Oponentsky posudek na magisterskou praci
Bc. Lenka Stillerova (2012) Klonovani a charakterizace vybranych formit I1. t ¥idy

Magisterska prace Lenky Stillerové je ztama na studium PTEN domény formiAtFH 14
a AtFH 13. Autorka o PTEN domeény usgre naklonovala a analyzovala jejich lokalizaci
v transients i stabilre transformovanych rostlinach. V ramci své prace gépravila
expresni konstrukt nesouci cely AtFH 13, kterygjisbudoucnu poslouzi k dalSi analyze
tohoto forminu. Pokusy o naklonovéani celého AtFHalizolace GST-fuzni PTEN domény
AtFH 13 se bohuzel zcela nefilja

Hodnoceni¢asti predkladaného spisu

Abstrakt

Je &tSinou &cny, v rekterychéastech vsak zachézi dil@gnych podrobnosti coz vedlo
k tomu, Ze je trochu delSi nez bych od abstrakekaval. V anglickémigkladu je bohuzel
nékolik gramatickych chyb.

Uvod a cile prace
Cile jsou jas# definovany a vhodhdany do kontextuiiedchozich vysledklaboratde.

Literarni p ¥ehled
Je ¥novan popisu struktury a funkce fornmiirse zamfenim na forminy AtFH 13 a 14.

Literarni geehled je jako celek velmi kvalignzpracovan. Autorka se algesto nevyhnula
n¢kolika formulanim neobratnostem.

Material a metody

Prace je metodicky velmi bohata, metody jsou vSakuthentovany zbyta¢ struné. Pro
hlubsi analyzu vysledk bych ocenil pedevSim podrok#si popis purifikace GST-fuzni
PTEN domény z bakterii, kde je pouze odkaz, Zauswmka drzela navodu vyrobce. Chybi mi
téZ popis fotokonverze EOS konstnitk& pro ¢ neznamé metody odsolovacich jamek, ktera
je uvedena pouze citaci.

Kapitolu by bylo vhodné doplnit i ofghledny souhrn vSech pouzitych rozioklikde jsem se
napiklad neddetl jaké je sloZeni pro #meznamého MPB media a MPA Zivnidpy.

Vysledky

V této ¢asti autorka prezentuje velky objem dat. Podghko ¢ast Material a metody je vSak
napsana ve velmi komprimované farncoz je podle mého nazoru u diplomové prace, ktera
neni tak vyrazétomezena délkou textu oproti publikacim weleckych¢asopisech, ke Sked
véci. Autorka mimo jiné zmiiuje nékolik vliastnich vysledi, ke kterym vSak neukazuje zadna
data. Jedné se sicéepevsim o negativni vysledkyigsto si myslim, Ze by jejich prezentace
v diplomové praci pomohla k jejimu lepSimu posolzefedna se fpdevSim o snahu
naklonovat cely AtFH 14, kde by bylo alegpeohodné ukéazat, Zze amplifikace FH1 a FH2
Useki se podtla z geonomové DNA, i kdyZ uz ne z cDNA knihovny.

Diskuse

V diskusi autorka na zéklagozorovanych lokalizaci PTEN domén AtFH 13 a tddglada
pracovni hypotézy o mozném vyznamu PTEN domény Ipkalizaci do membranovych



kompartmeni. Diskuse s¥déi o tom Ze autorka maehled o srrovani laboratte a Zze umi
na zaklad ziskanych nalezformulovat hypotézy k dalSimu testovani.

Diléi pripominky k praci:
Seznam zkratek + Str. 17: Zkratka GAP je nesprpapsana jak v seznamu zkratek tak
v textu jako G-protein-activating protein misto&®prého GTP-ase activating protein.

Seznam zkratek: Zkratka WW je v seznamu zkratelsfag jako “motiv obsahujici 2
tryptofany”. Vzhledem k pouZiti v textu vSak odkgznejen na pouhy motiv al¢ipmo na
WW domény.

Str. 12: Ve ¥té: “Cytoskeletalni proteiny jsou v fiochu burgéného cyklu permanentn
piestavovany ...“ je pattnmysSlen cely cytoskelet a ne jednotlivé proteiny.

Str. 12: Pojem “barbed end” je podle mého Iéfaklddat jako rozepeny a ne rozgbeny
konec.

Str. 31: Popis PCR reakci je itepledny. V diplomové praci by bylo vhogj&i prezentovat
jednotlivé nanasky do tabulky a podétepracovat i nastaveni PCR programu.

Str. 32: Popis restrénich reakci je neghledny.

Str. 33: V popisu ligénich reakci je nevhodné uvfidnnoZstvi inzertu a vektoru

v objemovych jednotkach bez udani jejich koncemtMdgpopisu elektroporace je zbyte
uvedercasovy interval. Vhod¥Si by byla uvést jak byla na elektroporatoru naesa
kapacitance.

Str. 43: Ocenil bych grafické znazémi klonovaci strategie celého AtFH 14. Odkaz pauze
tabulku se sekvencemi prinienvyZaduje pa@tendi piiliSnou miru pedstavivosti.
V Obr. 6. Je posunut text vzhledem k popisovanébrazku.

Str. 55: Nazev kapitoly 5.4 méa nejspiSe byt “PradidoményPTEN (AtFH13) v bakteriich®
a ne “Produkce proteinu ..."

Str. 56: V odstavci o purifikaci GST-fuzni PTEN dény AtFH13 pomoci GSH-sefardzy
autorka wkolikrat Spat® uvadi, Ze protein je fuzovan se sefarézou (tjideos) a ne s GST.
TéZ se asi nejednd o GST-sefar6zu jak opakomatorka uvadi, ale o Glutathione(GSH)-
sefarozu.

Otazky na autorku:

Praé byla pro srovnani proteinové a DNA sekvence AtFidtdzita reverzni translace
proteinu a ne jednodussi translace DNA sekvenqeaeinove? Jakeé jsou vyhody tohoto
postupu?

Pras byla pozice 3’ primeru pro amplifikaci PTEN AtFH¥4genomové DNA posunuta k 3°
konci oproti primeru pro amplifikaci z cDNA (viz.l. 5)? Byla snad revidovana hranice
PTEN domény?

Prekvapuje mne variabilni lokalizace PTEN AtFH14 ddrp. V kkterych butkach byla
PTEN vyrazg obohacena v jad v jinych naopak ne. Jak si vggjete tuto variabilitu?



Jak byla provedena fotokonverze na Obr. 13? Bylakfmvertovano celé pole nebo jen jeho
¢asti? Je uniformni zelena fluorescence v cytoptaxtera neni konvertovana dervené
odrazem vysoké miry nespecifického signalu v YHrRakau zkoumanych rostlin?

Na diplomové praci Lenky Stillerové aagi predevsim to, Ze autorka technicky zvladla
Sirokou Skalu metod od molekulé&rhiologickych, biochemickych, mikroskopickych az po
bioinformatické. Lenka Stillerova prokazala, Zesghopna ziskat velmi kvalitni data, ktera je
schopna kriticky hodnotit. Ziskana data budow jidbuzit jako kvalitni zaklad pro dalSi
vyzkum formini AtFH 14 a 13 v domovskeé labor#étdPraci doporduji k prijeti.

RNDr. Daniel Rosel, PhD. V Praze dne 10.9.2201



