Oponentsky posudek na doktorskou diserta¢ni praci Mgr. Denisy Oulehlové

“Functional studies of selected members of the Arabidopsis formin family”

Disertacni prace je psana v anglickém jazyce a ma klasické ¢lenéni. Sklada se z ivodu,
V kterém je uveden i cil prace — prispét k pochopeni funkce rostlinnych forminti, z obsahlého
literarniho piehledu, dobfe popsanych metod, vlastnich vysledkut, diskuze a zavért. V tvodni
literarni ¢asti jsou podrobn¢ a v logickém usporadani shrnuty soucasné poznatky o forminech,
coz nebylo u pomérné¢ velké rodiny proteini s Sirokou Skalou bunécnych interakci
jednoduché. Z rozsahlého piehledu o funkci forminii u eukaryot je také ztejmé, jak malo se
dosud vi o téchto proteinech u rostlin. Prace je soucasti sousttedéného tymového vyzkumu,
ktery postupoval od detailni bioinformatické analyzy K piipravé protilatek, charakterizaci
proteint, klonovani, exprese fuznich proteinli, analyze T-DNA inzer¢nich mutantl S cilem
pochopit roli forminl v ristu a vyvoji rostlin. Pfi vlastni praci autorky byly aplikovany
predev§im techniky molekularni biologe, charakterizace genotypu a fenotypu mutantt,
exprese GFP fuznich molekul celych i zkrdcenych mutantnich forem vybranych formint,
analyza exprese, mikroskopické techniky. Zvolené podrobné popsané metody jsou adekvatni
k feseni danych ukolu a umoznily ziskani novych poznatkl o funkci formint u rostlin.

Vysledky jsou prezentovany ve dvou kapitolach, které jsou i separatné diskutovany.
Kladn¢é hodnotim, Ze z celého textu disertacni prace je zcela jasné, které experimenty autorka
provadéla sama a také jaky byl jeji ptinos Kk analyze a inerpretaci dat. Kromé publikovanych
vysledkd tykajicich se kritické analyzy metody piipravy protilatek proti peptidim odvozenym
z rostlinnych  proteint pokladam za vyznamny pfinos autorky Kk ziskani mnoha
homozygotnich linii T-DNA inzerénch mutanti, u vybranych linii [pak Denisa Oulehlova
detailné charakterizovala fenotyp. Velky objem experimentalni prace piedstavovalo i
klonovani GFP verzi celych molekul i zkracenych verzi forminu AtFH3 a AtFH16, jejich
eprese a analyza bunécné lokalizace. Diskuse vysledki je podrobna a je z ni ziejmy velmi
dobry ptehled autorky o fesené problematice.

K experimentiim a k interpretaci ziskanych vysledki mam né€kolik dotazli ¢i spiSe podnéti
k obecné diskuzi.

Ziskani homozygotni linii T-DNA inzer¢ni mutantii neni jednouché, Casta je ptitomnost
vice inzertl. Jak Casty byl vyskyt linii s vice inzerty v rozsahlych experimetech, které jste
provadéla a jak se dafilo je oddélit zpetnym kiizenim.

V posledni dobé bylo prokazano, ze rostlinné forminy AtFH4 a AtFH14 podobné jako
nékteré forminy Zivoc¢isné propojuji aktinovy a mikrotubularni cytoskelet. Vase vysledky
ukazuji na moznou podobnou funkci u AtFH16. Nadprodukované proteiny, zvlasté
v systémech docasné transientni exprese, jsou c¢asto nespecificky asociovany s polymery
cytoskeletu. Neni mozné, ze napi. u dsRed FABD aktinu, ktery je ve srovnani s GFP FABD
aktinem vice svazkovany je asociace forminu dana pravé nespocifickou interakci spiSe nez



specifickou vazbou a tedy i funkci se stabilizovanym svazkovanym aktinem? Jaky je Vas
nazor na publikovana data o konstitutivni expresi spojené¢ s nadprodukci proteinti, ktera
poskytovala v rostlinnych buiikach jiny obraz o lokalizaci a z ni usuzované funkci proteinu
nez exprese daného proteinu pod nativnim promotorem (napt. EB1 protein, event dalsi).
Nesvédéi pozorovani o umlcovani exprese nékterych zformind exprimovanych
v nadprodukci pod 35S promotorem V rostlindich Arabidopsis o potfebé zachovani urcité
hladiny nativniho proteinu k jeho spravné bunééné lokalizaci a funkci? Zkouseli jste u
nékterého z formint expresi pod nativnim promotorem?

Funkce formind s aktinem je zprostiedkovana specifickymi doménami napt. pii nukleaci
aktinu se jedna o FH2 doménu, kdezto pro vazbu k mikrotubulim se zda, Ze jednotlivé
forminy vyuzivaji strategii zprostiedkovanou riznymi vazebnymi doménami. Mate pro toto
n¢jaké vysvétleni.

U AtFH16 mutantt byl ne piili§ vyrazny fenotyp spojen s poruchami polarniho rustu
bun¢k, nepozorovala jste poruchy bunééného déleni?

Mgr. Denisa Oulehlova prokéazala dobry ptehled odborné literatury, aplikovala pii svém
studiu spektrum molekularné biologickych, cytochemickych i1 mikroskopickych technik
prokazala schopnost tvofivé védecké prace a ziskala nové poznatky o funkci forminu v
rostlinnych bunékach. Je spoluautorkou dvou publikaci, v jedné je prvni autorkou. Hlavni
vysledky jsou zpracovavany do publikace, ktera bude, vzhledem ke kvalité vysledku jak jsou
presentovany V textu disertacni prace, jist¢ brzy dokoncena.

Z vyse uvedenych divodi proto doporucuji, aby po uspésné obhajobé a po splnéni vSech
podminek nutnych k udé€leni titulu Ph.D. byl tento titul Mgr. Denise Oulehlové udélen.
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