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Cile prace: Cilem prace bylo charakterizovat fenotypy dosud nepublikovanych mutanti Rpgl/
elF3a a analyzovat moznou tlohu Rpgl Vv organizaci mikrotubuli v prubéhu bunééného
déleni. Dal$im cilem byla pfiprava novych kmeni s mutantni formou Rpgl v kombinaci s
deleci genu BUBL a jejich charakterizace.

Struktura a formélni uroven prace: Diplomova prace vrozsahu 116 stran ma standardni
strukturu, s vyjimkou kapitoly Cile, ktera je netradicné zafazena az za Literarni piehled a
Material a Metody. Ve srozumitelné napsaném Literdrnim prehledu jSou na 15 stranach

uvedeny zakladni poznatky o Rpgl proteinu, jeho uloze v translaci, o mikrotubularnim
cytoskeletu S. cerevisiae a o mitotickém kontrolnim bodu buné¢ného cyklu konkrétné o roli
BUBI kinazy v kontrole mit6zy. Jsou pouzity relevantni literarni odkazy, které jsou v praci
citovany, celkovy pocet literarnich odkazd Vv diplomové praci je 60. V podrobné casti
Material a metody (21 stranek) jsou uvedeny vSechny pouzité chemikélie, organismy,
materialy a postupy, které byly aplikovany v experimentalni &asti. Site pouzitych metodik je
dostacujici a metodiky jsou adekvéatni ciliim prace a odpovidaji prezentovanym vysledkiim.
Ve vysledkové casti, ktera ma 53 stran, jsou vysvétleny cile jednotlivych pokust a dosazené
vysledky. Dokumentace vysledki je adekvatni a mnozstvi provedenych experimentl
dostacujici. K dokumentaci vysledkli je pfiloZzena fada grafii a mikroskopickych obrazkd.
V diskusi, ktera je velmi struéna, jsou dosazené vysledky porovnany s dostupnou literaturou.
Casto viak diskuse sklouzava k popisu vlastnich vysledkli a postradam predlozeni n&jakych
hypotéz a na zakladé dosaZenych vysledkii a jejich diskuse pak navrhy na dalsi feSeni
problematiky. Také vétsi mnozstvi pieklepti a nedokonale formulovanych vét svéd¢i o tom,
ze diskusi bylo vénovano méné pozornosti, nez ostatnim c¢astem diplomové prace. Zavery
diplomové prace jsou vystizné. Celkové je mozno fici, ze prace ma dobrou grafickou a
jazykovou uroven a je sepsana peclive.

Splnéni cila préace a celkové hodnoceni:

Cile diplomové prace byly splnény. Byla pfipravena fada kment S. cerevisiae, které slouzily
k vlastni podrobné analyze. Byly charakterizovani novi mutanti Rpgl-2 a Rpgl-3, kde bylo
potvrzeno, Ze u nich nedochazi podobné jako u mutanti s diive charakterizovanou mutaci
v genu rpgl k zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi, ale blok se objevuje i Vv jinych fazich
cyklu. U nové charakterizovanych mutanti nebyla zjisténa citlivost k benomylu, ani defekty
mikrotubuli organizovanych nové po depolymerizaci nokodazolem. Detailngjsi studium
bunéného déleni v mutantnich bunikach ukézalo, Ze je naruSen piechod do anafaze a
vystoupeni z mitdézy. Na roli Rpgl proteinu v bunééném déleni S. cerevisiae ukazala dalsi
série experimenttl, které prokéazaly synteticky rastovy defekt gent BUBL a Rpgl. Vysledky
dosazené v ramci feSeni diplomové prace naznacuji vyznam translace v pochodech spojenych




S bunéénym cyklem, zejména v kontrole piechodu z mitézy do cytokineze. Prace je metodicky
bohata a vysledky se jisté uplatni jako soucast komplexniho vyzkumu Vv oblasti bun&éné role
translagnich faktorii probihajiciho v Laboratofe reprodukce buiiky MBU AVCR.

Otazky a pfipominky:

1) Vase pozorovani, ze mutanti Rpgl-2 a Rpgl-3 u kterych jste potvrdili snizenou translaci
maji problémy s uvolnénim do anafdze a ukoncenim mitézy povazuji za zajimaveé. Jaké
mohou byt mechanismy této funkéni interakce translace S kontrolnim bodem (kontrolnimi
body) buné¢ného cyklu?

2) Vysledky naznacily moznou pifimou ¢i neptimou souvislost mezi funkci BUB1 a Rpglv
bunécném déleni. Jaké mozné dalsi pfistupy a nastroje byste pouzila k dalsimu prohloubeni
znalosti o této interakci.

3) Jaké mechanismy a proteiny mohou hrat roli v defektnim chovani mikrotubularniho
mitotického vieténka v pfechodu z metafaze do anafize? Byly absence tvorby anafazniho
vieténka a neobvykld uspotfadani mikrotubulii kolem SPB, pozorovany pouze U Rpgl mutant
po uvolnéni bun€k z nokodazolu? V mutantech bez piedchozi depolymerizace mikrotubull
podobné defekty mikrotubuli, tieba v mensim rozsahu, pozorovany nebyly?

4) Pro¢ jste vybrala k depolymerizaci mikrotubuld S. cerevisiae nokodazol, které dalsi latky

by mohly byt pouzity Kovéfeni hypotézy, Ze pozorované efekty byly spojeny s
depolymerizaci a naslednou polymerizaci mikrotubuld.
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