Posudek skolitele na diplomovou praci Pavla Bokvaje
Role transportu tubulinu mezi jaddrem a cytoplazmou

Dovolte mi zacit tento posudek obecnou tivahou. Véda je tézka prace. Je tézka fyzicky
— kolikrat je tfeba obétovat své sily i svilj volny ¢as a kvili zdaru experimentu tfeba prespat
v laboratofi. Je té¢Zka 1 psychicky — vzdyt mnohdy je pfetézké udrzet na zfeteli svij cil a
nepodlehnout deziluzi pod tihou hory negativnich vysledki. Jen ten, kdo je ochoten obétovat
kus sebe sama a vydrzet, i kdyZ experimenty ne vzdy poskytuji unikétni a vzrusujici vysledky,
muze ve védeé uspét.

Projekt, ktery vramci své diplomové prace fesil Pavel Bokvaj, je unikdtni v tom
smyslu, Ze jde o novy smér vyzkumu. Existence jadernych exportnich signdlnich sekvenci
(NES) byla publikovana nasi skupinou v roce 2006 a od t¢ doby na této problematice dale
pracujeme. Pavel Bokvaj tak vstoupil do jiz béziciho projektu, mél k dispozici vétSinu vektora
a zab&hanych metod. Proto na zacatku jeho diplomové prace bylo téma pomérné Siroké.
Zahrnovalo praci s zivo¢iSnymi kultivovanymi buiitkami, kde mél Pavel testovat aktivitu
jednotlivych signdlnich sekvenci ve fuzi s NES stejnym zptsobem, jako v té dobé jiz byly
sekvence otestovany nasi skupinou na rostlinnych bunkach. Dale mél za ukol testovat vliv
exprese tubulinii nesoucich mutaci v jednotlivych NES v rostlinnych bunkéach a celistvych
rostlinach pomoci jiz ptipravenych vektort. BohuZzel béhem feSeni prace narazil Pavel na
nékolik objektivnich prekazek. Predevs§im, expresni vektory pro Zivoc¢isné bunky pfipravené
v nasi laboratofi byly nevhodné, pravdépodobné vlivem nevhodné formy GFP. Po sérii
transfekci provedenych Pavlem bylo tedy rozhodnuto, Ze experimenty pifevezmou odbornici
z jiné laboratofe, ktefi posléze zménou expresniho vektoru i formy GFP dosahli kyzeného
vysledku. Pavel dale pokracoval na pon¢kud zizeném, stale vSak dost Sirokém tématu, kdy
transformoval rostliny Arabidopsis thaliana a provad¢l testy na kultivovanych buikach
tabaku. Zde se objevil dalsi fakt, a to Ze exprese mutovanych tubulind nemé oproti naSemu
ocekavani v bunkach zadné dramatické efekty a Ze je velmi dobife sndSena bez zjevnych
problému. Totéz platilo o rostlinach Arabidopsis thaliana, které po indukci navic exprimovaly
transgen pouze mozaikovité a jen v nékterych organech. Zde meéla zaCit mravenci prace
v selekei rostlin a bunéénych linii, kde je exprese uspokojiva, a v hledani jakychkoliv efektt,
které¢ exprese mutantnich tubulini mize mit. Pavel vSak jakoby nahle vycerpal svlij zajem a
v okamziku, kdy bylo tfeba nejvice jeho invence a vytrvalosti, experimentoval malo, spisSe
chaoticky a bez systému. Aby ziskal vice Casu na dokonceni alespon jedné experimentalni
linie, rozhodl se dale v€novat jiz jen celistvym rostlindm, pficemz testovani bunck prevzali
jini ¢lenové tymu. Ani toto dalsi zGzeni tématu vSak nepomohlo. Zptlisob experimentovani a
ochota investovat vice ¢asu do této prace se bohuzel nezménily. Faktor nedostatku casu zde
spise nehral roli, nebot’ nutnost vykonat ¢i opakovat nekteré experimenty byla Pavlovi znama
i n€kolik mésict pfed dokoncenim diplomové prace. Vysledkem je prace, kde mnoho
experimentll uplné zbytecné konci konstatovanim, ze je tieba pokus zopakovat, nebot
bunék/rostlin/idaji nebylo v pokusu dost na dobré statistické hodnoceni vysledkii. Timto se
ovSem vysledky stavaji viceméné bezcennymi, jako by tomu bylo u jakéhokoliv jiného
védeckého projektu.

Presto vSak Pavel béhem feSeni narazil na hned nékolik velmi zajimavych problému,
které jsou neCekané a rozhodné¢ stoji za to dale rozvijet. Piikladem je zjiSténi, Ze leptomycin B
nema na rostliny Arabidopsis zadny makroskopicky vliv, pokud je aplikovan po dobu
dokonce né¢kolika dni. Zajimavé je také zjisténi, Ze tubulin se nehromadi v jadrech vlivem
chladu u bunék Arabidopsis thaliana. Proto je tim vétsi Skoda, ze projekt skoncil jakoby napil
cesty.



Pti psani textu diplomové prace Pavel vytvofil text o standardnim ¢lenéni, s minimem
preklepti, nepiesnosti ¢i neobratnych vyjadieni, které se vyskytnou snad ve vétsing€ védeckych
prvotin, jakymi jsou diplomové préace. Pii vypracovavani textu Pavel naopak prokazal, ze o
problému dokaze premyslet. Velmi dobie pracoval s literaturou a v diskusi neopomnél vhodné
diskutovat vSechny aspekty svych vysledkii. Tim vice je Skoda, Ze v experimentalni ¢asti
nemohl uvést vice dat.

Pies vyse uvedené vyhrady Pavel Bokvaj zcela nepochybné prokazal, Ze je schopen
samostatné experimentalni prace a jejiho zpracovani do védeckého textu standardniho typu.
Praci proto doporucuji k obhajob¢ a hodnotim jako velmi dobrou.

Nakonec si dovolim poprat Pavlovi Bokvajovi mnoho uspéchti a vytrvalosti
v piipadné dalsi védecké kariéte. A jesté pridadm sviij ndzor, Ze vyznamné védecké uspéchy se
vétSinou neziskavaji diky jedinému genidlnimu experimentu, ale pomoci dlouhodobé
soustfedéné, trpelivé, mravenci a pokorné praci, kterd jedind miize vést ke kyzenému
vysledku.
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