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() becn:í charakteristika
Disertační práce v pevné vazbě formátu A4 má rozsah 89 stran (včetně 2 stran pouŽité

literatl-n.y a 3 stran Se Seznamem prací autola se vztahem ke studované problematice - 6 publikací,
z' tolro 1 x jako 1rlvní autor , 2 publikace se připravují). Práce je členěna clo kapitol zahrnujících: I.
.fhe 

Intrnune system, II. Enzymes, III. Methods,IV. Results, V. Discussion of Results, VI.
I{e1.erences a VII. List of publications and conference presentations. Výsledková část je

1lresentována pr.ostřednictvím 3 publikací a 1 rrrkopisu připraveného k publikaci. V této části jsou
také ltvedeny' l'části ',Poděkování.. 

grantové projekty, ze kterých byla disertační práce
podporována.

Práce se zabývá charakterizací důleŽitýchrozpoznávacíchproteinovýclr molekul na

1lor't.clru bLiněk irrrunitrrího systému, speciírcky T lymÍbcýů a NK buněk. Studium tzv.
irretnbránovýclr rrrikrodomén (lipidických raťtů) zahrnujících povrchové receptory, které se
podíle.jí na př.enosu signálů a regulaci aktivity buněk imunitního systému je téma jistě aktrrální a
soltr'.isí se studietn imunitní odpovědi a moŽnosti její cílené regulace. V disertační práci je dále
zalrt.nuto studiunr proteinové architektury N-acetylhexosamintdázy, důleŽité sioŽky
clritirro11,tického systému, z lrouby Aspergillus oryzae. Souhrnně je práce souborem různých metod
pl oteittové chetrlie v korrrbinaci s proteomickými postupy, jmenovitě hmotnostní spektrorrretrií.
aplilior'aných na podrobnější studium proteinové struktury a funkce u různých biologických
rrlocie lťt.

Cíle prrice
Cíle disertace nejsou jasně formulovány, Ize nalézt jen velmi stručné konstatování, na co

by.l,v jednotlivé stuclie zaměŤeny, a to ve výsledkové části v úvodech presentovaných publikací.
.l-e 

nto formální nedostatek ale neznamená, že provedené studie nevedly k významnějším
r'í'sledkůni' např. charakterizace CD69 proteinu NK buněk s ohledem na úlolru v přirozer.ré a

pr.tlt i rládorové imunitě.

l' o rržit:i rrretoclilr:r
Metoclic]<é poStupy použité v jednotlivých modelových experimerrtech disertační práci jsou

acleltr'átní a zalrrnují isolaci membránových mikrodomén gradientní centrifugací z T buněčné lii.iie
.iLrr.l'at' cxpresi a purifikaci čistého krysího CD69 receptoru NK buněk, HPLC kapalinovou
chrot-natograÍli a techniky hmotnostní spektrometrie MALDI-TOF, mikroLC-MS/MS, a FTICR
\4S

|)osaŽelré výslccllry
Ve sttrdii č. 1 : P. Pompach et al... Mass spectrometry is a powerful tool for identification of

proteitrs associated with lipids rafts of Jurkat T.cell line.. bylo ukázáno, že kombinace irčinné

1lLrritikační techniky umoŽnující významné obohacení membránových mikrodomén s LC-MS/MS
ic1crltitilrací proteinťr př.ítomných v těchto doménách je velmi efektivní a můŽe vést k náleztr ce1é

řadr,'proteinů. které nepatří k typickým proteinům membránových mikrodomén.
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Stlldii č. 2: J' Pavlíček, D. Kavan, P. Pompach et al. ,,Lymphocyte activation receptors: nelv
strttctltlal paracligms in group V of C-type animal lectins.. popistrje výsledky analýzy struktr-ry a

l.tttllice krysího NK receptortr CD69 získané pomocí FT ICR a NMR. U CD69 byla prokázána

1-:rřítot.tlt.tost tří disltrlfldickýclr yazeb ( FT MS) a skutečná tří-rozměrná struktura byla určena
s r'r'tlŽitít't-l krystalograÍie a dvojatě značenou NMR. Dále autoři ukázalí, Že, vazba vápníku a
t;ligosaclrari-lťr.1e u krysíi:ro CD69 velmi podobná lidskému proteinu a specificitavazbyje vysoká
llro r.ětr'ené oligoaclraridy oproti 1ineárním.

Studie č. 3 ar-rtorťr o. Plíhal. J. Sklenář, J. Kmoníčková' P.Man. P" Pompach et al. ,' N-
glr cosvlated catalytic unit nleets O-glycosylated propeptide: complex protein architecture in a
iilrlgal lrexosamitridase.' demonstrovala^ Že propeptid beta-N-acetylhexosaminidázy je zpracovál.álr
r 1lrůběhLt bios'vntézy a jelro přítomnost je nezbyná pro aktivaci enzymu, jeho dimerizaci a sekreci.
/,atírllco katalytická c1oména enzymu je N-glykosylovaná, MALDI MS potvrdtla, že propetid je o
g]r'kos)'lovarlý. a pulse -clrase experimenty indikovaly,že takto modifikovaný propeptid.je

trittttÝ pro plnott Íirr-rkční aktivitu enzymll.
I{ovněŽ sttrdie č. 4 autorů R. Ettrich, V. Kopecký Jr., K. HoÍbauerová, V' Baumruk, P.

Nor'ál<, P. Porrrpaclr et al. ,,Structure of tlre dimeric N-glycosylated for of fungal beta-
Nacet.vlhexosaminiciase revealed by homology modeling, vibrational spectroscopy, biochemical and
cross-lin]<ing studies.. sezabýváanalýzou strukttrry hexosamintdázy. Práce jepřipravenakpodání
l< pLrblilraci. nettí však uvedeno do jakého časopisu. Experimentální datazískanápomocí IR a
I{atllal-i spektronretrie, hmotnostní spektrometrie ( FT ICR) a biochernických sttrdií natir'ních a
clc911.lros'vlovarrýclr enzynrťt byly v souladu s molekulárrrími modely.

Sp|nční cí|ů
Donrnír,ám se' Že přes mé výhrady, které byly vedeny spíše snahou autora upozornit na

tl[rleŽitost Íbrmálrrí stránky vědecké práce, byly cíle doktorandské diser1ační práce splněny. .I.urto

1lr:llci lze povaŽovat za přínosnou z tolro polrledu, že demonstruje úspěšnost propojení klasických
tcchrrtk pt.oteir-rové chemie a rrovějších pokročilých technik zejména hmostnostní spektrometrie a

postltruje naŠe znalosti biocherrrické podstaty mnohých bio1ogických systémů o stupeň výše.

l)otazY a př.iponrínky pro diskusi
V části práce týkající se membránovýclr mikr.odomén u T buněk disertant ukazuje, Že MS je

r'elnri elěktir'ní a rrrťrŽe vést k iclentifikaci celé řady proteinů, které nepatří k typickým proteirrťlm
lllemblálror'ých nlikrodomén. Liší se významně složení mikrodomén např. u T buněk a NI( buněk,?
lclelrti1rkace S-100 proteinrr ( calgranrrlinu), který jste jako první autoři identifikovali jako
l'otlrpótlentlr T-br-irrěčnýclr rrrikrodomén, je jen první krok k dalším funkčním studiím zaměřenýrrr

na tento protein? Jak b1.disertant pokračoval v těchto studiích?
Oponenta by zajímalo jaké přirozené ligandy NK receptorů (edy i CD69) a jejich

sr'rltetická mimetika jsou testována jako potenciální protinádorové a imnunoaktivující Látky.Lze
tlaicjzt souLvislost mezi těmito látkami a strukturně- vazebným charakterem CD69?

Zlil čr
Mgr. Petr Por-rrpaclr předloŽil clisertační práci, která odpovídá kladeným poŽadavkťrm poille

.'\ -l7 Z'ál<ona g .,'1,sokých školách 11/98 Sb. Navrhrrji, aby po absolvování obhajoby byl Mgr. Petrtt
[)onlpaclrovi udělerr al<ademický tittrl doktor, ve zkratce PlrD.
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