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Oponentsky posudek na bakalafskou praci Anety Sladkové — Sledovani dimerizace receptorti
sprazenych s G-proteiny pomoci dvoufotonové polarizaéni mikroskopie

Ve své bakalafské praci se Aneta pokusila aplikovat techniku dvoufotonové polarizaéni mikroskopie pro
studium dimerizace vybraného G-proteinového receptoru. Jejim tkolem bylo upravit technikami
molekularni biologie jeden z konstruktl, konstrukty transfekovat do bunék a sledovat jejich chovani
analyzou 2PPM. Samotna 35-stradnkova tisténa prace je z formdélniho hlediska v pofadku a splfiuje naroky
na tento typ praci. Nasel jsem relativné malo chyb.

NeZ se pustim do kritiky prace, chtél bych zdlraznit, Ze samoziejmé vidim Gcel experimentdiné
orientovaného bakalarského projektu v tom, Ze se student seznami s uritou konkrétni problematikou
hloubé&ji, neZ pfi béiné vyuce, Ze si vyzkousi urcité experimentalni pfistupy a jejich skuteénou aplikaci a
Ze sepise svou prvni védeckou praci. A to vie prace Anety spliiuje a tudiZ byl (el jejiho bakalafského
projektu i pfes nékteré nezdary napInén. Rad bych, aby dalsi kritika byla vnimana s timto védomim.

| kdyZ je z dvodu jasné, Ze se Aneta zabyvala problematikou G-proteinové signalizace a pfistupy studia
proteinovych interakci, mél jsem obcas pocit, Ze autorka ne vidy dobfe vi, kam chce sv(j text sméfovat,
co je smysl sdéleni. Jako by pfedevsim chtéla ke vSem tématim, které se dotykaji jeji prace prosté néco
napsat, vyuzivajic jako zdroj napfiklad uéebnici Molekularni biologie bufiky. To je zfejmé obecn&jsi
problém bakalaFskych praci, ale je to 3koda, je dobré se jiz v bakalafské praci ucit vyjadrit, co a pro€ chci
néco sdélit. S tim zfejmé souvisi chybéni citaci mnoha originalnich zdroja. Obrazky maji nékdy $patnou
kvalitu (malé rozliSeni), nékdy jsou s ¢eskym, nékdy s anglickym popisem, ob¢as bez citace zdroje, to
nesvédéi o prilisné peclivosti. Aneta se celkem vyvaruje ve svém textu gramatickych chyb, ale velmi
rozptylujici bylo jeji neustédle zaménovani slov ,fluorescentni” a ,fluorescenéni” — autorka libovolné
pouziva jednou prvni vyraz, pak druhy vyraz, a to nékdy i v jedné vété pro to samé (mimochodem, ktery
vyraz by se mél pouzivat spravné?).

Nejvétsi nedostatek prace vidim v pro mé ponékud nepochopitelné prezentaci metod a vysledk, kdy
Aneta kompletné a podrobné popisuje metodiku pfipravy nezna¢eného konstruktu mGIuR1 a ve
vysledcich pak k tomu napise jedinou vétu: ,Pfes vynaloZené Usili se konstrukt mGluR1 nepodafilo ziskat
pomoci molekularné-biologickych metod. Byl proto ziskan jako dar od N. Lamberta...” Toto se
samoziejmé mUze stat a stava, ale proc tedy alesponi z Casti své vynaloZené Gsili ve své préci autorka
nedokumentuje? Bud bych svou praci zaméfil pouze na to, co ve vysledcich skutecné mam, nebo bych i
nedokonéené véci popsal, pokud chci ukazat, co vse jsem délal. Mé by napfiklad zajimalo, v jaké fazi se
Aneta zasekla a co tomu predchazelo — v diskuzi se zmifiuje, Ze nejspiSe sethala ligace. Doporucuji tento
problém nastinit pfi obhajobé.



K praci mam nékolik poznamek a otazek:

1.V uvodu: ,Naproti tomu membrdny, které se ucastni syntézy ATP (vnitfni membrény mitochondrii a
chloroplastt) obsahuji pfiblizné 75 % proteind.” O dva fadky nize: , Lipidové molekuly jsou mensi neZ
molekuly proteind, takZe bunécné membrdny vidy obsahuji vice molekul lipidi neZ proteind.“ Jak to jde

dohromady, nebo jak to autorka mysli? (chybi citace zdroje).

2.V Gvodu: ,,Membrdnové proteiny se znacné lisi strukturou a zpisobem, jakym asociuji s lipidovou
dvojvrstvou. Z toho vyplyvaji jejich rizné funkcel.” Jaké rGzné funkce? Takto napsano ta véta postrada
vyznam, proc€ to autorka zmifiuje, ale nerozvadi?

3. Na konci uvodu autorka popisuje mozné chovani znacenych proteinG pfi dimerizaci. Co mozny pfipad,
kdy je fyziologickd dimerizace neznaceného proteinu narusena pfitomnosti fluorescenéni znacky, tj.
protein bez znacky pfirozené dimerizuje, ale s ni je tato interakce naru$ena?

4.V metodice je uvedena teplota nasedéni primert 68°C, coZ se mi zda pro uvedené primery pfili3
vysoko. Jak k této teploté autorka dosla a fungovala s ni PCR? (to je pravé ta chybgjici &ast ve vysledcich)

5.V metodice neni uvedeno, z jaké templatové DNA byl mnoZen PCR produkt uvedenymi primery.
Ackoliv tudim, jak to asi bylo provddéno, tak, jak je to uvedeno, to nedava smysl (primery smétujici ven,
od sebe, z uvedeného kusu sekvence DNA). A jak dlouhy mél byt PCR produkt?

6. Na str. 25 popisuje autorka extrakci DNA z gelu, ale piSe , K extrakci DNA poZadovaného produktu
reakce PCR jsme poutzili kit QlAgen Plasmid Miniprep a nésledujiciho postupu.” Tento kit se nepouzivé na
izolaci DNA z gelu.

7. Diskuze: , Dalsi moZnosti je, Ze nedoslo k transfekci nezna¢enym konstruktem, coZ nelze snadno odhalit
fluorescencni mikroskopii. V dal$im pribéhu prdce se pokusime zjistit, zda je neznaceny protein mGluR1
pfitomen v transfekovanych burikdch pomoci Westernovy detekce...” Jakym jinym zpGsobem by se dala
ové&fit exprese mGluR1 v burikach a pripadné porovnat efektivita transfekce a stuper exprese znaéeného
a neznateného mGIuR1? (jen tak mimochodem, je tzv. western blot pojmenovan po panu Westernovi?)

Pfes uvedené nedostatky doporuéuji praci k obhajobé s navrhem hodnoceni zatim pouze na zakladé

psané formy VELMI DOBRE.
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