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Obecni charakteristika

Diserta¢ni prace v pevné vazbé formdtu A4 md rozsah 89 stran (véetné 2 stran pouzité
literatury a 3 stran se seznamem praci autora se vztahem ke studované problematice - 6 publikaci,
7z toho 1x jako prvni autor , 2 publikace se pripravuji). Prace je ¢lenéna do kapitol zahrnujicich: 1.
The Immune system, 1I. Enzymes, III. Methods, IV. Results, V. Discussion of Results, VI.
References a VII. List of publications and conference presentations. Vysledkova cast je
presentovana prostiednictvim 3 publikaci a 1 rukopisu pfipraveného k publikaci. V této ¢asti jsou
také uvedeny. v ¢asti .,Podékovani™ grantové projekty, ze kterych byla disertacni prace
podporovana.

Prace se zabyva charakterizaci dualezitych rozpoznéavacich proteinovych molekul na
povrchu bunék imunitniho systému, specificky T lymfocytd a NK bunék. Studium tzv.
membranovych mikrodomeén (lipidickych raftd) zahrnujicich povrchové receptory, které se
podileji na prenosu signali a regulaci aktivity bunék imunitniho systému je téma jisté aktudlni a
souvisi se studiem imunitni odpovédi a moznosti jeji cilené regulace. V disertacni praci je déle
zahrnuto studium proteinové architektury N-acetylhexosaminidazy, dilezité slozky
chitinolytického systému, z houby Aspergillus oryzae. Souhrnné je prace souborem rtznych metod
proteinové chemie v kombinaci s proteomickymi postupy, jmenovité¢ hmotnostni spektrometrii.
aplikovanych na podrobnéjsi studium proteinové struktury a funkce u raznych biologickych
modela.

Cile prace ‘

Cile disertace nejsou jasné formulovany, lze nalézt jen velmi stru¢né konstatovani, na co
byly jednotlivé studie zaméfeny, a to ve vysledkové ¢asti v ivodech presentovanych publikaci.
Tento formalni nedostatek ale neznamena, Ze provedené studie nevedly k vyznamnéj$im
vysledkum. napt. charakterizace CD69 proteinu NK bunék s ohledem na tlohu v pfirozené a
protinadorové imunité.

Pouzita metodika

Metodické postupy pouzité v jednotlivych modelovych experimentech disertacni praci jsou
adekvatni a zahrnuji isolaci membranovych mikrodomén gradientni centrifugaci z T bunééné linie
Jurkat, expresi a purifikaci ¢istého krystho CD69 receptoru NK bun¢k, HPLC kapalinovou
chromatografii a techniky hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF, mikroLC-MS/MS, a FTICR
MS.

Dosazené vysledky

Ve studii ¢. 1 : P. Pompach et al.* Mass spectrometry is a powerful tool for identification of
proteins associated with lipids rafts of Jurkat T-cell line** bylo ukazano, Ze kombinace G¢inné
purifikacni techniky umoznujici vyznamné obohaceni membranovych mikrodomén s LC-MS/MS
identifikaci proteinu pritomnych v téchto doménach je velmi efektivni a muze vést k nalezu celé
tady proteinu, které nepatii k typickym proteinim membranovych mikrodomén.
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Studii ¢. 2: J. Pavlicek, D. Kavan, P. Pompach et al. ,,Lymphocyte activation receptors: new
structural paradigms in group V of C-type animal lectins® popisuje vysledky analyzy struktury a
funkce krysiho NK receptoru CD69 ziskané pomoci FT ICR a NMR. U CD69 byla prokazana
pritomnost G dislulfidickych vazeb ( FT MS) a skute¢na ti{-rozmérnd struktura byla urc¢ena
s vvuzitim krystalografie a dvojaté znacenou NMR. Dale autofi ukézali, ze, vazba vapniku a
oligosacharidu je u krystho CD69 velmi podobna lidskému proteinu a specificita vazby je vysoka
pro vetvené oligoacharidy oproti linedrnim.

Studie ¢. 3 autortt O. Plihal, J. Sklenar, J. Kmonickova, P.Man, P. Pompach et al. ., N-
olveosylated catalytic unit meets O-glycosylated propeptide: complex protein architecture in a
funval hexosaminidase™ demonstrovala, ze propeptid beta-N-acetylhexosaminidazy je zpracovavan
v prubéhu biosyntézy a jeho pfitomnost je nezbytna pro aktivaci enzymu, jeho dimerizaci a sekreci.
/atimeo katalytickd doména enzymu je N-glykosylovana, MALDI MS potvrdila, Ze propetid je O
—olvkosylovany a pulse —chase experimenty indikovaly, Ze takto modifikovany propeptid je
nuty pro plnou funkeni aktivitu enzymu.

Rovnéz studie ¢. 4 autort R. Ettrich, V. Kopecky Jr., K. Hotbauerova , V. Baumruk, P.
Novak, P. Pompach et al. ,,Structure of the dimeric N-glycosylated for of fungal beta-
Nacetylhexosaminidase revealed by homology modeling, vibrational spectroscopy, biochemical and
cross-linking studies™ se zabyva analyzou struktury hexosaminidazy. Prace je pfipravena k poddni
k publikaci. neni vak uvedeno do jakého ¢asopisu. Experimentdlni data ziskana pomoci IR a
Raman spektrometrie. hmotnostni spektrometrie ( FT ICR) a biochemickych studii nativnich a
deulvkosylovanych enzymt byly v souladu s molekuldrnimi modely.

Splnéni cila

Domnivam se. ze pres mé vyhrady, které byly vedeny spiSe snahou autora upozornit na
dulezitost formalni stranky védecké prace, byly cile doktorandské disertacni prace splnény. Tuto
praci lze povazovat za ptinosnou z toho pohledu, ze demonstruje uspé&snost propojeni klasickych
technik proteinové chemie a novéjsich pokroc¢ilych technik zejména hmostnostni spektrometrie a
posunuje nase znalosti biochemické podstaty mnohych biologickych systémi o stupeii vyse.

Dotazy a pripominky pro diskusi

V ¢asti prace tykajici se membranovych mikrodomén u T bunék disertant ukazuje, Ze MS je
velmi efektivni a muze vést k identifikaci celé fady proteint, které nepatii k typickym proteintim
membranovych mikrodomeén. Lisi se vyznamné slozeni mikrodomén napt. u T bun¢k a NK bunék?
Identifikace S-100 proteinu ( calgranulinu), ktery jste jako prvni autofi identifikovali jako
komponentu T-buné¢nych mikrodomén, je jen prvni krok k dal$im funkénim studiim zamérenym
na tento protein? Jak by disertant pokracoval v téchto studiich?

Oponenta by zajimalo jaké prirozené ligandy NK receptorti (tedy i CD69) a jejich
svnletickd mimetika jsou testovana jako potencidlni protinddorové a imnunoaktivujici latky. Lze
nalézt souvislost mezi témito latkami a strukturné- vazebnym charakterem CD69?

Zaver

Magr. Petr Pompach predlozil disertacni préci, kterd odpovida kladenym pozadavkim podle
§ 47 Zdkona o vysokych Skolach 11/98 Sb. Navrhuji, aby po absolvovani obhajoby byl Mgr. Petru
Pompachovi udélen akademicky titul doktor, ve zkratce PhD.
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