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Cile prace
Cilem diplomové prace byla funkéni analyza cargo receptort NIH lidského pivodu
v modelovém organismu Saccharomyces cerevisiae.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 83

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova? ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napséan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Literarni ptehled poskytuje nezbytné informace pro pochopeni diplomového projektu, ale
zejména kapitola vénovana cargo receptortim je pfili§ stru¢na.

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? Ptiblizné 17

Jsou metody srozumiteln€ popsany? spis NE:

Zejména v ptipadé klonovani a kontroly plazmidi a novych kment postradam podstatné
informace, napft. detailni popis homologni rekombinace pfi ptipraveé plazmidi.

Riazné PCR reakce, oznacené jako ,,vSechny pouZzité®, jsou shrnuty v tabulce 14 na str.31, ze
které vSak nevyplyva, jaké primery a jaky templat byly k amplifikaci fragmentu DNA
pouzity.

U testl citlivosti kment k solim neni uvedeno, jak byly ménici se koncentrace soli pro dany
experiment vybrany.




Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledka dostacujici? NE - v ¢em jsou nedostatky?

Postradam dokumentaci k ovéfovani pripravenych plazmidii a kmenii.

Postacuje mnozstvi experimentti k ziskdni odpovédi na zadané otazky?
ANO za predpokladu, ze jsou kmeny, se kterymi studentka pracovala, spravné
ovéteny.

Navrh experimentt, kterymi byla ovéfovana funkce lidskych karyotypt, je precizni. Vyuziva
fadu riznych kombinaci kmend ke zjisténi, zda jsou proteiny lidského plivodu schopné
zajistit optimalni intracelularni pH, membranovy potencidl a také lokalizaci cilovych
proteinti v plazmatické membrané.

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Kapitola Diskuse ma velmi dobrou uroven a svéd¢i o vyborné orientaci autorky
v problematice transportnich proteinti a jejich cargo receptortl.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? Ne zcela: Shrnuti je nepfiméfené stru¢né, zminuje pouze 1 aspekt
experimentalnich vysledk.

Formalni aroveii prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):

Text prace je Ctivy, s obCasnymi gramatickymi chybami pfedev§im ve shodé podmétu
s piisudkem. Neobratnych formulaci, které unikly opravé, je pomé&mé malo. V pfisti odborné
publikaci doporucuji vyhnout se svislym textliim v tabulkach, protoze jsou Spatné Citelné.
Fotografie geli by mély mit lepsi kvalitu.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Studentka ve svém diplomovém projektu pouzila fadu metod, coz je velkou vyhodou pro jeji
budouci badatelskou c¢innost. Diplomovéa prace piinesla fadu zajimavych informaci o
interakci proteinii kvasinek s proteiny lidského piivodu. Autorce se mimo jiné podafilo najit
jeden cilovy protein lidskych cargo receptorii. Diplomovy projekt byl jisté¢ casové velmi
naro¢ny, piedev§im v pfipravné fazi, kterd vSak neni v pfedloZzenych tezich dobie
dokumentovana. Zejména v Diskusi studentka prokazala, ze se v problematice své diplomové
prace velmi dobfe orientuje.

Cile prace byly splnény a pfipravené konstrukty budou jisté vyuzZity Skolicim pracovistém
v dal$im vyzkumu.

Préci doporucuji k obhajobé.




Otazky a pripominky oponenta:

Otazky:

1. Mizete, prosim, podrobnégji popsat pfipravu plazmidi pomoci homologni rekombinace
(kapitola 5.2., str. 42)?

V textu diplomové prace chybi informace, jaké plazmidy byly pouzity pro piipravu
fragment( ke klonovani. Neni uvedena velikost PCR fragmenti, pomér fragment( pouzitych
pti transformaci kvasinek, uc¢innost transformace a homologni rekombinace. Nejsou uvedeny
vysledky ovéfovani ziskanych plazmida. Jaky podil plazmidi mél odpovidajici sekvence?
Jaké fragmenty bylypii ovéfovani sekvenovany?

Bylo by uzite¢né vytvofit schema spojovanych fragmentl s detailem piekryvajicich se
sekvenci.

2. (Str. 23) Jak se li8i rychlost rGstu kvasinkové kultury na médiu, které obsahuje 0,17%
YNB, a na médiu, kter¢ obsahuje 0,67% YNB? Pro¢ jste pouzivaly dvé rizné
koncentrace?.).

3. (Str. 52, kapitola 5.4.3.1: Pro¢ jste ke sledovani vlivu cornichonii na zménu
membranového potencidlu pouzivala kmen s deleci genti kodujicich transportéry
monovalentnich kationti?

4. (Str.57, obr. 23): Testovala jste vliv cornichontl na lokalizaci Nhal i v pfitomnosti zvySené
koncentrace soli?

Str. 59, obrazek 24: Vyrok o vlivu cornichont na lokalizaci Tok1 by bylo potfeba potvrdit
analyzou obrazu — u vétsiho poctu bunék. Z ptilozené¢ho obrazku neni rozdil mezi bunikami
produkujicimi Nih1 a Nih4 zfetelny. Kolik buné€k jste hodnotila pfi ov&fovani lokalizace pro
1 typ interakce (napf. pfi urceni vlivu Nihl na lokalizaci Tok1)?

Pfipominky:

U médii pro kvasinky by bylo vhodné rozliSit minimalni a komplexni média. SloZeni média
byste méla jednotné uvadet v procentech nebo v gramech na litr (LisSi se u slozeni YNB a
YPD, apod.). Str. 23: U YNB média nemate uvedeno pH.

Tabulka 9, str. 20: Chybné pouzity ndzev: Tabulka 9: Primery pouZité pri mutagenezi
tryptofanu na pozici 68 v Ervi4.: Indukce mutaci je na Grovni DNA, nikoliv na urovni

aminokyselin.

Tabulka 12, str. 24: Je nevhodné spojit do tabulky spotifebni material a ptistroje: Klicky nebo
zkumavky nelze oznacit za pfistroj.

4.3 Méreni optické denzity bunék: Pokud dva pfistroje méti rizné hodnoty OD pii stejné
hustoté¢ bun€k v suspenzi, bylo by vhodné&js§i uvadét predpokladanou koncentraci suspenze
bunék, nikoliv hodnotu OD — napt. str. 27.

Str. 27: do média se nepiidavaji ,,auxotrofni latky*

Str.27: ,koncentrace G418 na jedné misce odpovidala 1100 pg/ml“. Opravdu tak velmi
vysoka? Pro¢ neuvadite koncentraci na 1 1?

Obr. 20: chybi popis velikostniho standardu.




Navrh hodnoceni oponenta

[ ]vyborné [ ]velmidobfe [ ]dobie [ |nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




