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Oponentsky posudek na doktorskou disertacni praci Mgr. Daniela Kavana “ Studium receptori
NK bunék a jinych proteinii pomoci rekombinantni exprese a hmotnostni spektrometrie*

Doktorskou disertacni praci vypracoval Mgr. D. Kavan v letech 2003-2010 na Katedie biochemie
Prirodovédecké fakulty University Karlovy v Praze pod vedeni Skolitele Prof.RNDr. Karla
Bezousky, DSc., ktery soucasné¢ vede laboratof Struktury bilkovin na Sektoru Imunologie
Mikrobiologického ustavu v.v.i. AVCR. Piedlozenad prace odrazi interdisciplinarni charakter
pracovisté a predstavuje zapojeni biochemickych a chemickych pfistupti do studia receptorovych
molekul pfitomnych na pfirozenych zabije¢skych bunikach (NK), které jsou vyznamnou soucasti
imunitnich mechanismi Gcastnicich se pfedevs§im v obrané proti virim a nadortm.

Toto pracovisté se dlouhodobé vénuje studiu receptorovych molekul a vazebnych ligandi u
funk¢né heterogenni populace NK bunék a predstavuje jednu z pednich laboratofi v tomto oboru.
Prace ma dvé zakladni ¢asti, prvni je vénovana piiprave a charakterizaci molekuly CD69, ktera je
pfitomna na fad€ bun&cnych populaci véetné NK bunék a jeho mnozZstvi na bunééném povrchu
narusta po stimulaci bunék, je znakem aktivovanych lymfocytl. Na zaklad¢ struktury se tato
molekuly tadi do rodiny C-typu lektinti. Druha ¢ast je metodicky zaméfena a zahrnuje metodické
piistupy a zpracovani dat z hmotnosti spektrometrie.

Autor predklada soubor sedmi praci, publikovanych v renomovanych mezinarodnich
odbornych ¢asopisech. Na jedné publikaci je prvnim autorem a na dalSich (s vyjimkou jedné)
druhym nebo tfetim autorem, coz jasné dokumentuje jeho vyznamny podil na vSech piedkladanych
publikacich. Vzhledem ke svému profesnimu zaméfeni se vice soustiedim na imunologii blizkou
tematiku, molekulu CD69 receptoru. D. Kavan se zapojil do pfipravy stabilnich rozpustnych forem
CD69 molekuly a do studia vazby vapniku a sacharidl u riznych forem receptorové molekuly

V roztoku a na bunééném povrchu. Zatimco se vazba vapniku nelisila u monomerni a dimerni
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formy, kovalentné nebo nekovalentné vazané, vazba hexosaminll vyrazné zévisela na
pouzité form¢ CD69 molekuly. Vazba na dimerni lidsky CD69, sledovana rovnovaznou dialyzou,
fluorescentni titraci i NMR, jasn¢ ukazala ucast obou podjednotek na vysokoafinitni vazbé N-
acetyl —glukosaminu, kontrolni N-acetyl-manosamin se nevazal. Pfitom zadny z pouzitych
hexosaminti nevyvolal po vazbé zménu konformace receptorové molekuly (zachovan retencni Cas,
sedimentacni koeficient). Vazba monomerni CD69 byla o 1-2 fady nizsi, v zavislosti na pouzitém
konstruktu. Déle se podatilo optimalizovat ptipravu konstruktu rozpustné formy CD69 stabilni
v kyselém pH a pii teploté do 65°C, ktery krystalizuje a vaZe studovany ligand. Vyznamné je, Ze
tato forma molekuly je stabilni i in vivo. V krevnim ob&hu experimentalni mysi lze prokazat vice
nez 70% intaktniho proteinu 24 hod po i.v. podani, zatimco méné stabilni formy jsou rychle
zachytavany v jatrech.
Po pfeCteni prace mam na autora nékolik dotaz :
1. Je zndm vazebny partner CD69 na NK nebo jeho jina pfirozena vazebnd molekula na
buiikach s expresi této molekuly?
2. Je receptor CD69 nachazen v membranovych mikrodoménach? Pokud ano, s jakymi dal$imi
molekulami se spole¢né vyskytuje a na jakych bunkach?
3. U ptipravy in vivo stabilni formy CD69 zminujete jeji mozné terapeutické vyuziti, cilené
piedevsim na interakci NK — nadorova buiika. Srovnejte mozny ucinek solubilni formy
CD69, vazebného ligandu (hexosamintl) a ptipadné bloka¢ni monoklonalni protilatky proti
receptorové molekule (obdoba CD69-/-) na interakci a aktivaci téchto bunék
4. Zminujete také narast CD69 u nékterych onemocnéni imunitniho systému. Jaka je
piipisovana uloha této molekuly v patogeneze téchto onemocnéni. Byly popsany genové
(bodové) mutace, polymorfismus spojeny s nékterym onemocnénim se zvySenou expresi

receptoru?

Prace je napsand v jazyce anglickém, pfehledné a ¢tiv€. Dokumentuje jak znalost odborné
literatury jak o NK bunkéch, tak i opravdu uctyhodné Sirokou metodickou vybavu autora,
zahrnujici jak metody gemoniky, proteomiky i imunologickych pfistupt. Jeho zaclenéni do fady
laboratofi by bylo proto jednoznacnym ptinosem pro pracovisté. Déle je zfejma 1 jeho schopnost
pouzit tyto metody pro ziskani ptivodnich vysledku a jejich kritické zhodnoceni v kontextu se
soucasnymi poznatky. Vedle souboru sedmi praci jsou uvedeny u dalsi publikace, kde je D.
Kavan ¢lenem autorského tymu, a které se zabyvaji jak molekulou CD69 (a bylo by dobré je
zminit i tyto vysledky) tak i s dalsi tématikou, celkem 17 publikaci.



Lze shrnout, ze predkladanad rigor6zni prace je velmi kvalitni, dokumentuje autortv talent
pro védeckou a praci, Siroky zabér zvladnutych technik i zna¢nou pili. Prace spliiuje vSechny
pozadavky kladené na doktorskou disertacni praci a proto ji doporucuji k obhajob¢ pro ziskani

titulu PhD.

V Praze dne 6.6. 2010 Doc. RNDr. Ludmila Tuckova, DrSc.
Sektor imunologie a gnotobiologie,
Mikrobiologicky tustav AVCR



