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Úloha proteinů CIDE při apoptóze a morfologie mitochondriální sítě v patogeneze

Mgr. Jitka Šantorová svou disertační práci zamětíIa na dva okruhy problémů spojených

s mitochondriemi. V první části práce se pokusila b|íŽe charakteizovat zatím má|o známý

mitochondriální protein CIDEa, který je podezřelý z úěasti ve vnitřní buněčné apoptotické

driue. V té druhé části se zaméÍila na charakterlzaci morfologie mitochondriální sítě u

vybraných buněk a její změny spojené s ruznými metaboliclianí apatofyziologickými stavy.

V obou případech se jedná o aktuální, atraktivní a v současnosti intenzivně studované

problémy. Yžďyť poruchy apoptotických procesů často vedou k neřízené proliferaci buněk,

tedy k nádorovému bujení a následně k zráhubě celého organismu. Také naše představy o

mitochondriích, jejich morfologii a funkcích v buňce se v posledních letech významné

posunuly. Dnes víme, že to nejsou pouze ony příslovečné buněčné elektrrírny, ale jejich

významje mnohem širší a sahá od produkce energie přes regulaci iontového hospodářství až

po již zmíněnou zásadni funkci ve vnitřní apoptotické ďrěae.

Autorka ziska|a některé nové poznatky, které jsou kromě předkládané práce obsaŽeny také

ve dvou publikacích uveřejněných v zahrartičních časopisech. Je jen škoda, že ve vlastní

disertační práci není o těchto publikacích ani zmínka (alespoň já jsem žádnou nenalezl) a jsou

uvedeny povze v autoreferátu disertační práce společně s ostatnímu publikacemi autorky. Ve

vlastní disertační práci jsou hlavní zjištění formulována v několika bodech. Mgr' Šantorová

prokázala, Že obsah mRNA pro zkoumaný protein CIDEa se liší v různých tkáních a potvrdila

jeho, do té doby ne zcela jistou, lokalizaci v mitochondriích. Zároveí prokáza|a, že

indukovaná overexprese tohoto proteinu vede k apoptóze a zkoumaný protein je přitom

transportovan do buněčného jádra. Postulovala hypotézu, podle které se protein CIDEa

účastní apoptotické dráhy, která nezahmuje kaspázové kaskády. Druhá část práce obsahuje

atraktivní 3D zobrazení mitochondriálního retikula u dvou typů tkáňových buněk. Tato

zobrazent byla získána pomocí zdokonalené konfokální mikroskopie a umožnila autorce

přesněji definovat rozměry a tvar mitochondriální sítě a charakterizovat změny, ke kter;im

v této síti dochazí při rtnné dostupnosti substrátu, či přítomnosti látek interagujících

s oxidační fosforylací'



Po formální stránce má práce klasické členění. Teoretický úvod předk|ádané disertační

práce tvoří shrnutí zkoumané problematiky. Je přehledně členěný a seznamuje čtenaře se

strukturou a funkcí mitochondrií s durazem na jejich působení v apoptóze. Metodická část se

roil<Iádá na téměř třiceti stranách, coŽ svědčí o širokém spektru metod, které byly využity pro

ziskžni dat pro disertační práci. Ve výsledkové části jsou získaná data přehledně prezentoviína

až na některé temné obrázky, které mají dokládat lokalizaci fluorescenčně značených

proteinů, a|e možnájsem měl pouLze smůlu na tmavou kopii. Souhrn výstiŽně vyzdvihuje

nejdůleŽitější výsledky a vhodně je dává do vzájemných souvislostí.

K práci mám následující připomínky, popřípadě dotazy:

Domnívám se' že práce by si zasloužila ještě alespoň jedno pečlivé přečtení. obsahuje

totiŽ překlepy v množství rozhodně větším než malém a to by u prací tohoto typu nemělo být

(např. jen na str. 8 jsem jich nalezl 5 a celkově jich mohou být desítky). Naraziljsem i na

chyby gramatické, chybějící interpunkci, či špatný slovosled' které mění význam věty.

Některé anglicismy nejsou podle mě nezbyné a na některých místech kolísá také velikost

písma.

Zarazila mě absence citací na prvních stránkách literárního přehledu (první je ůna straně

9), podle mě ne všechna zde uváděná fakta jsou dávno znžttnáapotvrzená'

Na straně 12: elektrony nejsou přenášeny zFADHz na Komplex II, koenzym je jeho

součástí. Dále mi na této straně připadá nejasná paséĚ o spřďení oxidační fosforylace a

protonmotivní síle. Spřažením se rozumí vztah mezi oxidací a fosfory|ací a vyjadřuje v

podstatě míru nepropustnosti vnitřní mitochondriální membrány pro protony. I ve stavu IV

mohou být mitochondrie rozpřaženy a naopak ve stavu III těsně spřaženy. Index respirační

kontroly udává poměr respirace ve stavu III a IV.

Na straně 34: Jedno zmatematických vyjádření Lamber-Beerova zákona je

A: c.l.e z toho tedy plyne, že c: A"/l.e

Úprauou uvedeného vzorce |ze dáire snadno odvodit, že rozměr molárního absorpčního

koefi cientu j e cm2.mmol-1 .

Na obrázku 4.5. nejsou vyznačeny statisticky ýznamné rozdi|y mezi podíly TUNEL

pozitivních buněk



Proč autorka stanovovala hladiny mRNA pro CIDEa v bílém tuku a hladinu tohoto
proteinu v hnědém tuku, když právě srovnání stejných tkríní vzhledem k posttranskripční

regulaci mohlo poskýnout zajímav é hodnoty?

Pokud na Western blotech byly detekovány pravděpodobně trimery CIDEa spojené
disulfidickými můstky, nezkusili jste elektrofotézus redukčním činidlem, např. DTT?

Proč buňky HEP2G přechazejí při vysoké koncentraci glukózy na glykolýzu, jedná se o
mléčné kvašení a jaký je mechanismus utlumení oxidační fosforylace?

Poměrně odváhtá mi připadá hypotéza o iúoze zvýšené aktivity enzymů cyklu
trikarboxylovych kyselin a následně GTP v iniciaci mitochondri áIru fuze, Sukcinyl CoA
syntetéza se u živočichů vyskytuje ve dvou izomerech specifických pro GDP a ATP a hlavně,
poměr mezi rtznými nukleotidy je v cytoplasmě i v mitochondriích udržován enzvmem
nukleosid difosfat kinazou.

Přes uvedené výhrady či připomínky se domnívám, že Mgr. Jitka Šantorová ve své
disertační práci přináší celou řadu nových a významrtých zjištění, které přispějí k hlubšímu
pochopení funkce a struktury mitochondrií. Mg. Jitka Šantorová ve své disertační práci podle
mého nÍuoruptokáza|a, že je schopna samostatné vědecké práce a doporučuji proto, aby jína
jejim zák|adě byla udělena vědecká hodnost PhD.
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