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Nézev prace: Lokalizace vybranych proteinti v pribéhu vyvoje kvasinkové kolonie

Cile prace

Cilem prace bylo ptipravit kmeny Saccharomyces cerevisiae nesouci geny FET3, PDR5,
STL1 a PHOS9 fazované s genem pro fluorescencni protein (GFP) a sledovat expresi a
lokalizaci pfislusnych znacenych proteint jak v bunikéch, tak v kvasinkovych koloniich
v prubehu jejich vyvoje.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZzadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 150

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO NE

Je uveden seznam zkratek? ANO NE

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO, ale mohl by odpovidat 1épe NE
Je napsan srozumitelné¢? ANO NE
Pouzil(a) autor(ka) v reSers$i relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO NE
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO NE

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? =~ ANO NE
Kolik metod bylo pouzito? Pfiblizn¢ 15
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO NE

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO NE
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO  NE- - v ¢em jsou nedostatky?
Postacuje mnozstvi experimentt k ziskdni odpovédi na zadané otazky?
ANO NE —co chybi, v ¢em je nedostacujici?

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

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni Grovein prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):
Obrazova dokumentace a graficka stranka prace je na velmi dobré tirovni. K textu mam vSak
fadu kritickych pfipominek (viz nize).




Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Cile prace byly splnény. Velmi ocenuji experimentalni stranku prace, a to jak z hlediska
technického provedeni (autor prokdzal zna¢nou zrucnost, ale i trpélivost), tak z hlediska
celkové koncepce. Priprava kmentl nesoucich znacené geny byla naro¢na, zejména v ptipadé
umisténi GFP mezi signalni sekvenci a N-konec genu FET3. Analyza kolonii pomoci
mikroskopie jednotlivych ftezl, piipadné pomoci frakcionace a nasledné pritokové
cytometrie neni nikterak samoziejmou a jednoduchou metodou, ale vysledky dokazuji, Ze
autor vSechny potiebné techniky velmi dobie zvladl. Prace vynika zna¢nou metodickou §ifi a
je evidentni, Ze autor ziskal Siroké experimentalni zkuSenosti. Diskuse navic ukazuje, ze o
své praci hluboce premyslel. Vysledky jsou inovativni — napt. v piipadé proteinu Pho89p
byla jeho lokalizace v ramci kolonie studovana poprvé.

Takto zajimavé vysledky by si vSak byly zaslouzily mnohem leps$i zpracovani. Diplomova
prace klade znacné naroky na pozornost a trpélivost Ctenare, protoze mnohé formalni
nedostatky komplikuji orientaci v textu.

Otazky a pripominky oponenta:
Nékteré vybrané formalni pfipominky:
1. Jazykova uroven anglické verze abstraktu je nevalna.

2. Autor téméf neustale pouziva laboratorni slang (,,stacel jsem®, ,,falkona*)

3. Str. 15, str. 20 — tika se ,,sekretoricky*, nebo ,,sekrec¢ni*?

4. Nastr. 19 a 55 se vyskytuji vykiiky ,,Error! Reference source not found*

5. Str. 37- ,,Primery pro C-terminalni fuzi jsem navrhoval podle vyrobcem doporucené
literatury*. O jakého vyrobce se jedna?

6. Nenasla jsem obrazek 15. Cislovani obrazka od str. 56 dal je ponékud zmatené.

7. Nastr. 51 a dal autor nepouziva jednotné znaceni kmend, které vytvofil. Byvalo by

bylo dobré ud¢€lat souhrnnou tabulku kment, které byly ve studii pouzity.

8. Nastr. 51 se nahle objevi ,,varianty B113 a B115* a ,,bodov4 mutace S222P*, ale
teprve o stranku dal se ¢tenaf dozvi, co uvedené symboly znamenaji a ze bodova
mutace byla v GFP, nikoli v jiném proteinu.

9. Nastr. 110 a dal je nejasné Cislovani grafii. O grafu ¢.1 nenachdzim zminku v textu a
z popisky neni jasné, ke kterému kmenu se graf vztahuje (pfedpokladam, ze
BY4742).

10. Na konci § 4.2.1.2. autor bez dal$iho komentare uvadi, ze v zavérecné fazi sledovani
kolonii BY-Pdr5-GFP nebylo mozno najit zadny GFP signdl. Zelend barva na
obrazcich 38 a 39 je tedy zpisobena autofluorescenci?

11. Str. 120 — protein Fet3p zajist'uje ptijem zeleznatych (ferrous), nikoli zeleznych ionti.

12. Str.37, 42 — autor pouziva termin ,,transformace GFP*, pfestoze se zjevn¢ jedna o
vytvoreni fuze.

13. Teoreticka ¢ast obsahuje hezké kapitoly o méteni pH v buiice, i kdyZ souvislost
s vlastni praci je jen volna. Zato postradam alespon kratkou resersi o genech, kterymi
se autor v praci skute¢né zabyval. Tato mezera je sice ¢astecné zaplnéna béhem
diskuse, ale pro ¢tenare by bylo mnohem piijemnéjsi, precist si o ptislusnych genech
jesté pred popisem experimentil a vysledk.

Otazky k vysledkiim DP:
1. Jak si autor vysvétluje, Ze u kmenti nesoucich znacené geny doslo ke zmén¢ fenotypu
ve srovnani s rodicovskym kmenem, pokud jde o vyvoj kolonii na GMA (kap.4.1.4)?
Jsou zmény zpiisobeny pouze ptitomnosti GFP?




2. Nastr. 50 a 51 autor uvadi, ze u kmenu BY-Fet3p-GFP1i byla alkalizace velmi slaba.
Nedalo by se z obr. 21 soudit spi$ na to, Ze alkalizace byla posunuta v ¢ase?

3. Obrazky 21 a 23 popisuji zdanliveé stejny experiment, ale s pon¢kud odlisnymi
vysledky. Jedna se o bézné pozorované rozdily v ramci jednoho typu experimentu,
nebo jde o néjaky dulezitéjsi jev?

4. Populace bunék v ramci kolonie se li§i mimo jiné velikosti vakuol. Je zndmo, pro¢
tomu tak je?

Névrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)
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