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Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Hynka Mrazka
»0-N-Acetylgalactosaminidase as a tools in the synthesis of
complex oligosaccharide immune stimulators*

Predlozena disertacni prace Mgr. Hynka Mrazka je primarn¢ zaméiena na identifikaci, klonovani,
produkci a dal§i vyuZiti a-N-acetylgalaktosaminidasy (a-NAGA) z vlaknité houby Aspergillus
niger. Prace je psand v klasickém formatu, na 56 stranach teoretick¢ého uvodu je piehlednym
zpusobem uvedena reSerSe studované tématiky, kterd je zaméfena na glykoproteiny, enzymy
zapojené do vystavby a hydrolyzy glykokonjugati a vyznam glykosylace pro biologickou funkci.
Autor také diskutuje chemickou syntézu glykanii a moZznosti zapojeni enzymu do syntézy in vitro.
Teoreticky tvod je dale vénovan imunitnimu systému, sacharidovym epitopim a proteinim
zapojenych do jejich specifického rozpoznavani. DalSi podkapitoly jsou vénovany principim
pouzitych metod.

Na pocatku teoretické ¢asti bych uvitala alespon kratky tvod, ¢eho se disertacni prace bude tykat,
protoze jinak jednotlivé kapitoly ptisobi nesourodé¢ a vyznam jejich uvedeni se Ctenat dozvi az
z prezentovanych vysledkt. I po pfeCteni cilli disertatni prace totiz neni ziejmé, proC je napf.
v uvodu velka ¢ast vénovana buikdm imunitniho systému a jeho regulaci. Jednotlivé kapitoly vSak
jsou velmi dobfe napsany, umoznujici ctenafi velmi hladké proniknuti do piedstavované
problematiky.

Praktickd cast je uvedena kratkou metodickou c¢asti, popisujici dostatecné vlastni provedeni
experimentl, nasledovanou vysledkovou ¢asti. Tady je ziejmé, ze vétSina uvedenych dat jiz prosla
recenzovanym fizenim a jsou i soucasti publikaci zatazenych v ptilohach.

Lze konstatovat, ze Mgr. Hynek Mrazek odvedl velky kus prace a musim fici, Ze doktorand velmi
pfimocaie a lakonicky shrnul mnohé pokusy s rliznymi expresnimi systémy. Jako ¢lov€k majici
zkuSenosti v této oblasti musim vyzdvihnout enormni mnozstvi prace, které se nasledn¢ schova do
nékolika malo stranek, coz mnohdy lidem nepracujicim v této oblasti unika a klonovéni a produkce
rekombinantnich proteinti se nasledné zda jako jednoduché zélezitost. Kazdopadné se doktorandovi
podatilo uspésné tento krok splnit, coz umoznilo enzym dale charakterizovat a vysledky jsou nyni
pod patentovou ochranou. Cést vysledkl je dale vénovana receptorim ,.zabijeskych® bundk
imunitniho systému (NK receptoriim), a to jak vyznamu jejich dimerizace tak ucinkl syntetickych
ligandii na bazi N-acetylglukosaminu na receptory. Tady mi asi nejvice chybi navaznost na velmi
uzce formulované cile disertatni prace, které jsou striktné zaméfeny pouze na produkci a
charakterizaci a-NAGA. Naposledy zminéné vysledky s tématikou a-NAGA velmi tizce souvisi, ale
nejsou zahrnuty do planovanych cili. Z tohoto pohledu se da fici, Ze dosazené vysledky ptesahuji
cile diserta¢ni prace.

Prace je ukoncena kapitolou Diskuse, kterd shrnuje jednotlivé prezentované vysledky. Z tohoto
pohledu se jedna spiSe o souhrn, u kapitoly Diskuse bych ocekavala diskuzi vysledkl v kontextu
s literaturou. Tento nedostatek vSak mizeme najit splnény v jednotlivych publikovanych ¢lancich.
Obecné, prace obsahuje hodnotné vysledky a obzvlasté cenné je, ze se doktorand vénoval Sirokému
spektru metod, které zcela jisté zvysuji jeho uplatnéni v budoucnosti.



Prace je psana v anglickém jazyce, viceméné bez preklepl. Velmi siln¢ je vS§ak na mnoha mistech
uplatnovan ,,Cesky* slovosled (pfedmét, ptisudek, podmét). Toto nedéla problém Ceskému Ctenafi,
takze z mého pohledu je prace psana srozumitelné, bez nutnosti ptemysleni, co chtél autor danou
pasazi fici, ale Cist¢ anglicky premyslejici ¢tenai muze obcas tapat. Tato mala ,,vytka® je pro
budouci texty autora. Naopak ocenuji sepsani prace v anglickém jazyce a dokazu si ptedstavit
Casovy tlak pfi sepisovani prace, ktery neumoznil vychytani téchto malickosti.

K praci mam nékolik namétt do diskuse:

Na obr. 15 — byla aktivita enzymu normalizovana na mnozstvi proteinu produkovaného expresnimi
buitkami? Cim si doktorand vysvétluje jeji pokles po 72 hod po indukcei exprese genu?

Da se n¢jak vysvétlit pH optimum enzymu ve velmi kyselé oblasti?

Na pozadi svych zkuSenosti, jak vidi doktorand budoucnost syntéz komplexnich oligosacharidu,
eventuelné glykosylace peptidl, proteini apod. Kudy povede cesta, spiSe automatizaci procest, kde
se nachazi sofistikovana ,,lidska* syntéza?

Doktorand je autorem ¢i spoluautorem péti publikaci, disertacni prace je postavena na 4 publikacich
(jedenkrat jako prvni autor) a jednom prvoautorském patentu, coz zcela jist¢ dava hodnotny zaklad
pro uspésnou obhajobu diserta¢ni prace. Hynek Mrazek prokazal, ze je schopen samostatné védecké
préce, a to nejen v uzce zamétené oblasti védy. Jelikoz jsou vznesené piipominky spiSe formalniho
charakteru, které doprovazi kazdy rozséhlejsi spis, i na zdkladé vyse uvedeného, doporucuji
disertacni préaci k obhajobé a aby byl, po absolvovani uspésné obhajoby, Mgr. Hynku Mrazkovi
udélen titul Ph.D.
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