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PfedloZzenou disertaéni praci s nazvem: ,Specific functions of ARP2/3 complex in
plants“ vypracoval Mgr. Jan Martinek na katedfe Experimentalni biologie rostlin UK
v Praze pod vedenim RNDr. Katefiny Schwarzerové, Ph.D. Jedna se o vyznamny
pfispévek k FeSeni procesl morfogeneze, vyvoje a samotného fungovani zivych
systému (v tomto pfipadé rostlin), tedy proces(l, do kterych je néjakym zplisobem
zapojen aktinovy cytoskelet. Je znamo, ze u rostlin se nukleace aktinu u€astni dva
komplexni molekularni komponenty, ARP2/3 komplex a forminy. Fungovani téchto
dvou systém( budi védecky zajem predevSim proto, ze forminy jsou zahrnuty
hlavné do polymerizace dlouhych aktinovych filament, jejich svazkovani a podilu na
vnitrobuné&ném transportu organel, pfedevdim na dlouhé vzdalenosti, zatimco
ARP2/3 komplex se podili na vétveni aktinovych filament a tedy vytvafeni jemné a
denzni aktinové sité ve specifickych bunécnych lokacich. Neni proto pfekvapenim,
Ze v organizaci aktinového cytoskeletu hraji odliSné role a tudiz jejich fungovani
(nebo i nefungovani) ma odliSné dopady na morfogenezi bunék. Téma, zaméfeni a
zabér predkladané prace jsou proto zcela aktualni v kontextu soucasného stavu
poznani.

DisertaCni prace je €lenéna na hlavni Casti, které zahrnuji teoreticky uvod na 13
stranach, dale jsou stanoveny cile disertacni prace, nasleduje seznam publikaci, se
kterych samotna disertatni prace sestava. Tento seznam obsahuje jednu jiz
publikovanou praci a jeden rukopis, u kterych je doktorand prvnim autorem, a ffi
dal$i publikované prace, u kterych je doktorand spoluautorem. V dalsi ¢asti na 4
stranach je uvedena stru¢né sumarizace zahrnutych praci formou ,komentovaného®
souhrnu ke kazdé praci, spolu s uvedenim konkrétniho zapojeni a podilu
doktoranda na dané praci. Obsahova ¢ast disertaCni prace je zakon&ena obecnou
diskuzi a shrnutim, spolu na 16 stranach, a pak nasleduje 10-strankovy seznam
literatury. Formalni Clenéni disertalni prace tedy splfiuje vSechny nalezZitosti a
pozadavky obecné na tento typ kvalifikaénich praci kladené.

Chtél bych vprvni fadé podékovat za moznost posuzovat tuto kvalitni praci.
Stanoveni cili prace, zvolenych metod, ale i celkové zaméreni vyzkumu svéd¢i o
promyslené koncepcénosti celého projektu. Mohu jen gratulovat, jak uchazedi, tak
predevsim Skolitelce, ale i celému tymu. Vzhledem k objemu dosazenych vysledki
byla forma uspofadani disertaCni prace jako soubor publikaci uchazece zvolena
spravné. Z pfilozenych publikaci vyplyvaji jasné zavéry disertacni prace, a to
pfedevS§im komplexni, a v mnohych ohledech i detailni strukturni a funkéni
charakterizace individualnich podjednotek ARP2/3 komplexu. Tato charakterizace
se vztahuje na funkce jak ve vegetativnich organech rostlin (hlavné délohy, pravé
listy a hypokotyl), tak i v generativnich organech, konkrétné pylovych lackach. Mimo
jiné, zjistény byly rizné role podjednotky ARPC3 ve vegetativnich pletivech a v
pylovych lackach, mozné daldi funkce této podjednotky i dokonce nesouvisejici
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s funkénosti ARP2/3 komplexu, schopnost podjednotky ARPC2 zprostfedkovavat
vazbu komplexu na aktinové filamenty ale i mikrotubuly, funkce ARP2/3 komplexu v
autofagni degradaci peroxisomud, nebo funkce ARP2/3 komplexu v modulaci
endocytozy enzymd, které modifikuji pektiny, &imz mize ARP2/3 komplex
zasahovat do utvareni a nasledné dynamicky bunécné stény. V8echny tyto zjisténi a
objevy jsou unikatni a jako takové posouvaji védéni v této oblasti vyrazné kupfedu.
Zvlast bych chtél vyzvednout kvalitu posledni €asti disertacni prace, Discussion.
Zpracovani této Casti poskytuje Citateli skute€né Siroky a komplexni obraz o
diverzifikaci ARP2/3 komplexu v jednotlivych bunéénych funkcich, a dokumentuje
sectélost ale i nadhled doktoranda. Dle mého nazoru by se mohla tato velice zdafila
Cast prace spracovat a publikovat ve formé ,Minireview* nebo ,Opinion Article®.

Po formalni strance je text psan ¢tivé a prehledné, k ¢emu dopomaha nejen logické
kladeni mysSlenek, ale i schopnost doktoranda srozumitelné prezentovat svuj nazor.
V textu se nachazi minimum preklepl, jde pfedevS§im o spojeni slov z divodu
chybéjicich mezer. Na jinych mistech jde o zpfehazeni pismen. V nékterych
zkratkach to vede k jejich nesmyslnosti nebo zaméné. Priklad je CAT8 na str. 7 a 28
(misto ACT8). Zkratka pro vegetativni ACTIN8 v databazich je: Official Symbol:
ACTS8, Primary source: TAIR:AT1G49240, Locus tag: AT1G49240. Pfitom ,Cat8 is
an important transcription factor regulating the utilization of non-fermentative carbon
sources in Saccharomyces cerevisiae“. Nékteré latinské nazvy organizmi nejsou
psany kurzivou, jako Acanthamoeba castellanii na str. 11, nebo Dictiostelium
discoideum na str. 13. Pfi popisu ARP2/3 mutantl na str. 15-16 na zakladé fenotypu
trichomd pfi anotaci plvodné ftrivialné pojmenovanych mutantl jsou nespravné
uvedeny ,mutace v proteinech® (,a mutant in NAP1“, nebo ,mutation in PIR1%).
Spravné ma jit o mutace v genech, které tyto proteiny kéduiji, tedy psano kurzivou.
Déle také ,a mutation in arpc1“ — kurziva je spravné, ovSem gen ma byt psan
velkymi pismeny. V pfiloze Attachment 3, Supplementary figure 1, Histochemical
analysis of ARPC3 and ARPC1A promoter activity, popis k Casti B prezentuje
detekci v epidermé kofene, z obrazkul je ovSem patrna detekce v endodermis.

Po obsahové strance je prace veskrze komplexni. Na nékteré nasledujici otazky
bych se rad zaméfil podrobnéji.

1) Bylo prokazano, ze subjednotka ARPC2 interaguje jak s aktinovymi filamenty, tak
s mikrotubuly. Toto bylo prokdzano rdznymi metodami, v€etné imunolokalizace a
vyuziti exprese konstruktu GFP-ARPC2 in vivo. Z vysledkl vyplyva, ze ARPC2
dekoruje aktinové filamenty a mikrotubuly, Iépe fe€eno byla zaznamenana jejich
vzajemna pozice nebo tésna asociace (co-alignment) v kortikalni vrstvé interfaznich
bunék. Jaky vzor této interakce byl pozorovan v prubéhu bunétného cyklu, pfi
mitéze a cytokineze? A technicka Cast otazky: pro¢ nebylo mozné kolokalizovat
v8echny ftfi slozky (aktin, tubulin, ARPC2) najednou, a k jakému ucelu byla pfi
imunolokalizaci vyuzita sekundarni protilatka goat anti-mouse Alexa Fluor 488, pfi
uziti goat anti-mouse Alexa Fluor 555 a goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 (Attachment
1, 2. Materials and methods, 2.8. Immunostainings)?

2) Studium pomoci 3D modelovani naznacilo, ze predpokladané interakéni misto
ARPC2 s mikrotubuly se Castecné priekryva s povrchovou &asti Arp2/3 komplexu,
ktera je potfebna k vazbé& na matefsky aktinovy filament. Jaky je sou€asny nazor na
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moznost, ze tento pfekryv by mohl vést ke kompetitivhimu ,soupefeni mezi aktin-
nukleacni aktivitou a na mikrotubuly vazebni aktivitou Arp2/3 komplexu?

3) Vysledky naznaduji do znaéné miry unikatni a ne zcela jasné postaveni ARPC3
subjednotky. | kdyz je zfejmé pfFitomnost a pozice ARPC3 v ARP2/3 komplexu
napomocna (nebo nutna) k tomu, aby se ARP3 a ARP2 jednotky vazali na matefsky
aktinovy filament, funkénost ARP2/3 komplexu bez, anebo s ARPC3 subjednotkou
je rozdilna pfi morfogenezi trichomi a epidermy déloh, a pfi adhezi bunék
hypokotylu a pravych listl. Mechanizmus aktivace celého ARP2/3 komplexu je
znam a v praci je popsana i situace, kdy jsou subcelularni funkce tohoto komplexu
fizeny pravé jeho aktivnim nebo neaktivnim stavem. Je ovSem znam aktivaéni
mechanizmus jenom ARPC3 subjednotky samotné?

4) Na periferii peroxisomU byla prokazana pfitomnost slozeného ARP2/3 komplexu
spolu s aktivaéni NAP1 subjednotkou z WAVE/SCAR komplexu. V praci byl na
zakladé analyzy intenzity signalu prokazan fakt, Ze na peroxizomech se nachazi
jenom jedna jednotka této ARP2/3 domény. Zaroveh se zde konstatuje, Ze velikost
ARP2/3 struktur asociovanych s peroxisomy je na hranici rozliSeni svételného
(fluorescencniho) mikroskopu. Vzhledem k velikosti modelu ARP2/3 komplexu, ktery
je prezentovan na obrazcich €. 2, 4 a 5, co vlastné ,velké” spot-like structures na
peroxizomech pfedstavuiji?

Zavérem muazu s radosti konstatovat, ze disertaéni prace Mgr. Jana Martinka
splfiuje vSechny pfedpoklady a pfedepsané nalezitosti, ma vysokou védeckou
hodnotu a dosazené vysledky predstavuji velky potencial pro dalSi rozvoj védného
oboru. Disertaéni prace Mgr. Jana Martinka proto spliiuje vSechna kritéria dle
pfislusného zakona. Praci doporuduji k obhajobé a po uspésné obhajobé navrhuiji
udélit titul Ph.D.

Olomouc, 15. 9. 2024 prof. Mgr. Miroslav Ovecka, Ph.D.
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