Oponentsky posudek na disertacni praci ing. Jany UFinovské

,,Is Caenorhabditis elegans a suitable model organism for the study of human lysosomal
enzymopathies? A study of Fabry, Schindler, Pompe and mucopolysaccharidosis IIIC and
in C. elegans and humans, respectively.

Disertaéni prace ing. Jany Ufinovské byla vypracovana na Ustavu dédi¢nych metabolickych
poruch 1. LF, Univerzity Karlovy v Praze v ramci pracovni skupiny vedené jejim Skolitelem prof.
MUDr. M. Ellederem, DrSc. Na skoleni ing. Ufinovské se jako konsultanti podileli MUDr. Martin
Hiebicek. Ph.D. a MUDr. Jakub Sikora, Ph.D., ktefi se problematikou lysosomil a lysosomalnich
onemocnéni dlouhodobé zabyvaji na morfologické, molekularné genetické a biochemické trovni.
Ing. Jana Utfinovskd k vysledkim skupiny pfispéla predevsim poznatky ze studia modelu
Caenorhabditis elegans na trovni morfologické, molekularné genetické a biochemické.

Piedlozena prace ing. Jany Uflinovské ma 111 stran a jsou k ni pfiloZeny dv€& relevantni
publikace, jakoZ i rukopis prace v recenznim fizeni. Disertace je Elenéna standardn€ na Gvod, cile,
metodiku, vysledky diskusi, zavéry a literaturu. Zdiraziiuji, ze ing. Jany Ufinovskd je
spoluautorkem jesté dalsi impaktované publikace. Préce je napséna dobrou anglictinou. Uvod na 29
stranach stru¢né, ale vystizné popisuje vlastnosti C. elegans jako laboratorniho a modelového
organismu, lysosomalni systém a lysosomalni onemocnéni. Tato ast je dostatetn€ podrobna jako
avod pro vlastni praci a prilozené publikace. V textu autorka diskutuje publikace a uvadi také
vysledky neddvnych experimenti, které doposud nejsou soucasti publikaci. Zejména zajimave jsou
vysledky  imunofluorescenénich  vySetfeni  lysosomdlniho — systému, které s vysokou
pravdépodobnosti ukazuji na morfologické trovni piitomnost mikrodomeén v limitujici lysosomalni
membrang.

Metodicka &ést prace je obsahld a zahrnuje nejen techniky prace s C. elegans, molekularné
genetické techniky, biochemickd méfeni ale i celou Skalu mikroskopickych technik a in-silico
metod "image processing". To sv&d¢i o zna¢né laboratorni dovednosti a schopnosti zvladnout
projekt, ktery ze své podstaty metodicky pieklenuje nékolik obord (buné&né biologie, molekularni
genetika, biochemie).

Rozsahla literatura cituje mnohdy recentni publikace, coz mimo jiné svéd¢i o aktudlnosti
fesené problematiky.

K praci jsou pfilozeny tii publikace, z nichz dvé byly publikovany v kvalitnich ¢asopisech s
impakt faktorem (BMC Cell Biology, American Journal of Human Genetics) a tieti je v recensnim
fizeni. Rozsah prace a zpracovani, které svédéi o hlubokém pochopeni studované problematiky.
stejné jako kvalitu predlozenych publikaci, hodnotim jako velmi dobrou a vice nez dostacujici pro
ucely disertaéni prace.

Prvnim cilem prace byla identifikace a caste¢nd charakterizace ortologh tif lidskych
hydrol4z asociovanych s lysosomalnimi onemocnénimi a zjisténi zda u C. elegans lze pomoci RNA
interferenci t&chto geni modelovat lysosomdlni stfddani. Ing. Ufinovska u C .elegans nalezla
pouze jeden ortholog lidské alfa-galaktosidasy A a N-acetylglukosaminidasy (NAGA), které
vznikly duplikaci neidentifikovaného ancestralniho genu. Autorka charakterizovala gen (gana-1) u
C. elegans, fylogeneticky pravdépodobné velmi blizky ancestralnimu genu. Kombinaci
molekularné biologickych a biochemickych technik a RNAIi prokazala, Zze genovy produkt ma obé
enzymové aktivity, alfa-galaktosidasovou i N-acetylgalaktosaminidasovou. Expresi v GFP-
extrachromosomalnich polich (extrachromosomal GFP array) studovala expresi genu in vivo v
tervech a studovala fylogenezi ortolognich geni. Pomoci RNAi se ji podafilo dosédhnout
selektivniho sniZeni aktivity, ale pokles aktivity nebyl dostate¢ny pro vznik stiadani.




Velmi podobnymi technikami pfistupovala ing. Jany Ufinovska k charakterizaci ortologu
lidské kyselé alfa-glukosidasy. Nalezla &tyfi ortologni geny (aagri-4) a pomoci RNAI a
biochemickych mé&feni zjistila, Ze C. elegans ma na rozdil od ¢lovéka dvé alfa glukosidasy aktivni
pii kyselém pH. Podobné jako v pfedchozim pripadé nestacila dle autorky RNAI pro takové sniZeni
aktivity, které by vedlo k lysosomalnimu stfadani. Kupodivu, i dele¢ni mutanta jednoho z geni
nevedla ke stfadani, pravdépodobné diky tomu, Ze deficit jednoho z enzymi byl kompenzovan
druhym, za normalnich okolnosti redundatnim enzymem, piisobicim za kyselého pH.

Autorka také zodpovédéla na otazku v nazvu price — je C. elegans vhodnym modelovym
organismem pro lidské lysosomdlni enzymopatie? RNAi nestaci pro vyvolani stiadani, delecni
varianty mohou jako model slouZit.

Druhy cil prace se tykal acetylkoenzym A::alfa-glukosaminid N-acetyltransferazy
(HGSNAT). Autorka se podilela na nalezeni genu, charakterizovala sestfihové varianty jeho
transkriptu a jejich distribuci ve tkanich. Dale také zkoumala distribuci HGSNAT v burice
imunofluorescenénimi mikroskopickymi technikami a potvrdila na mikroskopické trovni. Ze se
tento enzym nachazi v mikrodoménach lysosomalni membrany.

Lysosomy prodélaly zhruba od poloviny devadesatych let minulého stoleti radikalni zménu
— alespori v myslich bunénych biologlh jako jsem ja. Z pasivnich méchyikd naplnénych
hydrolytickymi enzymy nachazejicich se na posledni zastdvce endocytarni drahy se staly organely
¢ile komunikujici s jinymi kompartmenty — napfiklad s Golgiho aparatem, endoplasmatickym
retikulem, s bunénou membrdnou - a ziskavaly nové funkce pii opravé defektli plasmatické
membrany ¢&i presentaci antigenu. K podobné bouilivému rozvoji dochazelo i v biochemii lysosomil
a pii zkoumdni chorob zplisobenych deficity lysosomalnich proteinfi. Byly popsany geny pro
viechny zndmé lysosomalni enzymopatie s vyjimkou jediné — mukoplolysacharidosy typu IIIC,
zplisobené deficitem acetylkoenzym A::alfa-glukosaminid N-acetyltransferazy. Tento typicky
nestabilni enzym vzdoroval viem pokustim o izolaci a o nalezeni genu, ktery jej kodoval.

Studium lysosomalniho systému u modelovych organismi v uplynulych letech bylo vétSinou
omezeno na savce. Ing. Ufinovskd se zabyvala v klicové Casti své doktorské disertaéni préce
C. elegans, hlistici, ktery ma plné vyvinuty lysosomalni systém, nicméné s nékterymi podstatnymi
odlignostmi od sav¢ich bunék, napiiklad neni u ngj pfitomen transport lysosomdlnich enzymi na
zakladé mannosa-6-fosfatového signalu. Studovala ortology tfi lysosomadlnich hydroldz, jejichz
deficity vedou u lidi ke stiddavym onemocnénim: Fabryho choroby, Schindlerovy choroby, a kyselé
alfa-glukosidasy a moznost. zda by §lo C. elegans vyuZit jako model pro tato onemocnéni.

Ve tieti ¢asti své prace se ing.Ufinovskd podilela na nalezeni lidského genu pro
acetylkoenzym A::N-glukosaminid N-acetyltransferazu.

Doktorska prace ing. Ufinovské se tak velmi dobfe zafazuje do kontextu souCasného
vyzkumu nesav¢ich lysosomalnich systémt a lidskych lysosomalnich onemocnéni.

Chei v souvislosti s obhajobou této diserta¢ni prace pozadat autorku o komentdr, zda lze
obecné na zdkladé dostupnych informaci ocekavat rozdil v odpovédi C. elegans na RNA
inteferenci strukturdlnich a primarné hydrolytickych lysosomalnich proteintl. Autorku také prosim
o komentéf, pro¢ ke stfadani pfi RNAi nedoSlo a jaka uroveri inhibice by zjevné byla pro to
zapotiebi. Rovnéz ji chei pozadat, zda by spiSe na vSeobecné trovni fekla svilj nazor na vyznamnost
experimentd, pfi nichz by byl do C. elegans vélenén relevantni normalni/zmutovany lidsky gen,
resp. by byl relevantni (popt. zmutovany) gen z C. elegans vElenén do lidské bunééné linie ziskané
ze zdravych jedinci anebo pacientil se zminénymi chorobami.




Ing.Utinovskd pfedlozila kvalitni doktorskou disertacni praci, pfiemz cile prace byly
splnény. Publikace ptilozené k praci vySly v kvalitnich ¢asopisech (souhrnny IF 14.184). Autorka
prokazala, ze zvlada experimentalni feSeni komplexniho biologického problému a piipravu
publikaci a disertace na vysoké trovni.

Prioritnim nélezem disertacni prace je vedle zasadniho pifinosu kevoluci glykosid
hydrolazovych rodin 27 a 31 také mikroskopicky priikaz mikrodomén lysosomélni membrany,
jejichz funkce a fyziologicky vyznam jsou z velké ¢asti doposud neznamé. Na predlozené praci
jsem nenasel zadné zasadni formadlni a formulaéni nedostatky a mohu ji plné doporucit k obhajobé

a po jejim absolvovani i autorku k udéleni titulu Ph.D.
]

Praha, 29. 11. 2008 Prof. Dr. Ivan Raska, DrSc.
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