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Rozsah prace
Piedlozena disertace je psana v anglictiné a dokazuje jazykovou vybavenost autorky.

Prace ma klasickou formu a je ¢lenéna na iivod, vymezeni cild, stru¢hou metodikou,
vysledkovou ¢ast a diskuzi integrujici jednotliva zpracovavana témata. Cela prace je psana
velmi jasnym a vécnym slohem, ocenuji zejména vystiznost a stru¢nost vyjadiovani.
Diskuze podava velmi jasny ptehled dosazenych vysledkl v kontextu souc¢asného stavu
problematiky, velmi pfinosné je zpracovani hlavnich zjisténi do piehledné tabulky, které
umoziuje orientovat se v relativné velkém poctu experimentalnich skupin.

Publikace

Soucasti predkladané prace jsou tii publikace uvetejnéné v mezindrodnich renomovanych
Casopisech. Na jedné z publikaci je predkladatelka prvnim autorem. Podil Mgr.
Svobodové na jednotlivych publikacich je v diserta¢ni praci jasn€ uveden.

Cile

Predkladana disertace je zaméfena na studium strategii zaméfenych na 1é¢bu obezity,

zejména na efekt n-3 polynenasycenych mastnych kyselin PUFA) v kombinaci bud’

s klasickou 1écbou (thiazolidinediony, TZD), s rezimovymi opatienimi (mirna kaloricka

restrikce) nebo latkami odvozenymi z ptirodnich polyfenoli (oleuropein). Jednotlivé

studie, které zaroven piedstavuji jednotlivé kapitoly, rozpracovavaji nasledujici dil¢i
témata:

1. efekt kombinovaného podavani n-3 polynenasycenych mastnych kyselin a TZD
(rosiglitazon, pioglitazon) na déje asociované s metabolickou inflexibilitou a
poruchami metabolismu glukozy;

2. efekt kombinace podavani n-3 polynenasycenych mastnych kyselin a mirné kalorické
restrikce s dirazem na Glohu bilé tukové tkane;

3. charakteristik molekularniho mechanismu vlivu oleuropeinu (rostlinny polyfenol)na
diferenciaci adipocytt.

Téma disertacni prace je vysoce aktudlni vzhledem k vysoké prevalenci obezity a s ni

spojenych zdravotnich komplikaci, zeyména metabolického syndromu a diabetu 2. typu.

Uvod

predlozené disertace je vénovan literdrnimu piehledu o soucasném stavu feSené
problematiky. Zcela dostate¢né pokryva soucasny stav literatury vazici se k problematice
feSené v predkladané disertacni praci (regulace metabolickych dé&jii v bilé a hnédé¢ tukové
tkani, endokrinni funkce bilé tukové tkané, znamé metabolické ucinky n-3 PUFA a
rostlinnych polyfenoli, proces diferenciace adipocytil) a funkce jednotlivych adipokind.
Na této Casti prace lze vyzdvihnout konzistentni a vécny pfistup, ktery poskytuje
dostatecny prehled vztahujici se k feSené problematice.

Metodicka ¢ést
Dostate¢né popisuje pouzivané metodiky. Postradam pouze popis méfeni oxidace
mastnych kyselin v m. soleus a m. gastrocnemius.




Vysledkové cast
Ziskan¢ vysledky jsou piehledné popsany a nazorné dolozeny v grafech a tabulkach.
Z hlavnich vysledki 1ze uvést:

1. Z hlediska hleddni novych terapeutickych moznosti je velmi vyznamné i zjisténi, ze
kombinované podavani n-3 PUFA a nizkych davek TZD (rosiglitazonu, pioglitazonu)
ma aditivni u€inky V terapii dietné indukované hypertrofie tukové tkane,
hyperlipidemie a gluk6zové intolerance. Vyuziti n-3 PUFA otvird moznost snizit
davky TZD a omezit tak jejich negativni vedlejsi i€inky. Detailn¢ provedené studie
dale umoznily identifikovat rozdily v pisobeni jednotlivych TZD pti kombinované
16cbé TZD a n-3 PUFA (pouze rosiglitazon vede ke snizeni vahového piirastku,
naopak pioglitazon snizuje ektopickou akumulaci triglyceridii v jatrech, zlepsuje
glukézovou toleranci a ma vétsi vliv na produkei adiponektinu).

2. n-3 PUFA potencuji efekt mirné kalorické restrikce pti snizovani dietn¢ indukované
obezity. V predkladané praci jsou identifikovany mechanismy podminujici tuto
synergii, a to indukce mitochondridlni oxidace mastnych kyselin v bilé tukové tkani a
nasledné potlaceni projevi zanétu.

3. Unikatni zji$téni pfedstavuji vysledky studie zamétené na vliv rostlinnych polyfenoli
na diferenciaci adipocytt bilé tukové tkané. Autorka prokazala, Ze oleuropein,
polyfenol izolovany z olivovych list, inhibuje diferenciaci adipocytii prosttednictvim
inhibice exprese PPARgamma, coz pfedstavuje potencialni terapeutické vyuziti pti
1€¢bé obezity.

Ziskané vysledky prokazuji, ze autorka dosahla pfi feSeni sledovanych otazek fady novych
poznatkii.

Diskuse
V diskuzi autorka podava komentar k ziskanym vysledkiim, ktery svéd¢i o dobré znalosti
problematiky.

Pfipominky a dotazy:

Vsechny publikované ¢lanky prosly ndroénym recenznim fizenim, které dostate¢né prokéazalo
jejich kvalitu. K praci nemam zadné zavazné pripominky, dotazy sméfuji pouze k uptesnéni
n¢kterych detailti nebo predstavuji navrhy pro dalsi praci.

Cast I:

V této studii byla provedena rozsahla cilena metabolomicka analyza metaboliti nachézejicich
se v plazmé s cilem identifikovat metabolity/déje rozdilné ovlivnéné ptsobenim rosiglitazonu
a pioglitazonu v kombinaci s n-3 PUFA. Acylkarnitiny byly identifikovany jako jedna ze
skupin s rozdilnym zastoupenim a na zakladé tohoto zjisténi autorka odvodila zavéry tykajici
se vlivu na mitochondrialni oxidaci ve tkanich (jakych?). Moje vyhrada se tyké relevantnosti
tohoto zjisténi. Acylkarnitiny se vyskytuji v matrix mitochondrie. Transport acylkarnitint

Z mitochondrii ven do cytosolu je umoznén diky koordinované ¢innosti dvou
mitochondridlnich systémti — CrAT a CACT, avs$ak efektivita pfenosu vyznamné a
progresivng klesa s délkou acylového fetézce. Biologicky vyznamny je export acetylcarnitinu,
kdy se jedna o mechanismus, ktery umoziuje bunikam zbavit se nadbytku energetického
substratu (urcity typ wasting) (Muoio BBA 1801 (2010) 281-288; Noland JBC (2009) 284:
22840-22852). Rutinni stanoveni obsahu acylkarnitind, které se provadi u novorozenct

s cilem identifikovat poruchy beta oxidace mastnych kyselin, se provadi ve vzorku plné krve a
sleduje se obsah acylkarnitini v krevnich bufikach (obsahujicich mitochondrie). Prace
Schooneman et al ukazuje srovnani obsahu acylkarnitint v plazmé a ve tkénich (jatra, m.




soleus. m. gastrocnemius, srdce, WAT, BAT) pti hladovéni a v sytém stavu. Autofi
neprokazali korelaci mezi obsahem acylkarnitinu v plazmé a v zadné ze sledovanych tkani.
Domnivam se, Ze tuto skutecnost je tieba vzit pfi interpretaci dat v tivahu. (BBA 2014,
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbalip.2014.04.001)

Cast I1:
Autorka vysvétluje pozitivni pisobeni n-3 PUFA a mirné kalorické restrikce prostrednictvim
zvysené mitochondrialni kapacity pro oxidaci mastnych kyselin. Pfi formulaci této hypotézy
se opira o tyto vysledky:

e ZvySena exprese genu funkéné asociovanych s metabolismem mitochondrii.

e Piimé méfeni respiracni kapacity permeabilizovanych adipocyti.

e Mc¢feni utilizace palmitatu v izolovanych hepatocytech in vitro.
P1i interpretaci dat tykajicich se mitochondrialniho metabolismu je tfeba mit na paméti
zékladni pravidlo, které fikd, Ze energie se nemulze ztratit. Mitochondridlni respirace je pod
ptisnou respiracni kontrolou (intenzitu urcuje dostupnost ATP) a pokud tedy neni prokazan
wasting, je nutné vysvétlit jak je vytvorena energie (ATP) vyuZzita. Souhlasim s vysvétlenim,
které autorka predklada v ptipad¢ tukové tkdné, a to vyuziti energie na zrychleni
lipolyticko/reesterifikacniho cyklu, 1 kdyz této teorii plné neodpovida exprese glycerol
kindzy v epididymélnim WAT (je ovSsem dobie mozné, ze aktivita enzymu muze byt zvysena,
bylo by dobré dolozit méfenim nebo kvantifikaci reesterifikace v této tkani). Neni mi ale
jasné, jak vysvétlit zvySenou ,,oxidaci” palmitatu v izolovanych hepatocytech. Métenym
parametrem byla koncentrace ASM, které samy o sob¢ pfedstavuji marker nekompletni
oxidace a zvySuji se v ptipad¢, ze nabidka redukovanych ekvivalentl pfesahuje kapacitu
mitochondridlniho fetézce. Zvysena koncentrace ASM je podle mé pouze ukazatelem vyssi
beta-oxidace. Nezkousela autorka stanovit produkci ketolatek in vitro, popt. obsah ketolatek
Vv séru? Tvorba ketosloucenin muize pfedstavovat alternativni cestu, jak se zbavit
nadbyte¢ného substratu. Dal§i moZnosti je stanovit obsah acyl(zejména acetyl)carnitinli
vV mo¢i, coZ rovnéz predstavuje alternativni drahu odstranéni prebyte¢nych mastnych kyselin
+ navic regeneraci volného CoA.

Cast IlI:

Jak byly stanoveny referencni (houskeeper) geny pfi analyze genové exprese u
nediferencovanych a diferencovanych adipocytti? Podle naSich zkuSenosti i podle literarnich
udaja (Arsenijevic T et al. PLoS ONE 7(5): e37517. D0i:10.1371/ journal. pone.0037517) se
exprese témert vSech genll béhem diferenciace velice méni. Uvédomuyji si, Ze ve vaSem piipadé
jste srovnavali expresi sledovanych gent ve stejném casovém bodu (11. den diferenciace), ale
bunky rostouci v ptitomnosti 400 uM Oleu mély castecné nediferencovany fenotyp. Prosim o
vyjadreni.

Zavér:

PiedloZena prace ieSi aktualni a vyznamnou problematiku. Studie byly provedeny na
pracovisti, kde oblast vyzkumu biologie tukové tkané ma tradi¢né vysokou uroven, ke
které prispiva i dlouholeta zahrani¢ni spoluprace. S tim souvisi i pouZité metody, které
jsou na Spickové tirovni a odpovidaji sou¢asnym trendim v dané oblasti vyzkumu.
PiiloZeny soubor publikaci dokumentuje, Ze vysledky studii byly publikoviny

vV mezinarodnich impaktovanych ¢asopisech. Peclivé shrnuti soucasnych poznatkii o
problematice a vécna interpretace ziskanych vysledki dokazuje, Ze autorka je
seznamena s problematikou v dané oblasti a je schopna rozvijet védecké pristupy pri


http://dx.doi.org/10.1016/j.bbalip.2014.04.001

eSeni zvolené problematiky. Celkové ma kandidatska disertacni prace velmi dobrou
rovei.

o <

Prace prokazuje piredpoklady autorky k samostatné tvorivé védecké praci a k udéleni
titulu ,,PhD.“ za jménem.
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