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Nazev prace:

Uloha proteinu NtRGS1 v bunééné signalizaci a regulaci riistu bunék tabakové linie
BY-2

Cile prace

Prace se zabyva proteinem RGS1, ktery je soucasti G-proteinové signalizace u rostlin.
Cilem prace bylo (piesné dle kapitoly 1.1. Cile) blizsi poznani tlohy a mechanismu
signalizace heterotrimernimi G-proteiny na modelu tabakové bunééné linie BY-2 s témito
dil¢imi tkoly:

1) Analyzovat vyznam domén proteinu NtRGS1 pro jeho buné¢nou lokalizaci.

2) Popsat zmény dynamiky lokalizace NtRGS1 v zavislosti na aplikaci Zivin, zejména cukr.
3) Analyzovat vliv exprese NtRGS1 a NtGPAL (Ga) na ristové parametry bunék.

Struktura (¢lenéni) prace

Prace je strukturovana klasickym zptisobem na uvod (3 str.), literarni piehled (19 str.),
metodiku (24 str.), vysledky (26 str.), diskuzi (7 str.) a zavér. Rozsah jednotlivych kapitol
odpovida zvyklostem.

Rozsah prace (pocet stran): 125 (z toho 22 stran ptiloh)
Je uveden anglicky i Cesky abstrakt a klic¢ova slova? ANO

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznam literatury)

Po formalni strdnce je prace vypracovana pékné. Nalezl jsem jen malo preklept a dalSich
formalnich nedostatkli. Oceniuji, Ze autor obrazky pouzité v literarnim ptehledu pielozil do
ceStiny. Seznam literatury obsahuje 77 citaci. I zde se vyskytuje minimum nedostatkd. Jeden
ale zminim, citace ¢lankt z Casopisu Plant Cell jsou vzdy citovany jako ,,The Plant Cell
Online* (str. 97 a dalsi). Jako vzdélanim (bio)chemik se jeSté musim ohradit vici pouzivani
slova fosfor. Jsem si jist, Ze fosfor nebyl v préci ani jednou pouzit.

Logicka stavba a jazykova uroven prace

Jazykova uroven prace je na pozadované tirovni. Snad by bylo dobré zamyslet se nad
pouzivanim né€kterych anglickych slov a slovnich spojeni v ¢eském textu. V laboratofi se
samoziejme¢ bézn¢ pouziva odborny slang, v Ceském textu je nicméné vhodné (a myslim, ze i
obecné cenné) snazit se pouzivat ceské ekvivalenty. Tedy pouzit napt. misto ,,wild

type ,,divoky typ* nebo misto ,.knock out* mutant pouzit mutant s uml¢enym genem apod.




Literarni prehled:

Odpovida tématu a je logicky ¢lenén? ANO

Je napsan srozumitelné? ANO, ALE (viz nize)

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné, relevantni a aktualni? ANO
Jsou literarni zdroje (v€etn€ obrazki) v praci spravné citovany? ANO

Literarni piehled je vypracovan vécné spravné, prehledné, je dobte logicky strukturovan a je
Vv ném pouzita nejnovejsi literatura. Téma literarniho ptehledu - G-proteinova signalizace a
jeji regulace u rostlin — je relativné slozité. V tomto kontextu je Skoda, Ze tato kapitola
neobsahuje néjaké schéma (mohlo by jich byt i vice nez jedno), které by shrnovalo v textu

popsané nejnovejsi poznatky o funkei a regulaci G-proteinové signalizace u rostlin.

Material a metody:

Sife metodik pouzitych v praci je obdivuhodna a nelze ji nez pochvalit. Zahrnuje v podstaté
vSe, co je tfeba ke vzniku kvalitniho sou€asného védeckého sdéleni, po€inaje zachazenim s
modelovym organismem (kultivaci a transformaci bunééné linie tabaku BY-2) pies
klonovani, pfipravu transgennich linii, stanoveni miry exprese genii az po mikroskopické
techniky a analyzu obrazu. Stanoveni obsahu cukri (str. 57) nebylo provedeno autorem
diplomové prace, ale spolupracujici laboratoti. Podrobnd metodika stanoveni tudiz nemusi
byt uvedena, chybi ale jakykoliv odkaz na pouzitou metodiku.

Odpovidaji popsané metody prezentovanym vysledkim? ANO
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:

Kapitola 4.1. Vysledky je nejrozsdhlejsi casti diplomové prace. Cile jednotlivych
experimentll jsou jasn¢ vysvétleny. Vysledky experimentli jsou spravné popsany a jsou
dokumentovany obrazky, pfipadné grafy. Dokumentace ¢asti mikroskopickych vysledku je
obsazena v piiloze. Textova cast vysledkli se ale na dokumentaci vysledkt v piiloze
odkazuje obecné (,,Kompletni fotodokumentace viz ptiloha, obr. S1-S18.%, napf. str. 61), coz
ponékud stézuje orientaci. Vhodné€j$i by bylo odkazovat se pfimo na jednotlivé obrazky
piiloh.

Exprese genii byla stanovena pomoci semikvantitativni RT-PCR, coz je dosti nepiesna
metoda. V textu neni jednozna¢né uvedeno, kolikrat byl kazdy z experimentli opakovan, ale
ziejmé to byl vZdy jen jeden experiment. Mira exprese v grafech je vyjadiena ,kiivkami o
bezrozmérnych hodnotach™ (str. 69). Toto vyjadieni povazuji za ne$t'astné. Z grafu nelze
totiz jednodusSe zjistit, jakou ma ,trend exprese* vypovidaci hodnotu, zda se minimum a
maximum exprese jednotlivych gent li§i v desetinach, jednotkach ¢i napiiklad stovkach
nasobkd. Domnivam se soucasn¢, ze na tomto udaji u miry exprese velice zalezi. Je vSak
tieba pfiznat, ze urCity kvantitativni udaj v textu je (str. 69). Z n&j vyplyva, Ze se exprese
jednotlivych gend v Case lisi v jednotkach (NtRGS1) resp. desitkach (NtGPA) nasobkd.
Vzhledem Kk nepiesnosti metody, po¢tu provedenych experimentd a uvedené mife zmén
exprese je velmi obtizné ziskané vysledky relevantnim zplsobem interpretovat.

Celkové je ale vysledkova Cast prace zpracovana pekné, jak po strance formalni, tak i
obsahové




Diskuze:

Diskuze je relativné rozsahla. Ur¢itym nedostatkem této kapitoly je, Ze Se zde znovu popisuji
cile jednotlivych experimentii a poté konstatuji jejich vysledky vCetné¢ odkazi na obrazky.
Vysledky jsou nicméné poté porovnavany s publikovanymi daty, jsou vyvozovany zajimavé
hypotézy a jsou navrhovany dalsi experimenty.

Zavéry (Souhrn):
Zavery strucné a vystizné shrnuji vysledky prace a ukazuji, ze cile prace byly splnény.

Jsou zavéry podlozené vysledky? ANO
Jsou vystizné formulovany? ANO

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Cile diplomové prace byly jednoznacné splnény. Autor predloZené prace pouzil pii
jejim vypracovani obdivuhodnou $kalu metodik a ziskal zajimavé vysledky. Ty
piehledné zpracoval a diskutoval. Cela prace je v ramci kapitoly Literarni prehled
vhodnym zpiisobem zasazena do SirSiho kontextu sou¢asnych poznatki o daném
tématu. Prace obsahuje drobné nedostatky spiSe formalniho charakteru, které nesnizuji
jeji celkovou vysokou kvalitu. Jedinym vaznéjSim nedostatkem prace je opakovani
vysledku v kapitole diskuze. Celkové hodnotim praci jako vybornou s malym minusem.

Otazky a pripominky oponenta:

V praci byly pouzity transformované linie BY-2 se zvysenou expresi NtRGS1 a NtGPAL.
Kolik transgennich linii bylo pfipraveno? LiSily se tyto linie néjaky zptisobem? LiSila se mira
exprese jednotlivych genti v jednotlivych liniich? Dle jakého kritéria byla vybrana linie, se
kterou se pracovalo? V praci je uvedeno, ze kalusy linii BY-2 se zvySenou expresi NtGPA1
rostly rychleji nez kalusy ostatnich transformovanych linii. Korelovala tato rychlost s mirou
exprese NtGPA1 v jednotlivych linii resp. napt. s intenzitou signalu GFP v jednotlivych
liniich?

V ramci prace byl ptipraven konstrukt NtRGS1:EOS, ktery mél pomoci odhalit detaily
pozorovanych zmén lokalizace proteinu NtRGS1:GFP. Tento pfistup mne zaujal. Uved’te
ptiklad uspésného pouziti konstruktu s EOS proteinem pro feseni obdobného problému. Jaké
technické vybaveni, ¢i laboratorni uspotadani bude potieba k uspésnému dokonceni vami
zapocatych experimentii? Navrhnéte alternativni experimentalni strategii vedouci k odhaleni
detaild zmén lokalizace.

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

X vyborné [ ] velmi dobte [ ] dobte [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




