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Diplomova prace se zabyva bunéénym cytoskeletem a jeho dynamikou, konkrétné resi
otdzku sloZenfi a funkce aktin-vazebného komplexu ARP2/3. Zadani prace tak pIné zapada do
rozsahu aktivit laboratore Skolitelky.

Price je clenéna viceméné standardnim zpldsobem a obsahuje v3echny nezbytné
kapitoly, byt ne vzdy pod konformnim oznacenim. Jeji rozsah (celkem 79 stran) odpovida
pozadavkim na diplomové prace kladenym. Urcitou vyhradu zde mam ke skutecnosti, Ze cile
prace jsou ukryty v kapitole 2 - ,,Uvod“ a nejsou tak na prvni pohled patrné.

Jsou-li ovSem odhaleny, Ctendr seznd, Ze autor si ve své praci vytkl cile dva, 1)
lokalizovat vybrané podjednotky komplexu ARP2/3 a 2) funk¢né je analyzovat. Zadani prace je
logické, nicméné na tomto misté - a ani pozdéji — neni svyjimkou kosedimentaci
specifikovano, o jaké funkéni analyzy by se mélo jednat.

Teoreticka &ast prace ve dvou kapitolach, ,,Uvod“ a ,,ARP2/3 komplex*, shrnuje
aktualni poznatky o aktinovém cytoskeletu a o vlastnim zkoumaném vazebném komplexu
ARP2/3. Text je protkdn dostate¢nym mnoZstvim citaci a ukazuje autorovu dobrou orientaci
vtématu. Zcela zdsadni vyhrady mdm kjejimu formalnimu zpracovani, nicméné stejné
pripominky plati pro celou préci, a proto jim bude vénovdna samostatna pasaz.

Pripominky a dotazy:

* Tabulka 2 podavajici prehled popsanych mutantld vkomplexu ARP2/3 je
prevzata z disertace Dr. FiSerové, kterd vsak byla obhdjena jiz pred péti lety.
Proto i nejmladsi primarni citace v této tabulce je zroku 2006 s tim, Ze u
nékolika gent nenf Zddnd mutace zndma. Skutecné v této oblasti za poslednich
pét let nedoslo k Zadnému pokroku?

* Autor na strané 21 uvadi, Ze ,,funkce funkce ARP2/3 komplexu ve zbytku
rostlinného organismu pIné nahrazena jinymi proteiny (napriklad forminy),
nebo se uUcastni jinych dosud nepopsanych procesid‘. Zejména tvrzeni o
forminech by si zaslouZilo citaci. V této souvislosti mne prekvapilo, Ze autor
necituje ani jednu z praci Doc. Cvrckové.

* Autor se pfi psani nevyhnul fadé anglicism(, a to nejen pfi uzivani jednotlivych
slov (tam je to vsoucasnosti vodbornych textech takrka pravidlem), ale
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zejména pri prekladu celych vétnych konstrukci. Priklady: ,,ARP2/3 komplex“ vs.
,komplex ARP2/3“ (jiz v ndzvu), ,,aktin vazajici proteiny (str. 8), ,,... moZnosti
ARP2/3 zavislé polymerace aktinu ... (str. 14).

Sekce ,,Materidl“ a ,,Metody” popisuji vSechny zakladni pouzité metody. Jsou
rozepsany misty pomérné podrobné, le¢ nepedlivé zpracovani postihlo i tyto kapitoly. Razeni
jednotlivych podkapitol sekce ,,Metody* je nelogické a vyvoldva dojem, Ze nékteré metody
viibec nejsou popsany, aby se vzapéti objevily na necekaném misté. Priklady: 1) Prdce
s bakteriemi (5.3) za praci s DNA a proteiny (5.1 a 5.2) a 2) Izolace protein( (5.2.4) za Pripravou
vzorku pro PAGE (5.2.1), kde je oviem jiz explicitné zmiriovana.

Pripominky a dotazy:

* Kap. 4.1 - Autor neuvadi, ze ,,mnozenad“ DNA byla plazmidova.

* Firma Novagen pod kat. ¢. 69865-3 jisté neproddava plastid, ale plasmid (str. 25).
Tento dlsledek automatické korektury se vtextu ostatné nevyskytuje pouze
jednou.

* Firma Fermentas jiz pres rok neexistuje, je soucasti spolecnosti Thermo
Scientific. V kazdém pripadé nikdy neprodukovala kit MINIPREP (str. 26).
Prislusny produkt se nazyvd GeneJET Plasmid Miniprep Kit.

* Globalizaci se ostatné nevyhnula ani spole¢nost Amersham (str. 40). Od roku
2004 je souclasti GE Healthcare.

Kapitola ,,Vysledky* tvori stru¢nou ¢ast prace a autor zde prezentuje 4 obrazky a 12
tabuli. Skutecné jsem nepochopil, proc se z Obrazk( nahle a bez varovani staly Tabule; jako
jediné vysvétleni mne napadlo, Ze v autorové pojeti Obrazky nejsou dale déleny, zatimco
Tabule maji podobrazky A, B, atd.

Autor demonstruje UspéSnou nadexpresi proteinu ARPC1-His v bakteriich podobné jako
nelspésny pokus o totéz v pripadé podjednotky ARPC3-His. Autor ddle bez predchoziho
upozornéni popisuje teoretickou studii, jejimz vysledkem mélo byt zjiSténi, Ze N-koncové fuze
podjednotek komplexu ARP2/3 s GFP by nemély mit vliv na prostorové usporddani a tim ani na
funkci tohoto komplexu. Nejobsdahlejsi ¢ast vysledkd je pak vénovana lokaliza¢nim a
kolokaliza¢nim experimentdm, kdy byly pouzity jednak zkoumané proteiny ve flzi s GFP nebo
mcCherry a jednak fluorescenéné znaclené protilatky. Autor presné uved|, kdy pracoval
s vlastnimi konstrukty a kdy pouzil konstrukty vytvorené svymi predchidci.

Pripominky a dotazy:

* Autor v kapitole 5.1.1 uvadi, Ze mél k dispozici rekombinantni bilkoviny ARPC1,
ARPC2 a ARPC3 v N-koncové fuzi s His-tagem. V kapitole 6.1 vSak pro produkci v
E. coli pouzil jen podjednotky ARPC1 a ARPC3. Pro¢ se nepokusil exprimovat i
podjednotku ARPC2?

* Postupy pouzité v teoretické kapitole 6.2 nejsou vibec zminény v kapitole
»Metody“, jedinym popisem algoritmu je zminka o pouZzitém programu vcetné
(neprimého) odkazu na webovou stranku, na niz by mél byt k dispozici. Pfimy
odkaz jsem nalezl zde: http://jmol.sourceforge.net/download/. Nikde v textu
jsem nenasel informaci o pouzitém nastaveni pfislusnych parametrd programu.
Byt nejsem odbornikem na modelovani bilkovin a uZz vibec ne na pouziti
programu Jmol, mam dvé otazky. 1) Pokusil se autor zahrnout do svych vypoctt
i molekulu GFP ve fizi s tou kterou podjednotkou komplexu ARP2/3? Soudim, Ze
takovy obrazek, zejména ve srovnani s prezentovanou situaci bez GFP by mohl
pri spravné analyze poskytnout néjakou uzite¢nou informaci. 2) Nevim, nakolik
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je spolehlivé modelovani 3D struktur bilkovin programem Jmol, ale z diskusi
s kolegy, kteri modelovani proteind rozumi, vim, Ze jsou k takovymto datlim bez
experimentdlniho ovéreni obecné skepticti. Je mi jasné, Ze ziskani krystalové
strukturu komplexu ARP2/3 vyrazné presahuje ambici této diplomové prace, ale
pokusil se autor ziskat alternativni teoreticka strukturni data pomoci
jinéhol/jinych programu/(, pokud jsou tyto k dispozici?

Vv s

jedinou citaci, cozZ je pravé v této Casti zardzejici. Autor diskutoval své vysledky jen se svymi
vlastnimi nazory a hypotézami a nikoli v kontextu publikovanych praci. Skutecné takové prace
neexistuji? Autor navic nediskutuje vSechny vysledky své prace. Napfiklad zde neni ani zminka
o teoretickém modelovéni pravdépodobné 3D struktury komplexu ARP2/3 (kap. 6.2, vice viz.

vyse).
PFipominky a dotazy:

V prvnim odstavci Diskuse autor zmirnuje prekvapivou kolokalizaci ARPC2-GFP
s mikrotubuly, kterd byla drive popsdna v laboratofi Skolitelky. Ve své praci viak
popisuje pouze ocekdvané interakce komplexu ARP2/3 saktinovym
cytoskeletem a stejnym smérem také zaméril své pokusy. ProC se nepokusil
rozsirit, overit Ci vyvratit i nesporné zajimavé vysledky Dr. Havelkové?

Autor uvadi, Ze rozdilnd lokalizace fuznich proteind ARPC1-GFP a ARPCi-
mcCherry byla pravdépodobné zplisobena interferenci mcCherry s funkci
proteinu ARPC1, snad diky rozdildm ve strukture obou fluorescencnich
proteind. Ma pro toto své tvrzeni néjakou oporu v literature?

Formalni zpracovani dila nelze popsat jinak nez jako strasné. Price celkové plsobi

velice neusporadanym dojmem, v podstaté jako prvni verze, ktera se jiz nedockala dprav ani
druhého cteni. V této souvislosti by mne proto zajimalo, zda Skolitelka méla moznost dilo pred
odevzdanim vidét.

Telefon:
Fax:
E-Mail:

Pripominky a dotazy:

Autor se nedokdzal vyhnout preklepim a slangovym ¢&i zcela nevhodnym
vyraziim

o Str.3 - Skutecné jsou v laboratofi autora buriky BY-2 ,,chovany‘?

o Vyfotit (str. 27), trocha bakterii (str. 28), rozhrani (str. 33), Quaigen (str.

33), filtratko (str. 38)

Autor se prehnané neobtézoval formatovanim. Pri vsazovani obrdzk( nakladal
s prostorem vice nez velkoryse (extrémni priklad - str. 15-17). Legendy
k obrazkdm jsou nékdy uvedeny jako Obr., jindy jako Obrdzek. V legendach je
navic pouZit stejny typ a velikost pisma jako ve vlastnim textu. AZ na nékolik
vyjimek v textu také neexistuji odkazy na obrazky (i tabulky a tabule). Z téchto
ddvodi ¢asto neni mozné text prace od legend odlisit.
Odstavec a dokonce celd kapitola nemiZze zacinat slovy ,,Je to globuldrni
protein ...“ (str. 5).
Prvni zminka o rostlinném druhu musi byt doprovazena jeho celym nazvem,
nejen zkratkou, a to i v tak notoricky zndmém pripadé, jakym je husenicek (A.
thaliana, str. 5).
V textu nejsou vyjimecna redundantni sdéleni, napt. popis koncl aktinovych
vldken (str.5a 6).
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* (itace jsou ve své zkracené formé uvadény nejednotné, od viceméné
akceptovatelnych formatl az po kuriozitu typu (Yuan Qina; Zhenbiao Yang,
2011) na strané 21.

* Rukopis obsahuje nadprimérné mnozstvi gramatickych chyb, a to i hrubych.

O ... tyto mutace mohli byt ...“ (str. 19)

O ... zalne s transkribci vloZzeného genu ...““ (str. 25)
O ... ustdleni tlaku v pistoly.” (str. 32)

o ... byly znaceny protilatkamy ... (str. 58)

Celkové je mozné rici, ze predkladana prace sice mnoho novych vysledk( nepfinesla a
rada pokust vibec nebyla uskutecnéna, nicméné toto nakonec neni hlavnim cilem diplomové
prace. Tim podle mne je, aby se diplomant seznamil slaboratornim prostrfedim, naudil se
samostatné pracovat a o svych vysledcich kriticky referovat. VSechny tyto body také byly do
urcité miry splnény.

Po jistém vahani nakonec vérim, Ze pozitivni aspekty diplomové prace prevazuji nad
jejimi nedostatky, a proto praci doporucuji k obhajobé.

Praci navrhuji ohodnotit znamkou dobra.

RNDr. David Honys, Ph.D.
Vedouci Laboratore biologie pylu
UEB AVCR, v.v.i.

V Praze, dne 19. 9. 2011
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