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Oponentsky posudek na magisterskou praci Bc. Jaroslava Branise ,, Uloha CCH
domény pro lokalizaci a signalizaci adaptorového proteinu CAS“, 2015.

Cilem prace Jaroslava Branise je objasnéni ulohy CCH domény pro lokalizaci a signalizaci
adaptorového proteinu CAS. Autor uspésné naklonoval expresni vektory kodujici
fluorescenéné znacenou CCH doménu i jednotlivé muta¢ni varianty proteinu CAS a otestoval
jejich lokalizaci do fokalnich adhezi vizualizovanych pomoci imunofluorescen¢niho barveni
vinkulinu nebo kolokalizaci s jeho ektopicky exprimovanou fluorescen¢ni variantou. Pomoci
techniky FRAP autor popsal dopad CCH domeény na dynamiku cileni proteinu CAS do
fokalnich adhezi a ve spolupraci s Center for Medical Physics and Technology v Erlangenu
dale studoval roli CCH domény v generovani trakénich sil. Zavérem své diplomoveé prace
pripravil autor stabilni buné¢né linie exprimujici jednotlivé varianty proteinu CAS.
Predkladana prace je metodicky zajimava a bohaté a predpoklada zvladnuti pokrocilych
mikroskopickych technik jako je metoda FRAP nebo mikroskopie trakénich sil. Posuzovana
prace ma obvykly rozsah (101 stran) a je standardné lenéna na Abstrakt, Uvod, Material a
metody, Vysledky, Diskusi, Sméfovani vyzkumu, Zavéreéné shrnuti a Seznam pouZité
literatury. Pro piehlednost a snazsi orientaci ve vysledkové ¢asti postradam jasné definovani
cili v samostatné (pod)kapitole. Prace spliiuje formalni pozadavky kladené na diplomovou
praci a je napsana bez zasadnich gramatickych chyb a formula¢nich neobratnosti, byt’ se autor
misty nevyvaroval zbyte¢nych anglicizmi.

Hodnoceni ¢asti piredkladané diplomové prace
Abstrakt

Abstrakt je struény a vécny, nicméne velmi parcidlnimu shrnuti prace se vénuji pouze
posledni dvé véty. Prvni ¢ast tvofi obecny uvod do problematiky fokalnich adhezi a proteinu
CAS.

Uvod

Uvod obstaravé funkci prehledné zpracovaného Literarniho piehledu postihujiciho vice nez
jedno sto ptivodnich praci. Déle obsahuje 9 ptevzatych obrazka s nalezit¢ uvedenymi
prameny. Jinak dobry dojem ponékud kazi jejich nizké rozliSeni, které misty snizuje jejich
kvalitu na hranici ¢itelnosti.
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Material a metody

Navzdory metodické bohatosti a atraktivité predkladané préce je kapitola Material a metody
neo¢ekavané chuda. Chybi jakykoliv popis technickych parametrt ev. pouzitych ptistroji u
obou pokrocilych mikroskopickych technik (t.j. FRAP a mikroskopie trakénich sil). Za
zavaznou chybu pak povazuji absenci popisu zptisobu vyhodnocovani CAS
pozitivnich/negativnich fokalnich adhezi, piipadné pokus o kolokaliza¢ni analyzu (viz. nize,
Otazky pro autora).

Vysledky

V této Casti autor prezentuje dostate¢ny objem dat. Jedna se konkrétné o 11 ptivodnich
obrazki, kombinovanych vétsSinou z mikroskopickych snimkt a jejich kvantifikace ve formeé
grafi. Zde bych autorovi vytknul ponékud ledabylou formu prezentace, ktera zbyteéné snizuje
celkovy dojem z jinak zajimavych vysledkt. Navzdory tomu, Ze snimky z fluorescenéni
mikroskopie jsou pomérné velké, postradaji dostateény Kontrast a tudiz je obtizné postihnout
rozdily vyplyvajici z korespondujicich grafli. Autor se nevyvaroval prezentace snimkt
morfologicky velmi riiznorodych fibroblastii a tomu odpovida zna¢na heterogenita fokalnich
adhezi, ktera zt€¢Zuje zhodnoceni proklamovaného fenotypu, respektive (ko)lokalizace. U
imunofluorescen¢niho barveni paxilinu jsou vybrany snimky, kde je prakticky vyloucené
identifikovat struktury s pozitivnim signdlem. Autor rovnéZ pominul moznosti grafické
indikace pozitivnich struktur/kolokalizace a zvétSenych inseti. U vysledka trakéni
mikroskopie chybi jakykoliv popis trakéni mapy a v textu pak neni uveden zptisob pievedeni
téchto udajii na hodnoty uvadéné deformacni energie. Uvedené nedostatky nicméné nesnizuji
hodnotu vysledkd ziskanych béhem rozsahlé experimentalni ¢innosti.

Formalné je mozné v této kapitole vytknout pfili$ rozsahlé obecné uvody jednotlivych
podkapitol, patiicich svym charakterem spise do Uvodu.

Diskuse

Kapitola ptedstavuje pomérné zdatily pokus o kritické zhodnoceni ziskanych vyledki a jejich
zasazeni do SirSiho kontextu soucasnych poznatk.

Smérovani vyzkumu

Kapitola sv€d¢i o tom Ze autor ma dobry pichled o smérovani laboratofe a Ze umi na zakladé
ziskanych nalezi formulovat hypotézy k dal§imu testovani.
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Zavérefné shrnuti

Z&veérecné shrnuti je struéné a piehledné, autor mohl stejnou formu zvolit u formulovani cilt
prace.

Seznam pouzité literatury

Formaln¢ velmi zdafilym zptisobem uvadi autor pozoruhodné¢ mnozstvi 144 ptivodnich praci a
piehledovych ¢lankd.

Otézky pro autora:

1. Jakym zptusobem byly vyhodnoceny lokaliza¢ni studie protein CAS respektive CCH
domeny do fokalnich adhezi a jaka jsou kritéria pro pozitivni/negativni fokalni
adheze?

2. Ztextu nastr. 64 a Obr 3.2. neni patrné, které konstrukty byly pfipraveny autorem a
které jeho Skolitelem. Doporucuji doplnit formou Erratum (napt. indikaci v Obr. 3.2.)
ptfed zatfazenim prace do knihovny.

3. Autor pouziva paxilin a vinkulin jako markery fokalnich adhezi. V praci neni
reflektovana otazka jednotlivych stadii fokalnich adhezi. Jsou paxilin a vinkulin
markery plné maturovanych fokalnich adhezi nebo se 1i8i posloupnosti cileni do nové
vznikajicich fokalnich adhezi? Ve které fazi vzniku fokalnich adhezi je do nich protein
CAS cilen? Jaké jsou markery pro jednotlivé faze fokalnich adhezi?

4. U FRAP pokust autor diskutuje srovnatelné mnozstvi mobilni frakce jednotlivych
variant proteinu CAS ve fokalnich adhezich (str. 70). Jaké byly hladiny exprese
jednotlivych variant proteinu CAS pii ektopické expresi, pfipadné jak byly tyto
hladiny ovéteny? Mohou mit rozdily v expresi dopad na provadéna méteni?

Na diplomové praci Jaroslava BraniSe pfedev§im ocetuji skute¢nost, ze autor technicky
zvladl Sirokou Skalu metod veetn€ pokrocilych mikroskopickych technik. V souhrnu povazuji
oponovany spis za spliujici pozadavky na diplomovou praci, a proto doporucuji komisi pro
obhajobu diplomové prace aby jej jako praci diplomovou pfijala.

V Praze 8. Zaii 2015 RNDr. Martin Gregor, PhD.



