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»Modulace interakci interleukini a jejich receptora*.

Ve své diplomové praci se Tereza Nepokojova zabyvala produkci a
biofyzikalni charakterizaci vazebnych proteinti s cilem nalézt takovy vazebny
protein, ktery by simuloval funkci pfirozeného cytokinu a spoustél signalizaci
vedouci k imunitni odpovédi. V této praci byly jako vazebné proteiny pouzity
scafoldy, cozZ jsou proteiny s vysokou konformacni stabilitou. Scafold mél dva
vazebné povrchy, které byly nezavisle mutovany pro vazbu dvou riznych
cytokinl pomoci jedné z metod fizené evoluce — kvasinkového displeje.

Tereza Nepokojova se nejprve zaméfila na pfipravu expresnich konstruktd
variant proteinového skafoldu, kdy byl mutovan jeden nebo oba vazebné povrchy
pro vazbu na Receptor 1 nebo 2. Za timto Géelem pouzila dvé rizné metody
klonovani: bez restrikénich enzymd i s restrikénimi enzymy a ziskala celkem osm
riznych variant scafoldi pro Receptor 1 a sedm pro Receptor 2. Nasledné
expresni konstrukty exprimovala v bakterialnim expresnim systému a
purifikovala dvoustupiiovou purifikaci. VSechny vazebné proteiny byly
charekterizovany pomoci nékolika biofyzikalnich technik: nanoDSF, CD, DLS

V dalSich experimentech Tereza Nepokojova sledovala silu interakce
jednotlivych vazebnych proteini na Receptor 1 &i Receptor 2 pomoci metody
MST, pficemz vazebné kiivky Uspésné ziskala pro vazbu rekombinantnich
vazebnych proteini Receptoru 2. Rovnéz zahajila krystalizaci vybranych protein(i
vazajicich Receptor 1, u jednoho z nich se podaiilo ziskat piedbézné krystaly.
Vysledky této zevrubné charakterizace budou brany v potaz pii dal$im vybéru
pomoci  kvasinkového displeje scilem aplikace vIécbé autoimunitnich
onemocnéni

Pfedklddana diplomova prace ukazuje, Zze autorka ziskala fadu
originalnich poznatkli a velmi dobie zvladla rozlicné pokrogilé biofyzikalni
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metody: nano DSF, CD spektroskopii, mikrotermoforézu, dynamicky rozptyl
svétla, ale i pfipravu expresnich kontruktl, naslednou expresi proteind
v bakterialnim expresnim systému, purifikaci proteini a pfipravu proteind pro
krystalizaci. K formalni podobé prace nemam Zzadné pfipominky, prace ma
standardni Clenéni, je napsana prehledné, peclivé, s minimalnim vyskytem
pieklepll a pouzitim hantyrky, vysledky jsou nazorné prezentovany. Diskuse
ziskanych vysledku a citace pouzité literatury jsou také zcela adekvatni.

K predkladané diplomové praci mam jen nékolik drobnych otazek do diskuse:

1.V teoretickém Gvodu popisujete dva typy skafold(: anticaliny a DARPiny.
S jakymi varianty proteinového skafoldu jste pracovala vy?

2. Pro transformovani DNA knihoven ziskanych z kvasinek do E. coli jste
pouzila kompetentni buriky E. coli Clooni. Pro¢ byly pouzity tyto burky a
¢im se vyznacuiji? Tyto buriky byly rovnéz pouzity po RF klénovani spolu
s bunkami TOP10 pro pfipravu vazebych konstrukti pro Receptor 1,
zatimco pro pfipravu vazebnych kontruktdl pro Receptor 2 byly pouzity
pouze bunky TOP10. Byl k tomu divod? Muzete kdyztak komentovat
rozdilné vysledky pro oba kmeny po PCR, str. 64, obr. 12?

3. Pro¢ mate na vSech obrazcich zachycujici priibéh gelové permeaéni
chromatografie osu x nastavenou od objemu 7 mi (str. 67, 78)?

4. Jaka byla afinita Vami pfipravenych vybranych vazebnych protein(i pro
Receptor 2 uréend pomoci mikrotermoforézy, dle obr. 36 na str. 85?
Planujete mutovat i druhy vazebny povrch vazebnych proteini Receptoru
27 Myslite si, Zze by to mohlo zlepsit vazbu?

5. Jakym smérem se bude dale vyvijet pfiprava skafoldi pro Receptor 1 a
27 Jaky skafold bude nasledné pouzit v praxi?

Zaverem konstatuji, Ze Tereza Nepokojova ve své diplomové praci splnila
vSechny vytéené cile a demonstrovala schopnost samostatné védecké ¢innosti.
Predlozena diplomové prace vice nez spliiuje vechny poZadavky kladené na
diplomovou praci a pIné ji doporucuiji piijmout k obhajobé.
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