Prof. RNDr. Karel Bezouska CSc.
Katedra biochemie

Univerzita Karlova Pfirodovédecka fakulta
Hlavova 8

12840 Praha 2

Tel. +2-2195-1272 Fax.+2-2195-2331
E-mail: bezouska@biomed.cas.cz

Posudek oponenta na doktorskou disertaéni praci Mgr. Jany Morové nazvanou
interakce adenylat cyklasového toxinu s komplementovan receptorem 3 — vztah
struktury a funkce.

Doktorska disertaCni prace Ing. Marka Baslera je pfedkladana v rozsahu 144 stran textu a
21 stran pfiloh zahrnujicich dvé publikace ilustrujici dva rizné aspekty této prace. Prace je
dale doplnéna 321 citaci ukazujici na seriosni praci autorky s dostupnou literaturou. Prace
se zabyva tématem dlouhodobé sledovanym v laboratofi Skolitele, a to, jak jiz bylo
zminéno, ze dvou ruznych aspektl. Zaprvé, zabyva se vlbec poprvé zcela novym
aspektem interakce adenylatcyklasového toxinu s napadanou burikou, totiZ jeho interakci
s cilovym integrinovym receptorem CD11b / CD18 zavislou na sacharidovych strukturach,
resp. glykosylaci tohoto integritu. Stejné zavazné je potom téma druhé — praktickeé, kdy
jsou pro sveé unikatni schopnosti pronikat do nitra hostitelskych bunék tyto proteiny
vyuzivany jako velmi ucinné transportéry vybranych antigenu pfi protiinfekénich a
protinadorovych vakcinacich. V obou téchto dllezitych oblastech byla kandidatka uspésna
vyzkumné, a také publikacné, jak o tom svédCi jiz zménéné dvé pfilozené publikace
v Casopisech Proceedings of The National Academy of Science of USA a Infection and
Immunity.

Neni snad tfeba ani zdUrazrovat, ze pro dosazeni takto vyznamnych vysledkl se musela
autorka seznamit s celou fadou experimentalnich technik z oboru biochemie, molekularni
biologie a genetiky, mikrobiologie, az po bunénou biologii, buné&né kultivace, prutokovou
cytometrii a funkéni testy bunécné signalizace. Jisté, Ze prostfedi dobfe vybavené
laboratofe ing. Seba poskytlo pro takovy vyzkum dobré zazami, i tak je vdak mnozstvi
vykonanych experimentl obdivuhodné. Za danych okolnosti na sebe nedaly zajimavé
vysledky dlouho &ekat. Z hlediska molekularnich mechanismu interakce CyaA toxinu
s integrinovym receptorem se jednalo zejména o fadu dikazl, ze kliCové v této interakci
jsou N-glykosidicky vazané sacharidové fetézce v molekule tohoto integrinu. Tento
molekularni mechanismus se pravdépodobné uplatiiuje i u jinych bakterialnich toxinu.
Kandidatka analyzovala tuto interakci velmi detailné, az na uroven jednotlivych
sacharidovych residui ve zminéné struktufe N-glykosidického sacharidu. Také v druhé
olasti — praktické — byla kandidatka uspésna, kdyz se ji podafilo vyuzit nové
identifikovaného mykobakterialniho antigenu k navozeni trvalé ochrany pfed infekci
mikrobem Mycobacterium tuberculosis.

K praci mam nasledujici dotazy a pfipominky:

1. Na str. 33 uvadite, Ze integriny obsahuji vysoce mannosovy typ oligosacharidu a
dale typ komplexni vedle malého mnozZstvi hybridnich struktur. Komplexni
oligosacharid integrinu pak dale presentujete na obr. 16 a v celé navazné praci. Je
néco znamo o tom, jaké procento celkovych oligosacharid( integrinu je tvofeno
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vysoce mannosovymi a hybridnimi oligosacharidy? Jsou znamy né&jake priklady
(vzorce) téchto struktur.

2. Na strané 38 v uvodu se detailné zabyvate diskusi struktury integrint, mozna by
bylo vhodné pfimo ve strukturnim modelu ukazat jednotliva mista glykosylace.
Uloha namodelovat do strukturné vyfe$enych protein(i jeho oligosacharidové
fetézce je dnes pomeérné rutinni, vCetné modelovani pfipadné dynamiky
povrchového sacharidového oblaku. Existuji néjaka experimentalni data pro
integriny?

3. Kromé sacharidovych struktur kovalentné vazanych na protein obsahuje integrin i
tzv. lektinovou doménu. Nemuze potom dochazet k interakci této lektinové domény
se sacharidy jinych membranovych molekul nebo samotného integrinu?

4. Na str. 29 hovofite o ,purifikovanych® proteinech CD11b pouZitych pro imunizaci,
ackoliv dle ukazané gelové elektroforesy mély tyto proteinu do dobré Cistoty jesté
dosti daleko. Byly tyto proteiny je$té pfed imunizaci dale Cistény? (je mozné téz
imunizovat proteinem vyfiznutym z gelu)

5. Mate néjaké vysvétleni pro to, pro€¢ nedoSlo v hmyzich expresnich bunkach
k produkci rozpustnych dekretovanych protein?

6. PFi postupné deglykosylaci integrinu deglykosylaénimi enzymy dochazi k zajimavé,
bunécné zavislé hierarchii ztraty vazby. Dramaticky efekt ma jiz odstranéni
koncovych kyselin sialovych, dalSi snizeni vazby je zpusobené po opracovani
EndoH enzymem, pfesto mala zbytkova vazba zUstava. Nemulze byt zpusobena m;.
i tim, Ze enzym endo H nepulsobi univerzatné na vSechny oligosacharidy, a malé
procento oligosacharidd mize byt na plisobeni tohoto enzymu rezistentni?

7. Budete schopna prokazat interakci vaseho CyaA toxinu pfimo s oligosacharidovymi
strukturami. Uvedu pfiklad experimentu: isolujete N-glykosidicky vazané
oligosacharidy z integrinu, pfidate je k CyaA toxinu za optimalnich vazebnych
podminek, nezreagované oligosacharidy odmujete, a ty navazané uvolnite
denaturaci molekuly toxinu. Bude za téchto podminek dochazet k vazbé?

8. Jesté podobna otazka: v praci podavate velké mnozZstvi nepfimych, i kdyz
presvédCivych vysledki o interakci CyaA toxinu s integrinem zavislé na
sacharidech. Vas experimentalni blot na obr 45 pfimo vybizi k pfenosu rizné
deglykosylovanych imunoprecipitovanych integrini na nitrocelulosovou membranu
nebo jiné médium, kde by mohla byt vazba pfimo prokazana po inkubaci s toxinem.
Je takovy experiment a dukaz pfimé vazby dle vaseho nazoru mozny?

Zavérem svého posudku konstatuji, Zze predkladana doktorska prace dosahuje
mimofadné vysokych kvalit, a to | tehdy, jestlize vezmu v uUvahu dokonalé zazemi
vytvarené prostfedim Skolitelské laboratofe. Prace prozrazuje mimoradnou pili, peclivost a
tvarci invenci kandidatky, ktery se jevi byt vyzralou a velmi produktivni tvarci védeckou
osobnosti. Byly sice publikovany pouze dvé véedecké prace, obé vSak jsou mimoradné
kvalitni. Kandidatovi k praci z celého srdce blahopfeji, a pfeji mu mnoho uspéchu | v dalsi
tvurci védecké praci a téz v osobnim a rodinném zivoté. Z vySe uvedenych duavodu dle €l.
31, odst. (10) Studijniho a zkusebniho Fadu UK-PfF Praha doporucuji prijmout praci
k obhajobé.
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