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Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo sledovani vlivu ndhlého snizeni exprese podjednotek
ARP2/3 komplexu na rostlinné bunky. Cile jsou definovany srozumitelné, i kdyz ponékud
struéné€ a obecné. U diplomové prace bych ¢ekala konkrétnéj$i zadani rozepsané do vice
krokd.

Struktura (¢lenéni) prace

Prace je psana Gesky s rozsahem 83 stran a je klasicky ¢lenéna na kapitoly ,,Uvod, Material a
metodika, Vysledky, Diskuze, Zavér a Seznam pouZité literatury®. Prace je uvedena ¢eskym i
anglickym abstraktem a obsahuje také seznam pouzitych zkratek. Klicova slova
vyjmenovana nejsou.

Formalni troven prace

Po formalni strance je prace piehlednd, jednotlivé kapitoly jsou doplnéné tabulkami a
obrazky, které do textu dobte zapadaji. Jedinou vyhradu mam k rozliSeni nékterych obrazki
— m¢lo by byt dostate¢né kvalitni, aby nedochazelo k rozkostickovani, coz se na nékterych
mistech stalo.

Logicka stavba a jazykova urovenprace

Literarni prehled:

Literarni ptehled je logicky ¢lenén, nejprve se vénuje obecné aktinu a jeho regulacnim
proteintim, poté uz samotnému Arp2/3 komplexu, a to napfic¢ jednotlivymi organizmy. Dtraz
je kladen na ulohu jednotlivych podjednotek a dale na regulaci aktivace tohoto komplexu.
Autorka vychazi z velkého mnozstvi pivodnich zdroji, které jsou fadné citovany.

Poznédmky k ptehledu:

Pro leps$i pochopeni textu bych doporucila, aby autorka rozliSovala, které proteiny jsou
schopné nukleovat aktin de novo(coz je tteba ptipad Arp2/3 komplexu). Misto toho je skoro
vSude pouzito obecného vyrazu ,,regulator a rozdil ve funkci uvedenych proteinti tak neni
patrny. Mozna 1 proto autorka opakuje, ze ztrata Arp2/3 u rostlin vede (na rozdil od
zivoc¢ichll) pouze k mirnym projevim, jelikoz je ,,kompenzovana zastupitelnosti jinymi
nuktedtory, jako jsou forminy*. Pfitom zivo¢ichové maji vic popsanych skupin nukleatort
aktinu nez rostliny a autorka je sama v textu zminuje, takze toto tvrzeni nedava moc smysl.

U textu v ¢esting, ktery vychazi z anglicky psanych zdrojt, je samoziejmé té¢zké se vyhnout
anglikanismtim nebo chybné stavbé vét. Stalo se to 1 autorce, kdy pouziva slova jako napf.
,»vezikly* (misto vacky, vezikuly) ¢i,,Joby* (misto laloky, vybézky) atp. a n€které véty stavi
v anglickém slovosledu. Nejedna se vsak o faktické chyby, pouze se tim snizuje Ctivost textu.




Material a metody:

Kapitola ,,Material a metodika“ je zpracovana velice podrobn¢ a pec¢livé. VSechny
experimenty by se daly podle uvedenych navodii snadno zopakovat. Velice si cenim toho, ze
si autorka dala s popisem metodiky tolik prace a jisté to oceni v budoucnu i dalsi studenti

v jeji laboratofi.

Experimentalni ¢ast:

Experimentalni Cast je rozdélend na dvé hlavni podkapitoly. V té prvni je popsan priabeh
praci, které mély za cil ziskat dosud nedostupného mutanta Arabidopsis v podjednotce
ARPCI. Autorka Gspésné zvladla vicekrokové klonovani pro tcely umlceni dané
podjednotky v rostlinach a také transformovala a vyselektovala kyzené linie. Mira umléeni
genu vSak nebyla dostatec¢nd, k vlastni charakterizaci ptipadného fenotypu tak uz nedoslo.
Podle mého nazoru je $koda, Ze nebyla opakovana transformace rostlin (stacil by pouze WT),
protoze mnozstvi vyselektovanych primérnich transformanti bylo velice malé, je potfeba mit
radove desitky jedincti.

Druha ¢ast vysledkt se vénuje experimentim s bunécénou linii BY-2. Postup praci je
smysluplny a dobfe zdivodnény. P€kny je 1 ndpad transformovat soubézné reportérové linie
se znacenymi bunéénymi kompartmenty pouzitelné pro mikroskopicka pozorovani.
Tentokrat se autorce podafilo najit nékteré bunécné linie s dostate¢né snizenou hladinou
transkriptu, coz je samo o sob&é pomérné pracné, podle vlastnich slov vSak nenasla rozdily ve
fenotypu oproti netransformovanym bunikdm. Tuto skute¢nost ale dokumentuje pouze
nekvalitnimi fotografiemi ze svételného mikroskopu a z textu neni patrné, jestli prob&hla
né¢jakd dalsi pozorovani a méteni, nebo se jednalo pouze o dojem ,,kouknu a vidim*®.

Diskuze:

Autorka rekapituluje postup experimentt a kriticky se zamysli nad pfi¢inami, které mohly
zhatit nalezeni kyZenych umlcenych linii Arabidopsis. Kromé toho navrhuje alternativni
zhodnoceni druhé ¢asti vysledk ziskanych na bunécné linii BY-2, kde autorka diskutuje
klady a zapory jednotlivych metodickych postupi.

Zavéry (Souhrn):
V zavéru prace je prehledné shrnuto, jaké byly cile, jaké postupy byly zvoleny k jejich
naplnéni a co z toho se podafilo ¢i nepodaftilo realizovat.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Autorka stala na zac¢atku pfed pomérné sloZitym ukolem s velmi nejistym vysledkem, 1
pfesto se ukolu zhostila a pfekonala nejedno metodické uskali. Z celé prace mam pocit, Ze
pro naro¢nost tvodnich experimentl pak ke konci nezbyl dostatek ¢asu a energie na
peclivéjsi zhodnoceni fenotypu ziskanych linii. V uvodu je nékolikrat zdiraznéno, ze
,knock-out* mutanti Arp2/3 komplexu Arabidopsis vykazuji pomérné mirné fenotypové
projevy, proto autorka u ,,.knock-down* ptfistupu nemohla o¢ekavat dramatické zmeny
fenotypu, ale spiSe jemné odchylky, na jejichz odhaleni je tieba systematicky pozorovat a
méfit. PredevSim nékteré linie BY-2 s fluorescenéné znacenymi bunéénymi kompartmenty a
dostate¢nou mirou uml¢eni podjednotky ARPC2 by stélo za to sledovat na konfokalnim
mikroskopu.

I tak se jedna o diplomovou praci slusné kvality a doporucuju ji k pfijeti.

Otazky a pripominky oponenta (povinna ¢ast posudku):
Pokud by diplomantka rada reagovala na n¢kterou z vytek v predchozich ¢astech posudku,
bude to vitané, neni to ale podminkou. Jinak prosim o zodpovézeni nasledujicich otazek:




1.

3.

Vétsina podjednotek Arp2/3 komplexu je u Arabidopsis kodovana pouze jednim
genem. Jaka je situace u tabaku (Nicotiana tabacum), ze kterého je odvozena linie
BY-2?

Ve své praci jste pouzivala systém indukovatelny estradiolem, ktery nema, jak
citujete z literatury ,,zadny pozorovany fyziologicky vliv na rostliny“. Z obrazku
¢.12 to ale vypada (i pfes jeho horsi kvalitu), ze samotny estradiol zpomaluje
tvorbu bunéénym prepazek u BY-2. Pozorovala jste néco podobného i u WT?
Jaké mate vy osobn¢ s ptisobenim tohoto induktoru zkuSenosti?

Na zékladé ¢eho jste zvolila 3 dny coby délku ptisobeni induktoru na buiiky BY -
2? V literatute se vétSinou uvadi Casova fada, béhem niz se sleduje hladina
transkriptu a na zaklad¢ toho se uréi optimalni délka indukce umlceni. Zkusila jste
néco podobného? Kontrolovala jste alespont vzhled bunék (kdyZ ne hladinu
transkriptu) 1 vice dni po zacatku indukce?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)
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Podpis oponenta:

Pozn. Obvyklé délka standardniho posudku je cca 2-3 strany.

Instrukce pro vypracovani a odevzdani posudku:
e Pro vypracovani posudku diplomové prace pouzijte tento formulaf, text standardnim pismem slouZi
jako voditko

® Posudek muzete sami vlozit do SIS, anebo s predstihem zaslat v elektronické podobé na adresu:
hana.konradova@natur.cuni.cz a lipavska@natur.cuni.cz, a dale =zajistit dodani podepsaného

originalu(v 1 vytisku, jako soucast protokolu o obhajob¢) na sekretariat Katedry experimentalni
biologie rostlin PfF UK (p. Elena Kozlova), Vini¢na 5, 128 44 Praha 2. Podepsany original posudku
musi byt dodan pted vlastniobhajobou, bez ného nesmi byt obhajoba zahéjena!
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