Oponentsky posudek na disertac¢ni praci MUDr. Michaely Buganové : Hemoprotein

nitric oxide synthase in Aplysia californica.

PtedloZena disertaéni prace byla zpracovana na Klinice détského lékafstvi 1. LF UK v Praze,
pod vedenim prof. MUDr. P. Martaska, DrSc. Na vedeni projektu se z&asti podilel prof. L.
Moroz , Whitney Laboratory in Marineland, Florida, USA. Cést praci byla provedena

v laboratofi dr. C.S. Ramana ( Dept. of Biochemistry and Molecular Biology, Univ. of Texas
Medical School). Anglicky text disertace ma 100 stran a je doprovazen 33 obrazky, grafy,
mikrofotografiemi a grafy. Piloha disertaéni prace obsahuje 7 publikovanych praci, ve
kterych je dr. Buganova spoluautorem. Disertace je orientovadna do oblasti molekularni
struktury a dalSich charakteristik funkéné vyznamnych hemoproteintl. Jako experimentalni
model byl pouZit Zej kalifornsky ( Aplysia californica), ktery je €asto pouzivan pfi studiu
morfologickych, funkénich a behavioralnich charakteristik pokro¢ilych centralnich nervovych
systému u bezobratlych.

Disertace je &lenéna do dvou zakladnich kapitol. Prvni kapitola je zaméfena na chemickou
charakteristiku NOS u aplysie, proteinii spojenych s jejim metabolismem a na korelace jejich
vlastnosti se savéi NOS. Druha kapitola je zaméfena na studium charakteristik Sestého
enzymu hemové syntetické drahy koproporphyrinogenoxidasy (CPO). Klonovana CPO byla
pak pouzita k definovani krystalové struktury lidské CPO. KaZda z kapitol je tradi¢né Clenéna
a obsahuje tivod do problematiky, podrobnou metodickou a vysledkovou ¢ast, diskusi a

Zavery..

Prvni kapitola disertace, jeji vysledkova ¢ast a ptiloZené publikace obsahuji fadu prioritnich
charakteristiky jako konstitutivni savéi a hmyzi NOS a je zdvisla na koncentraci
intracelularniho Ca 2++.

Aktivita AcNOS je niz8i (cca 6x) neZ aktivita savéi NOS.

Neurony exprimujici NOS mRNA byly prokézany ve vSech gangliich aplysie i kdyZ

s rozdilnou densitou, ale v pomérné konstatni lokalizaci. Vét§ina NOS — pozitivnich neurontt

je v cerebralnich gangliich, nasledovanych bukalnimi, pedalnimi, abdominalnimi a




5.

pleuralnimi ganglii. Podobné jako u savelt NOS pozitivita prokazovana imunocytochemicky a
pomoci histochemické reakce na NADPH-d v zasadé koreluji.

Po poranéni pedalniho nervu dochazi k vyznamnému poklesu nNOS mRNA a k poklesu
neuronalni pozitivity v neuronech pedalniho ganglia poéinaje tfetim dnem po poranéni na

strang 1éze. Soudasné dochazi ke zvySeni nNOS mRNA v axoplasmé vlaken pedalniho nervu.

Autorka a jeji spolupracovnici ziskali nové udaje o distribuci sensorin- A pozitivnich neuront
(neuronti exprimujicich sensorin A mRNA) v centrdlnich gangliich aplysie. Tyto neurony
predstavuji 5 — 10 % vSech neuronil v centralnich gangliich a z funkéniho hlediska se fadi

k neurontim mechanoreceptoril. Jejich receptivni pole pokryvaji cely povrch téla aplysie.
Prioritnim pozorovanim je priikaz sensorin - A pozitivnich neuronti v nékolika centralnich
gangliich aplysie a jejich somatotopické uspofddani ve ventrokaudélni skupiné neuront
uloZenych v pleuralnim gangliu. Byla prokazana cephalizace receptivnich poli s vy$si

hustotou a zéroveri mensi plochou receptivnich poli hlavové oblasti.

Prikazem somatotopické organizace neuronti v pleuralnim gangliu aplysie (sensoricky
aplunculus) tak autorka se svymi spolupracovniky potvrdila universalni platnost principu
somatotopické representace, pro ktery byly aZz dosud snaseny doklady pfi studiu CNS savei
a nervového systému arthropod.

Dalsi prioritni pozorovani zaméfena na detaily somatotopické representace povrchu téla

aplysie jsou uvedena v praci Valterse, Bodnarové a spol. (2004).

Autorka dale prispéla k objasnéni funkce sensorin-A pozitivnich neurond. Tyto neurony maji
vysoky prah na mechanickou stimulaci, odpovidaji pfevazné na silné podnéty a jejich funkce
je vs. nociceptivni. Tento ndzor je podporovan skute€nosti, Ze jejich projekce maji excitaéni
charakter a sméiuji k motoneurontm, které, které vyvolavaji generalizovanou pohybovou

aktivitu aplysie a které tedy maji obranné funkce.

Dal8im vyznamnym ndlezem je prukaz a klonovani enzymu, ktery se podili na synthese
thyroidealnich hormoni (thyroid peroxidasa), které u aplysie participuji na metamorfose a

energetickém metabolismu.




Ve druhé kapitole jsou shrnuty vysledky zaméfené na klonovani genu coproporphyrinogen
oxidasy (CPO) a byla prostudovana lokalizace neuronti positivnich na mRNA tohoto enzymu
v centralnich gangliich Aplysie. Klonovana CPO z Aplysie a z dal$ich organizmi byla
pouzita k definovani krystalové struktury lidské CPO. Poznani krystalové struktury CPO bylo

vyuzito k poznani katalytickych vlastnosti enzymu.

Autorka disertace se podilela na n&kolika studiich zpracovanych zcela odlinymi technikami
molekularni biologie. Kromé genetické analyzy je to in situ hybridizace, histochemicky a
imunocytochemicky pritkaz enzymt a peptidi, klonovani NOS, intracelularni aplikace
fluorescenénich markerft, western blot a mnoho dal3ich. Autorka prokézala detailni znalosti
nejen pii pouzivani téchto technik, ale i pii interpretaci dosaZenych vysledki.

Vysledky, kterych dosahla se svymi spolupracovniky jsou shrnuty do 7 €asopiseckych
publikaci (1 publikace je v tisku). IF &asopisii je v rozmezi 1.78 —10.23 a publikované préce
byly a% dosud citovény 36 x . Svoje vysledky autorka prezentovala formou poster(i i na

nékolika mezinarodnich kongresech, jejich seznam v8ak postradam.

K praci nemam Zadné zavazné piipominky, v textu je pouze nékolik pfeklepii, ale mam

nékolik dotazl :
Jsou NOS pozitivni vlakna v interganglionarnich svazcich, propojujicich jednotliva ganglia ?
Byly prokéazany NOS — pozitivni axony propojujici jednotlivé oblasti ganglii ?

Vétsina NOS — pozitivnich neuronti v CNS savel ma charakter lokélnich interneuront. Maji

obdobny charakter i NOS — pozitivni neurony u Aplysie ?

M4 rozdilna NOS — immunopositivita (slabé x silné positivni neurony) neuronti Aplysie

korelat v jejich funkénich vlastnostech ?




Byl nalezen néjaky rozdil mezi pozitivitou AcNOS mRNA a NOS pozitivitou ?

Jak si autorka vysvétluje pokles aNOS mRNA v gangliu po poranéni pedalniho nervu. Po
zhmozdéni nebo axotomii hlavovych nervii u savel (napi. n. VIL, X., XII.) dochazi

v neuronech jejich motorickych jader s ur€itym zpozdénim k upregulaci NOS.

Obdobna upregulace NOS byla prokdzana v neuronech spinalnich ganglii savcii. Naproti

tomu po axotomii nedochdazi k upregulaci NOS v mi3nich motoneuronech savei.

Sensorin — A pozitivni neurony v centralnich gangliich Aplysie predstavuji representaci
povrchu téla, pravdépodobné pro bolestivé signdly. Jsou k disposici udaje o representaci

povrchu téla v centralnich gangliich Aplysie pro signaly jemnéjsiho, dotykového ¢iti ?

Témata, ktera autorka feSila patfi mezi zdvazné otazky zakladniho vyzkumu. Pfi feseni
byly pouZity $pickové techniky molekularné biologického vyzkumu, které autorka velmi
dobfe ovlada a jejichz vysledky dokaZe interpretovat a zatadit do literarniho kontextu.
Prakticky vSechny dosaZené vysledky jsou prioritni, nebo vyznamné rozsifuji dosavadni
znalosti. I kdyZ se na jednotlivych studiich podilelo nékolik autord, autorka presné sviij podil
vymezila. Formalni zpracovani disertace véetné obrazové dokumentace je na vysokeé trovni.
Vysledky uvedené v disertaci a v pfiloZenych publikacich maji velky vyznam pro rozvoj

oboril do kterych zasahuji.

MUDr. Michaela Buganova prokazala schopnost samostatné védecké prace a protoze i dale
vyhovéla viem zakonnym podminkédm, doporucuji aby ji na zakladé dosazenych vysledki a

po jejich obhajeni byl udélen titul ,, Ph.D.” za jménem.
V Praze 16. ¢ervna 2008.

Prof. MUDr. Rastislav Druga, DrSc./ /
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