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Nazev prace: Strukturné funkeni studie N-koncové domény MP endocytického proteinu
SGIP1

A. Bodové hodnoceni jednotlivych aspektii prace (oznacte pravé jednu z moznosti)

1. Rozsah DP a jeji ¢lenéni

X A - pfiméfené, odpovidaji charakteru DP a vyznamu jednotlivych ¢asti

B - nevyrovnané, ¢lenéni neni logické n. rozsah jednotlivych ¢asti nekoresponduje s jejich vyznamem

C - uspokojivé, rozsah nékterych ¢asti nedostacuje

N - nedostatecné

2. Odborna spravnost

S 4

nazvech, nedokonaly popis metod nebo vysledkit)

C - uspokojiva, s cetnéjSimi drobnymi zavadami

X | B - velmi dobr4, s ojedin€lymi drobnymi zavadami (nejasnost vykladu, chyby ve vzorcich nebo chemickych

N - nevyhovujici, s hrubymi chybami

3. Uvedeni pouzitych literarnich a j. zdroja

X | A - bez ptipominek, vSechny pievzaté udaje s citaci zdroje, celkovy pocet citaci odpovida charakteru prace

B - uspokojivé, s obasnymi neobratnostmi zejm. v umisténi odkazii, nebo s celkové niz§im poctem citaci

C - s vaznéjSimi zavadami, napf. prevazuji "nestandardni" odkazy na ucebnice, piednasky, webové stranky,
nebo se ojedin€le vyskytuje opominuti odkazu na zdroj pievzatych dat

N - nevyhovujici, velmi malo citaci, ev. rysy plagiatu (¢asté opomijeni odkazu na zdroj pievzatych
dat, pop¥. opsani velkych ¢asti textu)

4. Jazyk prace

wevr

X B - velmi dobry, ojedin€lé stylistické neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby

C - upokojivy, Cetnéjsi slohové neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby, ojedinéle se vyskytuji
obtizné srozumitelné n. nejednoznaéné formulace

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami

5. Formalni a graficka aroven prace

A - vybornd, bez pieklepti a chyb ve formatovani

X B -velmi dobra, ojedin€lé chyby formatu citaci, preklepy, chybé&jici zkratky apod.

C - uspokojiva, s ojedinélymi vétsimi (napt. vynechani stranky) nebo ¢etnéjSimi drobnymi chybami

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami




Ptipadny slovni komentai k bodim 1. az 5.:

wevr

jak z hlediska odborné spravnosti, tak formalni urovné zpracovani prace, rovnéz pocet citaci je
vysoky a jsou dobte formalné zpracovany.

Ptesto si vS§ak nemohu odpustit vytku k pomérné Castému pouzivani vyrazl laboratorniho slangu ¢i
sklofiovani riiznych anglikanismi, napt. falkonky, centrikony, His-tagem, sonikovéana, vortexovana,
apod., zvIasté mne v této souvislosti zaujal jiz v obsahu se vyskytujici vyraz “glycerolové stoky”,
oznacujici zfejmé zésobni roztoky (tzv. “stock solutions”) bakteridlnich kultur zmrazenych s
ptidavkem glycerolu.

Obdobn¢ musim vytknout ne zcela ptesny popis pufri, kdy v metodach i ve vysledcich (napt. v
obrazcich popisujicich pribéh purifikace kyzenych proteinll) se pufry, resp. vzorky oznacuji
pomoci anglickych zkratek (napt. WB = wash buffer?, DB = dialysis buffer?, FT = flow-through?,
atd.), ale tyto zkratky nejsou nikde v praci zavedeny a vysvétleny, coz ztéZuje pochopeni celého
postupu, tzn. ktery pufr byl kdy pouzit, byla-li v ném mocovina nebo ne, apod.

B. Obhajoba

Dotazy k obhajobé

1) Ve Vasi praci jste ptfipravila celou fadu vektorti pro rizné expresni konstrukty MP domény,
lisici se svou délkou a pritomnosti GFP. Ve vysledcich i diskuzi se vSak zabyvate pouze jednim z
nich. Jaky byl osud dalSich konstruktG? Byly v bakteridlnim systému exprimovany? Byla pomoci
transfekce lidskych bunécénych linii ovéfovana jejich vazba na membranu? V praci jsem postradal
vEtsi srovnani a diskuzi toho, jak se jednotlivé rizné dlouhé konstrukty v téchto ohledech chovaji.

2) Domnivate se, ze koncentrace proteinu 1 mg/ml bude pro krystalizaci dostatecnd? Jaké
koncentrace je obecné tieba dosdhnout, aby protein mohl zacit krystalizovat a na ¢em je to zavislé?
Struktura GFP je jiz znama, struktura MP domény dosud ne. Pokuste se navrhnout expresni
konstrukt, ktery by Vam umozioval provést purifikaci stejnym zplisobem, zachoval fuzi s GFP,
ale pfitom umoznoval v ptipadé potieby pro krystalizaci ziskat samotnou MP doménu?

3) V praci dokumentujete vznik disulfidicky vazaného homodimeru GFP-MP fuzniho proteinu.
Pro¢ se domivate, Ze se jedna o arteficielni disulfidicky mustek? Kolik cysteinl se vyskytuje v
GFP a MP doméné a jaké jsou ze strukturniho hlediska moZnosti, resp. pravdépodobnost, jejich
parovani? Jakymi technikami byste zapojeni disulfidii mohla zmapovat? Obr. 17, str. 61 - mize
ptidavek ImM DTT do pouzitych pufra skutecné zabranit tvorbé disulfidickych mustka? Pokud
jsou zde pozorované dimery disledkem “elektrostatickych interakci a hydrofobniho efektu”, jak
uvadite v diskuzi, pro¢ potom nejsou pfitomny i na ostatnich SDS-PAGE gelech pfipravenych v
redukujicim prosttedi, napft. obr. 11, str. 567

Stanovisko k opravé chyb v préci:

opravny listek/oprava v textu JE / (zakrouzkujte) podminkou piijeti prace

C. Celkovy navrh
Navrhovana celkova klasifikace (vyborné, velmi dobie, dobie, neprospél): velmi dobie
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