Oponentsky posudek diserta¢ni prace Ing. Tomase Spacka:

Mitochondrial uncoupling and mitochondrial morphology in relation to type-2 diabetes

Ing. Tomas Spacek vypracoval svou disertaéni praci v Oddéleni biofyziky membranového
transportu, Fyziologického ustavu AVCR pod vedenim RNDr. Petra Jezka, DrSc. Kolektiv
tohoto oddéleni se problematikou mitochondridlnich rozprahujicich proteind v rlznych
tkdnich a s tim souvisejicimi poruchami homeostaze organismu zabyva jiz dlouho a také
Uspédné o cem? svéd¢i celd Fada publikaci v prestiznich ¢asopisech. Ing. Toma$ Spacek svou
disertacni praci zaméfil na mechanismus fungovani rozptahujicich proteinl, moznou ulohu
jedné isoformy pfi vzniku diabetes mellitus druhého typu a morfologické zmény
mitochondridlniho retikula spojené s touto chorobou.

Nase predstavy o funkci mitochondridlnich odprahujicich proteint se za onéch vice nez
tficet let od jejich objevu vyznamné rozrostly, od plvodni viceméné jednoduché predstavy
proteinu thermogeninu, ktery zkratuje protonovy gradient a tim netfesové produkuje teplo,
az po dnesni stav, kdy zname nejméné pét isoforem rozprahujicich protein u Zivocichl a
dalsi u rostlin. Zda se, Ze funkce téchto protein(i souvisi s celou fadou bunécnych funkci a
zcela jisté bude potreba jesté dlouhé rady experiment(, védeckych pracovnikl a grantovych
aplikaci, neZ se podati viechny funkce rozpfahujicich proteind objasnit. Ing. Tomas Spacek se
do této rady pripojil a ziskal mnozstvi zajimavych vysledku.

Autor si stanovil nékolik cilG, snaZil se prispét k objasnéni mechanismu transportu
proton0 pres rozprahujici protein, urcit interakci mezi rozprahujicim proteinem 2 a mastnymi
kyselinami, blize popsat energeticky metabolismus bunék, které slouzi jako model pro
vyzkum vlastnosti B-bunék Langerhansovych ostrlvkd a kone¢né pomoci atraktivni
zobrazovaci metody nalézt rozdily v morfologii mitochondrialniho retikula u normalnich a
diabetickych B-bunék.

Autor celou fadu novych informaci skutecné ziskal, jsou soucasti sedmi publikaci
uverejnénych v zahrani¢nich casopisech. Ve vlastni disertacni praci jsou hlavni zjisténi
formulovana ve ¢tyfech bodech. V téchto bodech uspokojivé odpovidd na ¢&tyfi otazky
polozené v Uvodu prace.

Disertacni prace je klasicky ¢lenéna. Teoreticky Uvod prace je uceleny prehled zkoumané
problematiky. Je logicky ¢lenény a seznamuje ctenarfe s poslednimi poznatky na poli
biochemie a molekularni biologie rozprahujich proteini a jejich moiné uloze v Zivoté

organism(. Dale se vénuje problematice metabolismu bunék pankreatu a nakonec také



metodice 4Pi vysokorozlisujici 3D mikroskopii. Cely literarni prfehled plsobi fundovanym
dojmem a doklada dobrou orientaci autora v problematice a zvladnuti teoretickych zakladu.
K této casti prdce mam nékolik pfipominek: a) V Uvodu je uvedeno, Ze v soucasné dobé
existuji dva navrhované mechanismy pro proton transportni funkci rozpfahujicich proteing,
na strané 9 jsou pak uvedeny tfi. Uvédomuji si, Ze druhy a tfeti model jsou v podstaté
modifikaci jednoho, ale tato nesrovnalost plisobi zvlastné. b) Na obrazku 1 se mi nepodafilo
rozlustit, co znamend +ve u tfech Sipek a vysvétleni jsem nenalezl ani u uvedeného hesla
ve Wikipedii. c) Na strané 20 se pomérné obecné piSe o glukotoxicité, jaké konkrétni
produkty glykolyzy mohou pusobit toxicky a kde? d) Na strané 24 jsem se nemohl dopocitat
v mitochondriich vzniklych molekul ATP. Pro¢ maximalné 29 a ne 30 molekul ATP?

Kapitola Material a metody predstavuje uctyhodny soupis rliznych metodickych pristup(
a svédci o snaze pojmout zkoumanou problematiku z mnoha riznych Ghli. Na druhé strang,
nékteré podkapitoly plisobi ponékud stroze a nejsem si jisty, zda by bylo snadné podle nich
danou metodu opakovat.

V rozsahlé vysledkové ¢asti autor shrnuje prehledné dosazené vysledky. K této ¢asti mam
pouze jednu pripominku, kterad se tyka velikosti prezentovanych grafd. Vétsina z nich by si
zaslouzila byt vétsi, nékteré popisky se Spatné ctou. U grafu €. 22 je Seda linie vyznacCujici
vzorek v médiu s vysokym obsahem glukosy témér neviditelna (moznd pouze u mého vytisku
disertacni prace).

V ¢asti Diskuze pak autor rozsahle a zasvécené komentuje své vysledky, porovnava je
s vysledky jinych autort a na jejich zdkladé vytvati vlastni zavéry.

Disertacni prace je napsana v anglickém jazyce, a to, pokud mohu soudit, anglictinou
velice slusnou. Nalezl jsem pouze dvé gramatické chyby, pravdépodobné preklepy(str. 23
»glycolitic” a str. 24 ,tricarboxilic”).

K praci mam nékolik pripominek, popripadé dotazU:

1. V modelu cyklujicich mastnych kyselin je postulovan navrat protonovanych mastnych
kyselin z mezimembrdnového prostoru do matrix. Je zndmo jak tento transport
probiha? Je to prostd difuse i néjaky asistovany transport? NemuzZe tento transport
interferovat s acylCoA-karnitin prenaseCovym systémem? Jak dlouhé mastné kyseliny
mohou takto prochazet a ma na prenos néjaky vliv pfitomnost dvojnych vazeb? Je

znamo jaka je koncentrace volnych mastnych kyselin v matrix?



Autor piSe o vyznamu oxidacniho stresu a jeho mozném vlivu na vznik diabetu 2.
typu. Zde by asi bylo vhodné zminit, Ze zdrojem kyslikovych radikal( je také glycerol
fosfatové kyvadlo, které, jak autor zminiuje, je v B-bunkach aktivni.

Nerozumél jsem Uvaze o zméndach koncentraci ATP a ADP. Pokud se koncentrace ADP
prudce snizi a koncentrace ATP se zméni pouze mirné, jaky je osud zmizelého ADP.
Nebo se jedna pouze o dlsledek vyraznych rozdil( v koncentraci téchto nukleotida.
Autor spekuluje o mozné roli GTP vznikajiciho v Krebsové cyklu. Je néco zndmo o
aktivité nukleosid difosfat kinazy, ktera reguluje poméry jednotlivych nukleotid(
v burice?

Existuje néjaka teoretickd predstava mechanismu, prostfednictvim kterého by
snizeny obsah mtDNA inicioval rozpad mitochondridlniho retikula u b-bunék potkant
Goto Kakizaki? Nevi se u téchto bunék néco o obsahu a pfipadné aktivité protein

rodiny DRP ¢i FIS1, které plsobi pti déleni mitochondrii?

Pfes uvedené vyhrady &i pfipominky, jsem presvédéen o tom, Ze Ing. Tomas Spacek ve

své disertacni praci pfindsi celou fadu novych a vyznamnych zjisténi, které jisté prispéji

k hlubSimu pochopeni funkce mitochondrialnich rozpfahujicich protein(. Tyto vysledky maji i

dilezity klinicky vyznam, nebot prispivaji k objasnéni pficin diabetes 2. typu, ktera dnes patti

k zdvaznym zdravotnim ohrozenim.

Ing. Toma$ Spacek ve své disertacni praci prokazal, Ze je schopen samostatné védecké

prace a doporucuji proto, aby mu na jejim zakladé byla udélena védecka hodnost PhD.

V Praze, dne 27. 5. 2010

Doc. RNDr. Martin Kalous, CSc.



