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Diplomova prace Magdaleny Kratochvilové se zabyva transmembranovym glykoproteinem NG2. Tato
molekula byva ¢asto pritomna na povrchu bunék, které jiz nelze oznacit jako buriky kmenové, ale
zaroven jesté nejsou plné diferencovany. V diferencovanych burnkach je exprese NG2 dramaticky
sniZena, ale mliZe byt opét obnovena pfi poskozeni tkané anebo v burikach nejriznéjsich nadora.

Diplomova prace studuje dopad zvySené exprese NG2 na morfologii bunék, konkrétné jeji ulohou
v mezenchymalné-améboidnim prechodu. Tuto zménu morfologie bunék pod vlivem vysoké hladiny
glykoproteinu NG2 se v praci podafilo prokazat a zfejmé by se mohla podilet na zvysené invazivité
nadorovych bunék. V praci je téz testovana role cytoplazmatické éasti glykoproteinu NG2 v aktivaci
signalni drahy Rho/ROCK, prekvapivé vsak Zadna aktivace zmiriované drihy nebyla zjisténa.

Clenéni préace na jednotlivé kapitoly je standardni a odpovida zvyklostem nasi katedry. Kapitola Uvod
prehledné shrnuje soucasnou Uroven znalosti o invazivité nadorovych bunék, Rho/ROCK signalizaci i
glykoproteinu NG2. PouZitd literatura je spravné citovana a pokryva jak ¢lanky starsiho data, tak i
recentni publikace. Pfekvapilo mne vsak, Ze v kap. 1.2. o Rho GTPazach je cela strana textu bez jediné
citace (str. 14). Kapitola Material a metody je nejrozsahlejsi ¢asti diplomové prace, popisuje vétsinu
pouZitych metod skutecné podrobné. Hned v Uvodu této casti je vypsana charakteristika kmene
DH5a bakterii E. coli, ale jednotlivé zkratky genotypovych charakteristik nejsou zahrnuty v seznamu
zkratek. Pouzité savci bunécné linie K2 a A3 nejsou krysiho, nybrz potkaniho plvodu. V kapitole chybi
specifikace pouzitého fluorescenéniho a konfokalniho mikroskopu (typ konfokalni mikroskopu je pak
zminén v legendé k obr. 13, to ale nepovazuji za dostacujici). Cile prace jsou definovany strucné a
jasné, vytycuji vSak predevsim praci se zkrdcenymi variantami NG2, coZ nekoresponduje s kapitolou
Vysledky a Shrnuti. Kapitola Vysledky ma nékolik ¢asti, obsahuje velké mnozstvi obrazkd a graft.
Prvni ¢ast shrnuje praci s kompletni molekulou glykoproteinu NG2. Tato ¢ast byla jiz publikovana
(Pankova et al., 2012), Magdalena Kratochvilova je spoluautorkou ¢lanku. Druhd ¢ast se zabyva
zkracenymi variantami proteinu NG2, konkrétné jeho cytoplazmatickou ¢asti. Mam vyhrady k obr. 27,
ktery neni dostatecné kvalitni, zvlasté cast tykajici se aktinového skeletu. Navic se na obr. 27 zda, ze
exprese konstruktu YFP-Cyt. NG2 je vyrazné slabsi neZ exprese konstruktu YFP-Cyt. NG2 APDZ. Je
tomu skutecné tak, anebo se jedna o artefakt vznikly nasnimanim rozdilnych rovin bunék? V obrazku
navic schazi méfitko, takze si ani nejsem jista, zda jsou burky ukdzany pfi stejném zvétsSeni. Diskuze
je zdarilou kapitolou, ktera se snazi dosazené vysledky zasadit do kontextu jiz publikovanych praci. Je
zde také rozebrano nékolik moznych vysvétleni, pro¢ cytoplazmatickd doména NG2 nezvysSovala
mnozstvi aktivniho Rho-GTP.

Formalni Uroven prace je na prvni pohled velmi dobrd, nebot text je logicky rozélenén a vhodné
doplnén obrazky ¢i tabulkami. Pfi pozorném cteni se vSak objevi celd fada prohreskl a prehlédnuti.
Pocet preklepl je dosti vysoky a zahrnuje nejen chybéjici ¢i pfehozena pismena, ale téZz chyby ve
shodé prisudku s podmétem. Latinské nazvy organizm( by mély byt psany kurzivou (str. 17 ,lze
identifikovat homology NG2 i u dalSich ZivocichG vcetné obojzZivelnik( (Xenopus), ryb (zebficka) Ci
hlistic (C. elegans)”). Nékteré formulacni neobratnosti plsobi az Usmévné — kap. 2.5. DNA
elektroforéza ,nalijeme zchladly gel”, kap. 2.17. Pfiprava stabilnich linii ,Z takto pfipravenych



stabilnich linii vytvofime konzervy“ atd. Obr. 3 kombinuje ¢esky i anglicky text (kofilin, kontraktilita
oproti inactive Rho). Legenda obr. 14 a 28 je velmi strohd, u obr. 19 zcela chybi. V obr. 20 vypadl
popis osy y. Seznam literatury nebyl po automatickém vygenerovani dostate¢né zkontrolovan, takze
obsahuje nestandardni poufziti velkych/malych pismen ¢i mezer. VySe zminéné prohfesky vsak
pozornému ctenafi nejsou na prekazku plného pochopeni textu.

Pres uvedené vyhrady predkladana prace Magdaleny Kratochvilové spliiuje veskeré naroky kladené
na diplomovou praci, proto ji doporucuji k obhajobé.

K praci mam jesté nasledujici otazky:

1. Obr. 15 a 20 kvantifikuji morfologii bunék v tzv. 3D kolagenu. Bunky exprimujici kompletni
NG2 vsak v obr. 15 ukazuji prevahu améboidni morfologie, zatimco v obr. 20 je vice bunék
s mezenchymalni morfologii. Cim si tento rozdil vysvétlujete?

2. Na obr. 34 je zobrazena kvantifikace fluorescencniho signalu, ktery odrazi mnozstvi Rho-GTP
v burice. Kolik bunék bylo takto zhruba vyhodnoceno?

3. Pro¢ nebyla do pokust prokazujicich vliv PDZ vazebného motivu na aktivaci Rho/ROCK
signalizace zahrnuta linie bunék K2 stabilné exprimujici cely glykoprotein NG2? Nebyla by to
vhodna pozitivni kontrola?

4. V diplomové praci je diskutovana uloha PDZ-vazebného motivu na aktivaci rliznych signalnich
drah. Mohly by mit na signalni drahy vliv i jiné Casti cytoplazmatické domény NG2? Co je
v tomto kontextu znamo napft. o fosforylaci cytoplazmatické domény NG2?
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