Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Petra Novéka
..Determinace a regulace exprese tézkych fet€zci myozinu a proteinl
vazicich vapnik v pomalvch a rychlych svalech potkana*

Diserta¢ni prace obraci pozornost k funkéni morfologii kosterniho svalstva na
subcelularni urovni se zvlastnim zfetelem k metabolické a funkéni heterogenité
svalovych vlaken (jejichz uréujicim faktorem jsou predevSim rozdily téZkych
fetézcl myozinu, myosinové isoformy). Tato heterogenicita svalovych vldken
se stala vychodiskem pro jejich klasifikaci.

Morfologické, metabolické a funkéni odliSnosti mezi jednotlivymi typy
svalovych vlaken zastoupenych ve svalu, respektive v motorické jednotce, maji
svlj odraz napft. v synchronizaci, ¢i asynchronizaci stahu daného svalu, pfesnéji
riznych typl svalovych vladken tvoficich motorickou jednotku a podileji se na
kvalité svalového stahu (smooth contraction).

Disertacni prace Mgr. Petra Novéka je pfinosnym pfispévkem ke studiu
myogenickych faktor podilejicich se na regulaci exprese specifickych
charakteristik svalovych vlaken.

Cile diserta¢ni prace:

1. Analyza endogennich a exogennich faktori (individualnich, vékovych,
sexualnich a mezikmenovych rozdill) ovliviiujicich variabilitu sloZeni
svalovych vlaken.

2. Studium vlivu pozménéné funkce §titné zldzy na expresi proteinii vazicich
kalcium (kalsequestrinu, paralbuminu a fosfolambanu).

3. Posouzeni spolehlivosti metod uzitych k hodnoceni zménéné funkce Stitné

zlazy.

Rozsah a grafickd Gprava disertace:

PredloZena prace obsahuje 69 stran textu véetné seznamu pouzitych zkratek,

12 grafti, 2 tabulek, 7 obrazkl a 6 strankového suplementu. Prace je psana
v anglicting. Graficka uprava disertacni prace je dobra.

Prace je rozloZena do 8 oddilii, kapitol, vCetné anglického a ¢eského souhrnu.

Uvod:

Uvodni kapitola je vénovana literarnimu prehledu, ktery informuje o soucasném
stavu feSeni dané problematiky, coz je dolozeno 141 citacemi (viz piehled
pouzité literatury), z toho 22 odkazi bylo publikovano v letech 2005 az 2009,

4 odkazy jsou z roku 2010, jde o prace autora disertace.




Seznam pouzité literatury dopliuje ptehled publikaci autora disertace, celkem 9
publikovanych praci. Jde o 4 postery, 2 souhrny sdéleni z mezinarodnich
kongrest 3 puvodni védecké publikace ,,in extenso*.

Metody:

Zvolené metodické postupy jsou adekvatni pro feSeni stanovenych cilu.
Vychézeji z aktudlni nabidky modernich metod vhodnych pro feSeni zvolené
problematiky. Pouzité laboratorni metody byly detailné popsany.

Vysledky :

1. Byly analyzovany funkéné morfologické charakteristiky svalovych vlaken

m. soleus a m. extensor digitorum longus z99 potkanii imbredniho kmene
Lewis obojiho pohlavi ve stati od 3 do 19 mésict.

Studie potvrdila signifikantni rozdily ve sloZzeni m. soleus, nizsi procento
vyskytu vldken typu I, u mladych jedinci (stafi cca 3 mésice) oproti starSim
potkanlim. Tyto rozdily se tykaji obou pohlavi.

Co se tyce EDL je signifikantni snizeni vyskytu vldken typu 2A a zvySeni
vyskytu vldken 2B, ale pouze u samicek.

2. Sexualni diference ve vyskytu svalovych vlaken typu 2A a 2B byla
prokazand pouze u EDL ve stafi cca 3 az 14 mésicd. U samicek je
signifikantni sniZeni poctu 2A a 2B oproti stavu EDL u samcii.

Vlakna m. soleus nevykazuji zadné sexualni rozdily.

3. Hladiny vapnik vazicich proteint, kalsekvestrinu (CSQ), parvalbuminu (PA)
a fosfalambanu (PhL), jsou ovliviiovany mimo jiné, pozménénou funkci $titné
zlazy. Hyperfunkce zvySuje hladinu CSQ a PA, hypofunkce snizuje jejich
hladinu v kosternich svalech. Fosfolamban u hypofunkce stitné Zlazy je ve
zvySené mife exprimovan jen v m. soleus a srdecni svaloving€. Tyto zmény se
odrazi ve zvySeném obsahu MHC 1lbeta izoformy, jeZ je provazeny poklesem
jeho kontraktilnich charakteristik.

4. Potvrdilo se, Ze chronické zmény funkéniho stavu §titné Zlazy ovliviiuji
aktivitu glycerol-3-fosfat cytochrom c oxidoreduktazy (GPDH) u zvitat obojiho
pohlavi a sledovani téchto zmén spolu se sledovani nékterych anatomickych
parametri mize slouZit jako kriterium pro posouzeni funkéniho stavu §titné
zlazy.

5. Ziskané vysledky byly konfrontovany s existujicimi literarnimi udaji.

Ptipominky

Ptes celkové pozitivni hodnoceni piedlozené diserta¢ni prace mam nasledujici
kritické pripominky

1. Seznam pouzitych zkratek je neuplny.

2. Necislovany seznam literarnich citaci znesnadiuje orientaci.




3. Vzhledem k tomu, Ze Stitna zlaza je jednim z organi, které mimoradné citlive
reaguji na podminky zevniho prostiedi a kvalitu potravy zvlast€ co se tyce
obsahu jodu, bylo by vhodné definovat pfesnéji, co se rozumi terminem
,complete laboratory diet®.

4. V anglickém textu jsou pouzity neékteré méné obvyklé vyrazy a vyskytuji se
pieklepy.

5. Nékteré grafy jsou provedeny v malém meéftitku a ztraci tim na piehlednosti.

6. Zarazeni zvitat do skupin ve vztahu ke stari pokusnych zvifat bylo provedeno
velmi benevolentné. Minimalni smérodatna odchylka O, 4 mésice to je cca 12
dnt, zejména ve skupiné velmi mladych zvifat v obdobi intenzivniho ristu
(stari 3 mésice) miiZze nepochybné ovlivnit homogenitu ziskanych vysledka.

7. Nejsou uvedena konkrétni data dokumentujici zmény hladin hormonu §titné
zlazy a anatomickych parametrli, jako je napiiklad hmotnost $titné Zlazy,
osvétlujici stupen alterace Stitné zlazy.

Otazka k autorovi disertace:

Mate néjakou predstavu o mechanismu vlivu funkéniho stavu $titné Zlazy na
zmeény charakteristik svalovych vlaken?

Jaky zpisobem a jaké trovni mohou tyreoidni hormony ovlivnit expresi tézkych
fetézcll myozinu, ¢i vapnik vazicich proteini?

Jak si vysvétlujete sexudlni rozdily sledovanych parametri?

Zaver:
Praci hodnotim kladné. Pfinasi fadu novych validnich informaci vychazejicich
z vlastni experimentalni prace a z prace védeckého tymu, jehoZ je ¢lenem, které
vhodn€ rozSifuji sumu soucasnych poznatki tykajicich se typizace svalovych
vlaken, a vhodnym zplisobem konfrontuje soucasné aktualni poznatky dané
problematiky se star§imi literarnimi udaji.

Autor disertacni prace Mgr. Petr Novak ve spolupraci se svymi spolupracovniky
publikoval své vysledky v impaktovanych &asopisech, nebo prezentoval na
zahrani¢nich védeckych férech. Prokazal schopnost samostatné védecké prace,
schopnost kriticky hodnotit své vlastni vysledky a konfrontovat je s literarnimi
udaji, zvladl nadro¢né metodické pracovni postupy.

PredloZena disertacni prace spliluje pozadavky kladené na doktorskou disertaéni
préci, a proto doporucuji praci k obhajobé. Na zakladé tisp&sné obhajoby pak
doporucuji, aby Mgr. Petru Novéakovi byl udélen akademicky titul doktor (Ph.D
dle Zakona o vysokych Skolach ¢.111/Sb.

9. prosince 2010 Doc. MUDr. Jif{ Luza, CSc.
Ustav fyziologie LF UP Olomouc



Posudek na praci Mgr. Petra Novéka ,,Determination and regulation of myosin heavy chain

and calcium binding protein expression in slow and fast rat muscles®.

Prace je napsana v anglickém jazyce v standardni form& a zabyva se zm&nami struktury
typickych zastupci pomalych a rychlych svalii laboratorniho potkana s vékem zvitete a pod
vlivem tyroidnich hormont. Clen&ni prace je standardni. Po obsahu a seznamu zkratek
nasleduje stru¢ny uvod, ktery se zabyva ttidénim riznych typd svalovych vlaken a vlivem
tyroidnich hormont na regulaci vnitrobun&éného vépniku ve svalech. Jsou rozebrany klady a
zapory ruznych metodik rozpoznavéni svalovych vlaken a rozdily v zastoupeni rychlych a
pomalych svalovych vléken ve svalech mezi riznymi kmeny laboratorniho potkana. Exprese
riznych proteind, které se podileji na vnitrobunééném chelatovani vapenatych kationtd je
porovnana u ruznych typt kosterniho svalu i ve svalu srde¢nim. Jako nejdiileZit&jsi jsou
zminény calsequestrin, parvalbumin a phospholamban, kterymi se pak autor zabyval

v experimentalni ¢asti.

Cile prace jsou stanoveny jasné.

V metodickeé ¢asti jsou shrnuty viechny pouZité metody. N&které metody préce jsou ale
uvedeny jen velmi stru¢n€ s odkazem na publikované ¢lanky. Je $koda, Ze jako piiloha prace
nejsou uvedeny pivodni publikace.

Hlavni vysledky préace jsou rozdéleny do dvou oddild. V prvnim oddilu jsou shrnuty
vysledky analyzy zastoupeni typl svalovych vldken podle druhu svalu, véku a pohlavi zviiete.
Studie byla provddéna na typickém ,,pomalém® svalu soleus a typickém ,,rychlém* svalu
extensor digitorum longus laboratorniho potkana kmene Lewis. Ve druhém oddilu jsou
studovany zmény vyvolané zménou tyroidniho stavu zvitete. Byly zjistovany zmény

v zastoupeni svalovych vladken a zmény v proteinech pufrujicich vnitrobun&¢ny vapnik. Tieti
Cast prace shrnuje kontrolni parametry, kterymi byly ovéfovany dusledky tyroidniho stavu.
Byly zvoleny koncentrace a aktivita enzymu glycerolfosfat dehydrogenasy, koncentrace
tyroidnich hormonti a relativni hmotnost §titné Zlazy a srdce.

V diskusi jsou rozebrany zjisténé rozdily ve sloZeni svalii z hlediska jejich variability, véku,
pohlavi, kmene zvifat a tyroidniho stavu. Prace je v pfiloze doprovazena rozsahlymi
tabulkami, které ¢iselné srovndvaji ziskané experimentalni vysledky s tdaji z literatury.
Hlavni vysledky prace byly publikovany ve dvou ¢lancich v mezinarodnich recenzovanych

Casopisech a v Sesti ptispévcich na konferencich. Jeden ¢lanek je v recenznim fizeni.




Vysledky prace obsahuji nova experimentalni data. To, Ze jiz publikované vysledky prosly
recenznim fizenim v mezindrodnich ¢asopisech dokazuje, Ze pouzité metody, ziskané
vysledky 1 jejich interpretace odpovidaji uznavanym standardiim a vysledky jsou aktuélni a
cenné. Zadané cile prace byly splnény. Mam jen pfipominku k formalni strance piedkladané
prace. Text prace je psan velmi struéné€ a zejména v metodické ¢asti je popis metod netiplny,
s odkazy na publikované ¢lanky, které ale nejsou soucasti prace. To Etenafi zt€Zuje i
porozuméni nékterym vysledktim, protoZe podminky n€kterych experimentt jsou v textu
préace uvedeny neuplné.

Autor prokézal schopnost samostatné tvofivé védecké prace a splnil poZadavky proto
doporucuji udéleni titulu PhD.

V Praze dne

17.12 2010

RNDr. Jan Krasek, CSc.



Piipominky a otazky:

Str. 28, 29 a 30. K jakému signalu byla normalizovana kvantifikace parvalbuminu a
phospholambanu? Je uvedeno, Ze signél je normalizovan k ,.expression of CBB“ak
glyceraldehyd phosphate dehydrogenase. Vyjadieni ,.exprese CBB* nedava smysl. U
hypotyroidnich zvifat je vyrazny rozdil v expresi stanovené obéma metodami u kosternich
svald, zatimeo pfi stanoveni v srdci je zjiténa hodnota shodna. V kazdém piipadé by méla byt
podrobné vysvétlena metoda kvantifikace. Nebylo mozné ke kvantifikaci pouZit signal jiného

proteinu?
Piedpoklada se, Ze pii zménach zastoupeni vldken vyvolanych pfi rizném tyroidnim stavu se
méni biochemie jiZ existujicich vldken, nebo stara vlakna zanikaji a vznikaji nova vlakna

nového typu?

Byla u zvifat se zménénym tyroidnim stavem pozorovana ngj aka zména v pohybové aktivite,

kterd by mohla souviset s nalezenymi zménami na svalech?

Str. 33 Jak bylo normalizovano stanoveni mnozstvi GPDH v jatrech? Bylo stanovovano

absolutné — v celych jatrech, na vahu jater, na obsah celkovych proteintl nebo jinak?

Zkratka MyHC neni uvedena v seznamu a pravd&podobné je zaménou za zkratku MHC.



