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»Sledovani permeabilizace membrany na jednotlivych lipidovych vezikulech - vyvoj metody“.

Diplomova prace Davida Gicklhorna se zabyva vyvojem metody dvojité fluorescencni
permeabilizacni eseje jednotlivych lipidovych vezikul (DLSGA) a jeji vyuZiti pro vyzkum mechanizmu
zabudovavani fibroblastového ristového faktoru 2 (FGF2) do membran a nasledné tvorby
membranovych pdorQ. Pro simulaci bunééné membrany byly vyuzity elektroformované gigantické
unilamelarni vezikuly (GUV) s kontrolovanym lipidovym sloZzenim. K hlavnim vysledk(m préace patfi
nové zjisténi, ze dimery FGF2 jsou schopny efektivné tvofit stabilni membranové pdry a kjejich
tvorbé a zabudovani do membrany nejsou nutné zapotrebi jeho vyssi oligomerizacni stavy. Byla téz
mimo jiné odhadnuta velikost membranového péru.

Prace je napsana v anglickém jazyce na dobré jazykové a grafické urovni, je srozumitelna,
s malym poctem typografickych chyb. Ma délku 57 stran a obsahuje 120 citaci. Experimenty byly
délany peclivé, interpretace dat je rozumna, cil(l prace bylo dosazeno.

K obsahu a formé prace mam nasledujici pfipominky a postiehy:

o Ceska a anglicka verze abstraktu si zcela neodpovidaji. V 3. odstavci jsou zmifiovany TIRF a FCS
experimenty. Z anglické verze vyplyva, Ze nejde o data ziskana v rdmci této prace, z Ceské verze
toto nevyplyva.

e Uvod obsahuje pomérné hodné informaci, které maji nizkou relevanci k predlozené praci a se
zavedenymi pojmy se nikde ddle nepracuje (napf. zhaseni fluorescence, FRAP, FRET, vliv teploty,
fosforescence, zpozdéna fluorescence, atd. (napf. oddily 2.4-2.6).

e U rovnice 7 chybi reference. Rovnice v uvedené formé neplati, pro vysoké teploty vychazi
kvantovy vytézek vétsi nez 1.

e V (vodni kapitole o mikroskopii je podrobné popisovano optické rozlisSeni mikroskopu, ale ve
vysledkové Casti se s témito pojmy déle nijak nepracuje. Zdroj rovnic 11-16 neni zjevny. V tomto
kontextu jsem nenasel ani velikost zobrazovanych GUV. V mikroskopickych obrazcich chybi
méfritka.

eV obr. 13 chybi rozliseni typu membran pro panely A-C a D-F.

e Vlegendé obr. 14 neni explicitné uvedeno, Ze se jedna o prevzatd data.

e Hustota béznych globuldrnich proteinli se lisi od hustoty vody. Pro vypocet velikosti péru by
proto bylo vhodnéjsi v rovnici 17 pouZit misto hustoty vody publikovanou hustotu protein( (napf.
ref. 10, str. 367). Velikosti pdru pak vyjde o néco mensi.

e Zasadni citace pro teoreticky Uvod [1] je nelplnd a ma nejspiSe i nespravné autory. Drobné
zavady jsou u citaci [15] a [100].

K predkladané diplomové praci mam nasledujici otazky:

1. Je zndmo, Ze laterdlni struktura membrany (tvorba domén, raftll, apod.) ovliviiuje déje, které na
ni probihaji. Kromé lipidového sloZeni je ovlivnéna i teplotou, kterda moduluje i protein-
proteinové interakce. Da se tedy ocekavat, Ze teplota ovliviiuje dynamiku tvorby FGF2 pérd a
jejich charakter. Jsou vysledky ziskané za pokojové teploty relevantni i pro fyziologickou teplotu
37¢C?

2. Zkolika nezavislych opakovani byly uréeny hodnoty uvedené v tabulkach 6 a 7 a jaké jsou typické
standardni odchylky téchto hodnot? Ctenaf tyto Udaje potiebuje pro posouzeni signifikance
namérenych rozdild. To samé plati pro sloupcové grafy v obr. 15 a 16.

Zavérem konstatuji, Ze predloZzend prace Davida Glicklhorna pfinasi fadu novych poznatkd o formaci
FGF2 membranovych pord a splriuje pozadavky kladené na diplomovou praci. Doporucuji proto praci
pfijmout k obhajobé.
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