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Predlozena diplomova prace se zabyva transportem tubulinu mezi jadrem a cytoplasmou u
zivocisnych i rostlinnych buné€k, a soustfeduje se na export tubulinu zjadra. Navazuje na
predchozi zajimava zjisténi z laboratote Skolitelky, pfedevsim ohledné jaderné lokalizace tubulinu
pfi chladovém stresu, a vyuziva dfive identifikovanych jadernych exportnich sekvenci NES a- a 3-
tubulinu. Jejich funkcénost byla nejdfive testovana v Zivocisnych (HeLa) burikach pomoci
transfekce vektory nesoucimi tyto sekvence ve fuzi s GFP, poté bylo testovano chovani bunék
tabaku Nicotiana tabacum (linie BY-2) a rostlin Arabidopsis thaliana po expresi P-tubulint
mutovanych v sekvencich NES, a pak byla zjisStovana lokalizace mutovanych tubulinti v bunikach
kotene A. thaliana. Zadané téma je velmi aktudlni a zajimavé, a zvoleny pfistup je zcela adekvatni
soucasné urovni experimentalni biologie rostlin.

Diplomova prace ma standardni ¢lenéni, ale navzdory pozadavkiam Katedry
(http://kfrserver.natur.cuni.cz/studium/diplom-pozadavky.html) neni pfesné dodrzena jeji

formalni tiprava a hlavné zde neni uvedena informace o tom, v kterych letech a v rdmci kterého
grantového projektu (grantova agentura, ¢islo popf. kéd projektu, nazev projektu) diplomova
prace vznikla.

Cile prace jsou zformulovany jasn€, logict€jsi by vsak bylo jejich umisténi po literarnim prehledu a
v pfimé navaznosti na néj, idealné jako logické vyusténi kapitoly 2.4. Shrnuti; toto samo o sobé na
daném misté textu neptisobi nejlépe. Literarni pfehled sam je zpracovan vcelku dobte, prehledné a
dobfe uvadi ¢tenafe do feSené problematiky.

Cést Material a metody je velmi struéné psand, ale v zasadé dostatené obsazné pro piipadné
zopakovani pokusu. Je zde ale i dost nepfesnosti:
0 umedia MS pro bunky kalusu BY-2 a A. thaliana ekotyp Landsberg erecta neni uveden agar
(a naopak zde neni uvedeno medium pro kultivaci téchto bunék v suspenzi). Navic je v tomto
mediu uvedeno pouziti ,30 g sacharosa” bez udani pfislusného objemu;
0 umedia D-MEM je pro esencialni a neesencidlni aminokyseliny bez glutaminu uvedeno
koncentrac¢ni rozmezi (0,2-0,8 mM) — 1ze tedy pouzit jakoukoli z koncentraci v daném rozsahu?
0 procjsou obsahy nékterych latek v mediich uvadény v g/l, jiné v mg/l nebo mg/ml, dalsi
v molarnich koncentracich nebo v %?
0 je pouzivana ne zcela standardni zkratka Arabidopsis thaliana wt (napt. str. 33 a dale), ale (i
kdyZ je zfejma), neni vysvétlena;
0 ve zkrdceném nazvu methanolu se piSe velké ,M*” (MetOH - str. 40);
0 nastr. 40 je uvedeno, Ze ,,...V pokusu s 10 nM leptomycinu B byla poditana v kazdém
odbéru jen V4 celé pocitaci komtirky, v pokusu se 100 nM leptomycinu B cela pocitaci komurka.”
Toto vyjadfeni navozuje dojem, Ze autor nerozliSuje mezi nanomolarni koncentraci a poc¢tem



nanomolt dodanych do roztoku (spravné: ...v pokusu s 10 nM leptomycinem B ... se 100 nM
leptomycinem B).

Cést Vysledky je popsana na 27 stranach, vét§inu prostoru viak zabiraji obrazky. Celkové
mnozstvi vysledki prezentovanych v praci neni prilis velké. V obrazcich ani v textu neni uvadéno,
kolik rostlin (bunék) bylo hodnoceno nebo jak typické byly pozorované efekty. Na str. 55 je
autorem uvedeno, Ze je objektivita vysledku sniZena pro chybéjici pfislusné struktury u kontrolni
neindukované rostliny (?? Pfesto autor piSe, Ze nebyly zjistény strukturni odchylky), nebo ze doslo
k vyrazné ztraté materidlu a hodnoty nejsou statisticky hodnotitelné, ptipadné ze doslo

k poskozeni velké casti rostlinného materialu (str. 67). Proc tedy nebyly provedeny dalsi pokusy?
V nékterych pfipadech nejsou ve vysledcich uvedeny nutné kontroly (napf. Obr. 13, chybi kontrola
(wt) a kontrolni buriky (wt) oSetfené estradiolem - indukénim agens. Obr. 19 — autor sam uvadi, ze
u vSech struktur NES2_i chybi kontrola a navic opét chybi kontrolni rostliny (wt) oSetfené
estradiolem).

Na strané 49 je uvedeno, ze vysledky méfeni mitotického indexu ,,...nasvédcuji tomu, ze 17-3-
estradiolem indukovana exprese GFP-B-tubulinu vyznamné neinterferuje s frekvenci mitoz
suspenznich bunék...”. Toto tvrzeni neni jasné a navic se zda byt v rozporu se zavéry z kapitoly
5.2.1. (str. 71).

V nékterych pfipadech autor srovnava nesrovnatelné, napt. Obr. 14 (str. 50): 10 nM lepB
aplikovany na 3-denni kulturu po dobu 5 dni, a 100 nM lepB aplikovany na 7-denni kulturu po
dobu 3 dni. Navic v pfipadé prvni varianty pocital autor dle vlastniho sdéleni pouze ¥4 pocitaci
komirky.

Diskuse vysledkti je zpracovana sodpovidajicim nadhledem a znalosti literatury, a doklada
autorovu snahu o vysledcich své prace pfemyslet a poctivé je prezentovat vcetné vsech
nedostatki(i. Bohuzel, v celé praci je uvedeno relativné malo reprodukovanych vysledkt a navic
prace ,skace” mezi rtiznymi modely: zlidskych HeLa bunék na rostliny A. thaliana ekotypu
Columbia, a déle na bunky A. thaliana ekotypu Landberg erecta a Nicotiana tabacum (linie BY-2)
kultivované in vitro. Pfitom ani na jednom experimentalnim modelu nebylo dosazeno souvislé
fady na sebe navazujicich, dobfe ovéfenych a dokumentovanych vysledki. V této souvislosti
nazev prace neodpovidd ziskanym vysledkim; prace by se méla nazyvat spiSe: "Prispévek
k poznani tlohy transportu tubulinu z jaddra ve vyvoji rostlin“ nebo podobné.

V nékterych pfipadech autor dochazi kne zcela presvéd¢ivym zavérim: napf. na str. 70
,...Kontrolni bunky byly ve vétsiné experimentti v pofadku, tudiz je vylouceno, Ze Slo o Spatné
provedenou transfekci ¢i nevhodné kultivaéni podminky...” — dobra kondice kontrolnich bunék
Spatné provedenou transfekci nevylucuje.

Zavéry prace jsou prezentovany jasné a prehledné, byt i misty stylisticky neobratné (napt.
,...Taktéz nedochazi ke krouceni kofenovych vlaskd, avsak redukce délky vlaski po indukci
exprese mutovanych tubulintt NES2 a NES23 neni vyloucena. ...”). Nicméné, neovéfené vysledky
do zavéru nepatfi (autor uvadi napf.: ,,...Vzhledem k velké ztraté materialu béhem pfipravy rostlin
bude tfeba vysledek potvrdit opakovanim experimentu — bod 4 Zavéru).

K praci mam nékolik dal$ich poznamek, spiSe formalniho charakteru:

Seznam zkratek je nevyvazeny (napf. je uvedena zkratka PCR, ale nikoli napi. GFP).

Proc¢ autor odkazuje nejprve k Obr. 3 (str. 12) a az o stranu dale k Obr. 1 a 2? Totéz plati pro
Obr. 10 a 9 (str. 43).



V legendé k Obr. 1 (str. 13) ma byt namisto , longitudalné” uvedeno longitudinalné.

Slovni a vétné spojenti (str. 11): ,,...a a B-tubulin jsou 55 kDa proteiny vazajici GTP, pficemz [3-
tubulin ma schopnost toto GTP hydrolyzovat. Hydrolyza GTP probiha spontanné...,, je nejasné.
Chce autor fici, Ze hydrolyza GTP probihd skute¢né spontanné (a tedy neni tfeba -tubulin), nebo
hydrolyza GTP spontdnné neprobiha?

Pro¢ autor pouzil pro své pokusy rostliny A. thaliana, ekotyp Columbia, ale jako reprezentativni
,suspenzni buniky” A. thaliana byly pouzity buiiky ekotypu Landsberg erecta (i kdyz existuiji i
bunécéné linie odvozené z ekotypu Columbia)?

Legendy k nékterym obrazktim nejsou dostatecné detailni (napt. Obr. 6 a 13).

Na strané 55 je uveden odkaz k Obr. 22 na str. 61. Tento obrazek je ale na strané 63.

Vysledky uvedené v ,,Obr.” 20 jsou ve formé tabulky. Bylo by pfehlednéjsi je prezentovat
formou grafu.

U Obr. 24 chybi jeho souhrnny nazev. Navic slovni spojeni ,,...Pomér priimérné hodnoty
poméru signalu v jadre a cytoplasmé...” je znacné nejasné (str. 66).

Odkaz na obr. 14 (na strané 71) je nespravny, ma jit o Obr. 13.

,Droga” nema afinitu k proteinu (str. 77), naopak, je to protein, ktery ma afinitu k malé
molekule (rozpoznava ji).

V celé praci je velké mnozstvi preklept.

Autor ma problémy také s vyjadfovanim; zde uvadim jen nékteré priklady:

* pouziti zdjmena muj namisto svij v Podékovani;

* vybodeni z vétné vazby — napft. ,,...studium exprese B-tubulinu nesoucim mutaci... , (Obsah
a str. 47);

* pouzivani podstatnych jmen v roli pfidavného jména pfed podstatnym jménem namisto za
nim nebo s pomlckou (napf. ,anti-a-tubulin primarni protilatka”, str. 13, legenda k Obr. 1;
namisto primdrni protilatka proti a-tubulinu);

» sméSovani fonetizujici a klasické podoby odbornych termind (napf. ,...celulosa-
syntazovymi komplexy...” - str. 12);

* ani termin ,recovery perioda” (str. 19) ani vazba ,...ve vektoru odliSném k vektortim
nesoucim...” (str. 63) do ¢eského textu nepatfi;

* slovo fuzni/fzni je v textu pouzivano jak s ¢arkou, tak s krouzkem nad ,,u”;

* pro leptomycin B je misty pouzivan termin ,droga”. Je vSak vhodnéjsi pouzivat termin
inhibitor nebo prosté latka (napf. str. 49 a déle);

* Vnékterych pfipadech pouziva autor laboratorni slang (,, Kofenova Spicka hlavniho kofene
5-denni rostliny rostouci na indukci”, str. 51).

Zavérem lze ¥ici, Ze pres vySe uvedené vyhrady predlozend prace ma potencial prispét k poznani
mechanismu exportu tubulint zjadra rostlinnych bunék a k tloze tohoto déje ve vyvoji rostlin.
Autor prokazal znalost mnoha soucasnych experimentalnich technik a pfistupti na velmi
rtiznorodych experimentalnich modelech, experimentalni zrucnost i schopnost se orientovat
v odborné literature. Celkové prace dle mého nazoru spliiuje formalni i vécné naroky kladené na
diplomové prace a doporucuji ji proto k obhajobé.

Vzhledem k vyse uvedenym nedostatkiim hodnotim praci jako dobrou.
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