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Oponentsky posudek disertacni prace RNDr. Pavla Lebdusky:

"Topografie signaliza¢nich molekul na plazmatické membrané pri aktivaci Zirnych bunék"

PredloZzena prace RNDr. Pavla Lebdusky je zaloZena na péti védeckych pracich, jichz je
spoluautorem. Prace jsou publikované ve velmi kvalitnich ¢asopisech a predkladatel diserta¢ni
prace je prvnim autorem U jedné z nich.

Hlavnim spojovacim motivem disertacni prace je elektronmikroskopicka analyza
topografie vybranych proteini v plasmatické membrané zirnych bunck. K tomuto ucelu byla
zavedena novd metoda pfipravy membranovych platd, kterda definovanym zplisobem prevadi
nahodny vysek plasmatické membrany do roviny podlozniho filmu elektronmikroskopické sit’ky.
Na urovni bunééné membrany zirnych bunék byl elegantné vyieSen obecny problém elektronové
mikroskopie: pievedeni Casti trojrozmérného objektu do preparatové roviny, ze které lze potidit
elektronmikroskopicky obraz. Tim byl ziskan vyznamny metodicky nastroj, ktery se spolu
S imunoznacenim a zvyraznénim imunokomplexii koloidnim zlatem uplatnil v publikacich, u
nichz je RNDr. Pavel Lebduska spoluautorem. Nova metoda byla publikovana v praci, u které je
disertant prvnim autorem. Z formalniho hlediska je prace piedlozena Vv nestandardnim ¢lenénim,
které zahrnuje i jeji anglicky pteklad. Tato forma je podle mého nazoru nadbyteéna a zcela
dostacujici by byla jedina jazykova verze, v tomto piipadé anglicka.

Ackoliv autor v sekci Metody deklaruje, ze ““ Stezejnim pristupem k dosazeni vytycenych
cilii se stala analyza topografie signalizacnich molekul na izolovanych listech plazmatické
membrdny pomoci transmisni elektronové mikroskopie., neni v celém Uvodu zminka o tomto
metodickém pfistupu, jeho vyhodich i omezenich. Piedev§im postrddam detailngj$i rozbor
literarnich udajl, z nichZ autor vychazel pii vyvoji nové metody.

Elektronova mikroskopie, pokud nepouZijeme kryo-metod, je do znacné miry mikroskopii
definovanych artefaktli, které pouze do jist¢ miry odrazeji nativni stav analyzované¢ho objektu.
Diky tomu, ze tyto artefakty byly pfipraveny pomoci piisné definovanych postupt, je zachovana
standardizace, kterd dovoluje usuzovat ze ziskanych elektronogramt jaka je skutec¢nost. Vyse
zminéné plati | pro vizualizaci membranovych makromolekul a jejich komplext. Proto bych
uvital, kdyby tivod obsahoval 1 obecnéjsi ¢ast o problematice zobrazovani a analyzy komponent
plasmatické membrany elektronmikroskopickymi metodami. Uvod do problematiky prace by
mél dat ucelené informace i Ctenafi, ktery se profesné nezabyva elektronovou mikroskopii
biologickych membran. RovnéZz by mély byt zminény komplementarni mikroskopické metody

vyuzivané ve studiu bunéénych membran (napfi. fluorescencni mikroskopie, FRET).
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Uvod je rozdélen do dvou &asti: Organizace plazmatické membrany a Zirné buriky jako
model prenosu signalu pres plazmatickou membranu. V prvni Casti je pomérné velka cCast
vénovana problematice membranovych raft, kdy ¢tenaf by mohl nabyt dojmu, Ze pravé tato
problematika bude stézejni naplni prace. Druhd &ast je vénovana zirnym bunkam, jejich
fyziologii a signalizaci.

V Cilech jsou uvedeny udaje, které by spie patiily rozvést v Uvodu, ptipadné
okomentovat v Diskuzi. Myslim tim metodu isolace membranovych listd z adherentnich bun¢k
spolu s citaci a doplnit charakterizaci BMMC bunék. Dale i NTAL, LAT, Thy-1.1 a Thy-1.2 by
mély byt rozvedeny v ivodu, aby Ctenai nehledal, zda jejich charakteristiky ndhodou v ivodu
nepiehlédl.

Sekce Metody je velmi stru¢na s odkazem na popis metod v ptilozenych pracich. Obecné
jsou metody ve védeckych pracich zmifiovany stru¢né, proto pravé v této sekci by bylo vhodné
metody detailné rozvést. Pfedevsim z toho diivodu, Ze stézejni ¢ast disertacni prace je zalozena
na elektronmikroskopické metodé€. Proto bych na tomto misté ocekaval detailni ,,recept™ metody,
ktery bude popisovat jeji jednotlivé kroky spolu s upozornénim na kritickd mista, na kterd je
nutné davat pozor.

Rovnéz bych uvital informace o tom, jakym zptisobem byly soufadnice imunoznacek
prevedeny do digitalni formy programem Elipse. Jedna se o ,,manudlni“ pfistup, kdy pozice
jednotlivych znacek byly oznaceny kliknutim mysi a preneseny do tabulkového procesoru (Excel
apod.) ¢i byl pouzit automaticky piistup k vyhledavani a zaznamenavani pozice jednotlivych
znacek? V publikaci E jsem nezjistil, pfi jakém zvétSeni a jakym zplsobem byly zaznamenany
elektronogramy (digitalni zdznam? nebo klasicky fotograficky?). Pro statistické vyhodnocovani
je velikost zaznamenaného obrazového bodu (pixel size) velmi dilezita, nebot’ se vyznamné
podili na rozliSeni ziskaného obrazu a tim i1 pfesnosti odectu pozic jednotlivych imunoznacek.
Bohuzel toto neni v Metoddach uvedeno a ani v metodické praci citované jako E. Tyto
pfipominky mam z toho duvodu, ze v Cilech prace je V poslednim bodu explicitné uvedena
digitalizace dat a statistické zpracovani.

V oddilu Vysledky bych uvital u kazdé prace konkrétni informaci, které casti Cilii byly
publikaci naplnény a konkrétni experimentalni podil autora.

Rozsah Diskuze neni pfilis velky, zhruba pét stranek. Pro disertacni praci zaloZzenou na
péti velmi kvalitnich publikacich je to podle mého ndzoru malo. Pfedev§im zde by mél byt
detailni rozbor nové metody a to i technickych aspekti. Dale by méla byt diskutovana strategie

zdznamu elektronogramtt membranovych listl a ptistupy ke statistickému vyhodnocovani dat.
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V Zavérech bych ocekaval zdlraznéni zavedeni nové elektronmikroskopické metody
piipravy preparati membranovych listi z neadherentnich bunék BMMC, ktera dovolila ziskat

vyznamna experimentalni data.

Védeckd hodnota praci na kterych je tato disertatni prace postavena bez pochyby
naplnuje podminky pro ud€leni titulu PhD. Myslim si, ze 1 samotna prace, jejimz je disertant
prvnim autorem doplnénd o kteroukoli dalsi, by splnila tato kritéria. Nicméné forma, ve které
byla tato diserta¢ni prace piedlozena neni dostate¢na. Zda se, Ze autor mél velmi malo ¢asu na
sepsani a uspotradani doplnujicich materiali u moderni formy disertace (zalozené na souboru
publikaci).

Doporucuji proto, aby prace byla pi‘ed obhajobou doplnéna a byly odstranény i jeji

formalni nedostatky.

Je otazkou, jak toto provést v piipad¢, kdy je predlozend prace ve svazané formé. Nabizi
se zde otdzka, zda by obecné nebylo vhodnéjsi, predkladat praci v nesvdzané podobé, piipadné
pouze V elektronické verzi. V takovémto piipadé by mohlo byt na veSkeré ptipominky

recenzenta jednoduse reagovano a piipadné zmény jednoduse zaclenény do disertacni prace.
V Praze dne 24. 3. 2008

RNDr. Oldfich Benada, CSc.
Mikrobiologicky ustav AV CR, v.v.i.
142 20 Praha 4 - Kr¢

Konkrétni dotazy K pouZité metodice:
Pii pfipravé preparatti imunoznacenych mebranovych plati pouzivate krok post-fixace roztokem
oxidu osmicelého po fixaci aldehydem. Je tento krok pro Vas typ preparati nezbytny?

Jak velké plochy membranovych plati se Vasi metodou pfichycuji na podlozni film EM sitek?
Jak si vysvétlujete fakt, Ze plasmatickd membrana neadherentnich leukocytt Ine k ,,ultracistému
sklenénému povrchu. Hraji v tomto dé&ji roli hydrofilni interakce? NezkouSel jste Cistit povrch

skel také fyzikalnimi postupy napt. vystavenim doutnavému vyboji ¢i plasmové Cisténi?

Cerstvé sloupnuta slida ma velice &isty hydrofilni povrch. Nebylo by mozné vyzkouset Vasi
metodu s ¢erstve sloupnutou slidou?
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Nepokusil se autor ¢i jeho kolegové zobrazit zbytky bun€k piichycené na povrchu skla rastrovaci
elektronovou mikroskopii?

Nékolik poznamek k textu:

Velmi mne piekvapil neobvykly zplisob uvadéni citaci. Citace jsou zpravidla uvadény v blocich
za ¢astmi souvislého textu. Tento zplsob je nepiehledny a znacné ztézuje odhalit ptivod vyroku,
ktery je citovan. Text Uvodu obsahuje fadu nepiesnosti, nékteré patrné vznikly piekladem
anglickych vét. Necitim se zcela kompetentni na jazykovou korekturu textu, nicméné nékteré
vétné konstrukce nejsou zrovna ¢eské. Jiné obsahuji i nepfesné terminy. Kontrola interpunkce
by textu prospéla. Jako ptiklady uvadim:

Str: 9

Plazmaticka membrana se jevila viceméné jako rovinny orientovany roztok amfipatickych
proteinii v lipidové dvojvrstvé (Singer a Nicolson, 1972).

(Orig: The fluid mosaic structure is therefore formally analogous to a two-dimensional oriented
solution of integral proteins (or lipoproteins) in the viscous phospholipid bilayer solvent.)

... které obsahuji nasycené lipidické retézce nebo retézce s dvojnou vazbou v konfiguraci trans
... Zde by mélo byt acylové.

...V ramci plandrni orientované lipidické smési ...

... uplatnuji se vsak téz interakce aminokyselin proteinového retézce s lipidickymi slozkami raftii
(Obr. 1).

Zde je odkaz na obrazek €. 1, ve kterém vSak Ctenaf nalezne pouze obecné schéma. Nevim, zda
by nebylo vhodnéjsi obr. 1 je v této formé spiSe vynechat.

.... kde rovnez podstatnou roli mohou hrat napriklad interakce s podmembranovym
cytoskeletem ....
Doplnit i citaci

... izolace tak zvanych DRM ...

... V.obecném vyznamu DRM predstavuji membranovy izoldat vznikly castecnou lyzou burky
neiontovym detergentem ...

Casto vSak byva tento termin omezovin na membrdanové izoldty pripravené pomoci Tritonu X-
100 pri 4°C, pak byvaji oznacovany téz TIFF (,, plovouci frakce nerozpustna v Tritonu “).

Str. 11:

Pomoci metody FRET (,, prenos energie fluorescencni rezonanci“) se nicméné podarilo prokazat
i v plazmatické membrané zivych bunék tvorbu proteinovych agregatii, které zavisely na
pritomnosti cholesterolu a na GPI kotvé, nikoliv na samotném bilkovinném retézci. Prumer
techto domén byl méné nez 70 nm (Varma a Mayor, 1998).

(Orig. Therefore, these domains are likely to be smaller than 70 nm, and contain fewer than 50
molecules of GPI-anchored proteins.). Nepfesna citace



