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»Studium modelovych membran,proteinii a protein-membranovych
interakci pomoci ruznych fluorescen¢nich technik*

Piedlozena doktorské disertatni prace Mgr. Martina Stefla si kladla za cil prisp&t

pomoci fluorescencnich technik (pievazné fluorescencnich mikroskopickych technik)
k hlubsimu pochopeni tlohy lipidii v membranach a v interakcich mezi bilkovinami a lipidy.
Prace je zamétena na vyvoj fluorescencnich metod aplikovatelnych na modelové membrany,
pomoci téchto metod k popisu dynamiky membrany, tlohou jednotlivych lipida ve struktuie
membrany a ke studiu interakci protein — lipid.

Prvni ¢ast doktorské disertacni prace je vénovana otazce , zda-li je fazorova analyza
dohasinani fluorescence aplikovatelna pro studium organizace modelovych membréan a
proteinovych struktur a zda fazorovy diagram piinasi nové pohledy k interakcim mezi lipidy
a proteiny. Autor prokazal, ze pouziti fazorové analyzy pti métenich v kyveté je zcela
komplementarni metoda k dal$im analytickym postuptim . Fazorova analyza umoziuje
jednoduchou kvantifikaci heterogenity vzorkli a zjednodusuje pfistup k procestim
excitovanych stavil. Jsou popsany mozné aplikace fazorové analyzy ke studiu vnitini
fluorescence proteinti., kdy pomoci této metody muze byt komplexni parametr , jako je
dohasinani fluorescence, prevedeny pouze do jednoho bodu. Vnéjsi faktory jako vazani
ligandu k bilkoving nebo denaturace bilkoviny zpisobuji zmény v okoli jednotlivych amino
kyselinovych residui a zmény pozic fazorovych bodu.

Ve druhé casti doktorské disertacni prace pouzil autor fazorovou analyzu
k charakterizaci membranovych nanodomén. Na zakladé ziskanych experimentalnich dat
bylo zji§téno , Ze kvalita dat pro ur€ovani membranovych struktur pomoci pfenosu energie je
znacn¢ zavisla na particnim koeficientu donorii a akceptort. Déle se zjistilo, ze membranové
nanodomény jsou velice heterogenni co tyce velikosti, rigidity a dynamiky a doslo k zavéru,
ze tvorba nanodomén je pievazné zavisla na pfitomnosti a mnozstvi sfingolipida
V membrang.

Ve treti ¢asti prace je ukdzano,ze pii charakterizaci membranové interakce slabé
véazaného proteinu prothrombinu z-scan FCS v kombinaci s vhodnym matematickym
modelem je pro analyzu velmi vhodna metoda k ur¢ovani dynamiky slabé vazaného proteinu,
1 kdyZ je zfejmé, ze protein je vazdn na membranu. Laterdlni pohyb prothrombinu je dvakrat
pomalejsi , coz zietelné souvisi s mechanismem vazbhy.

V predlozené praci Mgr. Martin Stefl pouzil $iroké spektrum biofyzikalnich a
biochemickych metod. Bylo ziskdno velké mnozstvi vysledki, které byly publikovany
Vv n¢kolika velmi kvalitnich mezinarodnich Casopisech. Mam jen n€kolik drobnych
pfipominek k nepfesnostem a nejasnostem v textu.

Na str.30 rovnice (9) je asi chybné. Z rovnice (5), ktera je spravné to nevychazi. Ty, nemuiize
byt soucet zivota.

Na str. 31 metoda méteni dob zivota metodou ,, time resolved* je popsdna trochu nejasné,
neni tam viibec zminéno, Ze je podstatné budit fluorescenci velmi kratkym impulsem svétla.
Na str. 32 a doprovodny text ke ¢lanku IV

,,Sixth root of the donor — akceptor distance* a ,, due to 1/6 power dependence* je chybné —
zavislost je 1/R® a ne RY® nebo 6 odmocnina.



Na str. 44 komentai k obrazku 14 v textu — 6/8 je trochu zmatené. Teprve v ¢lanku je mozné
najit , ze jde o 6M GdHCI a 8M mocovinu.
Ke vSem témto drobnym nepfesnostem doslo ziejme pii prepisovani z ¢lanka.

Z formalniho hlediska je diserta¢ni prace napsana velmi kvalitné€, 1ze ocenit pouzity styl
zalozeny na pouziti jiz publikovanych praci. Rad bych pozadal autora o zodpovézeni

nasledujicich otazek v ramci diskuse:

1) nerovnomérné obarveni liposomu odrazi rozd¢leni membrany na domény ¢i jsou néjaké
jiné divody?

2) jsou n¢jaké informace , jak rychle pasobi cholera toxin na separaci jednotlivych fazi
lipidové membrany a jestli je tento proces reversibilni?

3) jsou znamy moznosti vyuziti aminokyselinového zbytku tyrosinu pii detekci zmén
konformace a denaturace proteinti?

Zavérem lze shrnout, ze autor prokazal schopnosti k samostatné védecké ¢innosti. Doktorska

diserta¢ni prace je na vysoké tirovni a proto doporuéuji, aby Mgr. Martinu Steflovi byl udélen
titul PhD.
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