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Posudek na disertaéni praci Mgr. Tomase Paulendy ,,Uloha proteini ORMDL v signalizaci Zirnych bunék“
vypracovanou v oboru ,Molekularni a bunécna biologie, genetika a virologie“.

PredloZena disertacni prace spada do oblasti studia signalizaénich mechanizm Zirnych bunék s cilem hlubsiho
porozuméni jejich Ulohy v udrZeni pfirozenych mechanizmd imunitniho systému, ale i v jejich Ustfedni roli v
rozvoji konkrétnich typl autoimunitnich onemocnéni. Téma prace je zaméreno na rodinu proteinlt ORMDL,
malych membranovych proteini endoplasmatického retikula, mezi jejichz hlavni Glohy patfi kontrola
biosyntézy lipidovych derivatd, zejména sfingolipidl a leukotrieni. ORMDL proteiny vSak hraji vyznamné role v
radé dalSich bunécénych typl a v kontrole bunéénych procesll. Pfestoze sekvencné pribuzné proteiny lidskym
ORMDL se vyskytuji v genomu fady organism( pocinaje rostlinami pfes houby, kvasinky, bezobratlé aZ po
savce, zvySenou pozornost si vyslouZzila jejich role predikovand genomovymi asociacnimi studiemi v rozvoji
lidskych autoimunitnich onemocnéni, zejména astmatu, ale i zanétlivych stfevnich onemocnénich. Protoze gen
kodujici vyvojového predchliidce ORM divergoval u lidi do tfech vyvojové modifikovanych kopii, studium funkce
kazdého ze €lenl této malé proteinové rodiny zasluhuje zvldétni pozornost. Ustfednim tematem predlozené
prace se stalo studium molekularnich mechanizm kontrolujicich funkci proteinu ORMDL3, a to zejména pro
jeho vyznamnou ulohu na rozvoji détské formy astmatu.

Celkové lze fFici, Ze studovana tematika molekuldrnich mechanismid a funkce ORMLD protein( je pomérné
mlada a vysoce aktualni, coz je dokumentovano rychlym narlistem vyznamnych publikaci zejména v poslednich
péti letech. Pres tento trend je stadle mnoho otazek nezodpovézenych a fada zavérl naopak kontroverznich, coz
jen podtrhuje sloZitost vyzkumu jednotlivych typlt ORMDL proteinli a potfeby dalsiho experimentalniho
vyjasnéni.

Cilem predlozené prace bylo splnit zadané vyzkumné ukoly, které jsou rozdéleny do péti oblasti: 1. Uréeni tlohy
ORMDL3 v signalizaci Zirnych bunék indukovanych pres FceRl, 2. Porovnani proteinové sekvence u rdznych
druh( k identifikaci konzervativnich aminokyselin a jejich sekvencnich motivd, 3. Objasnéni ulohy jednotlivych
¢lend ORMDL rodiny v rozvoji intestinalniho zanétu pouzitim modelu dextran sulfatem sodnym indukované
kolitidy u mysi, 4. Nalezeni dosud neznamych interakénich partnerd ORMDL3 u Zirnych bunék, 5. Objasnéni
Ulohy casné signalizace Zirnych bunék indukovanych pres FceRl, a to pouZitim rlznych experimentalnich
pfistupl. Kazdy z téchto uvedenych ukold byl déle rozpracovan do nékolika dil¢ich ukold.

PfedloZend disertacni prace je komponovana jako soubor sedmi praci, z nichZ pét je jiz zvefejnénych a dvé ve
stadiu predloZeni. Z téchto publikovanych péti praci je jeden pfehledovy ¢lanek, kde je Mgr. Paulenda prvnim
autorem a ktery podrobné mapuje ulohu jednotlivych ¢lend ORMDL rodiny v biosyntéze bunécnych
sfingolipid(, ale i jinych funkci, zejména jejich vyznamu pfi rozvoji astmatu. Autor zde proved! bioinformatické
porovnani podobnosti genové sekvence na prikladé vybranych zastupcl z fiSe rostlin, dale pak hub, kvasinek,
hmyzu, ryb, mysi a lidi. Vysledkem analyzy byla identifikace evolu¢né konzervativnich sekvenci a ndlez
fosforylaéniho sekvencniho motivu pro kvasinkovou kinazu Ypk1 u nékterych zastupcli. Hodnota prehledového
¢lanku je vsak predevsim ve shrnuti poznatkd o funkci ORMDL protein(, zejména v rozvoji astmatu a dalsich
lidskych chorob, ale i v biosyntéze sfingolipidi a regulaci serinové palmitoyltransferazy. Souhrnny clanek byl
publikovan v roce 2016 ve vysoce kvalitnim ¢asopise Allergy (soucasny IF = 6.771).

V dalsi ¢asti vyzkumu zamérené na objasnéni vlivu netoxickych hladin etanolu na signaliza¢ni funkci Zirnych
bunék indukovanych pres FceRl, publikované v ¢asopise PLOS-One, prispél Mgr. Paulenda v roli spoluautora
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¢lanku k hledani optimalnich hladin etanolu a statistickému vyhodnoceni dat spojenych s mobilizaci vapniku u

antigenem stimulovanych Zirnych bunék. Vysledky studie ptinesly zavér, Ze koncentrace etanolu v hladiné nizké
jen 0.2% miuzZe inhibovat aktivaci Zirnych bunék, a proto je tento fakt nutno brat v dvahu pfi praci s
memranovymi mikrodoménovymi komplexy. Studie ukazala, Ze zvySené hladiny cholesterolu chrani pred
inhibi¢nim plsobenim etanolu a Ze CSK je negativnim regulatorem mobilizace vapniku.

Predkladatel disertacni prace se také vyznamou mérou podilel na vysledcich studie, ktera nalezla nové
interakéni partnery ORMDL3, a to c¢lenld syntetické drahy leukotrient. V této Casti prace se zaméfil na
konstrukci expresnich vektord k produkci ORMDL protein(i fuzovanych s glutathion-S-transferazou v bakteriich,
ale i na konstrukci expresnich vektor( pro in vitro translaci a produkci radioaktivné znacenych proteind.
Ptiprava fuznich protein( s GST pak umozZnila provést vyvazovaci experiment, ktery vedl k prlikazu pfimé
interakce  ORMDL3 s b5-lipoxygenazou a 5-lipoxygenazu aktivujicim proteinem pomoci hmotnostni
spektrometrie. Studie dale ukazala, Ze zvysené hladiny 5-lipoxygenazy navozuji utlumeni produkce ceramidd.
Tyto vysledky jsou shrnuty v praci, ktera byla predlozena ke zverejnéni a kde je Mgr. Paulenda spoluautorem.

V roce 2018 vysly dvé prace v Casopise Frontiers in Immunology, ve kterych je predkladatel disertacni prace
spoluautorem. V obou pfipadech jeho prinos spocival v provedeni a vyhodnoceni dat experimentu testujiciho
mobilizaci vapniku, v jednom z nich i v provedeni imunoblotacniho experimentu na prikaz exprese a
fosforylace protein(.

K préaci potvrzujici negativni regula¢ni ulohu ORMDL3 proteinu v expresi prozanétlivych mediator(i a
chemotaktické odpovédi Zirnych bunék aktivovanych prostfednictvim vysoce afinitniho receptoru pro
imunoglobulin E prispél doktorand konstrukci vektorl k produkci fluorescencné znacenych ORMDL proteint a
pfipravou vektorl pro lentivirovou infekci cilovych bunék, a provedl a vyhodnotil tento experiment, ktery
spocival v posouzeni tlohy ORMDL3 proteinu v pfipadé jeho zvySené nebo utlumené exprese. Vysledky studie
byly zverejnény v prestiznim casopise Cellular and Molecular Life Sciences, kde je pfedkladatel disertacni prace
spoluautorem.

Za velmi zasadni pfinos autora disertacni prace pak povaZzuji studii, jejiz cilem bylo posoudit vliv ¢leni ORMDL
rodiny na rozvoj stfevniho zanétu. K tomuto uUcelu byl zvolen experimentalni model dextran sulfatem sodnym
(DSS) indukované kolitidy u mysi. Autofi jako prvni ukazuji pfimy vliv ORMDL proteind na priabéh intestinalniho
zanétu a tento poznatek je zasadni i z hlediska jeho mozného vyuZiti v 1é¢bé zanétlivych onemocnéni stfev. Tato
prace prezentuje fadu novych poznatkl vztahujicich se k de novo biosyntéze sfingolipid(i a také zasadni
poznani, Ze hladina informacni RNA pro ORML3 protein je utlumovana v pribéhu navozeného zanétu, zatimco
v pfipadé proteini ORMDL1 a ORMDL2 zUstava hladina transkipce neménna. Hladiny vSech ORMDL proteind
jsou vsak ve strevni tkani zvyseny v pribéhu DSS indukovaného zanétu. Kdyz se bunky aktivuji DSS in vitro, jsou
hladiny informacni RNA zvysSeny u vSech tfi ORMDL proteinu. ZvySena exprese kteréhokoliv z ORMDL protein( v
burikdch linie Caco2 navodi porovnatelné utlumeni mucinovych genli Muc2 a Muc5AC u neovlivnénych, ale i
DSS ovlivnénych burikdach. Bylo take zjisténo, Ze DSS podporuje degranulaci Zirnych bunék. V této praci
predloZené ke zverejnéni je Mgr. Paulenda prvnim autorem.

Souhrnné lze fici, Ze autor disertacni prace dosahl velice kvalitnich a zcela novych vysledkd, kterymi prispél k
rozsifeni znalosti v oblasti signali¢nich mechanismU Zirnych bunék a funkce proteini ORMDL rodiny. Dikazem
jsou vysledky praci publikovanych v ¢asopisech s vysokym impakt faktorem. Z hlediska obsahové stranky je
predlozena disertacni prace zpracovana kvalitné s citaci podstatnych objev( v dané oblasti, aktualizovanych k
datu zpracovéni prace. Uvod disertaéni prace je zpracovan do rozsahu 22 textovych stran a je doplnén 8
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obrazky a schematy. Tato ¢ést je ¢lenéna do 3 sekci, a to nejprve do popisu rodiny ORMDL proteint, pak ¢asti

zamérené na popis funkce ¢lend ORMDL rodiny a na zavéreénou pasaz Uvodu vénujici se funkci a
mechanismim Zirnych bunék. Tady bych uvital jiné usporadani Gvodu, kde by bylo vhodné zadit popisem
obecnych funkci Zirnych bunék s vysvétlenim mechanismu aktivace vedouci k degranulaci a uvolnéni mediator(
jak je napt. prezentovano v popisu obrazku 5 s naslednym popisem mechanizm vapnikové mobilizace, jak je
prezentovano v obrdzku 6, a vysvétlenim mechanismu leukotrienové biosyntézy, jak je uvedeno v obrazku 7.
Popis rodiny ORMDL proteind by mél byt pfedstaven az v nasledné pasazi, nebot popis jejich funkce se pfimo
odkazuje na uvedené biosyntetické a aktivacni drahy.

K formalni strace predloZzené prace mam vyhrady. Zda se, Ze tato Cast prace nebyla dotazena do preciznosti, a
to je Skoda, protoze kvalitni vysledky a obsahové komplexni prace je narusena pfi Cteni textu preklepy,
nevhodnou ¢i chybéjici interpunkci, absenci mezer ¢i chybéjicimi slovy. Pro text legend u obrazk( 1, 2, 4 a 8 je
pouzit jiny font nez u obrazkd 3, 5, 6, a 7, kde autor ponechal stejny font jakym je psana disertacni prace.
Sladéni fontu a odstranéni textovych chyb by pfipsély k souladu s kvalitnimi publikaénimi vystupy.

Vyzdvihl bych ale metodicky rozsah predlozené prace, kdy autor k dosazeni vysledk(l musel zvlddnout témér
dvé desitky popsanych technik a metodickych postupll, které jsou podrobné popsany v jednotlivych
zvérejnénych védeckych ¢lancich.

K autorovi diserta¢ni prace mam nasledujici dotazy a komentare:

1. ProtoZe gen kddujici obdobu ORMDL protein( je hojné rozsifen v Zivocisné Fisi, je jeho absence v genomu C.
elegangs zardazejici, tim spiSe, Ze u jinych ¢lend Nematodes je tento gen zastoupen. Je néjaka predstava, jaké
proteiny by mohly prevzit regulacni roli ORMDL ekvivalent( u tohoto ¢erva?

2. Jak vysvétlujete pficinu pozorované zvysené hladiny ORMDL protein(l ve stfevni tkani mysi v pribéhu DDS
indukované kolitidy, ale také v in vitro DSS ovlivnénych burikdch oproti pozorovanému Utlumu hladiny mRNA
pro ORMDL3 a neménné hladiny ORMDL1 a ORMDL2?

3. Co soudite o nedavno publikovanych vysledcich, které dokumentuji, Ze nedochazi ke zvyseni hladiny mRNA
pro ORMDL3 pfi alergenem indukovaném astmatu a Ze ORMDL3 defektni mysSi normdlné vyvijeji astmatické
symptomy po stimulaci prachovymi roztoéi (Debeuf et al., 2019)?

4. Mohly by se proteiny ORMDL ucastnit vedle zanétlivych onemocnéni stiev i rozvoje kolorektalniho
karcinomu? Jsou v tomto ohledu znamy néjaké souvislosti?

Zavérem konstatuji, Ze predloZena doktorska disertacni prace Mgr. Tomase Paulendy je mimoradné kvalitni a
presahuje béZné pozadavky na doktorskou disertaci. O tom svéddi i fakt, Ze vysledky témér celé disertacni prace
byly jiz publikovany ve vysoce kvalitnich casopisech. Posuzovanou préci pokladdm za wvynikajici doklad
autorovych profesiondlnich kvalit, doporucuji ji k obhajobé a navrhuji udélit Mgr. Tomasi Paulendovi védeckou
hodnost Ph.D.

Ve Vestci, 7. ledna 2020. RNDr. Petr Maly, CSc.
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