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Cile prace: Testovani hypotézy, Ze za vazbu na migtubuly je u Hsp90_MT
zodpowdna KE-doména

Struktura ( €lenéni) prace
Rozsah prace (get stran): 81
Je uveden anglickydesky abstrakt a kilova slova? ano

Formalni aroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznamatitiey)
Formalni urove prace je velmi dobra, drobné nedostatky jsou Znyiv pripominkach

Logicka stavba a jazykova urova prace
Diplomova prace je ddb zpracovana, jednotliv@sti jsou psany srozumiteélns logickou
stavbou a dobrotestinou. Drobné nedostatky jsoubpmireny v giipominkach.

Literarni p Fehled:
Odpovida tématu a je logickieren? ano
Je napsan srozumitéth ano
Jsou pouzité literarni zdroje dostaié, relevantni a aktualni? ano
Jsou literarni zdroje ¢etné obrazki) v praci sprava citovany? ano

Material a metody:

Sie pouzitych metodik. Odpovida cili prace

Odpovidaji popsané metody prezentovanym vyfle@k ano

Jsou metody srozumitélpopsany? Ano, aleskteré jsou zbytn¢ podrobné nap
rozpis Sépeni restriknimi enzymy pro klonovani a jiné jsou jen velmitké& Chybi popis
genotypu kmeh E. coli pouzitych pro klonovani i pro expresi —vice jeétopvedeno
v pfipominkach a dotazech

Experimentélni ¢ast:

Je vysitlen cil experimerit? ano

Je dokumentace vysladkdekvéatni? Vcelku ano, mozné by bylo vhodnéudwntovat
fotografiemi gel jednotlivé kroky klonovani — PCR &gieni restriktazami atd.

Je mnoZstvi provedenych experinietist&ujici? Pro jednozrémou odpo¥d’ na otazku
zadanou v cili prace budou peba jest dalSi experimenty, alggmg jich vice v danéndase
nebylo moZno provést a autorka si je tokdoma a navrhuje nasledné experimenty v dis
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Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovarstrnlah vysledk? ano
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ano
Jsou uvedenydpké hypotézyi navrhy na dalSfeSeni problematiky? ano

Zavéry (Souhrn):
Jsou zakry podlozené vysledky? ano
Jsou vystizéformulovany? ano

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Diplomova prace Bc. Martiny Benakové se tyka vetajimavého tématu, a to interakce
cytoskeletu s proteiny ovliwjicimi kvalitu proteiri a tim i celkovou proteinovou
homeostazi v hice. Ve své praci se snazila najit doménu tabakoukaperonu Hsp90
zprostedkovavajici jeho vazbu k mikrotulimh. Navozeni zrny funkce nalezené domeény
by pak pomohlo identifikovat procesy zavislé nameblivnéné interakci Hsp90

s mikrotubuly.

Cil diplomové prace byl spén, byla identifikovana KE-doména, ktera by mohla
zodpowdna za vazbu NtHsp90 MT na mikrotubuly. Pro kKone potvrzeni této domén
jako interakni, bude vSak pé&tba je&t provést dalSi experimenty, jak ostatutorka sams
navrhuje v zadru oddilu Diskuse. Autorka sice Uglmpieswdcivé ve své experimentalr

praci KE-doménu nepotvrdila, spiSefinesla prvni dkazy o jeji mozné interak¢

s mikrotubuly, ale diplomova prace jako celek jeagovana velmi ¢gkné a je z ni vidt, Ze
jde o samostatnou praci autorky. Je takéjmaé, Ze autork&eSené problematice diah
porozungla, dokazala se dod zorientovat i v dostupné literéua tuto literaturu vyuzi
k obhdjeni ziskanych vysletlla navrzeni nasledujicich experiment

V literarnim Uvodu, autorka ¥masi srozumitelnym a iphlednym zpissobem

dosavadni poznatky o studované problematigetne jeji navaznosti naipdchozi studie

Skolitelské laborat@. Takto zpracovany literarni Uvod umioje ctendi snadwjSi
pochopeni studované problematiky. Experimentéist mapuje sled experiménkdy neni
sice Zejmé, jestli tyto byly provashé pouze jednou nebo opakovaale jsourazené logicky
a navazuji na sebe. Kapitola Diskuse je vedenaivalaile activé a autorka srozumitelnyr
zpasobem zasazuje ziskana experimentalni data do Xtantestudované literatury i O
vztahu s pedchozimi vysledky laborate. V z&éru prace autorka iphled@ shrnuje
dosazené vysledky.

Celkow hodnotim diplomovou praci Bc. Martiny Benakovégaieliv é pripravenou,
vcetrg Upravy i jazykové stranky. Po formalni i obsah®téance tato diplomova pra
spliuje pozadavky kladené na diplomové préace, a pratogoriuji k obhajolg a hodnotim
ji znamkou vyborg.
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Otéazky a pripominky oponenta:

Pripominky
PrestoZe povaZzujiiedkladanou diplomovou praci zakmé zpracovanou, mam par
poznamek a dotéz a to spis k provadym experimenim.

Zatnu ale formalnimi poznamkami. | kdyZ je po jazykewénce prace velmi zil, par




pieklepi se nahromadilo kopirovanim popisu obra2kim, Ze se &kdy ®€zko hledaesky
ekvivalent k anglickému vyrazu, slovo polsfako ekvivalent cushion, i kdyZ jde o spravn
pieklad, mi zni podive Mozna by pomohlo Zazeni obrazku znaazaujici tuto vrstvu u
popisu metody a nejen v literarnim Gvodu, aby lzymé, o jakou vrstvuipsre jde. Steji
tak bych nepouzivala vyraz filtratko, ale filtr.

Obr. 3 v literarnim Gvodu a obr. 9 v experimentéhsti nejsou v r¥itku alespd zhruba

odpovidajicim velikosti jednotlivych domén, tafisek 3 je ve skutaosti vice nez 3x mens$

nez usek 5,itom jeho velikost na obrazku je oproti Useku 5d&&dvojnasobna.

V experimentélnéasti, v kapitole tykajici se klonovani je zZravan neusgsny pokus o
naklonovani useku dlouhého 198bp a tento nals Ficitan malé velikosti fragmentu.
Z vlastni zkuSenosti vim, Ze je mozné naklonoveteky dlouhé150 bp a celkem bez

problémi v porovnani s dlouhymi fragmenty a torimppym S€penim produktu PCR. Nezdar

bych spis fi¢itala pra¢ zpisobu Stpeni restriknimi enzymy, nap dvojita S¢peni nemusi
byt vzdy dost tinna. Uvadny popis Stpicich reakci, kdy jsou pouzivanzna mnozstvi
stejnych enzyrinv raiznych reakcich o stejném objemu se mi zda podste@g jako rozpis
jednotlivych ingredienci na setiny mikrolitru. Te snad i fi pouZiti velmi gresnych pipet
neda Uply zarwit.

V préaci chybi popis genotypu bakterialnich kriierejména kmene Rosetta2 pouzitého pr
expresi fragmeritHsp90 VE. cali, protoze existujedkolik variant tohoto kmene. Autorka
zvolila jiny expresni kmen, neZ byl pouZity ve stejaboratti pro expresi celého
NtHsp90_MT v praci Krtkova et al., 2012. Jaké bgiyyody znmeny expresniho kmene? Zd
se mi, Zze s celym proteinem bylo v publikované pdésazeno vysSich w$ika
rekombinantniho proteinu nez u jeho fragnenpredkladané diplomové praci. Bylo by
tudiz vhodné do experiméns novym kmenem #adit také cely protein jako kontrolu
kmene, zda je tento pouzitelny pro expresi Hsp90 ayjdho fragmerit Na mnozstvi
exprimovaného rozpustného rekombinantniho protgitizi pak zalezi usggnost jeho
purifikace a pak i naslednych pokus kosedimentaci s mikrotubuly. Zkterych obrazk
monitorujicich arove exprese je sice vitljeji dosti vysoka hladina, ale nasledna purifika
prilis UsgsSna nebyla. Nenitgjmé nebo neni dokumentovano, jakdssp byly jednotlivé
Useky exprimovany ve&tsim objemu kultury, zda nebyla Gravexprese odliSna od
testovaci malé kultury a byla by tak nutna optizedie na velky objem. Testovanim pom
rozpustné (supernatant) a nerozpustné (pelet) fggdnotlivych tsek Hsp90 by bylo
mozné titrovat koncentraci IPTG, vysi teploty akiéindukce, nebo se snazit zvysit
mnozstvi rozpustného proteinu vnesenim plazmidthaperony prde.coli. Mozna také
nebyla Upl@ cinna sonikace pouzita pro rozruSeni bakterialniailb a bylo by s vyhodou
pied sonikaci jestpusobit na biky nag. lysozymem a zajistit tak maximalni mozné
mnoZstvi proteinu pouzitelného pro purifikaci.

DalSi poznamka se tyka monitorovanilmthu purifikace, jednotlivych krak tj. vzdy
zahrnout vzorek nanaSeného supernatantu, prote&lfbou a pak jednotlivych
promyvacich frakci. Pokudtkde neni protein vi¢t uz na zéatku, v nanaseném
supernatantu, pak bych hledala problém v Urovniese Pro testovani frakci, ve kterych
jsou fragmenty Hsp9@Zko viditeIné bych pouZzila spiSe imunobloting stipatkou proti
His-kotw, kterd je pouzivana pro purifikaci jednotlivyclagment a je vdzana na jejich N-

konci, pokud vSak nedoslo po purifikaci k jejimus@geni, které ale neni v praci popsanoi.

Tak by autorka rfla jasny pehled, kde se vyskytuje i malé mnozstvi proteinda
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vhodné by bylo pouZit tuto protilatku pro identdi fragmentu, ktery ma podobnou migr3




v gelu jako tubuliny a ®#la by jasno, zda tento fragment s mikrotubuly kasedtujeci
nikoli. Stejre tak by bylo mozné pouZzitim protilatky a imunoblatiiSit, zda jsou v
purifikovanych fragmentech Hsp9@ifmmny pouze kontaminujici cizorodé proteiny nebo
také degradai produkty daného fragmentu.

DalSi otazky

Jakym zisobem nize Hsp90_ MT ovliiovat znovuuspi@dani mikrotubul po uvolréni

z chladoveého Soku, kdyZ jsou mikrotubuly narusevié2e se vazat na tubulinové dimery
nebo protofilamenta? Jaké dalSi chaperony se pioddgolymeraci mikrotubuil

v rostlinnych biikach?

Jsou zname takeé jaderné formy rostlinnych Hsp%@a ¢xprimovany konstitutiégmebo
indukovany za stresovych podminek? Jésp exprese znamy pro NtHsp90_MT?

Navrh hodnoceri oponente (znamka nebude séésti zvéejrénych informaci)

X vyborre [ ] velmi dolte [ ] dolre [ ] nevyhowl(a)
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