Oponentsky posudek disertacni prace RNDr. Pavla Lebdusky

"Topografie signalizacnich molekul na plazmatické
membrané pfi aktivaci Zirnych bunék”

Predlozena prace Mgr. Lebdusky je ve své uvodni ¢asti asi nejpovrchnéji vyvedenou a ve
svém celku asi nejpodivnéji konstruovanou disertaci, jakou jsem kdy dostal k oponovani.

Doktorand je ptitom spoluatorem celkem péti publikaci vyslych v kvalitnich a velmi
piisné recenzovanych odbornych casopisech, coz skyta solidni zaruku ovéfené kvality a
validity ptedlozenych vysledkt. Je rovnéz prvnim autorem na posledni z téchto publikaci,
ktera je metodicky zaméfend na topografii membranovych proteinii. Protoze i sam uvadi, ze
pouzival predevs§im metody elektronové mikroskopie, 1ze piredpokladat, ze predevsim v této
praci byl jeho pfinos a podil na ziskanych vysledcich nejvétsi. Vzhledem k potencialnimu
metodickému piinosu, by jiz sama tato publikace uchazeCe mohla postacovat k ziskani
védecké hodnosti, pokud mél hlavni a zasadni podil na jejim vzniku. OvSem, v disertaci je
autorem vyvinuta metoda popsana naprosto minimalné a pouze V piislusné casti vyslé
publikace, a je rovnéZ zcela minimalisticky a pov§echné diskutovana.

Z ptedlozené disertace Ize pouze v diskusi a s jistymi obtizemi vycist, které Casti
ptedloZzenych publikaci jsou vysledkem prace a mySlenkového piinosu doktoranda a co bylo
dilem a napadem ostatnich spoluautorti danych publikaci. Jednozna¢né jsem postradal jasné
uvodni vyjadfeni autora Kjeho podilu na publikovanych vysledcich. Tento nedostatek
obzvlasté vynika v kontextu jeho pausalniho podé€kovani kolegiim a spoluautorim publikaci.
To je formulovano zpuisobem, ktery si muze dovolit pouze c¢lovek, ktery byl onim
,tahounem*, onou hlavni védeckou osobnosti, jez dané publikace vymyslela, experimenty
odpracovala, vysledky sepsala, opublikovala a které kolegové piitom jenom sekundovali.
V tomto ohledu se oponenta nemohou nezmocnit jisté pochybnosti, protoze forma a provedeni
disertace (pfedevsim pak jeji tivodni Casti) postradaji exaktnost a duslednost a naopak
vykazuji znaky jisté iracionality a povrchnosti.

Kupfikladu, kli¢em k pochopeni a k diskusi ziskanych vysledkt je mimo jiné rozbor
stavu poznani o struktufe plazmatické membrany, nikoliv jenom jejich lipidovych raftd.
Stejné¢ tak v disertaci chybi alespon zakladni teoreticky uvod k pouzitym specifickym
metodam elektronové mikroskopie a rozbor jejich stavajiciho vyuziti pfi feSeni problému
obdobnych tém feSenym v disertaci, véetné vymezeni technickych limiti a uskali pouzitych
postupti. Mezi cili disertace jsou mimo jiné uvedeny:

(i) vyvoj metod izolace listl plazmatické membrany

(i) charakterizace topografického vztahu adaptorového proteinu NTAL k proteinim LAT
a k receptoru FceRI1 a Thy-1

(ili)  objasnéni, zda nadprodukce NTAL nevede ke tvorbé atypickych struktur
V plazmatické membran¢.

(iv)  Charakterizace povahy domén glykoproteinu Thy-1.

Pritom v Uvodu zcela chybi texty o stavajicim stavu poznani o strukturach, funkci a lokalizaci
proteini NTAL, LAT, Thy-1 a FceRlI, stejné jako tam chybi aspoil tvod do problematiky
homeostaze vapniku a jeho signalizacni roli, jeZ je naplni jedné z publikaci obsaZenych
v disertaci. Chybi i rozbor literatury k metodam izolace plazmatické membrany a k postupim
charakterizace a 0 povaze pfipadnych jejich atypickych struktur.



Autor disertace pfitom nevahal vynalozit znacné Usili na velmi nestandardni
dvojjazyéné provedeni disertace v ¢estiné a v angli¢tin€ soucasné. To je finalnimu vysledku
zcela nepiiméfené, protoze jakmile se ctenaf pozornéji ponoifi do piedlozenych textd
doprovazejicich prilozené publikace, ihned narazi na fadu formalnich i vécnych chyb. Ty pak
jednozna¢né prameni z urcité povrchnosti zpracovani disertace a ukazuji, ze doktorand pfilis
nekomunikoval se svym Skolitelem a neradil se s nim o vysledné form¢ predkladané prace. Je
ptitom jisté, ze mnohem vice by kvalité disertace prospélo jednojazycné provedeni. To by
snad autorovi ponechalo silu a prostor pro vypracovani disertace S mnohem vétSi péci,
pozornosti a bez zcela zbytecnych chyb a nedostatk?, tedy ve kvalité obvyklé a ocekavané u
disertaci pochazejicich z renomované laboratoie Dr. P. Drabera.

Jsem piesvédcen, ze podminkou pro udéleni védecké hodnosti je nejenom splnéni
kritéria minimalniho potfebného poctu publikaci, na jejichz vzniku se uchaze¢ podilel svou
praci na piislusnych experimentech. Tomu uchaze¢ jisté beze zbytku vyhovél. Dle mého
nazoru je ale rovnéz dulezité, aby disertace dostala i zakladnim formalnim nalezitostem po
strance preciznosti a Uplnosti. Stejné tak musi uchaze¢ o védeckou hodnost prokazat, ze krom
schopnosti technicky spravné provadét potiebné experimenty, ma také schopnost formulovat
hypotézy, navrhovat postupy K jejich ovéfeni a spravné interpretovat ziskané vysledky.
Nakonec pak musi byt uchaze¢ schopen o svych vysledcich také vydat exaktni a rigorézni
pisemné svédectvi, tak aby jim ziskané poznani opravdu poslouzilo védecké obci. V tomto
smyslu mne, Zzel, pfedloZzena disertace o védecké kvalifikaci RNDr. Lebdusky piili§
nepiesvédcCila. Prace obsahuje fadu chyb a nepfesnosti, jejichz typové priklady uvadim
v seznamu piilozeném k tomuto posudku. Ty nesvéd¢i o exaktnosti a rigordznosti v pristupu
doktoranda ke zpracovani disertace. Doporucuji proto komisi Oborové rady, aby disertaci
RNDr. P. Lebdusky vratila uchazeci k dopracovéni a k odstranéni formdlnich a vécnych
nedostatkti podle pfipominek oponentli a ve spolupraci se Skolitelem. Podrobné vymezeni
osobniho podilu doktoranda na jednotlivych =ziskanych vysledcich pak povazuji za
vyznamnou podminku pro seriozni posouzeni a veiejnou obhajobu této doktorské disertacni
prace.

V Praze dne 31.12.2007 Ing. Peter Sebo, CSc.
Oponent



Priloha 1: Vybrané typové priklady formalnich nedostatkd, nepresnosti a chyb

1)
2)

3)

4)

v predloZené praci v poradi jejich vyskytu:

v

Obsah — piesné&jsi je: Seznam pouzitych zkratek a vymezeni pouZitych pojmii

Zkratky — presnéjsi je: DIGEM pro Detergent-Insoluble Glycosphingolipid-
Enriched Membranes

Pojmy:

a.

Neni viibec zfejmé, pro¢ byly podrobné&ji a pon¢kud nepiesné vymezeny pouze
a praveé dva vybrané pojmy: ,,kolokalizace* a ,,neadherentni bunky*...a

Navrhuji  upfesnit: ,,Kolokalizaci je minén systematicky pozorovany
nenahodny vyskyt jedné molekularni entity v oblasti 0 daném poloméru kolem
jiné molekularni entity a s udanou mirou pravdépodobnosti, ze se nejedna o
nahodny jev.*

Adherentni buiiky nemuseji nutné ptisedat pouze ke dnu kultivanich nadob,
ale mohou pfisedat (adherovat) také k jejich sténam... .

Uvod — I):

a.

V Uvodu zasadné chybi texty vztahujici se k vétsing vytéenych cila disertace,
tedy (i) rozbor literatury o stdvajicim stavu poznani struktury, funkce a
lokalizace proteini NTAL, LAT, Thy-1 a FceRI, (ii) rozbor literatury
k metodam izolace plazmatické membrany, (iii) k postuptim charakterizace a k
povaze piipadnych jejich atypickych struktur a (iv) k bunééné homeostaze a
signalizaci vapenatych ionti. Struktura Uvodu je nevyvazena a zabyva se
vyhradné lipidovymi rafty a fyziologii a signalizaci zirnych bunék.

Celkove¢ pusobi tivodni kapitola jako ponékud stylové nesouroda smés vyborné
napsanych, srozumitelnych a prakticky bezchybnych kust textu (odnékud
ptevzatych?) prolozenych useky, kterym je podstatné hiie rozumét (vlastni
tvorba autora?). Ty zahrnuji laboratorni zargon a misty obsahuji pfedlouha a
Spatné srozumitelnd souvéti. V téch na potfebnych mistech Casto chybi ¢arky a
jevi znamky nasilného spojeni nékolika riznych samonosnych vét a rozdilnych
mysSlenek. Doporucuji proto cely text pe€livé projit a vySe zminéné neSvary
disledné odstranit.

Pohled na plazmatickou membranu jako na komunika¢ni rozhrani majici
informacni funkci je zcela neodiivodnéné zizen. Dialog mezi bunikou a okolim
zprostfedkovava tada riznych komponent plazmatické membrany. Lipidové
rafty jsou pouhou jednou ze skupin téchto komponent a navic je jejich sama
existence dodnes predmétem sporii ve védecké komunité. Plazmatickou
membranu, jeji funkce a strukturu je v této disertaci ucelné uvést obsirnéji a
vyvazengji.

Str. 10, poznamka pod ¢arou — ,,umélecka hodnoceni* typu, ze ,,MIRR se rafta
strani, jsou ve védeckém textu nemistna. Protein MIRR nema mozek ani
psychiku, aby se nééeho védomé, ¢i podvédomé mohl stranit. (V raftech se
nejspiSe nevyskytuje kvili svym strukturdlnim a fyzikdlné-chemickym
charakteristikam.)



5)

e. Str. 10 — termin ,,podmembranovy cytoskelet je mozné soucasti laboratorniho
zargonu, ale v ¢estin€ bych oc¢ekaval pouziti terminu ,,cytoskelet pod bunécnou
membranou®...

f. Str. 10 — Co je to ,,membranovy izolat“? Je timto ,,pojmem® minéna specificka
izolovana frakce bunécné membrany?

g. Str. 10 — rafty nepredpokladime jako realné struktury plazmatické
membrany, nybrz rafty poklddime za redlné struktury obsazené
V plazmatické membrané, nebot predpoklidime, Ze rafty opravdu jsou
strukturami, které reilné vznikaji v plazmatické membrané.

h. Posledni véta na str. 10, pokracujici na str. 11 je obzvlasté dlouha a Spatné
srozumitelnd. Jde o piiklad nasilného slouceni dvou samonosnych vét.
Doporucuji zjednodusit podobna souvéti v celém textu.

I. Obrazky ilustrujici vyklad a umoziujici jeho lepsi pochopeni je nejlepsi
Umistit pfimo na stranku, kde jsou citovany (viz napf. str. 19). Pokud tohle
neni kvili rozméru obrazku mozné a je tfeba umistit obrazek na samostatny
list, tento je nutné zaradit hned za stranku obsahujici citaci na obrazek, a ne az
na konec podkapitoly, aby ¢tenai nemusel potad listovat v praci tam a zpét.
Doporucuji patiicn€ pferovnat obrazky v celém textu disertace.

j. Obr. 1 -..“takzvanych®, nikoliv ,,tak zvanych®...

k. Obr. 1 —je velmi zavadé&jici pouzivat v textu legendy k obrazku oznaceni A),
B), C) atd., protoze jde o jeden obrazek, nikoliv o soubor obrazki A), B), C)
atd. feSenim mize byt fazeni do seznamu S pomlckami, napi.: A -, B —, C -
...atd.

. str. 13 — co to jsou ,vazebné elementy”, raftotvorné molekuly*,
...“komponenty asociované diky preferenci stejného lipidického prostredi®...
(komponenty preferujici stejné lipidické prostiedi, nebo vykazujici preferenci
pro stejné prostiedi)... V jakémze jazyce jsou tyto véty formulované? Cestinu
to pfiliS nepfipomina... Jakd pak preference...? Jde o fyzikalné-chemické
vlastnosti, pro které existuji odborné terminy... (lipofilni, amfipaticky,
hydrofébni atp...).

m. str. 14 - prvni souvéti — doplnit chybéjici ¢arky, neboli srozumitelnost...

n. str. 16 — rozdélit nesrozumitelné dlouhé souvéti zacinajici slovy: ,,V mysi
sleziné€ se....

Diskuse takhle rozsahlého predlozeného souboru vysledkt je pfili§ strucna a je
sepsana kompaktnim zplisobem, ktery nespecialistovi velmi ztézuje Cteni a
pochopeni textu. Lze akceptovat, ze se diskuse soustiedi jenom na vybrané
vysledky, jez se vztahuji k bezprostfednimu experimentalnimu piinosu a z4jmu
autora, nebot’ jednotlivé publikace jiz zevrubnou diskusi vysledku obsahuji.
Nicméné, piesto doporucuji aspoit takto uzkou diskusi pon€kud rozvést a
predevsim Iépe strukturovat, aby nabyla na ¢tivosti a srozumitelnosti.



