Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Jitky Santorové:

Uloha proteinti CIDE p¥i apoptéze a morfologie mitochondridlni sité v patogeneze

Mgr. Jitka Santorova svou disertaéni praci zaméfila na dva okruhy problémi spojenych
s mitochondriemi. V prvni ¢asti prace se pokusila blize charakterizovat zatim malo znamy
mitochondrialni protein CIDEa, ktery je podeziely z ucasti ve vnitini bunécné apoptotické
draze. V té druhé Casti se zaméfila na charakterizaci morfologie mitochondridlni sit¢ u
vybranych bunék a jeji zmény spojené s riznymi metabolickymi a patofyziologickymi stavy.
V obou pfipadech se jednd o aktudlni, atraktivni a v soucasnosti intenzivné studované
problémy. Vzdyt poruchy apoptotickych procesi ¢asto vedou k nefizené proliferaci bunék,
tedy k nadorovému bujeni a nasledn¢ k zdhubé celého organismu. Také naSe predstavy o
mitochondriich, jejich morfologii a funkcich v buiice se v poslednich letech vyznamné
posunuly. Dnes vime, Ze to nejsou pouze ony pfislovecné bunétné elektrarny, ale jejich
vyznam je mnohem $ir$i a saha od produkce energie pies regulaci iontového hospodaistvi az
po jiz zminénou zéasadni funkci ve vnitini apoptotické draze.

Autorka ziskala nékteré nové poznatky, které jsou kromé predkladané prace obsazeny také
ve dvou publikacich uvetfejnénych v zahrani¢nich Casopisech. Je jen Skoda, Ze ve vlastni
disertacni praci neni o téchto publikacich ani zminka (alespon ja jsem zadnou nenalezl) a jsou
uvedeny pouze v autoreferatu disertacni prace spole¢né s ostatnimu publikacemi autorky. Ve
vlastni diserta¢ni praci jsou hlavni zji§téni formulovana v nékolika bodech. Mgr. Santorova
prokézala, Ze obsah mRNA pro zkoumany protein CIDEa se lisi v rGznych tkanich a potvrdila
jeho, do té doby ne zcela jistou, lokalizaci v mitochondriich. Zaroveni prokazala, Ze
indukovana overexprese tohoto proteinu vede k apoptdéze a zkoumany protein je piitom
transportovan do buné¢ného jadra. Postulovala hypotézu, podle které se protein CIDEa
uCastni apoptotické drahy, kterd nezahmuje kaspazové kaskady. Druha ¢ast prace obsahuje
atraktivni 3D zobrazeni mitochondridlntho retikula u dvou typi tkafovych bunék. Tato
zobrazeni byla ziskdna pomoci zdokonalené konfokalni mikroskopie a umoZnila autorce
presnéji definovat rozméry a tvar mitochondridlni sit¢ a charakterizovat zmény, ke kterym
vitcto siti dochdzi pfi rGzné dostupnosti substratu, ¢i pritomnosti latek interagujicich

s oxidacni fosforylaci.



Po formalni strAnce ma prace klasické €lenéni. Teoreticky tivod predkladané disertacni
prace tvoii shrnuti zkoumané problematiky. Je pfehledné Clenény a seznamuje Ctenafe se
strukturou a funkci mitochondrii s dirazem na jejich ptisobeni v apoptéze. Metodicka Cast se
rozklada na témé¥ tiiceti stranach, coz sv&dEi o Sirokém spektru metod, které byly vyuZzity pro
ziskani dat pro disertani praci. Ve vysledkové €asti jsou ziskana data pfehledné prezentovana
az na nékteré temné obrazky, které maji dokladat lokalizaci fluorescenéné znaCenych
proteintl, ale mozna jsem mél pouze smilu na tmavou kopii. Souhrn vystizn€ vyzdvihuje
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nejdalezit&jsi vysledky a vhodné je dava do vzajemnych souvislosti.

K praci mam nasledujici pfipominky, poptipad¢ dotazy:

Domnivdm se, Ze prace by si zaslouzila jesté alesponl jedno peclivé precteni. Obsahuje
totiz preklepy v mnoZstvi rozhodné vétsim nez malém a to by u praci tohoto typu nemélo byt
(napf. jen na str. 8 jsem jich nalezl 5 a celkové jich mohou byt desitky). Narazil jsem 1 na
chyby gramatické, chybéjici interpunkci, ¢i Spatny slovosled, které méni vyznam véty.
Nekteré anglicismy nejsou podle mé nezbytné a na n€kterych mistech kolisa také velikost
pisma.

Zarazila m¢ absence citaci na prvnich strankach literarniho ptehledu (prvni je az na strané
9), podle mé ne vSechna zde uvadéna fakta jsou davno znama a potvrzena.

Na stran¢ 12: elektrony nejsou ptendSeny z FADH, na Komplex II, koenzym je jeho
soucasti. Dale mi na této strané¢ piipadd nejasnd pasdz o spraZeni oxidacni fosforylace a
protonmotivni sile. SpfaZzenim se rozumi vztah mezi oxidaci a fosforylaci a vyjadiuje v
podstaté miru nepropustnosti vnitini mitochondridlni membrany pro protony. I ve stavu IV
mohou byt mitochondrie rozptazeny a naopak ve stavu III t€sné spfaZeny. Index respiracni
kontroly udava pomér respirace ve stavu Il a IV.

Na stran€ 34: Jedno z matematickych vyjadieni Lamber-Beerova zakona je:

A=cle ztohotedyplyne,Zze c=A/lg
Upravou uvedeného vzorce lze dale snadno odvodit, e rozmér molérniho absorpéniho

koeficientu je cm”.mmol ™.

Na obrazku 4.5. nejsou vyznaCeny statisticky vyznamné rozdily mezi podily TUNEL

pozitivnich bun¢k



Pro¢ autorka stanovovala hladiny mRNA pro CIDEa v bilém tuku a hladinu tohoto
proteinu v hnédém tuku, kdyZ pravé srovnani stejnych tkani vzhledem k posttranskrip¢ni
regulaci mohlo poskytnout zajimavé hodnoty?

Pokud na Western blotech byly detekovany pravdépodobné trimery CIDEa spojené
disulfidickymi mistky, nezkusili jste elektroforézu s redukénim ¢inidlem, napt. DTT?

Pro¢ builky HEP2G ptechazeji pii vysoké koncentraci glukézy na glykolyzu, jedn4 se o
mlécné kvaseni a jaky je mechanismus utlumeni oxidaéni fosforylace?

Pomémé odvaznd mi piipadd hypotéza o tuloze zvySené aktivity enzymid cyklu
trikarboxylovych kyselin a nasledné GTP v iniciaci mitochondridlni fize. Sukcinyl CoA
syntetaza se u Zivo¢ichu vyskytuje ve dvou izomerech specifickych pro GDP a ATP a hlavng,
pomér mezi riznymi nukleotidy je v cytoplasm& i v mitochondriich udr¥ovan enzymem
nukleosid difosfat kinazou.

Pres uvedené vyhrady & pfipominky se domnivam, e Mgr. Jitka Santorovi ve své
disertacni préaci pfindsi celou fadu novych a vyznamnych zji$téni, které prispéji k hlubsimu
pochopeni funkce a struktury mitochondrii. Mgr. Jitka Santorova ve své disertacni préci podle
mého néazoru prokazala, Ze je schopna samostatné védecké prace a doporucuji proto, aby ji na

jejim zéklad¢ byla udélena védecka hodnost PhD.

V Praze, dne 9. 11. 2008

RNDr. Martin Kalous, CSc.
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