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Regulace metabolismu cholesterolu v jatrech prazského hereditirné
hypercholesterolemického potkana

Rozsah préace
PredloZena diplomova préace je psana v &esting a dokazuje velmi dobré formulaéni

schopnosti autorky. Prace ma rozsah 69 stran a zahrnuje obsahly literarni piehled,
vymezeni cild, popis metodickych postupi, vysledkovou &ast a diskuzi integrujici
jednotliva zpracovavana témata. Celd prace je psana velmi jasnym a vécnym slohem,
oceriuji zejména vystiznost a struénost vyjadfovani.

Cile
Hlavnim cilem studie bylo objasnéni nékterych aspektii patogeneze hypercholesterolemie
PraZského hereditarni hypercholesterolemického potkana (PHHC). Predkladana prace se
soustfedila na nasledujici diléi otazky:
1. Pri¢iny akumulace cholesterolem obohacenych VLDL u PHHC potkanti na
cholesterolé dieté:
a. sekvence genu koédujiciho apolipoprotein E a potvrzeni pfitomnosti tohoto
proteinu ve VLDL,
b. stanoveni sloZeni nascentnich VLDL produkovanych jatry.
2. Charakterizace dvou vybranych gen, které jsou u PHHC potkanii odlisné
exprimovany:
a. Aldhla7 — na biochemické trovni.
b. Apof—na molekularné biologické irovni.
Téma diplomové préace je vysoce aktudlni vzhledem k vysoké prevalenci ateroskler6zy a
s ni spojenych zdravotnich komplikaci.

Uvod

predloZené diplomové prace je vénovan literarnimu piehledu o souc¢asném stavu feSené
problematiky. Detailn€ je popsana biochemie plazmatickych lipidi a lipoproteint.
Oceniuji vystizné shrnuti dosavadnich poznatk tykajicich se metabolismu cholesterolu u
PHHC, které ¢tenafi umoziiuje snadnéjsi orientaci. Na této ¢asti prace lze vyzdvihnout
konzistentni a vécny piistup, ktery ¢tenafi poskytuje dostatecny piehled vztahujici se

k feSené problematice a pfitom nezabiha do zbyte¢nych podrobnosti.

Metodické ast
Autorka zvladla Siroké spektrum separa¢nich, biochemickych a molekularné biologickych
metod. Metody jsou piehledné a dostate¢né podrobné popsany.

Vysledkova ¢ast

struéné shrnuje ziskana data. Ziskané vysledky jsou piehledné popsany a nazorné
doloZeny v grafech a tabulkach. Drobné pfipominky mam pouze k popisu grafa (viz déle).
Z hlavnich vysledki 1ze uvést:

1. Autorka se zabyvala pivodem VLDL ¢&astic abnormélné nasycenych cholesterolem a

prokézala, Ze u tohoto modelu vznikaji jiZ pfi syntéze v jatrech. Vylouc¢ila moZnost, Ze
akumulace téchto VLDL souvisi s defektem v genu pro ApoE.



2. PredloZena prace prokazuje zmény v aktivité aldehyddehydrogenasy 1a7 u PHHC
potkani ve srovnéani s potkany kmene Wistar a déle upozoriiuje na zajimavou
nesrovnalost ve vysledcich ziskanych stanovenim exprese enzymu na Girovni mRNA a
na urovni jeho aktivity.

3. Byla popsana nov inzeréni mutace v genu kédujicim ApoF u PHHC potkani.

Ziskané vysledky prokazuji, Ze autorka precizné zvladla fadu laboratornich metod a doséhla
pfi feSeni sledovanych otazek i nékolika novych poznatki.

Diskuse
V diskuzi autorka podava komentaf k ziskanym vysledkiim, ktery svédé&i o dobré znalosti
problematiky a schopnosti uvést vlastni vysledky do $ir§iho kontextu.

Pfipominky a dotazy:
K praci nemam Z4dné zdvaZné piipominky, dotazy smé&fuji pouze k upfesnéni nékterych
detaili nebo predstavuji navrhy pro dalsi praci, zejména co se ty¢e drobnych formalnich
neobratnosti.
1. Str. 46 Porovnani koncentrace TAG a koncentrace cholesterolu bylo provedeno
pomoci parametrickych testi. Byla kontrolovana normalita rozloZeni dat?

2. Existuje zvifeci knock-out model pro ApoF? Pokud ano, s jakymi fenotypovymi
projevy?

3. Lze prokazat ApoF na SDS-PAGE? Pokouseli jste se o to (viz obr 5.3)?
4. U popisu vSech grafii chybi udaj tykajici se po¢tu zvifat ve skuping.

5. U graft i tabulek neni uvedena vyznamnost rozdili mezi skupinami piimo
v grafu/tabulce, ale pouze v textu. Tento zpusob je ve védecké literatuie velmi
neobvykly a vyrazné ztéZuje orientaci ¢tenafe.

6. Obr. 5.3: ApoE je pfitomno jak u PHHC, tak i Wistar potkant, ale pouhym okem se
zda, ze u PHHC potkan je intenzita bandu polovi¢ni. Byl sledovany protein néjak
kvantifikovan nebo tato metoda umoziiuje pouze kvalitativni odpovéd’ stylu ano/ne?

Zavér:

Piedlozena prace Fesi aktudlni a vyznamnou problematiku. Studie byly provedeny na
pracovisti, kde oblast vyzkumu metabolismu cholesterolu ma tradi¢né vysokou urovei.
Peclivé shrnuti sou¢asnych poznatku o problematice a vécna interpretace ziskanych
vysledku dokazuje, Ze autorka je seznamena s problematikou v dané oblasti a je schopna
dalsi védecké prace pri FeSeni zvolené problematiky. Celkové ma magisterska diplomova
prace velmi dobrou udrovei.

Prace splituje pozadavky kladené na magisterskou diplomovou prici, a proto navrhuji
klasifikovat predloZenou praci stupném jedna a udélit akademicky titul magistr (Mgr).
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Konstatuji, Ze Bc. Marie Heczkové zodpovédéla viechny dotazy k mé pIné spokojenosti.
Doporucuji pfijmout praci k obhajob¢ a klasifikovat stupném jedna.

/‘,&owé Cabis

Monika Cahova, PhD. Praha 2. 6. 2010

Pracovisté experimentalni mediciny IKEM

Pfipominky a dotazy polozené v posudku Moniky Cahové, PhD.:

1.  Str. 46 Porovnani koncentrace TAG a koncentrace cholesterolu bylo provedeno
pomoci parametrickych testi. Byla kontrolovina normalita rozlozeni dat?

Normalita rozloZeni dat kontrolovana nebyla.

O koncentraci cholesterolu je zndmo, Ze mé& normélni rozdéleni, pracovala jsem tedy jen
s pivodnimi daty.

V piipadé koncentraci TAG byly provedeny testy pro data ptvodni i pro data ziskana
logaritmickou transformaci. Mezi vysledky testli nebyly vyrazné rozdily. Pro prezentaci
byly zvoleny vysledky porovnani zlogaritmovanych dat, protoZe u ¢lovéka se k normalizaci
téchto dat pouziva rovnéZ logaritmicka transformace.

2.  Existuje zviFeci knock-out model pro ApoF? Pokud ano, s jakymi fenotypovymi
projevy?

Z4dny takovy model se ndm najit nepodafilo.

3.  Lze prokazat ApoF na SDS-PAGE? Pokouseli jste se o to (viz obr 5.3)?

V soucasné dobé se kolegyné snaZi tento protein identifikovat jedinou znamou protilatkou
proti potkanimu ApoF, zatim bohuZel bezispésné.

Na zmifovaném obrazku jsou pouze proteiny obsazené ve VLDL ¢asticich, ApoF je ale
asociovan s jinymi tfidami lipoproteint, zejména s HDL a LDL.

4. U popisu vSech grafi chybi udaj tykajici se po¢tu zvirat ve skupiné.

Dé&kuji za upozornéni na nedostatek, ve svych pfistich pracich se mu vyhnu. Tyto tdaje jsou
uvedeny v kapitole 4.2 Pokusy na zvitatech.

5. U grafa i tabulek neni uvedena vyznamnost rozdili mezi skupinami p¥fimo
v grafu/tabulce, ale pouze v textu. Tento zpisob je ve védecké literatuie velmi

neobvykly a vyrazné ztéZuje orientaci ¢tenare.

Dékuji za upozornéni na nedostatek, ve svych pfistich pracich se mu vyhnu.



6. Obr. 5.3: ApoE je pfitomno jak u PHHC, tak i Wistar potkani, ale pouhym
okem se zd4, Ze u PHHC potkanii je intenzita bandu polovi¢ni. Byl sledovany protein
néjak kvantifikovin nebo tato metoda umoziiuje pouze kvalitativni odpovéd® stylu
ano/ne?

Denzitometrické vyhodnoceni gelt sice kvantifikaci umozZiuje, my jsme se ale rozhodli
pouZit tuto metodu pouze pro zjisténi pfitomnosti proteini ve VLDL &asticich.

P¥i ptipadné kvantifikaci je ale dileZity pomér intenzity signalu odpovidajici ApoE / ApoB.
Bandy odpovidajici ApoB maji u PHHC rovn&Z nizsi intenzity. Sice méte pravdu, Ze
u Wistar potkanii je i tento pom&r zvy3eny, nicméné rozdil neni natolik dramaticky,
abychom z toho vyvodili n&jaké jiné zavéry nez Zze u PHHC potkanti je ApoE pfitomen.



Qponentsky posudek

diplomové -prace -Bc. Marie Heczkové: Regulace metabolismu cholesterolu v jatrech Praiského

hereditdrné hypercholesterolemického (PHHC) potkana

Diplomantka se ve své praci zabyvala detailni analyzou vybranych mechanisml vzniku
hypercholesterolemie u kmene laboratornich potkanl s dietou indukovatelnou hypercholesterolemii
(Praisky hereditarné hypercholesterolemicky potkan- PHHC). PfestoZe tento experimentalni model
polygenni hypercholesterolemie se ve vyzkumu poruch metabolismu sérovych lipidl pouZiva jiz vice
nez 25 let, stdle neni pfesny mechanismus jejiho vzniku objasnén. Autorka rozpracovava ve své praci
tfi zékladni otazky, na néz hleda odpovéd ve spravné navrienych experimentdlnich postupech.
Dochazi tak kzajimavym a novym zavérim, které upresiuji soufasné predstavy o faktorech
vedoucich k elevaci cholesterolemie u PHHC potkant (produkce na cholesterol bohatych VLDL ¢astic
v hepatocytu PHHC potkana jako hlavni mechanismus, moZny vliv nové detekovaného polymorfismu
v regulacni oblasti genu pro apolipoprotein E nebyl autorkou prokazan). Autorka zavadi zcela novou
metodiku hodnoceni aktivity aldehydehydrogendzy 1a7, ktera je srovnatelna mezi kmeny PHHC
potkant a kontrolami. Nebyly tak potvrzeny pfedpoklady ze studii hodnoticich genovou expresi,
které popisovaly vyznamné vyssi transkripci uvedeného enzymu u PHHC zvifat neZ u kontrol. Ve treti
¢asti prace autorka analyzuje gen pro apolipoprotein F, jehoZ exprese je u PHHC potkana vyznamné
vy33i nez u kontrolnich potkant a nachdzi v ném novou inzerci zastoupenou v homozygotni konstituci
u véech PHHC potkand, zatimco u kontrolnich potkant kmene Wistar se uvedenad inzerce vyskytuje

pouze u % zvifat.

Prace je pozoruhodna z nékolika aspektd. Rozpracovdva zajimavé téma genetické determinace
hypercholesterolemie u PHHC potkani za pouZiti modernich postupli molekularni biologie.
V prabéhu prace byla zavedena zcela novd metodika. Vysledky préce obsahuji nové dosud

nepublikované poznatky.

Po formalni strénce je hodnocena prace zpracovana podle poZadavki kladenych na diplomové prace
a spliiuje vechna formalni kriteria. Clenéni i rozsah jednotlivych kapitol jsou spravné a adekvatni.
Metodickd Cast je zpracovdna prehledné. Zvolené metody byly spravné vybrany kovéreni
stanovenych hypotéz. Vysledky experiment( jednoznaéné podporuji zévéry préace. Pouzita literatura
je adekvatni, vétsi mnoistvi citaci starSich 15 let je vysvétlitelné odkazy na metodické prace

z minulosti.

Diplomantce bych poloZil nasledujici otazky.



{. Existuje u PHHC potkana polymorfismus genu pro apolipoprotein E podobny jako byl popsan
v lidské populaci?

2. Byly vgenu pro apoE u PHHC popsany jesté jiné mutace neZ Vami zjisténd nukleotidova
zaména?

3. Mazete spekulovat, jakym zpGisobem by mohl apoF a Vami zjistény inzercni polymorfizmus

tohoto genu ovlivnit produkci VLDL ¢3stic vznikajicich v hepatocytu PHHC potkana?

Celkové Ize diplomovou préci Bc. M. Heczkové hodnotit velmi kladné a Ize ji doporucit k obhajobé.

Diplomantka v nasledné komunikaci odpovédéla na viechny poloZené otdzky uspokojivé.

Proto navrhuji hodnoceni diplomové prace Bc. M. Heczkové: vyborné.
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MUDr. Michal Vrablik, PhD. | V Praze 31. kvétna 2010
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