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Nazev prace:
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Cile prace:
Rozsifit poznatky o aktin-nukleacnim komplexu ARP2/3 pomoci charakterizace jeho
podjednotek na subcelularni Urovni (lokalizace, motilita, stabilita).

Struktura ( €lenéni) prace
Rozsah prace (get stran)90 stran
Je uveden anglickydesky abstrakt a kiova slova?no

Formalni aroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznamatiiey)

Bez podstatnych vyhrad. Grafika je zpracovana v dostatecné tiskové kvalité. Z hlediska sazby
Ize najit jen drobné prohiesky typu Spatného zapisu procent (7% - sedmiprocentni vs. 7 % -
sedm procent). Bibliografie je zpracovana peclivé, i kdyz format citaci neodpovidd katedrou
doporuéenému stylu ¢asopisu Biologia Plantarum.

Logicka stavba a jazykova urova prace

Prace je ¢lenéna dle doporuceni katedry a Zadna z vyZzadovanych ¢asti nechybi. Text, véetné
latinské nomenklatury modelovych organism(, obcas trpi preklepy, zrejmé znamkou spéchu
pfi zpracovani. Sjednotit by zaslouzZilo pouZivani podoby terminu mutant/mutanta.

V nékterych pasazich by Ctivosti a srozumitelnosti prospéla drobna editace a zestrucnéni.

Literarni p rehled:

Literarni prehled podava na 18 stranach vycerpavajici prehled problematiky aktinu,
komplexu ARP2/3 a souvislosti aktinové nukleace. Jsou citovany prace provedené na
raznych, nejen rostlinnych modelovych organismech, je Siroce pojednano o rozdilech mezi
zivociSnou a rostlinnou Fisi. Porozumét vcelku slozité a rozsahlé problematice pomahaji
prevzatd schémata a prevzaté ¢i originalni souhrnné tabulky. Ocenuji zejména dopodrobna
rozvedené pojednani o jednotlivych podjednotkdch komplexu ARP2/3.

Autorka cituje cca 80 plivodnich praci, 1 diplomovou a 1 dizerta¢ni praci. Citované zdroje
jsou aktudlni a zahrnuiji i prace zcela recentni. V cita¢nim aparatu jsem neshledal zdvad.

Material a metody:
Sife pouzitych metod je obdivuhodna. Pokryva Sirokou oblast zakladnich i pokrogilejich




metod molekuldrni biologie, praci s nukleovymi kyselinami i proteiny, imunologické metody,
konfokalni fluorescenéni mikroskopii i zakladni vyuziti bioinformatickych ndstroja.

Popsané metody dobfe koresponduji s provedenymi experimenty, jsou podrobné a
srozumitelné rozepsany v kazdém aspektu, véetné sekvenci pouzitych primerd, ¢i pfehledu

pouZzitych protilatek.

Postradal jsem pouze blizsi charakteristiku pouZitého binarniho vektoru pGreen.

Experimentalni ¢ast:

Cil experimentl je dostate¢né osvétlen, srozumitelné je i liceni experimentalni strategie,
presvédcivé znii jeji zména v prabéhu, kdy se ukazalo, Ze vytyCeny smér je neprlichozi.
Dokumentace vysledku je adekvatni vzhledem k pouzitym metoddm a mnozstvi
provedenych experimentu je dostacujici. Obr. 6 neobsahuje vzorek ARP2, ac se na néj
autorka v textu odvolava.

Experimentalni ¢ast je shrnuta na 26 stranach diplomové prace.

Diskuze:

Diskuze je na 7 stranach tisku vedena zdravé kritickym zplGsobem, pricemz vysledky jsou
nahlizeny z rznych uhll a jsou zasazeny do kontextu vyzkumu jak domovské laboratore, tak
i vyzkumu svétového. Autorka se konfrontaci s publikovanou literaturou nevyhyba a pocina
si pritom zdarné.

Prakticky po kazdém uceleném vysledkovém bloku autorka shrnuje, zda by bylo vhodné se
danému Gkolu nadéle hloubéji vénovat, ¢i nikoli. Casto se sice v této fazi jedna o pouhé
konstatovani bez navrzeni dalsi strategie, autorka ale evidentné spravné hleda voditko i na
zakladé pokusl, které prinesly negativni vysledek.

Diskuze tématicky pokryva celou vysledkovou ¢ast.

Zavéry (Souhrn):

Souhrn je postaven vyluéné na dosazenych vysledcich a je formulovan ptiléhavé. Jeho
soucasti tentokrat je i Uvaha nad dalSim pokra¢ovanim vyzkumu s dlouhodobé;jsim
vyhledem do budoucna.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Autorcin projekt byl formulovan znacné ambicidzné, ovsem v kontextu laboratore a
soucasného stavu poznani daval a stale dava dobry smysl. Zamér klonovat a charakterizovat
vsechny podjednotky komplexu ARP2/3 v Arabidopsis thaliana musel byt kvuli
neuspésnému klonovani, a tedy ztraté jednoho roku experimentalni prace, operativné
preformulovan, byt ponékud méné ambiciézné a vice heterologné, a to na komplexni
charakterizaci podjednotky NtARPC2, jejiz konstrukt jiz byl k dispozici, v Arabidopsis.

PUvodni cile se sice splnit nepodafilo, ale prace se tim o nové poznatky neochudila. V této
souvislosti povazuji za vhodné opét ocenit rozsah metod, které si autorka dokazala v ramci
diplomové prace osvojit.




Myslim, Ze pfedloZenou praci prokazala Bc. Katefina Slajcherova schopnost védecky
pracovat, predstavit své vysledky atraktivni formou, patficné diskutovat, a proto jeji
diplomovou praci viele doporucuji k obhajobé.

Otéazky a pripominky oponenta:
Dovolim si uvést par pfipominek k vécem, které mne zaujaly, a vznést nékolik dotaz(.

Prosim autorku, aby se pokusila komentovat nepovedené klonovani podjednotek komplexu
AtARP2/3. Je neobvyklé, Ze klonované useky, ac kratké, opakované obsahovaly chyby

v sekvenci, prestoze byla pouzita proof-reading polymeraza. Nemohlo k chybam dojit
naslednou chybnou sekvenaci? Je myslenka klonovani danych sekvenci Uplné opusténa,
nebo se o ni stale uvazuje?

Je v planu pokracovat ve vyzkumu s heterolognim tabakovym proteinem, tedy pokusit se o
kolokalizaci s dalSimi subcelularnimi strukturami, napt. zminénymi a pravdépodobnymi
Golgiho aparatem a endoplazmatickym retikulem?

Ma autorka predstavu, jak vypada subceluldrni lokalizace volného GFP? Nachazi se
v teckach nebo je signal spis difuzni? Nepfispéla by tato znalost k vyjasnéni ivah nad
Stépenim fuzniho proteinu?

Prosim autorku, zda by mohla pustit videosekvenci, ve které by prokazala pohyb tecek

s fuznim proteinem GFP:NtARPC2 zplisobem tzv. ,Smrdoleni” (str. 28). Cténou komisi pak
vyzyvam, aby v pfipadé dostatecné presvédcivych dikazl uvazila silou svych autorit
propagovat ,,Smrdoleni“ jako oficidlni termin.
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