mitochondridlnich odprahujicich proteind se za vice nez tficet let od jejich
objevu vyznamné rozrostly. Od pGvodni viceméné jednoduché predstavy proteinu
thermogeninu, ktery zkratuje protonovy gradient a tim netfesové produkuje teplo, jsme se
dostali k dneSnimu stavu, kdy zname nejméné pét isoforem rozpfahujicich protein( u
Zzivocich(l a dalsi u rostlin. Je prokazané, Ze tyto proteiny reguluji celou fadu bunéénych
funkci a zcela jisté bude potfeba jesté dlouhé fady experiment(l, védeckych pracovnikl a
grantovych aplikaci, nez se podafi vSsechny funkce rozpfahujicich proteinG objasnit. Mgr.
Radka Bolehovska se do této rady pfipojila a na svém pracovisti pripravila zaklady pro dalsi
rozvoj této zajimavé problematiky, ktera mdze pfinést dalsi plody jak v oblasti zédkladniho,
tak i klinicky orientovaného vyzkumu.

Disertacni prace je klasicky clenéna. K jednotlivym ¢astem mam nékolik pripominek,
které uvedu postupné ke kazdé ¢asti zvlast.

1. Seznam zkratek mi pfipada zbytecné rozsahly. Vysvétleni nékterych zkratek je podle
meé zbytecné (LF — Iékarska fakulta, €¢i FN — fakultni nemocnice) a myslim, Ze potencialni
ctenar dila znd zkratky pro ampér €i volt. Jiné zkratky toho moc nevysvétluji, U je
mezinarodni jednotka ceho?, a informace, ie SURF1 je surfeit 1 nékomu, kdo neni
obezndamen s biogenezi mitochondrii, mnoho nerekne.

2. Teoreticky Uvod prace je rozsahly prehled zkoumané problematiky, ktery zabird témér
polovinu disertacni prace. Po uvedeni do obecné problematiky rozprahujicich proteina se
autorka vénuje UCP2 ze vSech moznych UhlG pohledu a seznamuje Ctenare s poslednimi

poznatky na poli biochemie a molekularni biologie téchto proteind a jejich moiné uloze v



Zivoté organismu. Zavér kapitoly je vénovan thyreoidnim hormonim a regeneraci jater. Cely
literarni prehled pusobi fundovanym dojmem a dokldadd dobrou orientaci autorky
v problematice a zvladnuti teoretickych zaklad. Mam vsak pocit, Ze UZeji pojaty teoreticky
uvod k praci zabyvajici pouze vztahem UCP2 k jaterni tkani by prospél pfehlednosti a ¢tivosti
této kapitoly. Kvalitu textu bohuZel znesvafuji nékteré nejasnosti, ¢i nepresnosti. Uvedu pro
ilustraci pouze nékteré: str. 11 — v soucasné dobé se pocitd se 2,5 ¢i 1,5 molekuly ATP na
elektronovy par v zavislosti na jejich zdroji; str. 13 — nikde jsem nenarazil na to, Ze George
Emil Palade se nékdy prepisoval jako Paladeus, soucasti TOM komplexu je porin TOM40,
kterym prochazeji rozbalené proteiny; str. 14 — TIM komplex slouZi pro prenos proteind,
ionty a substraty jsou prenaseny specifickymi transportnimi systémy; str. 15 — jaky je rozdil
mezi dychacim (elektron transportnim) retézcem a oxidativni fosforylaci?, ve shrnuti
produktl Krebsova cyklu schazi GTP; str. 16 — v popisu funkce Komplexu Ill je pominut Q-
cyklus a cesta elektrond v Komplexu IV a dloha cyt aa; a atomO médi je pomérné dobfe
popsana; str. 18 — elektrony v 5. fadce jsou pravdépodobné protony; str. 40 — zde je zminka
o ,snizeni UCP“ u Zen pfi orgasmu, ale zadna z okolnich citaci tento fakt nezmiriuje. Pokud se
nejedna se o Zert, jak se takové hodnoty ziskdvaji? Takovychto nepfesnosti obsahuje text
vice, a i kdyZ podle mého ndazoru praci nediskvalifikuji, zbyteéné snizuji jeji kvalitu.

3. Kapitola ,,Materidl a metody“ pfedstavuje detailni popis riznych metodickych pfistup
a svéddi o snaze autorky popsat pouZité metody opravdu podrobné. To vSak nékde plsobi
kontraproduktivné, text trpi Upornou rozvleklosti a ¢tenar se misty mize domnivat, Ze listuje
navody pro zdkladni praktickd cviéeni z molekuldrni biologie. Myslim, Ze v textech této
urovné neni tireba podrobné popisovat principy western a northern blotu, PCR, ¢i Ze vicko
pfistroje pro provadéni real-time PCR tla¢i na mikrodesticku vahou 31,8 kg. S touto, mozna
az prehnanou peclivosti, kontrastuji nékteré nedbalosti v jinych ¢astech metodické kapitoly:
na strané 66 v posledni fadce je koncentrace homogenatu pravdépodobné 1g/10ml, uvadét
parametry centrifugace v otackach za minutu bez uvedeni parametr( rotoru je bezcenné,
nutné je uvést nasobky gravitacniho zrychleni ¢i rcf. Pro stanoveni aktivity GPDH (str. 68) je
uvedena koncentrace zdsobniho roztoku glycerolfosfatu, ale koncentraci v kyveté nezname,
je ¢i neni saturujici?

4. Ve vysledkové casti autorka shrnuje prehledné dosazené vysledky ve formé

prehlednych tabulek a grafu. Graficka stranka je dobrd, tabulky i grafy jsou dobre citelné



véetn& popist os. Zaujal mé obr. 30A, kde se u mitochondrii potkan( ovlivnénych T3 na
western blotu objevuje je$té jedna skvrna, jednd se isoenzym stimulovany hormonem?

5. V ¢asti Diskuse pak autorka rozsdhle a zasvécené komentuje své vysledky, porovnava
je s vysledky jinych autord a na jejich zakladé vytvari vlastni zavéry.

K praci mam jesté nékolik dotaz(:

1. V modelu cyklujicich mastnych kyselin je postulovan navrat protonovanych mastnych
kyselin z mezimembréanového prostoru do mitochondrialni matrix. Je znamo jak tento
transport probiha? Je to prosta difuse ¢i néjaky asistovany transport (autorka zminuje
flip-flop)? NemuZe tento transport interferovat sacylCoA-karnitin pFenaSecovym
systémem? Jak dlouhé mastné kyseliny mohou takto prochdzet a ma na pfenos
néjaky vliv pfitomnost dvojnych vazeb? Je zndamo jaka je koncentrace volnych
mastnych kyselin v mitochondridlni matrix?

2. Predpokladam, Ze aktivita GPDH byla méfena pfi koncentracich substrdtu, ktery
ptedstavoval ndsobky Ky, nepokusili jste se zjistit, zda kromé Vma, neni ovlivnéna také
Michaelisova konstanta?

3. Nebyl mi zcela jasny vztah mezi experimentdini a in vivo koncentraci T3, muZe
fyziologickd koncentrace tohoto hormonu za fyziologickych podminek dosahovat
v experimentu dosazenych hodnot a je skutetné obsazenost receptor(i mirou
odpovédi?

4. V praci jsem narazil na tvrzeni, Ze adenin nukleotidovy translokator (ANT) odpfahuje
oxidaéni fosforylaci. Jaky je mechanismus tohoto odpfazeni?

Pfes uvedené vyhrady &i pfipominky, jsem pfesvédcen o tom, ze Mgr. Radka Bolehovska
ve své disertaéni praci pfinasi celou fadu novych a vyznamnych zjisténi, které jisté pfFispéji
k hlubdimu pochopeni funkce mitochondrialnich rozpfahujicich proteinG. Tyto vysledky maji i
dalezity klinicky vyznam.

Mgr. Radka Bolehovskd ve své disertacni praci prokdzala, Ze je schopna samostatné

védecké prace a doporuéuji proto, aby ji na jejim zakladé byla udélena védeckd hodnost PhD.

V Praze, dne 22. 8. 2012 . ] \ 3 Q

Doc. RNDr. Martin Kalous, CSc.
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