Oponentsky posudek magisterské diplomové price: Be. Ales Mikulka: Mechanismus i¢inku
katecholaminu v termogenezi izolovanych lidskych leukocyti.

PiedloZzena prace vrozsahu 55 stran je logicky roz¢lenéna podle predpokladanych
pozadavku Biologické fakulty (ivod 1 str., literarni piehled 9 str., cil prace 1 str., material a metody
8 str., vysledky 13 str., diskuse 5 str., zavér 1 str., literatura 6 str., seznam pouzivanych zkratek
1 str. a pfiloha s podrobnéj$imi informacemi o pouzivanych latkach 10stran).

Cilem prace bylo na zakladé vlastnich pokust zjistit, jaky typ adrenergnich receptori
isolovanych lidskych leukocytti stimuluje jejich metabolismus (autor to popisuje jako hormonalni
termogenezi), ktery je méfen na zakladé spotieby kysliku, a také objasnit zda exogenni substraty
mohou tento dé&j ovlivnit.

Literarni prehled kvalitné popisuje zakladni principy termogeneze a jeji mozné fizeni,
s vyraznym zaméfenim na U€inky katecholamin®, které predstavuji jedny z nejvyznamnéjSich
regulacnich latek v tomto procesu.

Metodika vyuzivala vhodné experimentalni metody na isolaci lidskych leukocytii a méfeni
jejich metabolismu ovliviiovaném specifickymi agonisty nebo antagonisty pies rtzné typy
adrenergnich receptort, aby se dalo posoudit, které typy adrenergnich receptorii se na stimulaci
zvySené spotieby kysliku podileji a odhadnout, jak se zde mohou uplatnit i substraty pfidané do
kultivaénich médii.

Vysledky jsou piehledné a srozumiteln€ popsany a uvedené grafy zndzorfiuji zméfena data
a jejich statistické posouzeni. Autor vyuzil fadu dulezitych farmak pro otestovani jejich vlivu na
adrenergni receptory riiznych typt (al, a2, 1, B2, B3) a zahrnul i ¢ast vysledki ze své bakalarské
prace, které souviseji s touto problematikou.

V diskusi, kde se snazil vhodné€ porovnavat vlastni vysledky s Gdaji zvefejnénymi jinymi
badateli, kvalitni popis prokazuje autoriv zdjem o tuto problematiku a dobrou znalost literarnich
dat.

Zavér nakonec prehledné struéné shrnuje vysledky diplomové prace se zdiraznénim, Ze
v lidskych leukocytech se na metabolické stimulaci nejvice podileji p1, a2 a B2 adrenergni
receptory, kdezto ol a B3 se na stimulované zvySené spotiebé kysliku v leukocytech neuplatiiuji.

RovnéZ vnéjsi substraty nemaji pravdépodobné nezbytnou tlohu v tomto procesu.

Prace je p&€kné a prehledn¢ sepsdna a doporuCuji jeji pfijeti jako usp&$né magisterské

diplomové préace.



PFipominky a dotazy:

1. Pojem hormonalni termogeneze neni zcela b&Zny a je otdzkou, zda pfi uplatfiovani v popisu
méfenych veli€in u isolovanych leukocytil je nebo neni vhodny. Méfena velikost spotieby kysliku
leukocytli miiZze souviset se zvySovanim jejich metabolismu zjiného divodu neZ uvolfiovani
energie ve formé tepla. Procesy odpfahovani oxida¢ni fosforylace v mitochondriich od syntézy ATP
také nejsou v tomto experimentalnim uspofadani méfené a pro eventuelni publikaci t€chto vysledki
by bylo vhodn&jsi pouzivat realny pojem spotieby kysliku (nebo metabolismus) leukocyti misto

hormonalni termoregulace.

2. Pii posuzovani naméfenych hodnot jsou vidét znaéné rozdily v klidové Grovni metabolismu
leukocytti pfi testovani vlivu riznych agonistii, antagonisti a substrati (napf. na Obr.5.3.2. je
klidova spotfeba kysliku 0,723 nmol . min™ . 10 bun&k a na Obr.5.2.5 je klidové spotieba kysliku
0,195 nmol . min™' . 10 bun&k, ktera se po stimulaci noradrenalinem zvysila na 0,651 nmol . min™ .
10 bun&k — a to je stdle mén& neZ klidova spotfeba na Obr. 5.3.2.). Co kdyZ uZ tfeba vysoka
klidova uroveii spotieby kysliku miZe negativné ovlivnit agonistickou nebo substratovou stimulaci
metabolickych procesti? Tato zéleZitost také miZe souviset s piipadnym rozdilem vlastnosti
leukocytl pochazejicich z jinych lidi (tfeba se lisi podle pohlavi, zdravotniho stavu nebo né&jakého

jiného fyziologického rozdilu).
3. V seznamu literatury se trochu nepovedlo abecedni uspotadani praci, ale neni to tak zlé.

4. Chci se dotazat, jak se spocetl relativni procentualni podil uplatnéni adrenergnich receptorii na
stimulaci metabolickych zmén noradrenalinem a pro¢ popisovany soucet zdaleka nedosahuje 100%

(pouze 25+8+12, tedy 45 procent)?
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Nazev prace:
Mechanizmus Gé¢inku katecholamint v termogenezi izolovanych lidskych adipocytt

Cilem préce je charakterizovat specifitu adrenergnich receptort, které se ziiastiiuji regulace spotieby
kysliku v leukocytech z lidské periferni krve. Prace tak vychazi z originalnich vysledki $kolitele o
indukovatelnosti spotieby kysliku-termogeneze v leukocytech noradrenalinem . Prace pfedpoklada, ze
adrenergné aktivovana termogeneze v leukocytech z perifenii krve by mohla byt viyzita jako model pro
studium regulace netfesové termogeneze u &lovéka. Z tohoto pohledu se jednd o velice originalni projekt,
jehoz vyznam je viak tieba dale zkoumat a prokazat. Diplomova prace tomuto zaméru vyznamnym zp:. -
tisobem napomohla.

Prace je ¢lenéna obvyklym zpisobem a po formalni strance je velmi dobra. Z hlediska obsahu je mozné
ocenit kvalitu teoretického tvodu, ktery zdtraziiuje ¢asto opomijeny vyznam adrenergni termogeneze u
¢lovéka, upozoriiuje na vazny nedostatek znalosti o mechanizmech, ktery souvisi s metodickymi
problému vyzkumu adrenergni termogeneze u lidi a potfeby novych modeli. V této ¢asti se tak odrazi
bohaté zkuSenosti a znalosti §kolitele. Také popis metodik je adekvatni a dostateéné propracovany.
Vysledkem prace je déailni charakterizace typti adrenergnich receptort, které ovliviiuji spotiebu kysliku
v leukocytech a také priikaz vlivu endogenniho cysteinu na respiraci.

Cast vysledkova a diskuze prace vybizeji k n&kolika dotaziim a polemice:

1. Jak by bylo mozné vysvétlit negativni vliv Cirazolinu na spotfebu kysliku v bun&éném
homogenatu (strana 21)?

2. Endogenni spotieba kysliku v buiikdch za kontrolniho vychoziho stavu se mezi pokusy znaéné li —

§i —neni to znamkou poskozeni bunék pfi izolaci?

3. V pfipadé Clonidinu (strana 22) jsou pro ovlivnéni spotieby kysliku pouZivany pomérné vysoké
koncentrace této latky. Z &eho tyto koncentrace vychazeji?

4. Autofi pfedpokladaji vstup endogenniho cysteinu do bunék (strana 36). Jaké jsou pro to dikazy?
Neni mozné vysvétlit stimulaéni vliv cysteinu napf. allosterickym vlivem na adrenergni receptory
na povrchu bunék?

5. Autofi navrhuji mechanizmus aktivace UCP vlivem acetyl-CoA, ktery by vznikal v buiice béhem
katabolizmu cysteinu a ,,vazal purinovy nukleotid“ a pfedpoKadaji modulaci biochemické aktivity
UCP v leukocytech onim nukleotidem. Tento mechanizmus je v§ak velmi nepravdépodobny,
nebot’ pouze UCP1 (ale ne napf. UCP2, ktery by mohl existovat v leukocytech) je regulovan
purinovymi nukleotidy.

Praci pokladam za velmi dobrou a doporuéuji k obhajobé.

V Praze, dne 24.5.2007 MUDr Jan Kopecky,DrSc




