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Souhrn posudku: 
edložená diplomová práce má pom rn  ambiciózní cíle, které souvisí s hlavním zam ením 

laborato e školitele. P i jejím tení jsem se dozv l mnoho d ležitých souvislostí a mohu íci, že autorka 
spl uje moje požadavky na kritické myšlení a syntézu informací - na 100 stranách textu popisuje velice 
komplexn  roli NK bun k v imunitním systému a spektrum jejich cíl , souvislosti s imunopatologickými d ji, 
signalizací a uvádí tená e detailn  do problematiky NK receptor , jejich funkce a struktury. Experimentáln  
zdatnou ást autorka dob e rozd luje podle cíl  práce a dosažených výsledk . Na první pohled je patrné, že 
si autorka prošla velmi bohatou laboratorní zkušeností, kterou jist  dob e využije v její další karié e.  

Z formálního pohledu se jedná o velmi zda ilou práci s 33 obrázky a 19 tabulkami, kde n které jsou 
evzaté a jiné vlastní. N které p evzaté a upravené obrázky nejsou ozna ené (nap . obr. 1.4) nebo je 

možné, že jsou skute  p vodní, a pak jsou ovšem velmi kvalitní. Tabulky neobsahují komplexní 
informace, v tšinou zde chybí vý et interagujících receptor . Nicmén  velice dob e korespondují s textem.  

Z v deckého hlediska je práce siln  nadpr rná. Dozv l jsem se mnoho nových a d ležitých 
informací, n které z nich m  p ekvapily a proto se k nim vracím v poznámkách níže a otázkách na autorku. 
Citace jsou velmi dob e zvolené a jsou sou asného data. 

Vysoce hodnotím multidisciplinární p ístup a schopnost spolupráce s mnoha dalšími laborato emi. To je 
prvek, o který je t eba v eské v  stále pe ovat. K volb  tématu je t eba autorce a laborato i poblahop át. 
Tyto ambice nicmén  vytvá í závazek zvládnutí metodiky a problematiky z více obor . To rozhodn  není 
jednoduché a autorka zde stojí teprve na po átku. 

Detailní posudek: 
K vlastní práci mám n kolik d ležitých výtek, a to hlavn  z faktických d vod . 
 
V úvodu autorka dob e popisuje strukturní a funk ní roli vybraných molekul NK bun k. asto se zde 

objevují nep esnosti v použité terminologii. N které problematické termíny pochází z p ímého p ekladu 
z angli tiny a v eštin  jsem se s nimi nesetkal, nap íklad „vrozené lymfocyty“. Termín „innate“ je lepší 

ekládat jako „p irozený“, protože nemá nic spole ného s d di ností. Obdobn  není vhodné používat 
„fétus“, ale lépe „plod“ (str. 14). 

Autorka d lá asté chyby p i uvedení termín  a zobecn ní pravidel, o kterých dále hovo í. 
Mnoho obecných tvrzení vyžaduje další vysv tlení. Autorka asto necituje zdroje nebo používá ne úpln  
pravdivá tvrzení, která nejsou daná do souvislosti s literaturou. Tak nap íklad na stran  12: „… nejblíže (NK 
bu kám) jsou  T lymfocyty a iNKT (invariant Natural Killer) bu ky. Spojuje je exprese molekul jako je CD2, 
CD7, CD90 nebo IFN- .“  

 Chybí zde jasné vymezení NK bun k k dalším typ m podobn  zam ených bun k – NKT, 
CD8+ T lymfocyt , v etn  exprese NK receptor . Není zmín ná exprese NK receptor  na T 
lymfocytech a NKT lymfocytech. 

 Integrin CD11b je sice myeloidním znakem, ale je rovn ž exprimovaný na povrchu 
aktivovaných cytotoxických CD8+ T lymfocyt , spole  s CD28, CD57 a také u jiných T 
lymfocytárních populací.  
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 Pro myší bu ky není typická exprese molekuly CD27, ale znaku DX5, který je identický 
s CD49f. 

 Za len ní NK bun k do ILC stále není široce akceptované. Není jasné, v jakém vztahu jsou 
LAK bu ky k NK bu kám. 

 P ekonání aktiva ního prahu u NK bun k není balancí mezi aktiva ními a inhibi ními signály, 
ale synergistickým p sobením aktiva ních signál  v p ítomnosti/nep ítomnosti licencování - 
tedy inhibi ního signálu, který zde má ovšem opa ný význam. P i jeho absenci je bu ka 
snáze aktivovaná a nepot ebuje tedy tak silný aktiva ní signál.  

Úvod kon í p ed asn , není zde rozvedené téma souvisejících struktur C-lektinových molekul, jejich 
dimerizace, role kr ku a chybí popis dalších detail  struktury, která je hlavní náplní diplomové práce. Chybí 
zde i popis p ítomnosti zmi ovaných ITIM u inhibi ních NKR-P1 receptor . 

Názvosloví gen  je špatn  použité. Jedná se chronický problém. Myší gen Nkr-p1b má oficiální název 
Klrb1b (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/80782) a nikoli KLRB1B (str. 29). Preferoval bych tento oficiální 
název, i když chápu, že laboratorní konvence dává p ednost Nkr-p1b. Autorka uvádí souvislost mezi ob ma 
názvy a zmi uje oficiální název v práci na jednom míst , bohužel ne p i první zmínce o Nkr-p1b. Myší a krysí 
nomenklatura je popsaná zde: http://www.informatics.jax.org/mgihome/nomen/gene.shtml#genesym a 
zakládá se na použití rozdílné konvence p i psaní gen  (Klrb1b)a protein  (KLRB1B). Následn  je proto 

esn  definované, že se jedná o gen, resp. protein. Konvence je t eba ctít a dodržovat p i v domí, že pro 
zné živo išné druhy je jiná (http://www.genenames.org/about/faq#otherspecies). U proteinových názv  se 

neliší konvence u proteinových názv  a je proto vždy nutné popsat, zda se jedná o myší nebo lidský 
homolog.  

 
Metodická ást je na 30 stranách d kladn  provedená pro chemickou a biochemickou ást 

experiment . Její rozsah sv í o širokém záb ru autorky. P esto zde více detail  chybí. 
U molekulárn -biologické ásti jsem v kapitole 4.1 postrádal mapy vektor  a inzert . Není proto na 

první pohled jasné, jak konstrukty vypadají. Absence genetických zna ek by byla evidentní. 
Postrádal jsem zde také detaily, které se vztahují k SPR m ením (povrchová plazmonová rezonance), 

etn  typu p ístroje, provedených kontrol (p i negativním výsledku) a zp sobu analýzy dat. Není popsané, 
jakým zp sobem byla provedena imobilizace molekul pro SPR experimenty (str. 60) p i absenci genetických 
zna ek na rekombinantních proteinech. Nejsou následn  zve ejn né negativní výsledky, což bych doporu il. 

Pro biologickou ást práce zde chybí více d ležitých parametr . Sekvence syntetizovaného genu Nkr-
p1b byla zve ejn ná až v kapitole Výsledky místo Metodika a chybí koordináty použitých biologických látek. 

bec není z ejmé, jak byl získaný CLR-B protein. Není jasn  identifikovaný kmen myši s MHC-II/GFP (jejím 
íslem z MGI databáze), chybí zdroj i citace (str. 60). Je dob e, že autorka kredituje osoby, které se na 

experimentech podílely, ale již nesd luje, jak tyto byly provedeny, jaké konkrétní medium bylo použité atd. 
Následn  není proto možné podle uvedené metodiky experimenty zopakovat. Metodika má detailn  popsat 
JAK bylo postupováno. U biologických látek a experiment  je to mnohem d ležit jší, a to vzhledem 
k variabilit  biologického materiálu. Negativní kontrola pro imunohistochemii na permeabilizovaných bu kách 
bez zna ení je nedostate ná. Pro podobný typ experiment  je nutné použít více kontrol se za len ním 
rekombinantních protein  obsahujících stejné genetické zna ky, p ípadn  nereagující protein podobné 
struktury, ale ne reaktivní ást zkoumaného proteinu. Pouze p edpokládám, že „Peanut lektin aglutinin“ je 
ekvivalentní PNA. 

 
K výsledk m mám dotazy pro autorku níže. N které výsledky byly zmín ny až v rámci diskuze. 

Autorka velice dob e diskutuje hlavni výsledky, v etn  rozdílných p ístup  k získání strukturních dat. 
Poukazuje na možný rozdíl ve struktu e inhibi ního NKRP1B vzhledem k voln jší pozici flexibilní smy ky 
proti aktiva ním NKR-P1 receptor m.  

 
Záv r neobsahuje konkrétní dosažené výsledky, s konstatováním že byly nebo nebyly dosaženy. 

Autorka již nezmi uje, jakých konkrétních pozitivních výsledk  dosáhla, hlavn  pro body . 3 a 5. 
 
Celkov  lze p edloženou diplomovou práci hodnotit vysoce pozitivn  s velkým potenciálem do 

budoucna. Bude nutné, aby autorka pokra ovala v navržených experimentech sm rem k detekci vazby 
rekombinantních NKR-P1B protein  na povrch bun k za r zných podmínek a koexpresi s CLR-B. P eji 
autorce, aby její snaha o nové pohledy a p ístupy vyústila v zasloužený úsp ch v podob  publikace, který 

eji též celé laborato i školitele. 
 

Doporu ení: 
Jednozna  doporu uji práci k obhajob  a autorce navrhuji ud lení titulu Mgr. 
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Otázky: 
1. Jakou ást práce na diplomové práci strávila autorka na p íprav  konstrukt  a kolik tato 

íprava stála?  
a. Srovnejte prosím, kolik úsilí jste skute  v novala jednotlivým cíl m a kolik byste 

dnes cht la ideáln  v novat jednotlivým etapám své diplomové práce. 
2. Je skute  známý alelický polymorfismus jednotlivých NKR-P1 gen  u myších kmen ? Je 

rozsahem srovnatelný s jinými systémy NK receptor ? Viz NKR-P1B a NKR-P1D na str. 28: 
„Receptory jsou vzájemn  výrazn  homologní v aminokyselinové sekvenci (>80%), což 
souvisí s jejich alelickým polymorfismem (nap íklad receptor NKR-P1D u myšího kmene B6 je 
alelickou formou receptoru NKR-P1B u myší BALB/c).“ 

3. Lze srovnat model dimerizace NKR-P1B a CLR-B ligandu se zmín ným modelem vazby 
monomerního NKp65 s dimerním KACL (Obr. 1.10).  

a. M žete komentovat predikci struktury vazby CLR na monomerní NKR-P1 vs. 
dimerní. Které ásti molekul se podílí na vazb  v modelu tetrameru (dimeru dimer )? 

b. Lze tuto informaci využít k interpretaci vazebných výsledk  monomer /dimer  NKR-
P1B na živých bu kách. 

4. C-lektiny pot ebují pro svoji vazebnou funkci p ítomnost Ca2+ iont .  
a. Jak vysv tlíte dostate nou koncentraci Ca2+ iont  v použitém fosfátovém pufru p i 

domí vzniku precipitátu?  
b. Jak jste kontrolovali efektivní koncentraci vápníku ve fosfátovém pufru v SPR 

experimentech (viz str. 88)? 
c. Jaký jiný pufr byste použila pro zajišt ní reproducibilní koncentrace Ca2+ iont ? 

5. Skute  jste izolovala rekombinantní proteiny NKR-P1B a CLR-B bez genetických zna ek a 
afinitního systému? 

a. Jaká byla jejich skute ná istota?  
b. Jak lze chápat pojem „dostate ná istota“ na str. 72-73?  
c. Je n jaký d vod k vylou ení b žného zp sobu izolace pomocí genetických zna ek? 

 
RNDr. Karel Drbal, Ph.D       Praha, 22.5.2014  
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