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Oponentsky posudek na disertacni praci Ing. Aleny KarnoSové

yLipidované analogy peptidu uvolfiujiciho prolaktin jako potencidlni antiobezitika: zkoumani

mechanizmu uéinku”

Prace Aleny KarnoSové je rozdélena na dvé ¢asti. V prvni Casti se vénuje analoglim PrRP31,
jejich pripravé a in vitro biologické charakterizaci a druha ¢ast je zamérena na in vivo experimenty
zahrnujici metabolickou fenotypizaci mysi s vyfazenymi geny npffr2 a gpri0/npffr2. PrRP31 a NPFF
peptidy patfi mezi RF-neuropeptidy a bylo prokazano, Ze se oba dokazi vazat na stejné receptory a
zpUsobuji podobné fyziologické funkce.

Alena ve své praci nejprve srovnavala rizné lipidizované analogy PrRP31 analogy s pfirodnim
PrRP31 na bunkach transfekovanymi receptory GPR10 a NPFFR2, coZ jsou receptory, na které se vaze
nativni PrRP31. Dale pak zjistovala, jaka je schopnost téchto analogl spoustét rizné signalizacni drahy
a naposledy chtéla zjistit jiné potencialni receptory pro tyto analogy. V této praci bylo pfipraveno 16
raznych analogli PrRP31 lipidizovanych bud na NH,- konci nebo na lysinu v pozici 11. Z téchto analogl
bylo pozdéji vybrano nékolik nejlepsich, u kterych byly dale zjistovany dalsi in vitro vlastnosti. Jedna se
o hezkou komplexni praci, ktera vede k zajimavym vysledkim. Tato prace je podporena publikaci v
Casopise Neuropeptides a navazuje na prvoautorskou publikaci v International Journal of Molecular
Sciences. Nékteré analogy z této prace se ukazaly jako velmi efektivni ve sniZovani hmotnosti téla a
snhizovani mnozstvi bilého tuku u mysi a urcité by mohly byt zajimavé pro dalsi Upravy, které by vedly
k naslednému in vivo testovani.

Druhd Cast prace se tykala in vivo experimentd zahrnujicich metabolickou fenotypizaci mysi
s vyfazenymi geny npffr2 a gpr10/npffr2 krmenych bud’ standardni nebo vysokotukovou dietou. Tato

¢ast prace neni zatim podporena zadnou vyslou publikaci, ale jedna publikace je revizich v ¢asopise
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Clinical Science a druha publikace je v pripravé. Tato ¢ast prace je velmi zajimava a obsahuje dlleZité
vysledky o podilu téchto dvou receptori na vzniku a vyvoji obezity, glukosovém metabolismu a
insulinové resistenci, a navic také v mozném vzniku Uzkostnych stavu.

Prace je psana v anglickém jazyce, ma standardni ¢lenéni. V teoretickém Gvodu se autorka
vénuje Uvodu do problematiky, jednotlivym peptidim, jejich receptorim a jejich roli a vyskytu
v organismu. Nasleduji cile disertacni prace a kapitola Experimentdlnich metod, kterd by z mého
pohledu mohla byt podrobnéjsi zvlasté v ¢astech, které nebyly publikované. Vysledkova ¢ast zahrnuje
vysledky z vazebnych studii, veskerych imunoblot( a také in vivo experimentl. Nasleduje Diskuse a
Zavér. O autorciné dobrém prehledu v problematice svédci velké mnoZstvi citované literatury. Prace
zahrnuje dvé publikace vrecenzovanych védeckych impaktovanych casopisech, prvoautorska
publikace Interantional Journal of Molecular Sciences (IF 6.208) a druhoautorska publikace v ¢asopise
Neuropeptides (IF 3.152). Vyslé prace jsou uvedeny v pfiloze, ale zde bych také uvitala manuskript
prvni in vivo publikace. Alena je dale spoluautorkou dalSich tfi publikaci, které nejsou relevantni pro
jeji disertaéni praci. Prace obsahuje malé mnozZstvi preklepl, zejména v metodické a vysledkové casti,
nicméné z formalniho hlediska je v pofddku. PredloZzend disertacni prace jasné ukazuje, Ze Ing. Alena
KarnoSova ziskala zna¢né zkusenosti a pIné se orientuje ve svém oboru.

K praci mam nasleduji otazky:

1. Saturacni experimenty na jednotlivé receptory jste délali bud' s pfirozenym ligandem nebo

s jeho stabilnim analogem. Mohla byste ukazat saturaéni kfivky **°I-PrRP31 na GPR10 a -

DMe na NPFFR1 a NPFFR2? Proc v tabulce s afinitami jednotlivych analogli procentualné

vztahujete vSechny analogy k PrRP31 i v pfipadé obou receptori NPFFR? Navrhovala bych zde

uvést dva sloupecky, jeden vztaieny k 1DMe a jeden PrRP31 pro lepsi obrazek o afinitach
jednotlivych analogl. Zkou3eli jste saturadni experimenty, tzn. !*°I-PrRP31 na oba NPFF
receptory?

2. Zkouseli jste podobné lipidizované analogy délat s PrRP20?

3. Imunobloty jste délali v mikromoldrnich koncentracich (10°). Zkouseli jste i niZi koncentrace,
které by byli vice fyziologické (standardné 10 nM)? A pfipadné s jakymi vysledky?

4. Nedélali jste nékdy, pripadné neuvaZovali jste délat néjaké strukturni studie (CD, NMR,
krystalografii) vasich peptid( nebo jejich analogt?

5. Jak si vysvétlujete, Ze NPFFR2 KO mysi maji snizenou vahu i mnozstvi bilého tuku, pficemz u
dKO mysi je efekt opacny a u mnozstvi bilého tuku dokonce velmi vyrazné.

6. Mysis deletovanym genem (KO) jste si pripravovali samy? Nenasla jsem zdroj nebo odkaz.
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7. Zaujal mé Open Field test. Mohla byste prosim popsat, jak se vyhodnocuje a jaké parametry
hraji ve vyhodnoceni roli?
8. Zminujete dvé pfipravované publikace na in vivo experimenty s KO mysSmi. Jaky je jejich
soucasny stav v jejich publikovani?
Predkladand disertacni prace spliiuje pozadavky na disertacni praci. Autorka prokazal védeckou
erudici, tvlrcéi potencidl a je schopen samostatné vyzkumné ¢innosti a prace predstavuje cenny pfinos
k problematice vyzkumu antiobezitnich peptidd.
JelikoZ predloZena prace Ing. Aleny KarnosSové vyhovuje vsem poZadavkim kladenym na doktorskou

disertacni praci, pIné doporucuiji jeji pfijeti k obhajobé a udéleni titulu ,Ph.D.” za jménem.

V Praze 23. kvétna 2023 RNDr. Lenka Zakova, Ph.D.
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