Oponentsky posudek diserta¢ni prace Ing. Filipa Majera ,,Liver
gangliosides in estrogen-induced cholestasis®

Piedkladana disertaéni prace pojednava o dosud nestudované problematice zmén ve
spektru gangliosidi u cholestazy. Disertace je postavena na dvou publikacich: prvni je
chromatograficka studie! publikovéna v &asopise Biomedical Chromatography (IF 1.663)
popisujici vyznamné zji§téni, Ze u cholestazy indukované ethinylestradiolem u potkanii kmene
Wistar dochazi k vyznamnému nartstu gangliosidi biosyntetické vétve b, kterd je za normalni
situace u tohoto kmene naprosto minoritni. Dochézi tedy pravdépodobné k aktivaci b-vétve
biosyntézy, ktera miize byt podle autora zptsobena estrogeny. Druha prace je pfevazné
histochemicka studie’ publikovana v &asopise Glycoconjugate Journal (IF 1.602). Pojednava
o nalezu, Ze u ethinylestradiolem indukované cholestazy dochazi k pfesunu GM1 gangliosidu
do sinusoiddlni membrany hepatocytii a to i pfi nezvySené expresi mRNA pro GM1 synthasu i
GD3 synthasu.

Aktualnost prace spo¢iva v pfinosu novych, do této doby nepublikovanych poznatki
o tloze gangliosidd u cholestdzy. Doplituje mozaiku dosavadnich v€domosti o poklesu
fluidity bunééné membrany u cholestazy zji§ténim, Ze gangliosidy jsou ziejmé t€mi
molekulami, které hlavné piispivaji ke zpevnéni membrany hepatocytu v piipadé ohroZeni
detergentnimi uéinky Zlu€ovych kyselin. Toto zji§téni je v souladu se skuteCnosti, ze
gangliosidy s pfevahou nasycenych mastnych kyselin patii mezi rigidni membranové
molekuly ve srovndni s mnohem tekut&j§imi molekulami nenasycenych fosfolipidi.

Po metodické strance se jevi propojeni mikroskopie a analyzy histochemického
obrazu jako origindlni pfistup, protoZe lze sledovat déje v jatrech pfi cholestaze, anizZ jsou
separovany jednotlivé hepatocyty nebo jejich polarizované membrany. V disertaci je
poukézano na to, Ze postupy separace basolateralni (sinusoidalni) a apikalni (kanalikularni)
membrany hepatocytt selhdvaji vzhledem k obtizné charakterizaci Cistoty frakei. Je to
doloZeno pfesunem pozitivity markeru apikalni membrany — alkalické fosfatazy — z apikalni
do laterdlni membrany pravé u cholestazy. RovnéZz bunééné kultury nejsou pro feSeni otdzek
cholestdzy relevantni, nebot’ nereprezentuji aktualni situaci v tkéni tj. kontakt hepatocyth
s krevnim fe¢i$tém prostfednictvim sinusoidalni membrany.

Vvznam studie spociva ve zjisténi, Ze zvyseny pfesun gangliosidii do sinusoidalni
membrany pii cholestize miZe byt mechanismem, zabratiujicim naruSeni plasmatické
membrany hepatocyth detergentnim u¢inkem vysoke koncentrace Zlucovych kyselin, které by
vedlo k nekrose a ndhradé buitkami vaziva, k fibroze a cirh6ze. Jednd se tedy o vyzkum
piinasejici zakladni poznatky v problematice cholestazy a poukazujici na mozné praktické
vystupy v budoucnosti.

Dotazy a pripominky:

Po formdlni strdance je v praci je jen minimalni mnoZstvi pieklepti a nejasnosti, které
nepovazuji za zavazné. Napf. :
- nastr. 5, ve tieti fadce se opakuje 2x the pathological

! Estrogen—induced cholestasis results in a dramatic increase of b-series gangliosides in the rat liver.
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- nastr.39 v nadpisu Table 4-1b se opakuje Controls EE-treated

- kiivky v grafu na str.41 (Fig.4-3) by mohly byt v ernobilém provedeni vyraznéji
odliseny, jinak splyvaji

- Densitometric quantification v Table 4-9 (str.46) a 4-11(str 48) - pro lepsi
srozumitelnost by bylo lépe vyznaéit Ze jde o vyhodnoceni mikroskopického obrazu,
tj. jiny systém nez pro TLC. Jaké jednotky jsou zde pouzivany?

Otdazky: V prvni asti prace jste poukdzal na to, Ze hlavni vyrazné€ zvySené gangliosidy jsou
GT1b, GD1b, GD3 a GD1a. V druhé histochemické praci jste sledoval gangliosid GM1,
ziejmé pro snadnou dostupnost Cholera toxinu B-podjednotky, pouZité k detekei.

1) Da se ptedpokladat pfesun do sinusoidalni membrany i u gangliosidi b-série
které jsou u cholestazy tak vyrazné zvyseny (fj. GT1b a GD1b, GD3 a GD2 gangliosidii)?

2)Jak tuto lokalizaci imunohistochemicky prokazat napi znamou specifickou vazbou
s tetanus toxinem nebo s protilatkami a jak je to s jejich dostupnosti ?

3)Jaké jsou vyhody a nevyhody klasického histochemického pritkazu GM1 s cholera
toxinem a pifpadné fluorescencné znateného cholera toxinu. NeuvaZoval jste o pfipadné
kolokalizaci s jinymi molekularnimi membranovymi markery?

Zavér:

Ing. Majer prokézal ve své disertatni praci, Ze je detailné obeznamen s problematikou
cholestazy i biochemie gangliosidd, Ze ovladd fadu biochemickych, molekulame
biologickych i histochemickych metod, spolupracuje aktivné s pracovniky dalSich oborti
(pfedeviim histopatology) a dokéze vysledky logicky interpretovat.

Kromé uvedenych 2 publikaci o gangliosidech u cholestazy je spoluautorem dal$ich 4
publikaci nesouvisejicich s touto problematikou (dvé publikace z problematiky své diplomové
préace, publikace o identifikaci produktd redukce bilirubinu a dal§i z oblasti fotodynamické
terapie)

To vie svéd&i o schopnostech viestranného védeckého pracovnika, ktery je schopen
samostatng fesit slozité védecke problémy.

Vzhledem k tomu, Ze praice splnila vytycené cile a veSkeré odborné pozadavky pro
ziskani titulu Ph.D., doporuéuji tuto disertaci k obhajobé a k naslednému rizeni.

V Praze dne 31.k’vétna 2009
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