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Diplomova prace Veroniky Kolomaznikové se zabyva vlastni konstrukci a testovanim FRET-biosenzoru
mechanické tenze. Zakladem pro navrh biosenzoru byl protein p130Cas, konkrétné byly vyuZity kotvici domény
SH3 a CCH, které jsou odpovédné za lokalizaci proteinu do fokalnich adhezi.

Autorce diplomové prace se Uspésné podafilo pfipravit biosenzory — mechanosenzory — pouzitelné pro FRET
analyzu miry tenze proteinu p130Cas.

Vybrany protein p130Cas je bunénym mechanosenzorem a ovliviiuje fadu dulezitych procesu jako je regulace
bunééného cyklu, je také nezbytny pro embryonaini vyvoj ¢i apoptdzu. Protein p130Cas ma pfimy vliv na
bunéénou motilitu a v poslednich letech je studovana jeho role v kontextu invazivity nadorovych bunék.

V tomto svétle prace pfindsi potfebny prakticky nastroj (biosenzor) pro dalsi studium tohoto proteinu.

Formalni kvalita prace

Ackoli je prace velice zajimava a tvofi jasny celek, je zde nékolik drobnych formalnich nedostatkd, spise
nedopatreni.

Prace se sklada z deviti Cislovanych kapitol s ¢isly 1-10, kdy zZadné kapitole neni pfifazeno Cislo 6 (po kapitole 5-
Cile projektu nasleduje kapitola 7-Vysledky).

Logika Cislovani obrazkd byva ,,Cislo kapitoly.Cislo obrazku”, coz v praci splfiuji vSechny obrazky, krom kapitoly
2 — Literarni prehled, kdy prvni obrazek ma cislo 2.1, ale ostatni jsou Cislovany 7.2-7.4. Je tteba fici, Ze v textu
jsou sice obrazky spravné odkazovany, ale v ramci celé prace se pak Cisla obrazkd 7.2-7.4 nevyskytuji unikatné,
ale jak v kapitole 2 — Literarni prehled, tak v kapitole 7 — Vysledky.

Jazyk

Prace je psana v Ceském jazyce, bez zavaznych prohresk( proti gramatice a pravopisu.
Hodnoceni jednotlivych stézejnich ¢asti diplomové prace

1 Literdrni prehled:

Pro vypracovani literarniho prehledu autorka velmi zdarile zpracovala zcela dostacujici mnozstvi literatury (97
citaci) a vytvofila srozumitelny, logicky ¢lenény text se zdlraznénim pro praci podstatnych aspekt(. Z textu se
¢tenar dozvi vSe potrebné pro pochopeni biologického kontextu i diivodd pro nasledné popsanou
experimentalni praci.

2 Materidl:

Kapitola obsahuje podrobny vycet vSech pouZitych vektor(, bakteridlnich i tkanovych kultur, pufri apod.
pouzitych pro laboratorni praci. Zcela dostacujici.

3 Metody:

VSechny metody pouzité k ziskani vysledkd byly v této kapitole zpracovany. Ke kapitole z hlediska formalniho
zpracovani nemohu mit vyhrady. Ovsem v kontextu toho, Ze se jedna o diplomovou praci, je Skoda, Ze neni
podrobnéji rozepsdna analyza obrazu pro definovani regionu fokdlni adheze, ze kterého jsou v kapitole
»Vysledky” odecitany hodnoty fluorescence pro urceni Ucinnosti FRET, a praktické aspekty prace s FRET —



zvlasté snimani metodickych kontrol. Spravné pouziti metodickych kontrol pro FRET experimenty je velice
dalezité pro predejiti faleSné pozitivnim/negativnim vysledklm. Toto je zminéno v Literarnim prehledu, ve
Vysledcich je postup pfipravy kontrolnich konstruktd, byly pouzity pro méreni FRET

ucinnosti spektrofotometricky v bunééném lyzatu (Obr. 7.10), pro mikroskopii rozepsany nejsou, jejich pouZziti
ale tedy vyplyva z kontextu.

Ackoli nepostradatelnym aspektem prace je ziskani mikroskopického obrazu pro analyzu FRET, popis
mikroskopickych metod je spise kusy, anebo chybi. MoZna by stalo za Uvahu zminit v této kapitole i pouZité
pfistroje a nastaveni. V podkapitole 7.3 - Vysledky, str. 60, prvni odstavec, je zminén konfokalni mikroskop
Leica SP8, u souvisejicich obrazk( je nazev chybné Leica P8, nikde neni zminéno nastaveni (alespon pouZity
objektiv, zvét$eni/NA pro pfedstavu o rozliseni). PouZiti TIRF mikroskopu neni metodicky popsano a

v podkapitole 4.4.2 , TIRF mikroskopie” je struéné popsano pouze poufziti PixFRET pluginu pro ImageJ, nikoli
metoda TIRF, kterou ndzev podkapitoly slibuje. Typ pouZitého mikroskopu pro metodu TIRF neni uveden.

4 Vysledky:

Autorka pfehledné zpracovava ziskana data v logické posloupnosti s pochopenim a vysvétlenim davodl
provedeni jednotlivych experimentd.

V praci jsou ukazany vysledky pripravy konstruktl véetné western blotl pro ovéreni jejich exprese v bunikach.
Vysledky jsou doprovazeny sadou ndzornych mikroskopickych obrazkd ukazujicich miru lokalizace biosenzor( i
kontrol do fokdalnich adhezi bunék (snimano konfokalnim skenovacim mikroskopem). Pomoci grafll jsou
prezentovany miry Ucinnosti FRET jak v bunéénych lyzdtech (méreno spektrofotometricky), tak pfimo v Zivych
bunkach (vyuZita TIRF mikroskopie). Analyza mikroskopickych dat byla provedena pomoci programu Imagel s
PixFRET pluginem, vysledky jsou prezentovany publikacni formou véetné zpracovani standardnich odchylek
méreni a statistické vyznamnosti.

Z textu bohuZel nevyplyva, kolik biologicky nezavislych experimentl bylo pro hodnoceni mikroskopickych
experimentd provedeno. Autorka se omezuje na sdéleni o po¢tu mérenych fokalnich adhezi. Neni ale jasné,

z kolika experiment( byla data ziskana tak, aby analyza byla dostatec¢né robustni. Popis provedeni jednotlivych
experimentl by nékdy mohl byt podrobnéjsi — a to bud pfimo v kapitole Vysledky, nebo metodiku rozepsat do
kapitoly Metody.

V praci jsou pouzity relevantni biologické kontroly.

MnoZstvi zvladnutych metod vedoucich k vysledkiim prace plné odpovida narokim kladenym na
magisterského studenta.

5 Diskuse:

V kapitole je rozebrana tvorba biosenzoru i vysledky méreni. Jsou diskutovany jak dlivody volby proteinu
p130Cas, tak volba FRET partner(, délka elastického linkeru biosenzoru a podobné.

Obratnym zpUsobem jsou diskutovany vysledky, dllezity zavér je vyvozen v prvnim odstavci na str. 71 a totiz,
Ze jeden z pfipravenych biosenzor( (Silk senzor) je patrné schopen vnimat mechanickou tenzi ve fokalnich
adhezich, coZ je v podstaté zhodnoceni Uspéchu prace.

Shrnuti

Autorka Bc. Veronika Kolomaznikova splnila naroky kladené na magisterského studenta a jeji prace je
péknou vizitkou jejiho plsobeni v laboratofi. Vzhledem k vySe uvedenym mirnym nedostatkiim navrhuji
zndmku VELMI DOBRE.



Naméty pro diskusi

- Bylo by zajimavé diskutovat vyhody pouZiti TIRF mikroskopie pro snimani fokalnich adhezi. Jaké
vyhody tato metoda oproti bézné fluorescencni mikroskopii Sirokého pole (wide field) v daném
pfipadé pfinasi?

- Nastrané 70, odstavec 4 autorka spravné diskutuje necekany narlst FRET pro TM kontrolu oproti nizsi
uéinnosti FRET u kompletnich biosenzor(. V pfipadé lyzatu se opravdu ocekava relaxovana forma
mechanosenzorl a neni zcela zfejmé, proc se hodnoty FRET ratio v grafu na obr. 7.10 vyznamné lisi.
Bylo by moZné se také zabyvat otazkou, zda pritomnost kotvicich domén na Uplném biosenzoru mize
ovlivnit vzajemnou prostorovou orientaci mezi FRET partnery a jak tato vzajemna orientace fluorofor(
muZe ovlivnit Uc¢innost FRET?

- Metoda FRET je velice citliva na pouziti spravnych kontrol a i tak mlze prinést falesné
pozitivni/negativni vysledky. Zabyvala se autorka mozZnosti dalsi experimentalni kontroly FRET,
napfiklad na fixovanych bunkach pomoci metody FRET akceptor-photobleaching, anebo na bunkach
Zivych metodou FRET-FLIM? Mohla by takova dalsi analyza (FRET-FLIM) pfinést uZite¢na data?

Ing. Ivan Novotny, Ph.D. V Praze dne 12.9.2019



