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Nazev prace: Charakterisace membranového proteinu DREPP

Abstrakt: Prace obsahuje esky i anglicky abstrakt pfiméfeného obsahu i rozsahu.
Angli¢tina je v abstraktu mozna misty malinko kostrbata, ale mozna jsem jen zhy¢kana
autorovou krasnou ¢estinou.

Kliéova slova: Prace obsahuje klicova slova v anglickém jazyce, ¢imz jde nad ramec
formalnich pozadavk( na diplomovou préaci kladenych (obecna doporuceni pro formalni
Upravu DP na PfF UK zfejmé neexistuji a v katedrovych kli¢ova slova nejsou vyZadovana,
ba ani zminéna).

Cile prace, p Fipadn & formulovana/é hypotézaly
Cile prace jsou prehledné a jasné formulovany.

Struktura ( €lenéni) prace

Prace je ¢lenéna obvyklym zpisobem, rozsah Casti je pfiméfeny; ne zcela namisté je jen
pFesunuti ¢asti vykladu principa originalni bioinformatické metodiky, ktery by dle mého
nazoru patfil do vysledk(, do ¢asti Metody.(viz niZe).

Rozsah a kvalita literarniho Gvodu

Literarni tvod je pfehledny a kvalitni, a dobfe postihuje snad veSkerou dostupnou literaturu
o proteinech rodiny DREPP. Oceriuji zvlasté historicky exkurs o isolaci prvnich ¢lenu
DREPP rodiny, prozrazujici, Ze autor neni typickym pfedstavitelem generace "kit kids", tedy
Ze ma dobry prehled i o metodach nyni jiz vzacné pouzivanych.

PFizndvam, Ze muZze jit o doklad nedostate¢ného "self-advertisement" z nasi strany, ale
trochu mne na autora mrzi, Ze zamicel, pfinejmensim jedna dalSi skupina proteind kromé
PLD (s.7) je schopna interakce jak s PM, tak s mikrotubuly (viz Deeks, Fendrych et al.,
J.Cell Sci. 2010).

Literarni tvod povaZzuji za mirné nevyrovnany v tom smyslu, Ze z vazebnych partnert
DREPP je dlraz kladen hlavné na fosfoinositidy v nepomeéru k mikrotubulim a Ca2+-
kalmodulinu; toto by mélo smysl zohlednit hlavné pro pfipadné budouci dalSi zpracovani pro
publikagni ucely.

Rozsah a kvalita popisu pouzitych metod a materialu

Metody jsou popsany velmi peclivé, zpisobem, ktery vypovida o dokonalém pochopeni
jejich principl i o vynikajicich pedagogickych schopnostech.

Velmi ocenuji originalni a sofistikovany pfistup k hodnoceni kolinearity chromosomalnich
Usekd, ktery by mozna po jemném doladéni sam stéal za publikaci. Pfiznavam sice, ze
autorovu programatorskou akrobacii nedokazu sledovat, ale slovni vyklad je krasné
srozumitelny

O autorové hloubavém pfistupu vypovida i to, Ze se odhodlal napf. i k vypocetnimu
ovérovani metody pfipravy gradientovych geld, i pecliva a dobfe zdokumentovana
optimalizace techniky jejich pfipravy a vlastni elektroforetické separace, byt i vliastni
vysledky v tomto sméru maji povahu zjevné pouze predbé&znou.

Zacatek kapitoly 2.2.2. by dle mého nazoru patfil do vysledku, ne do metod.

Rozsah a kvalita vysledk :

Fylogeneticka a bioinformatick& ¢ast svéd¢i o vyborném zvladnuti jak teoretickych zékladu,
tak praktické aplikace pouzitych metod; vyhrady Ize mit jen vici tomu, ze 100
bootstrapovych replikat ve fylogenetické studii je dost malo, obvykle délava se tak 500,
tudiz hodnoty vzdalené od 100 nutno brat s rezervou. Vysoko nad ramec obvyklého
standardu diplomovych praci pak jde vyvoj originalni bioinformatické metodiky pro
hodnoceni kolinearity chromosom(, a taktéz originalni analyza korelaci v aminokyselinovém
sloZeni proteind Arabidopsis, ktera by mohla byt zdkladem samostatného bioinformatického
projektu s publikanimi ambicemi.

Také dokumentace i analyza vysledku experimentalniho studia lokalizace GFP-znacenych
homologd DREPP svédci nejen o vyborném zvladnuti metodiky i celé problematiky, ale i o
kritickém odstupu od vlastnich vysledku; zvlasté oceriuji zplsob, jakym bylo vyhodnoceno (a
ve vétSiné pfipadl presvédcivé vyvraceno) domnélé nabohaceni DREPP-GFP v pfiénych
prepéazkach mezi bufikami. Pozoruhodné je rovnéz zjisténi, Ze membranova lokalizace
zkoumanych protein nezavisi na pfitomnosti striktniho myristylaéniho konsensu.
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Rozsah a kvalita diskuse:
Dusledky i souvislosti teoretickych i experimentalnich vysledku jsou velmi kvalitné
diskutovany v kontextu obsahlé literatury.

Zavery:
Zaveéry jsou adekvatné formulovany a odpovidaji cilim prace, autor rovnéz nastifiuje
budouci sméry navazujiciho vyzkumu pldnovaného v ramci postgradualniho studia.

Literarni zdroje:

Citovana literatura je adekvatni co do vybéru i mnoZzstvi, chyby jsem pfi namétkové kontrole
nenasla. Misty schazi interpunkce v citacich v textu (Zarsky), ¢i velka pismena v seznamu
literatury; autorovi je ke cti, Ze zjevné pouziva néjakou literarni databazi, ale stroj ob¢as
potfebuje manudlni korekci.

Formalni Urove R prace

Prace je psana velmi péknou, kultivovanou ¢estinou, misty autor zavadi Stastné zvolené
novotvary ("blotovadlo"), €i se zjevnym a opravnénym potéSenim oZivuje neobvyklé ceské
terminy (kdo dnes vi, Ze Physcomitrella ma ¢esky nazev ¢epenka?). Archaicky pravopis je
mneé osobné sympaticky, ale ne vzdy je zcela dusledny (lokalisace, signalisace, synthesa,
GTPasa vs. vizualizace, kinadza). Graficka Uprava je velmi pecliva a misty az pfilis
sofistikovand (pro¢ jsou Uvodni odstavce kapitol kurzivou?). Pfeklepl je ménég, nez byva v
DP obvyklé (ale néjaké pochopitelné jsou).

Otazky a p Fipominky oponenta

K praci mam nékolik formalnich pfipominek, na néz netrvdm na odpovédi, a dale pak i
dotazy povahy vécné, u nichz doufam, Ze budou vychodiskem pro diskusi v prub&hu
obhajoby.

Formalni poznamky:

1) Seznam zkratek je velmi dikladny, nékteré snad samozifejmé v ném ani nemusely byt
bud pro samoziejmost (cCDNA, SDS), nebo protoZe jsou pouZzity jen v podékovani a tirazi ;-).
2) Prekladat "leucine-rich repeat protein kinases" jako leucinové kinazy (s.9) neni Stastné -
3) Vtabulce 1.1 by byvalo bylo vhodné uvést pfistupové kédy (accession) prislusnych
sekvenci.

4) Na s. 17 autor pfes veSkerou péci o kulturu jazyka neunikl obvyklému neSvaru
zameénovani védy a jejiho pfedmétu: RNAI neovliviiuje morfologii, nybrz tvar (nebo nanejvys
morfogenezi) rostliny.

5) Predpokladam, Ze citace na mechanismus vzniku PtdIns(3,5)P2 na s.20 ma byt Whitley
et al. 2009? Jak obecny je pocet Ctyf paralogl - je to tak opravdu obecné "u rostlin”, nebo
jen Arabidopsis?

6) Na s.25 dole je divna véta.

Vécné otazky:

1) Jak vypada ¢asové a prostorové uspofadani exprese gent PCaP1 a MAP18 Arabidopsis
podle zvefejnénych transkriptomickych studii pfistupnych napf. pfes Genevestigator ¢i eFP
browser? Je to v souladu s vysledky experimentl specificky sledujicich konkrétni geny
shrnutych v tab. 1.2 - 1.4?

2) Lze oCekavat, Ze by se vysledky hodnoceni kolinearity chromosomalnich usekd zménily,
kdyby kontrolni soubor nebyl losovan z celého genomu, ale jen z okoli +/- 100 genu, t.].
kdyby jako kontrola byl pouZit nahodné permutovany zkoumany Usek?

3) Jaky je pfinos navrzeného postupu hodnoceni kolinearity oproti naivnimu postupu
"vyrobim dotplot (tfeba v GEPARDu) - kouknu a vidim", t.j. co nova metoda pfinasi zasadné
nového? (Nefikam, Ze o jejim pfinosu pochybuji, ale rada bych to slySela od autora;
argument "zvySeni sofistikovanosti analyzy" na s. 27 nepokladam za zcela pfesvédcivy.)

4) Autorova pracovni hypotéza o pfi¢iné korelace v obsahu K a E (a P a S) v proteinech
Arabidopsis spojuje zvySeny obsah téchto aminokyselin v nékterych puroteinech s
pritomnosti nestrukturovanych Gseku polypeptidovych Fetézcu (které mohou byt predmétem
selekce). Jaky je jeho ndzor na alternativni hypotézu, Ze by mohlo jit o efekt nukleotidového
slozeni pfisluSnych mRNA (a tedy o nepfimy dusledek "pravidla shlukd" - cluster rule -
pripisovaného E. Chargaffovi - viz napf. Forsdyke and Mortimer, Gene 261: 127-137, 2000),
vzhledem napf. k tomu, Ze fetézec slozeny vyhradmé z purinl (A,G) bude vzdy kédovat jen
lysin, kys. glutamovou, pfipadné glycin, zatimco fetézec s pfevahou C a T mulzZe byt
obohacen kodony pro prolin a serin?




Strana 3

5) Jaka je vyhoda biolistické metody vnaSeni plasmidu oproti agroinfiltraci v pfipadé listd
tabaku, kde vysledky po stielbé nebyly nijak spektakularni? Pocita se s budoucim vyuZitim
infiltrace?

6) Jaké jsou v dalsi plany analyzy transformovanych bunécnych linii? UvaZuje se napf. o
aplikaci specifickych nhibitord membranového transportu ¢&i cytoskeletu na stabilné
transformované buriky?

Dotaz i na Skolitelku (odpovéd dobrovolnd): nevySly z MALDI-TOF analyzy tubulin-
vazebnych proteinl membranové frakce BY2, ktera je citovana v Uvodu, néjaké forminy?

Celkové hodnoceni
Praci pokladam za vysoce nadstandardni a doporuCuji, aby byla — samozfejmé za
pfedpokladu ogekavané uspésné obhajoby — hodnocena znamkou vybornou .

Komentar
Originalni bioinformatické vysledky zasluhuji dopracovani do publikovatelné podoby.

Podpis oponenta

Instrukce pro vypracovani a odevzdani posudku:
*  Pro vypracovani posudku diplomové prace pouZzijte tento formular.

vvvvvvvvvv

* Prosime oponenty i Skolitele o co nejstru¢néjsi a nejvystiznéjSi komentafe k jednotlivym
bodim), tuéné jsou vyznaceny ty ¢asti, které musi byt v posudku vypinény.

* Posudek se odevzdava (zasila) v elektronické podobé na adresy: fyziolS@natur.cuni.cz,
dvorakova.lenka@gmail.com a lipavska@natur.cuni.cz a dale original podepsany v 1 vytisku
(jako soucast protokolu o obhajobé) na sekretariat Katedry fyziologie rostlin PfF UK (p. Elena
Kozlova), Vini¢na 5, 128 44 Praha 2. Podepsany original posudku musi byt dodan pfed vlastni
obhajobou.




