Oponentsky posudek Diplomové prace Lud’ka Stépanka
Analyza struktury kvasinkové kolonie: peroxizémy a autofagie

Predkladana diplomova prace se zabyva, jako jiz tradi¢n€ v laboratofi Skolitelky, charakterizaci
biologie kolonii kvasinek a popisuje feSeni tii odliSnych, avSak vzajemné souvisejicich tkold. Ve
dvou dil¢ich ¢astech diplomové prace byl analyzovan vyskyt peroxisoml a pribéh autofagie v obfich
koloniich, zatimco ve tfeti Casti byly testovany rizné moznosti, jak vyuzit TEM ke studiu
ultrastruktury bun€k pfimo v koloniich.

Literarni uvod (38 stran) shrnuje velmi pekné védecké poznatky o uloze ,,quorum sensing®,
autofagie a peroxisomd v bunééné fyziologii. Literarni ptehled je jasn€ a logicky Clenén, snad jen
kapitola 2.1.1.3 je spiSe soucasti ¢i podkapitolou 2.1.1.2. Také pouzivani citaci v nadpisech kapitol
(napf. 2.1.1.3 &o 2.2.4.1.2) by bud mélo byt vynechano nebo naopak pouzito vSude. Navic, neni
jasné, k jakym poznatkiim se tyto odkazy vztahuji, kdyz v kapitole jsou uvedeny citace dalsi. Na str.
29 by méla byt u popisu autofagickych drah uvedena alespoti néjaka citace. K ¢asti o autofégii bych
méla dva dotazy:

1) Je tabulka 1 prevzata z knihy Autophagy? Pokud ano, pro¢ neni uvedena citace?

2) Trochu zavddéjici se mi zda vyraz ,,izolacni* membrana. Bylo by mozné objasnit, o co se

Jedna, a pripadné podrobnéji popsat, pro mé velmi prekvapivy, vznik membrdny ,,de novo *

v eytosolu (jak se najednou a na jedno misto dostanou riizné komplexy syntetizujici

Jednotlivé slozky membran)? A jak vzniknou dvé dvojné vrstvy membrdn nad sebou a jak se

Jejich konce spoji, aby vznikl vacek s dvéma membranami? Z textu to neni prilis jasné.

Pouzivany materiil a metody jsou podrobné popsany na 19 stranach. Z prehledu metod je
patrné, ze autor zvladl fadu zakladnich mikrobiologickych a molekularné biologickych technik,
navic také TEM. Popis metod je velmi podrobny, chybi vSak napf. slozeni médii s glycerolem Ci
oleatem, ktera byla pouzivana v mnoha pokusech (str. 77 a dalsi) i citace na metodu méfeni
produkce a stanoveni uvolfiovaného amoniaku (str. 64).

Kapitola Vysledky a diskuse ma 50 stran a jeji soucasti je 37 obrazkd. Prvni ¢ast popisuje
pokusy o mikroskopickou analyzu kolonie, druha se zabyva studiem vyskytu peroxisomii v burikach
kolonii. V této Casti byly ziskany velmi zajimavé vysledky. K samotnému experimentalnimu postupu
bych vSak méla jednu vyhradu:

3) Integrace kazety do lokusu TRPI méla byt ovérena alespoin PCR, kdyz uz ne Southern
blotem, zvlast v pripadeé, Ze, jak je uvedeno na str. 76, byly ziskdny tri klony, které se lisily
Jfenotypem. Proc nebyla sprdavnd integrace ovérena?

Pti sledovani autofagie byl konstruovan kmen exprimujici protein Atg8 od néhoz se odstépuje
znaCka GFP. Konstrukt A7G8-GFP byl vlozen do lokusu 7RPI, ale spravna integrace opét nebyla
ové€rena. Ziskany kmen se navic svym chovanim (vytvareni sektort) lisil od kmene rodi¢ovského (str.
81). ‘

4) Myslite, zZe tato odlisnost mohla byt zpiisobena rozdilem URA"/URA? Pokud ano, proc¢

nebyla do lokusu TRP1 rodicovského kmene vnesena kazeta bez ATGS ale s URA3?

3) Uobr. 22, zvlaste 22 D, se zda, Ze exprimovany GFP vyplituje celou buriku i vSechny vétsi
organely. Je to pri pozorovdni autofdagie bézné?



V zavéreéné Casti prace byla provadéna fada pokust pro analyzu struktury kolonii v transmisnim
elektronovém mikroskopu. Tato &ast je jist& velkym pfinosem pro budouci experimenty v laboratofi
skolitelky. Zda se mi viak ponékud zbytené uvadét v této Casti rizné obecné fixacni postupy (str.
84, kap. 4.4.1.1 az 4.4.1.5), které by mély byt uvedeny spiSe v metodach, zvlasté kdyZ neni uvedeno,
jak je autor konkrétng pouzival. U obr. 24, neni jasné, pro¢ je ukazana ¢ast b, kdyZ v doprovodném
textu neni vibec komentovana nebo prol pfipadné nejsou v Casti b ukazany obdobné vysledky
s mutantnimi kmeny pouzivanymi v ¢asti obr. 24a a c.

6) Mohl by autor ukdzat obr. 27, pripadné i 28, a okomentovat pozorované rozdily mezi
alkalizujici a nealkalizujici kolonii? Pro laika jsou ty rozdily obtizné postrehnutelné.

7) Na str. 102 je uvedeno, Ze kmeny s mutacemi cttl a sodl nemaji sniZenou produkci
amoniaku s poznamkou “data neuvedena . Mé¥il produkci amoniaku v téchto kmenech autor
sam? Pokud ano, je Skoda, Ze udaje neuvedl, pokud ne, mél by byt uveden zdroj informace.

V zavérené zajimavé kapitole o analyze struktury kolonie pomoci TEM (str. 110 a dalsi) je

Skoda, 7e neni vibec uvedeno, o ktery kmen, z mnoha v praci pouzivanych, se jedna. K této Casti
bych méla dotaz tykajici se obr. 47 na str. 118.
8) Vitextu k obrdzku se mluvi o strukturované stopce, v popisu obrdazku o plodnicce. Co je

viasiné na obrdazku?

Celkovy dojem z diplomové prace je velmi dobry, prace je napsana hezkym, ctivym zptisobem.
Jediné, co bych mohla vytknout, je hojné pouzivani anglicismil napf. ,,tfi Ato proteiny* misto tfi
proteiny Ato, ESR geny, CVT draha atd., ¢i velmi zvlastni pieklady do Cestiny typu ,,sodium dodecyl
sulfat polyakrylamidova geiova elektroforéza™ namisto spravného ,elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsulfatu sodného. To, Ze prace ziejmé byla
sepisovana v kratkém Casovém obdobi a tedy pod tlakem, se projevilo fadou drobnych neptesnosti
v textu, z nichz nékteré uvadim v pfiloze k tomuto posudku. Nicméné vsechny mé vyhrady a dotazy
by nemély zpochybnit vysokou kvalitu predkladané prace a chtéla bych zdvérem konstatovat, ze
autor prokazal své schopnosti k tvofivé védecké praci, a proto navrhuji, aby diplomova prace byla
hodnocena jako vyborna.

V Praze, 17 kvétna 2006 RNDr. Hana Sychrova, DrSc.
Fyziologicky tstav AV CR, Praha



Priloha k posudku diplomové price L. Stépzinka

Citace v textu nejednotné, nékdy et al. (str. 4), neékdy et al. (str. 15 a dal)

EDTA je bud’ kyselina anebo sil kyseliny a musi byt uveden i prislusny kationt

Misto RNAZA by mé&lo byt RNaza

Chybi zkratka b pouzivana v textu pro buiiky

Bylo by tfeba sjednotit acetat (viz EDTA) a octan (viz UAc)

Na str. 18 nesmyslIné jednotky 10 nM/I (?)

Vyraz plazmaticka H'-ATPéza je nespravny, je to ATPaza plasmatické membrany

(plazma je Gplné& né&co jiného a navic ve fyzice)

Popisek k obr. 3 na str. 27 mluvi o barvach, ale v obrazek je Cernobily

V obr. 4 chybi oznaceni nejdileit&jsi organely — vakuoly

Citace Vellai et al. in Levine a Klionski — bud’ oboje Cesky nebo oboje anglicky

Odkud je prevzato schéma na str. 527?

Neni nahodou kmen BY4742 met ™?

Mezi Cislici a jednotkou n&kde mezery jsou (49,12 g str. 61), nékde nejsou (6,4g str. 60) —
mélo by byt vzdy s mezerou

Kapitola 3.2.4 vypada jako zkopirovana odjinud bez patficné Upravy formatu odstavce

V kapitole 3.2.7 by méla byt uvedena rychlost a doba centrifugace

Meélo by byt sjednoceno psani tisic otadek (mezery): 4000 ot/min, str. 65 vs. 13 000 ot/min,
str. 66

Tvrzeni, ze ,,SKL je signalni sekvence selektivné transportovana do peroxisomd‘ na str. 74 je
nesmyl, transportovan je protein, ktery tuto sekvenci obsahuje

Chybi konec popisku k obr. 16

U obr. 17 je popisek nejasny — PCR amplifikace PCR (?)

U obr. 19 by bylo dobré uvést, Ze tak vznikl plasmid AUT7GFP

V citacich je chybné Icicova (str. 132) a u citace Rigicova, pfijato do tisku by mél byt uveden

nazev casopisu



