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Posudek na dizerta¢ni praci

Autor prace: Mgr. Tomas Chum

Nazev prace: Studium trojrozmérné organizace signalnich molekul na T bufikach pomoci kvantitativnich
metod fluorescenéni mikroskopie

Prace je zaméfena na vyvoj pokroGilych mikroskopickych metod a jejich vyuZiti ke sledovani organizace
receptort na povrchu bunék. Prace je klasicky ¢lenéna, v Gvodni Casti je pfedstaven studovany biologicky
systém a pfehledné shrnuty principy a pouZiti nejnovéjSich super-rezolu¢nich mikroskopickych metod, dale
nasleduji metody pouZité béhem prezentovaného projektu a samotné vysledky. K praci je pfipojena jedna
publikace a dva preprinty, kde jsou vysledky prace prezentovany. Prace je napsana pfehledné a kvalita
prezentace vysledkd pomoci grafu a obrazku je na velmi dobré urovni.

Vysledky prace se daji rozdélit do dvou oblasti. V prvni autor prokazal vliv palmitoylace proteinu LAT na cileni
tohoto proteinu do cytoplasmatické membrany. V druhé autor vyvinul novy postup zpracovani vzorku pro
super-rezoluéni mikroskopii, vylepSil trojrozmérnou kvantitativni analyzu dat a za vyuZiti téchto metod popsal
organizaci proteinil CD4 a CD45 na membrané. Tyto vysledky i vyvinuta metodika jsou vysoce aktualni a
budou jist& hojné vyuzivany védeckou komunitou. Cast téchto vysledka jiz byla publikovana v respektovaném
Casopisu, a soudé dle kvality zbylych dvou rukopist, i tyto budou jisté brzy opublikovany v kvalitnich
Casopisech.

K praci mam nasledujici otazky:

1) Metodika, kapitola 3.4.2 & 3.4.1: Jaky je kvantitativni rozdil v istoté skel ¢isténych pirafiou a
hellmanexem? Jsou tyto povrchy opravdu srovnatelné co se tyce necistot?

Na to navazujici otazka: Str. 69 - "All glassware was cleaned by the treatment with piranha solution..." Pro¢
jste i zde nepouzivali hellmanex?
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2) Microscopy methods: Jaké jsou vyhody/nevyhody axialni detekce pomoci metody (d)TRABI ve srovnani s
jinymi metodami 3D detekce, jako napf. parallax microscopy (Sun et al. Parallax: High Accuracy Three-
Dimensional Single Molecule Tracking Using Split Images, Nano Lett, 9(7): 2676-2682.)

3) JCS paper: Proc€ je symetrie TMD dUlezita pro sorting do plasmatické membrany?

4) Preprint "Unraveling nanotopography of cell surface receptors": Pro¢ si myslite, Ze axialni distribuce
receptoru by méla byt bi-Gaussovska? Znamena to, Zze v axialnim sméru jsou dvé preferované hladiny, kam
se receptor lokalizuje? Které to jsou?

5) Preprint "Unraveling nanotopography of cell surface receptors": Jak vypada axialni distribuce receptoru
(ukazana pro glycine-pfichyceni napf. na obrazku 4b,c) u bunék, které jsou pfichycené na PLL sklickach?
Podobna otazka, jak vypada jejich distribuce v ploSe x,y (ukazana pro glycine-pfichyceni napf. na obrazku
7a,b)?

Podle pfiloZzené prace je zfejmé, Zze autor zvladl celou Fadu experimentalnich technik, interpretaci vysledkl a
psani védeckych publikaci a je schopen samostatné tvofivé védecké prace. Autor tedy, dle mého nazoru,
splfiuje pfedpoklady k udéleni titulu Ph.D.
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