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Oponentsky posudek diplomové prace Jana Blahy ,,Priprava a studium lidského

lymceytarniho receptoru LLT1¢

Diplomova prace Jana Blahy se zabyva produkei extracelularni formy receptoru
lidskych zabijecskych bunék LLT1 a jeho dvou mutant rekombinantni expresi v bunikach
HEK293. Diplomant ptipravil expresni plasmidy, ovéfil, ze pfirozena sekvence ektodomény
vede k expresi nestabilniho a agregujiciho proteinu, pfipravil mutanty v mistech kodujicich
neparovy cysteinovy zbytek a nakonec ptipravil, purifikoval, charakterisoval a zkrystaloval
mutovany konstrukt L2-H176C, ktery dokonce poskytl rentgenové difrakéni data umoZiujici
feSeni 3D struktury tohoto proteinu. To je na diplomovou praci skvély tspéch.

Vedle toho diplomant ovéfil vlastnosti rizné glykosylovanych forem tohoto
rekombinantniho proteinu a osvojil si celou fadu molekularné biologickych a strukturné-
biologickych metod, od PCR, klonovani rekombinantni DNA, prace s tkanovymi kulturami
lidskych bunék, az po pokrocilé metody purifikace a charakterisace proteint a feseni jejich
3D struktury.

Prace je formaln¢ zpracovana velmi dobte, Cisi z ni nadSeni autora pro véc, které je
velmi nakazlivé. Nékdy ho autor uplné neovladl (popis hledani krystalisaénich podminek se
sice skvéle Cte, ale nékdy plsobi az esejisticky a stylové se jako Vysledky diplomové prace
uplné nehodi), ale to nevadi. Par preklepti a gramatickych chyb (hlavné v ¢arkach v delsich
souvétich, preklepy typu ,,svaci* misto ,,sav¢i* na str. 12 apod.) nerusi a pro oponenta jsou
vitanou zdminkou, aby mél préci co vytknout.

Cetba této inspirativni prace ve mné vyvolala nasledujici otazky a naméty:

Drobné formalni vyhrady:

-vyraz ,,podminka méla sloZeni* (str. 66) je osklivy krystalograficky slang, autor by se
mu mél vyhnout;

-ve Vysledcich jsem nenasel (s vyjimkou rozliSeni) zadnou charakterisaci kvality

strukturniho modelu LLT1, ktery autor presentuje (apon R faktor a Rfree by tam mély byt);



- obr. 20 s SDS PAGE purifikovaného proteinu L2-H176C je ptesvédCivy a
interpretace, Ze se jedna o dvé glykoformy téhoz proteinu, je pravdépodobna. Autor vSak
bohuzel neukazuje vysledek deglykosylacniho experimentu, ktery pak popisuje;

-naproti tomu, uvadéni obrazki sekvenacnich gelt (obr. 18) je v r. 2012 uz obsolentni,

autor ma vysledki dost i bez toho.

Dotazy k diskusi:

od ¢eho je odvozen diplomantem pouzity N-termindlni sekrecni signal, ktery fidi
export rekombinantniho proteinu do média ?

zkousel diplomant potvrdit publikovanou interakci LLT1 s proteinem NKRP1? Navrhl

by strukturni nebo biofysikalni experimenty, které by tuto interakci potvrdily nebo vyvratily?

Tésim se na odpovédi. Zavérem bych rad konstatoval, Ze praci Jana Blahy povaZzuju za

mimoradné kvalitni, velmi zajimavou diplomovou praci a plné ji doporucuji k obhajobé.

V Praze, 22.5. 2012 Jan Konvalinka



