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PtedloZena préce je po formalni strance &len&na obvyklym zptisbem s vyvaZzenym podilem
literarniho pfehledu, metodik, a vlastnich experimentalnich vysledki i diskuze. Text je
vysledky jsou shrnuty do tabulek. Pfes jist& pe¢livé zpracovani diplomové prace, Ize najit
nékteré zjevné preklepy i stylistické neobratnosti: napt. str. 11 ,, Byla pozorovana existence
inaktivni, pomoci SH3 a SH2 domén pln& uzaviena konformace...* Str.23 ,, aminokyseliny
agrinin...“ Str.64 ,,...koncentrace... byla tak velika, Ze nedoslo Jeji dobré separaci na IEF.
Nicméné k jistému zlepSeni vystupnich dat pieci jen doslo. Z experimentt doslo k identifikaci
.. Str.69 ,, Pro dalsi ov&feni ... jsme tedy vybrali n&kolik... proteind... a podrobili jsme je
imunodetekci...Tedy jestli se proteiny opravdu vazi na SH3 doménu a déle platnost domnénky
o0 zruleni vazby...“

K diplomové praci mam dalsi, ptevazné také formalni pfipominky: Na strané 8 je kratka
veticka ,, Plivodng bylo objeven tzv. v-src, ktery je souéasti viru Rousova kuteciho
sarkomu...“ KdyZ pomineme, Ze je zde opét pieklep (bylo misto byl) a src v oznadeni genu ma
byt kurzivou, myslim, Ze by si tento objev zaslouzil struény odstavedek s nastinem jeho
geneze. Pocinaje izolaci prvniho nadorového viru, ktery zprvu nevzbudil zvlstni pozornost,
‘vzhledem k pfedpokladané vyjimeé&nosti a omezeni nab kufeci model. AZ po zasadni objevy
reverzni transkripce a prvniho bun&¢ného protoonkogenu. V prib&hu téchto studii byla fada
protagonistli ocenéna Nobelovou cenou a bylo by proto vhodné uvést také v piehledu jejich
pivodni citace. Pfehlednosti textu by také prospélo zminit na tomto misté struéné disledky
konstitutivni aktivace v-src pro bun&énou transformaci a Jeho viceznaéné piisobeni v riznych
signaliza¢nich dréhach. (Napt. regulace exprese angiogennich faktort jako IL-8 a VEGF-A,
ktery ovliviiuje endotelialni permeabilitu; antiapoptoticky efekt Src ptes drahu PI-3 kinazy
apod.). Nejednd se tedy zdaleka jen o ,, Src kinazu v integrinové signalizaci®, jak se pozdgji
do¢teme v takto pojmenované kapitolce 2.4. (Samoziejmé je pravda, Ze ovlivnéni itegrinové

dréhy je podstatnou funkeci Src).



Na str.23 jsou diskutovany aminokyseliny arginin a serin jako hydrofébni. Arginin je oviem
bazickd aminokyselina s kladnym nabojem a serin je polarni, i kdyZ nenabita aminokyselina
s koncovym hydroxylem.

Zvolené metodické postupy jsou velmi naroéné a odpovidaji cilim prace. Viechny metodické
postupy jsou popsany s pfimé&fenou podrobnosti. Snad jen na str.40, bych HeLa butikam
nefikal zrovna fibroblasty. Jedna se o epitelidlni karcinomovou linii.V odstavci 3.5 by mél
byt zminén plvod a struéna charakteristika pouZitych konstruktii s mutovanymi
aminokyselinami. Uvedeni jenom prosté mapy klonovaciho plazmidu bez jakéhokoliv
komentéfe ned4ava na tomto mist& &tenéfi dobrou orientaci

Vlastni vysledkova &ast svédi o zvladnuti popsanych naroénych technik a o usilovné
experimentélni préaci pfi jejich adaptaci v konkrétnich podminkach. Jednotlivé &asti prace, od
pocitatové predikce mutovanych struktur az po identifikaci proteind interagujicich s SH3
doménou, na sebe logicky navazuji. Po formalni strance bych mél nésledujici pfipominku:

v kapitole 4.2 se ponékud sméuje metodika a vysledky : ,, Expresni vektory jednotlivych
variant ... Tady by pravé mohl byt pouZit odkaz na odstavec 3.5 metodiky (viz vyse). MoZna
bych tuto kapitolu rozdélil a prvni &ast rovnou nadepsal tfeba: Optimalizace purifikaénich
metod proteinovych konstruktii pro pull-down. Také v dalsi kapitole 4.3 by $lo podobng
oddelit ¢ast zabyvajici se prevazng metodickymi aspekty a poté vlastnimi experimenty.

V prib&hu diplomové prace byly, po ptekonéni metodickych obtiZi, ziskany velmi zajimavé
vysledky, které pochopiteln& nepfinesly definitivni feSeni viech strukturnich a funkénich
vlastnosti SH3 domény, resp. Src kinazy jako celku. Pfinesly viak dil¢i poznatky, které
navozuji velice zajimavé otazky tykajici se jemného vyladéni aktivity Src, a které jsou
dobrym vychodiskem pro dals praci. NejdiilezZitéjsi je pravdépodobné identifikace novych

proteind interagujicich s SH3 doménou, které se vesmés ucastni RNA metabolizmu.
V této souvislosti bych se Diplomanta otézal na nazor, kam by sméfoval dalgi experimenty a
jak by bylo moZné vyuzit ziskanych poznatkd pro funkéni analyzu tlohy Src v onkogenezi

Vv systému in vitro ptipadné in vivo.

Zavérem konstatuji, Ze uvedené pfipominky zasadn& nesniZuji vysokou kvalitu piedloZené

diplomové prace. Préci doporuuji k pfijeti.
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