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na disertalni préci postgradudlniho studia v oboru ,,Biologie a patologie butiky*
MUDr. Jakuba Sikory
»NOVEL ASPECTS OF MOLECULAR BIOLOGY AND PATHOLOGY OF LYSOSOMAL
STRAGE DISORDERS, STUDIES WITH PARTIAL USE OF Caenorhabditis elegans*

PfedloZend disertatni prace je svym zaméfenim na fefeni procest, spojenych se stfa-
dacimi lysosomovymi poruchami, plné v souladu s ndplnf oboru postgadualniho doktorského
programu ,,Bioclogie a patologie buriky*. Uvedena problematika byla a je v poslednich n&koli-
ka desetiletich pfedmétem podrobnych kasuistickych publikaci, stejné jako prezentaci odvaz-
nych hypotéz o mechanismech a patogeneze téchto zvlid§inich metabolickych poruch véza-
nych na tak vyznamnou bunéénou organelu jako je lysosom,

Disertace je sepsana v angli¢ting a splifuje zakladni ¢len&ni védeckého sd&leni. Text je
podan srozumitelné a pfehledné a pfedstavuje 80 stran s 6 pfiloZzenymi publikacemi in exten-
so, jeZ shrnuji vysledky feden{ klitovych otazek vstupnich tezi. V literdrnim piehledu, &itaji-
cim 255 citaci, jsou zaélenéna 1 zcela aktualni ¢lanky. Na konci spisu pod4va autor seznam
pouzitych zkratek (nejéastj§ich), coz ptispiva k rychlejsi orientaci ve sloZité FeSené proble-
matice. Autor vychdazi z prezentace $esti literarnich sdéleni autorskych kolektivli v renomova-
nych asopisech. Dv&, v nichZ je autor na prvnim misté, jsou z roku 2003 a 2007. Prvn{ je vé-
novana neurolysosomové patologii deficience prosaposinu (pSap), jeZ podporuje pfedstavu o
jeho vyznamné neurotrofické roli (IF=3,192 a 4 x citaéni ohlas), pfiem# autor nabizi, i na z4-
kladg literarnich dat, dal§f varianty etiopatologického piisobeni, jako jsou saposinu podobné
proteiny a vliv saposin-kyselé sfingomyelinazy v biologii a patologii lysosomi, Diky chemic-
ké struktufe sledovanych latek se na této urovni uplatiiuji zcela unikatnich interakei hydrofil-
nich a hydrofobnich komponent pfedevsim na Grovni membranovych komponent. Jejich
uplatnéni v interakci membran s lipidovymi slozkami, v ovlivnéni jejich permeability, jakoZ i
vlastnostech moZné prezentace antigen(t nebo specifické enzymové vybavy nabizi &iroké
mozZnosti uplatnéni v signalizadnich procesech patogenetickych zmén. Bezesporu zajimavou
skute¢nosti je zfetelny rozdil ve vyjadieni zmén na substratu bunééné populace neuronového
plvodu v porovnani s non-neuronovymi strukturami, a to potinaje gliovymi butikami, se spe-
cifickou aktivaci mikroglie. Pfitom nebylo podstatnych diferenci mezi neurony centrdlniho a
periferniho nervového systému. Jako velmi vyznamnd skuteénost se jevi kritické perioda
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ptedpokladané absenci prosaposinu. Ve sloZitém fetézci patologického procesu ma vyznam-
nou roli masivnf efekt ubiquitinové aktivace spolu se znamkami stimulované autofagické de-
gradace na cytologické Grovni. I kdyZ hlavni problematika lysosomovych stfadacich poruch
zahrnuje celkové 49 nosologickych jednotek, je Niemann-Pickova choroba se svymi tfemi
subtypy (A, B a C) svym zplsobem demonstraénim pifkladem pro riizné moZnosti patofysio-
logie vzniku vysledného stavu.

Dokladem toho je druha disertantova publikace, vénujici se acidické sfingomyelinaze
v mezindrodni spolupréci s holandskym University Medical Center Nijmegen (IF=2,527). Po-
vaZzuji za dileZité zdiraznit, Ze hlavni pozornost je v tomto pfipad® vénovéana uzlovému pro-
cesuy, a to vyznamu identifikace sedmi novych genovych mutaci (SMPDI —sphingomyelin
phosphodiesterase- gene) pro tento dileZity enzymovy protein (629 aminokyselin) lysosomo-
vé funkce v degradaci sfingomyelinu. Je asi tfeba také podtrhnout vyznam metabolického de-
gradaniho fetézce v zadlen&ni jeho §tépnych produkt v ovlivnéni diferenciace a funkce ner-
vové tkané. Zaroveil je timto zplsobem demonstrovan pfiklad jedné z 30 entit ze 49 &lenného
souboru stfddacich lysosomovych onemocnéni, jejiZ pfi¢inu lze spatfovat v poruSe, zplsobené
poruchou postihujici jediny enzym, coZ plati v tomto pipadé napf. pro Niemann-Pickovu
chorobu A/B. Ne bez zajimavosti je zaroven skutednost, Ze sfingomyeliniza hraje krucialni
roli v n&kterych bakteridlnich i virovych infekeich, jako napt. u Neiseria gonorhhoae a Pseu-
domonas aeruginosa, ale také v signaliza¢nich funkcich regulaénich mechanismi apoptozy,
diferenciace 1 proliferace bunék. Provazanost studované problematiky podtrhuje fakt, Ze tran-
skribovand mRNA kéduje lysosomovy enzymovy protein, ktery zaéina signalnim peptidem,
obsahuje saposinovou a fofsfodiesterdzovou doménu, dimetalické centrum (pro 2 Zn?*) a car-
boxylovy terminus. Jeho akumulace v definovanych usecich trans-oblasti Golgiho komplexu
je spojena s manoso-6-fosfatovymi receptory a jeho pH optimum se pohybuje mezi 4,5 — 5,5.
Morfologicky obraz histopatologickych nalezi je doplnén o projevy nespecifického p&novité-
ho vzhledu cytoplazmy, jez spada na vrub prostorovému zvét§ovani lysosomového kompart-
mentu. Souc¢asné poznatky chapou tyto projevy jako nespecifické s tim, Ze subtypy A a B
piedstavuji masivni a generalizovanou sfingomyelinovou akumulaci, kdezto u subtypu C jde
o odlignou molekulérni strukturu v histiocytové populaci a stfadany jsou pfedeviim glykos-
fingolipidy a cholesterol. Pokud jde o jiZ naznadené vazby na nervovou tkas, je postiZzena jak
CNS, tak i PNS v neuronové komponent8. Pokud se tyka gliové slozky pro CNS je vyjadiena
¢asto po atrofii a omezeni populace neuront proliferace astroglie. V PNS je to postiZeni neu-
ronil nejen na Urovni sympatickych ganglif, ale 1 diené nadledviny, n8kdy i projevy demyeli-
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Kromeé jiz uvedenych dlisledkd stfadacich procesil na urovni lysosomi provazeji poru-
chu kyselé sfingomyelinazy visceralni pfiznaky, mezi nimiZ% do minuje splenomegalie dosahu-
jici aZ 10 nasobného nartistu. Morfologicky substrat je op&t spojen s histiocytovou populaci,
jeZ pozmeéfiuje jak Gervenou, tak 1 bilou pulpu tohoto lymfatického organu. Podobneé jsou
zvétiena 1 jatra, kde se piedeviim jednd o postizeni centralni a intermedidrni oblasti laldckh
centralni vény, jak to odpovida platnym pravidldm funkéniho vytiZeni hepatocytit. Obvykle
objemové& ne tak vyrazné, ale morfologicky analogické histopatologické zmény postihujf lym-
fatické uzliny a Casto i kostni dfedl, pfiSemZ existuje uréitd iméra mezi stupn&€m postiZen{ vz-
lovych aktéril patofyziologickych mechanismi a stupném histopatologického postiZeni.

Autor rozebira i vztahy klinické klasifikace deficience kyselé sfingomyelindzy k hete-
rogenit® fenotypickych projevi a historickych i prognostickych kriterif, V kaZdém pfipad¢ je
kombinovana neurovisceralni forma spojena nejen s projevy postiZzeni vyvoje a funkee nervo-
vého systému s limitovanym ptezivani obvykle do 3. roku Zivota. S tim kontrastuje izolovana
visceralni podoba nemoci, jeZ miiZe mit pomalej3i progresi a pacienti se pies zdvaZzné kom-
plikace mohou dozit dospélosti.

Dalsi publikace (IF=2,652) s equalnim podilem disertanta a prvnf autorky si viima
charakterizace gana-1 genu, ktery u Caenorhaditis elegans kdduje obratloveim odpovidajici
alfa-galaktosidazu a alfa-N-acetylgalaktosaminidazu. Je tieba ocenit cely systém identifikace,
ov&feni néinnosti i moZnosti inhibice izolovaného enzymového proteinu i jeho imunofluo-
rescenéni detekei 1 in fofo ziskava vyznamny naboj v souvislosti s tim, Ze vice nez 30 = genil
tohoto nematoda se shoduje s humannimi a Ze k lysosomovym onemocnéni patiici mukopoly-
sacharidéza typu Illc — Sanfilippliv syndrom typ C — vykazuje genovou poruchu na chromo-
somu 8, ktera se pfi poruse projevuje jako stfadani heparansulfatu v Iysosomovém kompari-
mentu bunék (IF=12,649). Tento gen oznaovany jako TMEM 76 je koduje HGSNAT (hepa-
rin acetyl koenzym A: alfa-glukosaminid-Nacetyltranferazu). Pro modelové experimenty je
pak vyhodou rychlé reprodukéni perioda (kolem 3 dnfi) a jeho vyuziti pfi studiu Niemann-
Pickovy choroby ma4 jiZ deld{ historii, pfedeviim pro podobnost endosomove-lysosomového
systému.

V textové ¢asti musim ocenit racionalni a pfipadné shrnujici poznamky k predklada-
nym &lankdm, které by jinak vzhledem k §irokému zabéru zpracovavané tématiky podle mého
nézoru pusobily zna¢ng nesourod@. O §ifi zabéru ostatné svédei i seznam pouzité literatury,
ktery obsahuje 255 citaci, a to 1 z leto&niho roku. Mé uznan{ si téz zaslouZzi peélivost s jakou
autor revidoval text, nebot’ jsem nalezlo jen mizivé mnoZstvi formalnich pfeklept. To jen ne-
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publikaci a prezentaci. Jesté jednu kritickou poznamku na z4ver této ¢asti musim vyjadiit

v souvislosti s porovnavanim vysledk studia pomoci svételného a elektronového mikrosko-
pu, a to jako ... af (on) the light and electron microscopical level .. .(str. 21), protoZe oba mi-
kroskopy jsou zalozeny na optickych principech. R4ad bych je§t€ vyjadfil svilj dojem, Ze

v ivodnim textu mél byt uveden zékladn{ prehled metodik, které provedl sam autor. Vzhle-
dem ke komplexnosti a §ifi problematiky je to obtiZzné postfehnout oveétit z publikact.

V souvislosti s vlivem fetézce §t€pnych produkti na fizeni procesil apoptozy, diferen-
ciace a proliferace bungk (viz vyse) bych rad formuloval nésledujici otdzku: Jak disertant
nahlizi na pojem aponekrozy? O této moZnosti jsem nenasel zminku, avSak soudim, Ze pra-
vé& v komplexu stfadacich poruch se tato forma miuize uplatnit jako zdroj moZnd i organovych
autoantigent, které pak snadno, vzhledem k postiZen{ histiocytové populace, miZze vyznamné
zatiZit obranny systém organismu.

Na zakladé posouzeni vstupnich tezi, materialu disertadni prace i pfedloZenych prezen-
taci mohu konstatovat, Ze MUDr. Jakub Sikora prokazal v plné mife zvladnuti samostatné
viédecko-vyzkumné prace i fady néroSnych laboratornich metod a postupil. Sv&d&i o tom
nejen aktudlni a moderni tématika, ale také §irokd metodicka paleta molekularné biologickych
postupll a metod s praktickym uplatn&nim techniky svételné i elektronové mikroskopie a imu-
nocytochemie. Pfinosné je i vyuzitf souCasnych moZnosti analyzy i k retrospektivnimu vy-
hodnoceni materidlu. ProtoZe dosaZené vysledky pfispély k objasnéni pfi¢in, postupl a me-
chanismii, odehrévajicich se na trovni endosomové lysosomového kompartmentu bun&k pfi
stfadacich onemocnénich, doporuduji aby ptedlozend prace MUDr. Jakuba Sikory byla po-
stoupena k obhajobg. Dale doporuéuji, aby v souladu s pfedpisy a ve smyslu zdkona po
isp&sné obhajobé pokradovalo fizeni k udéleni titulu PhD v oboru ,,Biclogie a patologie buii-

ky* doktorského studijniho programu.
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