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Oponentsky posudek

Interakce adenylat cyklasového toxinu s komplementovym receptorem 3 —
vztah struktury a funkce

Doktorska disertacni prace

Mgr. Jana Morova

Laborator molekularni biologie bakterialnich pathogendi
MBU AV CR

Mgr. Jana Morova predklada disertacni praci, vypracovanou vV Laboratofi molekularni
biologie bakterialnich pathogeni MBU AV CR. Prace mé 143 stran plus dvé piilohy,
zahrnujici publikované prace Mgr. Morové.

Autoka ve své disertacni praci popisuje piipravu rekombinantni integrinové
podjednotky CD11b v E. coli, pokus o expresi integrinu CD11b/CD18 v bunikach S2
z Drosophily a mozné vyuziti schopnosti adenylat cyklasového proteinu internalisovat se do
vysledek predkladané disertace povazuju zjisténi, ze vazba na cilovou bunku a jeji likvidace
CyaA vyzaduje N-glykosylaci beta-integrinovych receptorti a ze mtize byt inhibovana
jednoduchymi cukry, které jsou stavebnimi kameny piislusnych N-glykosida. Tento
vysledek byl publikovan v praci piijaté letos v dubnu do Proc. Natl. Acad. Sci. a autorce je
treba k tomuto skvélému publikacnimu Gspéchu pogratulovat.

Préci sl. Morové samoziejmé usnadnila skute¢nost, ze ji provedla ve Spickové
evropské laboratofti, kterd na tématu molekuldrni biologie bakteridlnich pathogenti
vybudovala celou védeckou Skolu; vybér laboratoie a Skolitele je ostatné nezbytnou

podminkou tspéchu kazdé disertace a i zde je tfeba kandidatce k vybéru pogratulovat.



Disertantka v piedkladané praci prokazuje, Ze si velmi dobie osvojila zna¢nou Skalu
experimentalnich technik, od klonovani rekombinantni DNA, exprese a purifikace
rekombinantnich proteint az po nékteré imunologické techniky a studium proten-
proteinovych interakvi. Soucasné potvrzuje schopnost raciondln¢ experimenty analysovat a
sttizlivé zhodnotit jejich vysledky.

V préci jsem naSel jen velmi malo vécnych nebo formdlnich nedostatkii (vétSinou
chybéjicich carek ve vétach nebo zadrhavajici odborné cestiny, nékdy lopotnych pieklada
anglickych termint), kterymi nebudu obtéZovat. Z formalnho hlediska bych snad jen
upozornil, Ze citace se v (bio)chemickeé literatute uvadéji zdsadné se vSemi autory (viz Casté
et al..” v seznamu literatury, ¢itajicim uctyhodnych 321 citaci). Obecné musim
konstatovat, ze po dlouhé dobé rad vidim ,,klasickou* plnoformatovou disertacni praci
psanou v esting s uvodem, cili, metodickou &asti, vysledky a diskusi. Uvod je velmi
ptehledny a srozumitelny, s potéSenim jsem si jej precetl jako vyborny tivod do zajimavé
problematiky. Autorce stalo peclivé vypracovani celé prace jisto mnoho usili, které se v§ak
urcité vyplati pfi pouziti tohoto textu jako ptiru¢ky pro noveé nastupujici studenty a

spolupracovniky laboratofe.

Jako podklad pro diskusi bych disertantce rad polozil nasledujici otazky:

1/ kandidatka uvadi jako pficinu nizké Gi¢innosti purifikace extracelularni domény
podjednotky CD11b v E. coli asociaci proteinu s membranami, a problém fesi expresi Ctyf
fragmentt téhoz proteinu, rovnéz v E. coli. Tuto strategii popisuje jako ,,ucinnou®, ale
Vv textu jsem nenasel kvantifikované vytéZzky ani purifikacni tabulku. Jaké byly tedy vytézky

rekombinantnich proteint pfi aplikaci tohoto postupu?

2/ exprese rekombinantniho proteinu CD11b nebo jeho extracelularni ¢asti v S2
buiikéch se nepodaftila, coz je pfi praci s rekombinantnimi glykosylovanymi proteiny
bohuzel ¢asty ptipad. Popravdé feceno, prvni nebo druha pouZita strategie funguje jen
malokdy, obvykle je tteba mnohem vétsiho poctu pokusi. Pokousela se kandidatka pouzit
jiné strategie (fuzni proteiny jako MBP nebo GST, exprese v bakulovirech, aj.)? Je o

alternativach néco znamo v literature?

3/ objev specifické interakce sacharidovych zbytkl s CyaA je samoziejm¢ nesmirné

zajimavy nejen pro biochemii tohoto bakterialniho pathogenu, ale obecné jako ptiklad



protein-sacharidové interakce. Bylo by velmi zajimavé pokusit se o strukturni charakterisaci
této interakce (X-ray komplex CyaA nebo jeho fragmentu s fragmentem integrinu, ptipadné

oligosacharidem). Probihaji uz v tomto smyslu né¢jaké experimenty?
Na zavér s potéSenim konstatuji, Ze predlozena disertacni prace je vynikajici i podle

mezinarodnich méfitek, svrchované naplituje pozadavky ptisluSnych zakonnych ustanoveni

a plné ji proto doporucuji k obhajobé.
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