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Posudek S$kolitele na diplomovou praci Daniela Rozbeskeho nazvanou , Rekombinantni
exprese a studium receptori mNKR-P1A a mNKR-P1C*

Diplomové prace Daniela Rozbeského se zabyva velmi aktudlni problematikou sou¢asného
imunologického vyzkumu, totiZ produkef rozpustné formy membranového receptoru pfirozenych
zabijedskych bunék a hled4nim sacharidovych ligandd pro tento receptor. Prestoze jsou mysi NKR-
P1 receptory zname jiz radu let, vyzkum biochemickych, strukturnich a vazebnych vlastnosti téchto
receptort pokrodil jen velmi maélo. V lonském roce byly proto v naSi laboratofi studenty
bakald¥ského studia amplifikovany z mySich slezin jednotlivé formy t€chto receptortl, a receptory
mNKR-P1A a mNKR-P1C, jejichz ¢cDNA klony byly timto zplsobem ziskiny, se potom staly
predmétem studia pfedkladané diplomové prace. Jejim cilem tedy byla exprese rekombinantnich
rozpustnych forem obou receptort, optimalizace in vitro refoldingu, stadium stability a zakladnich
molekuldrnich vlatnosti receptoru véetn€ rozfeSeni jeho trojrozmémé struktury, a posléze
identifikace sacharidovych liganddl pro oba studovaneé receptory.

Na zadanych tkolech pracoval Daniel Rozbesky soustavng, svédomité, a s obdivuhodnym
experimenalnim nasazenim. V préci bylo ziskdno mimofadng vysoké mnoZstvi velmi hodnotnych
vysledkd, at’ jiz jde o optimalizace produkce studovaného proteinu na bohatém i minerélnim mediu,
zvladnuti jeho in vitro poskladani véetné dikazu pro sprdvné poskladéni pomoci spektroskopie
NMR, dale detailni molekularni charakterizace receptoru pomoci hmotnostni spektrometrie,
Ramanovy spektroskopie, dynamického rozptylu svétla, a sedimentaénich studif v analytické
ultarcentrifuze. Vysoka kvalita ziskaného proteinu umoznila jeho krystalizaci, a posléze 1 rozfeSeni
uplné trojrozmémé struktury difrakei rentgenovskych paprskil na ziskanych krystalech. RozfeSen4
struktura je v rameci rodiny studovanych receptorti unikéatni, kromé& standardniho proteinového
modulu lektind C-typu obsahuje ve své ligand vazajici doméné dve rozsahlé proteinové chlopng,
které aktivné participuji na vazbé ligandu a jsou zdrojen unikétni vazebné specifity tohoto
receptoru. .Detailni vazebné a inhibini studie pak umoZnily charakterizovat specifitu tohoto
lektinového receptoru vici sacharidovym ligandm.

Na zakladé ziskanych vysledkl sepsal Daniel Rozbesky predkladanou diplomovou préci,
kterd je svym rozsahem bohat® dokumentovand, a velmi bohatd téZ z hlediska mySlenkového i
vysledkového. LiterArni Gvod, ktery je psén velmi srozumitelné a ¢tivé, je ilustrovan fadou peknych
obrazku,a pfitom zahmuje fadu nejnov&jsich poznatkd z oboru. Metodické ¢ast je vycerpavajici, a
umoZiiuje pochopit a reprodukovat provadéné laboratorni postupy. Vysledkové Cast je velmi
detailni, a kaZdy vysledek je podrobn& popsan. Diskuse je vécna a stizlivé, spravné interpretuje
ziskané vysledky. Vzhledem k vySe uvedenym okolnostem se domnivéam, Ze diplomova préace
Daniela Rozbeského spliiuje veskeré poZzadavky kladené na diplomové prace na katedfe biochemie
PYFUK, a doporuduji ji proto k obhajob&. MnoZstvim z{skanych vysledkd tato prace spiSe pfipomina

préci doktorskou, o SemZ sv&d&i mj. i to, Ze na jejim zékladg jsou nyni intenzivné pfipravovany tfi
publikace. ,
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