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Cíle práce 

Cílem diplomové práce byla funkční analýza cargo receptorů NIH lidského původu 

v modelovém organismu Saccharomyces cerevisiae. 

 

Struktura (členění) práce, odpovídá požadovanému? ANO    

Rozsah práce (počet stran): 83 

Je uveden anglický abstrakt a klíčová slova?    ANO     

Je uveden seznam zkratek?        ANO     

Literární přehled:  

   Odpovídá tématu?    ANO    

   Je napsán srozumitelně?   ANO   

   Použil(a) autor(ka) v rešerši relevantní údaje z literárních zdrojů?   ANO     

   Jsou použité literární zdroje dostatečné a jsou v práci správně citovány? ANO    

 

Literární přehled poskytuje nezbytné informace pro pochopení diplomového projektu, ale 

zejména kapitola věnovaná cargo receptorům je příliš stručná.  

 

Materiál a metody: 

    Odpovídají použité metody experimentální kapitole?      ANO     

    Kolik metod bylo použito? Přibližně 17 

 

    Jsou metody srozumitelně popsány?    spíš NE: 

 

Zejména v případě klonování a kontroly plazmidů a nových kmenů postrádám podstatné 

informace, např. detailní popis homologní rekombinace při přípravě plazmidů. 

 

Různé PCR reakce, označené jako „všechny použité“, jsou shrnuty v tabulce 14 na str.31, ze 

které však nevyplývá, jaké primery a jaký templát byly k amplifikaci fragmentu DNA 

použity. 

 

U testů citlivosti kmenů k solím není uvedeno, jak byly měnící se koncentrace solí pro daný 

experiment vybrány. 

 

 

 

 



Experimentální část: 

    Je vysvětlen cíl experimentů?   ANO     

    Je dokumentace výsledků dostačující?           NE  - v čem jsou nedostatky? 

 

Postrádám dokumentaci k ověřování připravených plazmidů a kmenů. 

 

    Postačuje množství experimentů k získání odpovědí na zadané otázky?   

            ANO za předpokladu, že jsou kmeny, se kterými studentka pracovala, správně 

ověřeny.   

 

Návrh experimentů, kterými byla ověřována funkce lidských karyotypů, je precízní. Využívá 

řadu různých kombinací kmenů ke zjištění, zda jsou proteiny lidského původu schopné 

zajistit optimální intracelulární pH, membránový potenciál a také lokalizaci cílových 

proteinů v plazmatické membráně. 

 

Diskuze: 

   Je opravdu diskuzí, nejde jen o konstatování vlastních výsledků?    ANO    

 Jsou výsledky porovnávány s literaturou?    ANO    

 Jsou uvedeny nějaké hypotézy či návrhy na další řešení problematiky?     ANO     

 

Kapitola Diskuse má velmi dobrou úroveň a svědčí o výborné orientaci autorky 

v problematice transportních proteinů a jejich cargo receptorů. 

Závěry (Souhrn) : 

Jsou výstižné?    Ne zcela: Shrnutí je nepřiměřeně stručné, zmiňuje pouze 1 aspekt 

experimentálních výsledků. 

   

Formální úroveň práce (obrazová dokumentace, grafika, text, jazyková úroveň): 

 

Text práce je čtivý, s občasnými gramatickými chybami především ve shodě podmětu 

s přísudkem. Neobratných formulací, které unikly opravě, je poměrně málo. V příští odborné 

publikaci doporučuji vyhnout se svislým textům v tabulkách, protože jsou špatně čitelné. 

Fotografie gelů by měly mít lepší kvalitu. 

 

 

Splnění cílů práce a celkové hodnocení: 

Studentka ve svém diplomovém projektu použila řadu metod, což je velkou výhodou pro její 

budoucí badatelskou činnost. Diplomová práce přinesla řadu zajímavých informací o 

interakci proteinů kvasinek s proteiny lidského původu. Autorce se mimo jiné podařilo najít 

jeden cílový protein lidských cargo receptorů. Diplomový projekt byl jistě časově velmi 

náročný, především v přípravné fázi, která však není v předložených tezích dobře 

dokumentována. Zejména v Diskusi studentka prokázala, že se v problematice své diplomové 

práce velmi dobře orientuje. 

Cíle práce byly splněny a připravené konstrukty budou jistě využity školícím pracovištěm 

v dalším výzkumu. 

Práci doporučuji k obhajobě. 

 

 

 

 

 



Otázky a připomínky oponenta: 

Otázky: 

1. Můžete, prosím, podrobněji popsat přípravu plazmidů pomocí homologní rekombinace 

(kapitola 5.2., str. 42)? 

V textu diplomové práce chybí informace, jaké plazmidy byly použity pro přípravu 

fragmentů ke klonování.  Není uvedena velikost PCR fragmentů, poměr fragmentů použitých 

při transformaci kvasinek, účinnost transformace a homologní rekombinace. Nejsou uvedeny 

výsledky ověřování získaných plazmidů. Jaký podíl plazmidů měl odpovídající sekvence? 

Jaké fragmenty bylypři ověřování sekvenovány? 

Bylo by užitečné vytvořit schema spojovaných fragmentů s detailem překrývajících se 

sekvencí. 

 

2. (Str. 23) Jak se liší rychlost růstu kvasinkové kultury na médiu, které obsahuje 0,17% 

YNB, a na médiu, které obsahuje 0,67% YNB?  Proč jste používaly dvě různé 

koncentrace?.). 

 

3. (Str. 52, kapitola 5.4.3.1: Proč jste ke sledování vlivu cornichonů na změnu 

membránového potenciálu používala kmen s delecí genů kódujících transportéry 

monovalentních kationtů? 

 

4. (Str.57, obr. 23): Testovala jste vliv cornichonů na lokalizaci Nha1 i v přítomnosti zvýšené 

koncentrace solí? 

 

Str. 59, obrázek 24: Výrok o vlivu cornichonů na lokalizaci Tok1 by bylo potřeba potvrdit 

analýzou obrazu – u většího počtu buněk. Z přiloženého obrázku není rozdíl mezi buňkami 

produkujícími Nih1 a Nih4 zřetelný. Kolik buněk jste hodnotila při ověřování lokalizace pro 

1 typ interakce (např. při určení vlivu Nih1 na lokalizaci Tok1)? 

 

Připomínky: 

U médií pro kvasinky by bylo vhodné rozlišit minimální a komplexní média. Složení média 

byste měla jednotně uvádět v procentech nebo v gramech na litr (Liší se u složení YNB a 

YPD, apod.). Str. 23: U YNB média nemáte uvedeno pH. 

 

Tabulka 9, str. 20: Chybně použitý název: Tabulka 9: Primery použité při mutagenezi 

tryptofanu na pozici 68 v Erv14.: Indukce mutací je na úrovni DNA, nikoliv na úrovni 

aminokyselin. 

 

Tabulka 12, str. 24: Je nevhodné spojit do tabulky spotřební materiál a přístroje: Kličky nebo 

zkumavky nelze označit za přístroj. 

 

4.3 Měření optické denzity buněk: Pokud dva přístroje měří různé hodnoty OD při stejné 

hustotě buněk v suspenzi, bylo by vhodnější uvádět předpokládanou koncentraci suspenze 

buněk, nikoliv hodnotu OD – např. str. 27. 

 

Str. 27: do média se nepřidávají „auxotrofní látky“ 

 

Str.27: „koncentrace G418 na jedné misce odpovídala 1100 μg/ml“. Opravdu tak velmi 

vysoká? Proč neuvádíte koncentraci na 1 l? 

 

Obr. 20: chybí popis velikostního standardu. 



 

. 

 

Návrh hodnocení oponenta  

 

 výborně    velmi dobře    dobře    nevyhověl(a) 

Podpis oponenta: 

 

 

 


