Posudek skolitele na diplomovou priaci ,Pfiprava rekombinantnich forem extracelularni domény
mysich leukocytarnich receptorii z rodiny NKR-P1“ vypracovanou Davidem Adamkem

Predkladana diplomova prace pojednava o pripravé rekombinantnich forem NK bunéénych
lektinovych receptorl NKR-P1A a C. Presnéji slo o formy téchto receptor( obsahujici kromé C-
lektinové domény i tzv. kréek — oblast, kterd u danych molekul byva zodpovédna za tvorbu
kovalentnich dimerl spojenych disulfidovym muUstkem. Prace méla rozsifovat vysledky, kterych
nase laboratof dosahla pfi studiu struktury solubilni formy NKR-P1A obsahujici pouze lektinovou
doménu. Jelikoz byvaji receptory NKR-P1 na povrchu bunék popisovany v literatufe jako
disulfidicky svdzané dimery a zaroven nejsou dosud zndmé ligandy dvou izoforem NKR-P1, bylo
cilem této prace nalézt vhodné podminky pro expresi, purifikaci a renaturaci celych
extraceluldrnich ¢asti receptor NKR-P1A a C. Tyto proteiny by mély byt nasledné vyuZity pro
hledani ligandu a strukturni studie.

Davidova prace zapocala izolaci a amplifikaci casti genu kodujici extracelularni ¢asti obou
receptorl. Za zminku stoji zejména fakt, Ze se Davidovi v tomto kroku podafilo kromé ocekavanych
sekvenci ziskat i variantu formy C, které chybi cystein povaZovany za dimerizacni (respektive zde
chybi Usek tfi aminokyselin, mezi nimiz je i dany cystein). S pfihlédnutim k popisovanému
dimernimu charakteru receptortt NKR-P1 rodiny, tak tato varianta poskytuje velmi zajimavy namét
pro rozsifeni pldvodniho experimentdlniho planu. Z Davidova pohledu toto vSak znamenalo
pracovat se tfemi, nikoliv s plvodné pldnovanymi dvéma proteiny, ¢ehoz se ale ujal velmi ochotné
a zodpovédné. Dalsi Davidovy experimentdlni kroky zahrnovaly velkou fadu optimalizaci. Zejména
bylo tfeba se vyporadat s problémem dimerizace protein(, coz pfi refoldingu rozpustnych proteind
v roztoku je velmi nelehky ukol. Vysledkem bylo ziskani dimerni formy receptoru NKR-P1C (izotypu
1). Zajimavé je, Ze formy se sudym poctem cysteind (NKR-P1A a C2) tvorfily pouze monomery.
Proteiny ptipravené Davidem se ukazaly jako velmi homogenni a stabilni a Ize tudiz prfedpokladat,
Ze jsou i spravné renaturované. Velmi povzbudivé jsou pak predbéziné vysledky hledani ligandd
s fluorescenéné znacenymi proteiny ziskané Davidem pod vedenim doc. Cerného. Spoluprace
s Davidem byla velmi pfilemna a bezproblémova. Davida povazuji za velmi svédomitého
experimentatora, ktery byl vidy perfektné pripraven a presné splnil uloZzené ukoly a to i vdaném
casovém horizontu. Specifickou Davidovou vlastnosti je zaliba v utvareni témér dokonalé grafické
koncepce a prezentace vysledkd. Vysledkem této snahy je, Ze David dokaze své vysledky
prezentovat ucelenou a velmi srozumitelnou formou.

Diky svym pracovnim schopnostem i lidskym vlastnostem, se David béhem svého plsobeni v nasi
laboratofi stal nedilnou soucasti tymu a jsme proto velmi radi, Ze se rozhodl s nami dale setrvat
jako student doktorského programu.

S ohledem na vysSe uvedena fakta jsem presvédcéen, Ze diplomova prace Davida Adamka spliuje

pozadavky kladené na diplomové priace na katedrfe bunécné biologie PFF UK, a doporuduji ji
k obhajobé se znamkou ,,vyborné“.
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