Oponentsky posudek

doktorské disertacni prace Mgr. Aleny Koukalové

Disertacni prace ,,Studium lipidovych membran v nanorozliseni pomoci fluorescencni detekce
jednotlivych molekul” Mgr. Aleny Koukalové je prezentovana ve zkracené verzi, ktera zhusténou
formou podava zakladni informace o osobnim pfispévku autorky k péti pfilozenym publikacim. T¥i
prace jiz byly publikovany, jedna je v zavérecné fazi recenzniho fizeni a jedna ve fazi rukopisu
pfipraveného k odeslani k recenzi. Na tfech z téchto publikaci je A. Koukalova prvni autorkou.
Z predloZené prace je evidentni, Ze autorka musela zvlddnout celou $kdlu metodickych pfistupl
fluorescenéni mikroskopie a spektroskopie. Problematika membranové struktury je nahlizena
z mnoha uhld pohledu, coz dale zvysuje atraktivitu prace.

Po formalni strance se jednd o velmi kvalitné zpracovanou praci. Je psana dobrou,
srozumitelnou angli¢tinou s minimem preklepld. Odborné jsem velmi ocenil struény a obsaziny
uvod préace, ktery ctendfi podava zdakladni informace jak o objektu zajmu, tak o pouZitych
metodach jeho zkoumani. Pres evidentni fyzikadlni ndrocnost zvolenych pfistupl je jejich strucny
popis podan pouze s nezbytnym minimem matematickych vzorcd a fyzikdlnich schémat a zUstava
tak citelny i pro Sirsi odbornou verejnost. K ivodu do problematiky funkénich membranovych
mikrodomén mam jen ndsledujici drobnou vyhradu:

Na str. 18 je jako historicky prvni literarni zminka o Ucasti lateralnich heterogenit biologickych
membran v biologické funkci membrany citovdna klasicka prace Karnovsky et al., 1982. Zde bych
rad autorce pfipomnél téz obr. 2 ,Mobility restraint mechanisms“ z Nicolsonovy prace zr. 1976,
kde autor diskutuje moziné lokalni vyjimky zhomogenni lateralni distribuce membranovych
komponent, zejména proteinl, zahrnujici jak separaci lipidd ¢i agregaci integrdlnich
membranovych protein(, tak i tvorbu vétsich laterdlnich heterogenit za uUcasti s membranou
asociovanych struktur, napfr. cytoskeletdlnich komponent (Nicolson GL 1976, Biochim Biophys Acta
457(1):57-108). Podobné byly jako ziejmé funkéni membranové laterdini heterogenity vyslovné
uvadény napf. lipid-proteinové komplexy dychaciho fetézce na vnitfni membrané mitochondrii
anebo synapse na plasmatické membrané neuront jiz pri formulaci modelu fluidni mozaiky (Singer
and Nicolson 1972, Science 175(4023):720-731).

Prezentované vysledky jsou rozdéleny do tfi ¢asti, vénovanych po fadé membranové aktivité
polyenového antibiotika didehydroroflamycoinu, velikosti a usporadani nanodomén v modelovych
lipidovych membranach a specifickym ulohdm modelovych lipopeptidl v Uvodnich krocich
membranové fuze. Ve vsech ¢astech této kapitoly autorka prindsi plivodni védecké nalezy; kvalita
velké ¢asti z nich byla jiz ovéfena nezavislymi oponenty v recenzovanych casopisech. Lehce na
Skodu je pouze fakt, ze vysledky jednotlivych studii jsou diskutovany jen oddélené, a to jak ve
vysledkové ¢asti, tak ve shrnuti. Chybi tak jasné odlivodnéni motivace, pro¢ byly studie slouceny
do jedné prace. Pri absenci generdalni diskuse prace jako celek plsobi ponékud roztfisténym
dojmem.

Celkové se vsak jednd o kvalitni praci, ktera rozhodné spliuje kritéria pro udéleni doktorské
hodnosti. Doporucuji proto, aby Mgr. Alené Koukalové na zdkladé predlozené disertacni prace byl
udélen titul PhD.



Na autorku prace nemam dopliujici otazky. Nicméné, nasledujici ndaméty by mohly inspirovat

diskusi po skonceni obhajoby:

1. Nanodomény pozorujete jak v membranach, které cholesterol obsahuiji, tak i v téch, které
cholesterol neobsahuji (obr. 14) a fikate, Ze jejich usporddanost odpovidd Lgq fazi. V
cholesterol obsahujicich membranach bude tedy okoli téchto nanodomén v L, fazi? Pojem
»liquid ordered phase” byl zaveden pred cca 30 lety pro popis usporadanosti lipidovych
membran obsahujicich cholesterol, které se chovaji jako viskdzni kapalina, ve které
cholesterol zvySuje usporadanost acylovych fetézcli okolnich lipidovych molekul, aniz by
soucasné vyznamnou mérou snizoval jejich mobilitu (Ipsen, J. H., G. Karlstrom, O. G.
Mouritsen, H. Wennerstrom, and M. J. Zuckermann. 1987. Phase equilibria in the
phosphatidylcholine-cholesterol system. Biochim. Biophys. Acta. 905:162-172). Autofi této
prace uzaviraji, Zze vtomto ohledu ,cholesterol pfedstavuje unikatni druh molekuly, jejiz
funkce v membrdnach pravdépodobné neni nahraditelnd jinymi biochemickymi latkami®.
Mdte predstavu o usporadanosti membrany mimo Vami pozorované nanodomény
v membrandach, které cholesterol neobsahuji? Vzhledem k tomu, co bylo feceno vyse, bych
ocCekaval, Ze budou vyrazné usporadanéjsi, patrné v gelové (So) fazi? Nebude takova
membrana jako celek kiehka?

2. Ve druhé publikaci, v ¢asti ,Implications for the raft theory” (str. 115) fikate, ze Vami
pozorované Lg nanodomény ,z hlediska velikosti a fyzikdlnich vlastnosti...se zdaji byt
dobrym modelovym systémem pro bunécéné rafty”. Jak tomu rozumét, kdyz rafty byly
definovdny jako L, struktury bohaté na cholesterol? Navic, pokud jde o nanodomény
pozorované v DOPC/SM membranach, nebyl by problém s jejich dynamikou a pohyblivosti
(viz predchozi otdzka), shlukovanim, a tedy biologickou funkénosti? Mimochodem, pfi
predpoklddaném pokryti ve vySi 55% plochy membrany, které predpokladate, by
vzdalenost jednotlivych nanodomén od sebe navzijem byla necelé tfi (!) nanometry —
znovu, jak si vtakovém usporadani predstavit pohyb? A lze v pfipadé takto
strukturovaného okoli v jeho pripadé jeSté mluvit o fazi, pokud by byla pouze nékolik
fosfolipidovych molekul Siroka?

3. Vysvétlete experiment na obr. 3A v paté publikaci (str. 189) — proc¢ je karboxyfluoresceinem
zna¢end GUV membrana v ¢ase t=10 min znamkou spojeni LUV a GUV membran? Pro¢ by
mél byt karboxyfluorescein distribuovan nejprve predevsim podél GUV membrany?
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