Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Lucie Potiuckové
nazvanou ,,Regula¢ni ulohy proteini PAG a CSK v FceRI signalizaci

Zirnych bunék*

Mgr. Lucie Potackova ptedlozila disertaéni praci, ktera je zalozena na 8 publikacich
v impaktovanych Casopisech, z nichZ je na tfech prvnim autorem. Jedna z téchto tii
prvoautorskych publikaci je presentovana jako ,,manuscript 2017“. Jen dotaz uvodem —
jaky je osud této publikace? Nicméné, i bez této publikace autorka plné splnila publikacni
pozadavky kladené na studenta v doktorském studijnim programu.

Prace je standardné zpracovana. Obsahuje kvalitné rozpracovany tuvod do
problematiky Zirnych bunék, jako ptilohu tvoii vlastni publikace a prace je zakoncena
Obecnou diskuzi a Zavéry. Cilem piedlozené prace bylo pfispét k hlubsSimu porozuméni
signdlnich drah pii aktivaci zirnych buné€k, pfi degranulaci a pifi produkci cytokinl
zirnymi bunkami. Hlavnimi sledovanymi molekulami byly proteiny PAG a CSK (C-
termindlni Src kindza). Déle byla dikladné studovéana role proteint ORMDL a CD9 pfi
aktivaci zirnych bunék. Kromé téchto ciste¢ védeckych cili bylo dalsim ukolem
vypracovani novych a citlivéjSich detekénich metodik k stanovovéani hlavné cytokin
produkovanych Zirnymi buiikami. Tento vyvoj novych detekénich systémii vyustil
Vv etablovani tzv. nano-imuno-PCR, ktera poslouzila k napliiovani vlastnich cilii projektu
a metodika byla také naplni nékterych z publikaci doktorandky.

Mezi hlavni vysledky studia je moZné uvést:

- Prokazani vlivu PAG proteinu na fysiologické funkce zirnych bunék v in vitro ain
vivo podminkach,
- Objasnéni role CSK v aktivaci zirnych buné€k, prokazani imunomodulacnich vlastnosti

(. pozitivni 1 negativni role) CSK v aktivaci a funkci zirnych bunék,

- Popsani role molekuly ORMDL3. Tato molekula ovliviiuje reakci zirnych bunék s IgE

a moduluje produkci prozanétlivych cytokinll Zirnymi bunikami,

- Objasnéni role CD9 v chemotaxi zirnych bunék.

Tyto vysledky nejen piispély k hlubs§imu poznani fysiologie Zirnych bunék, jak bylo
cilem prace, ale také ukazaly mnoho nového a jsou podkladem pro dal$i studia zaloZzena
na vysledcich doktorandky.

Kromé vysSe zminénych védeckych poznatki doktorandky je tieba zminit 1 Gspésné
vypracovani nové techniky nano-immuno-PCR k detekci proteini v komplexnich
biologickych tekutinach. Bylo prokazano a také publikovano, Ze tato citlivd metodika
muize slouzit kdetekci cytokini a rlstovych faktord v télnich tekutindch a
v supernatantech z kultur zirnych bunék. Tato metodika byla pouzita doktorandkou
k dosazené tfady cennych vysledkii uvedenych V jejich publikacich a prezentovanych
v predlozené dizertacni praci.

VSechny publikace doktorandky uspé$né prosly jist€¢ ndroénym oponentskym fizenim,
coz rozhodn¢ doklada jejich védeckou kvalitu. Pfedlozena disertacni prace shrnuje tyto
publikace a v zavéru doktorandka diskutuje nejdilezitéjsi ziskané poznatky.

Prace je napsdna kvalitni anglictinou a pfedstavuje shrnuti védecké prace
doktorandky. Autorka méla to $tésti, Ze mohla vypracovat praci v etablované $pickové



laboratofi, ktera se vyzkumem zirnych bunék dlouhodob¢ zabyva. Autorka tento vyzkum
uspésné posunula dopiedu.

K doktorandce mam jen nasledujici dotazy:

1. Vnové vyvinuté nano-imuno-PCR vyuzivate monoklonalni protilatky. Mate na
pracovisti hybridomy produkujici tyto protilatky nebo je tfeba protilatky kupovat od
dodavatelskych firem?

2. Ve Vasi praci jste se zaméfila na analyzu funkce nékolika vybranych molekul pfi
imunoreceptorové aktivaci zirnych bunék. Hlavnim pfistupem bylo srovnani vlastnosti
zirnych buné¢k defektnich ve vybranych proteinech (buniky s KO nebo KD vybranych
molekul) s kontrolnimi bunkami divokého typu (WT). Pfi analyze molekularnich
rozdil mezi t€mito bunéénymi typy jste si vybrala panel znamych signalnich molekul,
které jste analyzovala s vyuzitim imunochemickych metod a naSla rozdily, které
naznacovaly na funkce Vami studovanych molekul v danych signalnich drahach.

K tomu se vztahuji nasledujici otazky:

a). Uved'te prosim na zakladé¢ ¢eho jste si vybirala ¢leny panelu signalnich molekul.

b) Panel Vami studovanych signalnich molekul mohl byt §ir§i a Vami studované
molekuly (PAG, CSK, ORMDL3) mohou mit i jiné funkce, které jste omezenou
velikosti panelu signalnich molekul nemusela zachytit. PopiSte prosim zpisoby, jak by
bylo moZné zachytit rozdily mezi Vami studovanymi bunéénymi typy (KO/KD x WT)
na globalni urovni (systémovy pfistup) a jaké vyhody a nevyhody riizné metody
globalni/systémové analyzy maji.

3. Predlozena disertacni prace je zaloZeni na celé fadé modeltl a metodickych piistupt. I
kdyz je podil autorky deklarovan Skolitelem v uvodu dizertaéni prace, mohla by
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Zavérem je mozné konstatovat, ze doktorandka prokazala schopnost samostatné
védecké prace, dosahla fadu prioritnich vysledkd, které kvalitn€ zpracovala, analyzovala
a diskutovala. Splnila tak pozadavky kladené na doktoranda a proto plné dorucuji pfijeti

predlozené disertacni prace jako podkladu k udéleni titulu Ph.D. za jménem.

V Praze dne 9. 4. 2017. Prof. RNDr. Vladimir Holan, DrSc.



