FACULTY OF SCIENCE www.natur.cuni.cz/eng

Charles University

POSUDEK NA DIZERTACNI PRACI Mgr. Ondieje Ballka
SPATIOTEMPORAL REGULATION OF LCK ACTIVITY IN THE INITIATION OF TCR SIGNALLING

Predlozena dizertacni prace je zaméfena na velice aktualni t¢éma molekularnich mechanismtl penosu signalu
pres antigenni receptor T-lymfocytil. Skolici laboratof se dlouhodob& zaméfuje na pochopeni fundamentalnich
otazek moderni imunologie a to unikatné jak na molekularni, tak bunécéné i celoorganizmalni urovni.
Predlozena prace je skvélym piikladem snahy pochopit skuteéné mechanismy fungovani tak slozitého
fenoménu, jakym je bunécna signalizace, a to jednom z nejstudovanéjSich a nejkompetitivnéjSich modelt -
signalizace pres klicovy receptor imunitniho systému. Je svym zplisobem az Sokujici, jak zasadni otazky v
tomto kontextu zustavaji nezodpoveézeny. Autor se snazi kriticky testovat stavajici modely pomoci
sofistikovanych experimentalnich systémi, které vyzaduji pfipravu velkého mnozstvi genovych konstrukti,
modifikovanych bunéénych linii, prace s primarnimi bunikami, biochemické pfistupy (s dirazem a na
regulacni postranslacni modifikace), pokrocilou pritokovou cytometrii i svételnou mikroskopii. V fad¢ situaci
se Ondiej Ballek pti svém vyzkumu dostal do rozporu s interpretacnim mainstreamem na téma regulace
kli¢ové signalizacni molekuly pii antigen-specifické regulaci T-lymfocytd - Lck - zde je podstatné si
uvédomit schopnost opublikovat sva data ve velice kvalitnich biomedicinskych casopisech. Novost, objevnost
a metodicka narocnost (v kombinaci a interpretacni odvahou studenta i Skolitele) jednoznac¢né "omlouvaji"
pomérné dlouho dobu doktorského studia. Rad bych téz zminil schopnost autora a Skolitelské laboratoie o
presah od molekularnich signaliza¢nich mechanismi do komplexni bunééné biologie, coz se uplatiuje zvIaste
recentni prvoautorské publikaci (Ballek O, Valetka J, Dobesova M, Brou¢kova A, Manning J, Rehulka P,
Stulik J, Filipp D. TCR triggering induces the formation of Lck-RACKZL-Actinin-Imultiprotein network
affecting Lck redistribution. Front. Immunol. 2016 Oct 27;7:449. (IF2016=5.695), kde je kombinovana
pokrocila bunécna biologie s imunologii. Klicovou ¢asti dizertace je kvalifikovana diskuse, kde "Svaty gral”
imunologie, molekularni mechanismus T-bune¢né signalizace rozebran kriticky v kontextu ziskanych a
publikovanych autorovych dat. Vysledkem je sofistikovany model proximalni signalizace v T-lymfocytech,
ktery integruje biochemické a funkéni evidence s vyuzitim konceptu gapojeni heterogennich membranovych
mikrodomém. Autor zde kriticky hodnoti experimentdlni omezeni s vyuzitim konkrétnich (zvlast
biochemickych) ptistuptli, zde vynika jeho detailni znalost relevantni literatura a pokora experimentatora, kera
je nezbytna pro korektni interpretaci. Svym zptisobem Sokujici je absence podobného piistupu u celé fady
experimentatord publikujicich v Spickovych casopisech, kdy tak logicky dochazi ke zceld zasadnim
diskepancim diky vzniku solubiliza¢nich a signaliza¢nich artefakti - zde konkrétné pro pY394Lck. Jako
prednasejici bunécné biologie mam velkou radost, ze autor imunologii zasadnim zplsobem bunééné
biologizuje - viz vySe zminéna prace tematizujici existenci a funkci Lck-RACK1-Actinin-1multiproteinového
komplexu!

Nastésti se v predlozené praci snoubi obsahova kvalita s kvalitou formalni. Ondiej Ballek se formatu své
prace zhostil velice dobie. Jednak ji sepsal velice dobrou angli¢tinou s minimem formalnich nepiesnosti, kdy
vhodné balancoval v literarnim piehledu mezi nezbytnymi obecnostmi a nutnosti detailn¢ vysvétlit piislusné
molekuldrni mechanismy. Uvodni &ast velice kvalitné zpracovanym a &tivym zptsobem na cca 30 strandch
predstavuje recentni publikované informace tematizované proximalni T-bunéénou signalizaci a roli
cytoskeletu s diirazem na protein RACKI1. Pouzité literarni zdroje jsou reprezentativnim a v fad€ ohledt
vyCerpavajicim prehledem relevantni literatury. Zbytek prace je chytie usporadan, obsahuje stru¢né a vystizné

Faculty of Science Dean: 1€0: 00216208
Charles University Prof. Jifi Zima DIC: CZ00216208
Albertov 6, Prague 2 dekan@natur.cuni.cz

128 43, Czech Republic T: +420 221951111



www.natur.cuni.cz/eng
schruti pro jednotlivé publikace a velice kvalitni diskusi. Doktorskd dizerta¢ni prace Ondieje Ballka je
zalozena na cCtyfech publikacich publikovanych v kvalitnich oborovych casopisech, ztoho tiech
prvoautorkych experimentalnich a jednoho spoluautorského ptehledového clanku. Dale je O. B. spoluautorem
dalsich tfech velice kvalitnich publikaci vybocujicich ze seviené¢ho tématu dizertace. Kvalita publikovanych
dat spolu s kvalitou piislusnych ¢asopisi i samotnou kvalitou ptedloZzeného spisu jsou samoziejmé zcela
dostate¢né pro mé vysoce kladné hodnoceni ptedlozené kvalifikacni préce.

Je evidentni, Ze Ondfej Ballek uspésné vyuzivda mimoradného intelektualniho a metodického zazemi
Skolitelské laboratote. Dale je zfejmé, ze piedlozend prace je jejim originalnim autorskym dilem, coz myslim
mohu pomémné¢ dobfe zhodnotit jako jeden z ,dvornich® oponentii zde vznikajicich bakalatskych,
diplomovych a dizertacnich praci. V ptislusnych publikacich je jednozna¢né definovany podil na jednotlivych
publikacich, coz jasn¢ ukazuje na kvalitu védecké vychovy, kterou Ondrej Ballek absolvoval ve skolitelské
laboratofi. Pouzita metodicka Sife a hluboky vhled do studované problematiky presvéd¢ivé dokumentované
v diskusi na konci préce jsou jednoznaénym argumentem pro udéleni titulu Ph.D. za jménem.

Na zavér bych mél jen nékolik zvédavych dotazii obecnéjsi povahy:

1. Zajimalo by mne, zda existuje kvantifikace molekul zahrnutych do T-bunécné signalizace, kterd by
umoznila pochopit stochastické a stechiometrické pomeéry prislusnych interakci, vcetné jejich
Casovani. Narazim zde napr. na cCastou zminku, ze CD45 je "ziejmé nejabundantnéjsim proteinem
plazmatické membrany T-lymfocytit”... Je mozné alespon odhadnout, na kolik molekul CD45 pripada
Jjedna molekula Lck, pripadné, jaka je stechiometrie k T-receptoru, CD4 nebo CD8?

2. Existuje rozdil v mechanismech signalizace mezi off a yo T lymfocyty, pripadné mezi riznymi
subpopulacemi ab T lymfocytu? Text se vénuje obecnym konceptiim (v nékterych castech tematizuje
naivai  T-lymfocyty), plati tyto v obecnych rysech ve vsech T-lymfocytarnich bunécnych a
diferenciacnich kontextech?

3. V praci je zminéno, zZe ustanoveni SMAC v in vivo kontextu je pomeérné dlouhodoby proces, az
prekvapive, behem néhoz se napr. reorientuje MTOC a moduluje smérovand sekrece. Je znamo néco
o tom, ze by exocytoza smérovana do imunologické synapse mohla ménit jeji usporadani, proteinové
slozZeni, popr. i jeji funkcnost, popr. nakonec prispivat k jejimu zdaniku? Mimochodem, jak evidentné
pomérné pevny sofistikovany mezibunécny "zip" po splnéni své biologické funkce zanika?

4. V bunce neni jen cytosolicky povrch plasmatické membrany, ale i povrchy vesikulii uvoliiovanych z
trans-Golgi a nejriiznéjsich endozomdlnich komponent, kdy vsechny mohou obsahovat analyzované
transmembranové i s membrdanami asociované signalizacni molekuly. Je mozné alespon odhadnout
pomeér, jak se tyto ruzné (plazmaticka membrdana vs. intracelularni) kompartmenty mohou uplatnit v
in vivo situaci a jak velkou ¢ast mohou tvorit napr. v biochemickych experimentech?

Na zavér bych chtél konstatovat, ze predlozena dizertaéni prace Mgr. Ondieje Ballka je velice kvalitni a
prokazuje nejen autorovu veédeckou erudici, ale i schopnost srozumitelnym zptsobem formulovat slozita
védecka fakta a hypotézy. Dizertacni prace ,,Spatiotemporal regulation of Ick activity in the initiation of
ter signalling® splituje pozadavky kladené na Univerzité Karlové, Prirodovédecké fakulté na kvalifika¢ni
prace doktorského studia a jednoznacné ji doporucuji k obhajobé.

v Praze 16.6.2017 prof. RNDr. Jan Cerny, Ph.D.
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