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Interplay of cytoskeleton and membrane morphology during formation of
immunological synapse

PredloZzena diplomova prace je velice zajimavym prispévkem k pochopeni procesl regulace imunitni
odpovédi na bunécné urovni. Téma biologie molekularniho usporadani, morfologie a dynamiky
imunologické synapse je jednou z uUstfednich imunologickych problematik, ktera dosud neni plné
prozkoumana, a to véetné portfolia proteind, které ji reguluji. PfedloZena diplomova prace se vénuje
roli aktinového cytoskeletu pfi ustanovovdni a funkci imunologické synapse, konkrétné roli dvou
regulaéni a strukturnich proteint a-aktinin( 1 a 4, které byly ve skolitelské laboratofi identifikovany
jako komponenty proteinovych komplexd spojenych s aktivaci T-lymfocytll. Jako modelova bunécna
linie byly vyuZita bunéc¢na linie Jurkat, ktera poslouzila pro vytvoreni knockoutovanych linii s cilem
charakterizovat roly nesvalovych a-aktinin{ pti vzniku a fungovani imunologické synapse.

Co se tyka formalni stranky prace, pro oponenta bylo radosti ji Cist. Zvlasté literarni Uvod je velice Ctivé
a srozumitelné sepsany, s minimem preklept (podafilo se mi nalézt jen 2!1) Je evidentni, Ze si autorka
dala sfinalizaci prace velkou préaci. Obrazky v literdrnim Gvodu jsou vtadé pfipadl vytvorené
samotnou autorkou pomoci programu biorender.com, s jasné definovanou inspiraci. Rozliseni, kvalita
a popis obrazové dokumentace je zcela adekvatni formatu diplomové prace.

Co se tyka seznamu zkratek — jako jedinou neuvedenou jsem nasel SEE (Staphylococcus enterotoxin E)

Jak jiz bylo zminéno, LITERARNI UVOD je velice kvalitné sepsany, rychle cili k meritu diplomového
projektu, je Ctivy, sepsany velice dobrou angli¢tinou. Literdrni zdroje jsou dle mého nazoru korektné a
vystizné citovany a to v dostate¢ném mnozstvi i véetné téch nejnovéjsich praci.

K této Casti prace bych mél nékolik zvédavych dotazu:

1. Lck neni jedinou kindzou z rodiny Src, kterd se v T-lymfocytech podili na imunoreceptorové
signalizaci, je pro téma prdce relevantni napf. kindza Fyn?

2. Nastrané 3 je uvedeno, Ze pro vznik LAT signalozomu staci jedind TCR-pMHC interakce. Jaky
experimentalni dikaz autofi predkladaji? Mimochodem jaka je soucasna predstava o poctu
TCR na povrchu T-lymfocytd a MHC I/MHCII na povrchu prezentujici buriky (popf. poctu
interagujicich TCR a MHC v imunologické synapsi)? Kvantitativni hledisko jsem jako jediné
v prdci postradal.

3. Nastrané 5 je vyuzZito jako nazev pod kapitoly souslovi , Searching forimmunological synapse”,
coz mi nepfijde zcela vystihujici obsah této ¢asti prace.

4. Nastrané 6 je zminéna u migrujicich T-lymfocytl polarizovana lokalizace CXCR4 na vedoucim
konci bunky. Jak je toho na molekularni Urovni dosazeno? Obdobny dotaz plati pro extrémni
nabohaceni CD2 a dalSich zmifiovanych molekul v uropodalni ¢asti buriky.

5. Na strané 7 zminujete endocytézu distalnich TCR a jejich nasledny transport do mista
imunologické synapse. Jak si tento cileny transport predstavujete?

6. Nastrané 7 déle zminujete, Ze v dSMAC jsou lokalizovany velké glykoproteiny CD43 a CD45. Ty
jsou zde lokalizovany specificky, nebo se jedna o jejich vylouceni s centralnich ¢asti SMAC diky
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velikosti jejich extracelularni domény zmista tésného
mezibunééného kontaktu — s obdobnou hustotou jako na
zbytku bunécéného povrchu?

7. Na strané 9 popisujete formovani klastrd TCR o velikosti 0,5-1 mikrometr. Existuje néjaka
informace o poctu TCR v téchto klastrech? Jaka by mohla byt pfibliznd velikost jednoho TCR?

8. Na strané 11 piSete, Ze na koncich T-bunécnych mikrovil( byly detekovany klastry CD3epsilon
a TCRalfa/beta. Znamend to, Ze byly tyto molekuly od sebe oddélené v distinktnich
klastrovanych lokacich?

9. Na strané 12 piSete, Zze ,bulky glycoprotein CD45“ byl vyloucen z mikrovilarni lokalizace.
Myslite si, Ze mechanisme vylouceni CD45 je v pfipadé mikrovild jeho velikost?

10. Na strané 14 zminujete mimoradné zajimavy fenomén vzniku TMPs, ktery popisujete jako
kombinaci trogocytézy a ,membrane budding”. Jak si tento déj ma ¢tenar predstavit. Kde je
v schématu 3 trogocytéza? Mimochodem, mohou endocytované TMPs splynout s membranou
endozému a tak pak s cytoplazmatickou membranou (exocytdza) jako mozny mechanismus
trogocytdézy mezi T-burikou a APC? PO pohlceni TMPs APC — mohou pfislusné TCR-MHC
komplexy intraceluldrné signalizovat?

11. Nastrané 15 popisujete fakt, Ze cytotoxicka bunika muze vytvaret nékolik IS poté, co popisujete
polarizaci MTOC. Jak to vypada s lokalizaci MTOC, pokud cytoxicky T-lymfocyt vytvofil
simultanné nékolik 1S?

Prace ma nasledné jasné definované CILE, kterych se autorka ndsledné pfi predstaveni ziskanych
vysledk( drzi. Cile jsou doprovozené prehlednym grafickym abstraktem pracovni hypotézy

VYSLEDKOVA CAST sumarizuje experimentalni data prostiednictvim 8 obrazk(l vesmés publikaéniho
typu a kvality. Je zde popsana tvorba a validace geneticky modifikovanych kloni bunécné linie Jurkat
(s genovym knockoutem nesvalovych aktinind), jejich aktivace, jsou studovany caso-prostorové
aspekty vzniku imunologické synapse — s pouZitim B-bunécné linie Raji a superantigenu, na zaveér se
autorka vénuje ultrastrukture imunologické synapse s vyuzitim wt Jurkat bunék.

K vysledkové casti bych mél nékolik dalSich dotazt a specifickych komentaru:

1. Nastrané 23 v obrdazku 1 popisujete, Ze zvoleny wt klon bunééné linie Jurkat exprimuje vysokou
uroven klicovych molekul pro T-bunécnou aktivaci (TCRbeta, CD4, LFA-1 high) Pokud se
podivame specificky na CD4, mezi panelem A a B je pouZito jiné logaritmické méfitko. Pokud
oba obrazky srovname, exprese CD4 se jevi jako pomérné nizka, nebo je tomu jinak?

2. Mimochodem, mohla byste blize charakterizovat v praci pouZité bunécné linie Jurkat a Raji —
s ohledem na jejich podobnost/odlisnost primarnim T- a B-burikam?

3. V praci byl pouZit pro stabilizaci interakce MHC a TCR superantigen SEE. M{zete diskutovat
odliSnost takto designovaného experimentu od fyziologické interakce mezi TCR a MHC — napf.
co do afinity interakce nebo trvani IS?

4. Mimochodem, je zndma specificita TCR bunécné linie Jurkat pro mozné vice fyziologické typy
experiment(?

5. Prace obsahuje mimoradné zdafrilé obrazky IS s vyuZitim pokrocilych zobrazovacich technik a
vhodné zvolenych fluorescencnich marker(. Zajimalo by mne, nakolik jsou tyto obrazky
reprezentativni, kolik IS bylo zachyceno, zda jste se pokusili o obrazovou analyzu kvantifikujici
pozorované fenomény?

6. Prace dale obsahuje velice kvalitni obrazovou dokumentaci ultrastruktury imunologické
synapse pomoci transmisni elektronové mikroskopie ukazujici mimoradné prekvapivy
fenomén IS-lokalizovanych mikrovild na strané APC. Mohlo by se jednat o struktury
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homologické tém, které byly recentné popsany u B-
lymfocytd ve vztahu klokalizaci povrchového BCR
(DOI: 10.15252/embj.2022112030)

DISKUSE vhodnym zpUsobem koreluje ziskana data s literaturou. Dokazal bych si predstavit vice
diskutovat interpretacni omezeni zminéné v poslednim odstavci diskuse — tykajici se prace na
bunécnych liniich, pouZiti protilatek pro stimulaci bunék, ¢i pouziti superantigenu SEE.

1. Na strané 45 piSete, 7e vy3si hladina Ca?* v knokautovanych buné&nych liniich reflektuje
absenci nesvalovych aktinin(, které nemohou vézat Ca®*. Je to mozné? Jakd je stechiometrie
mezi aktininy a intraceluldrnimi vapenatymi ionty?

2. Na strané 47 zminujete, Zze mikrovili byly v B-burikdch identifikovdny pouze po aktivaci LPS
nebo IL4. Jaky je va$ ndzor na moznou identitu se strukturami popsanymi v jiz zminéném
DOI: 10.15252/embj.20221120307?

Na zavér bych chtél konstatovat, Ze predloZzena diplomova prace je zajimavym prispévkem
k objasnéni dialeZitych mechanismu regulace imunitni odpovédi na trovni fungovani imunologické
synapse. Prace vyuziva vhodné zvolenych metodik a mimofadné erudice skoliciho pracovisté,
prezentuje prioritni data, zaroven otevira celou fadu otazek ale nabizi i nékolik moznych odpovédi.
Praci doporucuji k obhajobé a tésim se na zodpovézeni svych zvédavych dotazu.

V Praze 4.9.2024 prof. RNDr. Jan Cerny Ph.D.
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