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Na dizerta¢ni pracu RNDr. Miroslava SRBY:

»Fenotypova analyza transgennich linii tabaku jako nastroj studia genové funkce*

Doc. Mgr. Miroslav Ovecka, Ph.D., Centrum regionu Hana pro biotechnologicky a zemédglsky vyzkum,
Prirodovédecka fakulta Univerzity Palackého, Slechtitelti 27, 783 71 Olomouc

Vyznamnym faktorom efektivity vedeckej prace ako aj adekvatnej interpretacie ziskanych
vysledkov, a to nielen v oblasti rastlinnej bioldgie, je vol'ba vhodnych modelovych objektov
Stadia. Pri pouziti bunkovych experimentéalnych systémov v analyzach in vitro st vyznamnym
modelovym objektom bunkové linie tabaku BY-2, ktoré vykazuji vysoku schopnost’
bunkového delenia s mozZnost'ou efektivnej synchronizacie a s relativne dobre zvladnutymi
metdédami transformdcie. Ked'ze jednou z metod vyhodnocovania reakcii bunkovych linii BY-
2 na experimentalne zasahy je morfologické hodnotenie ich fenotypu prostrednictvom
Standardnych cytologickych parametrov, jasna definicia tychto parametrov, moznosti ich
normalizécie a spdsoby ich kvantitativneho vyhodnocovania ziskavaji mimoriadny vyznam.
Ako je spravne avystizne vuvode predkladanej prace konStatované, jednotlivé metody
fenotypového S$tudia modelovej kultury BY-2 zatial neboli explicitne optimalizované
a Standardizované, aj ked’ je k dispozicii relativne vel'ké mnozstvo literattry, ktord sa BY-2
modelovému systému venuje. Spravna a reprodukovatelna aplikdcia tychto metdd je pritom
zakladnym predpokladom korektného pochopenia a interpretacie roznych biologickych
otazok, ktoré sa prostrednictvom experimentalnych BY-2 kulttr rieSia. Zadanie dizertatnej
prace s cielom vypracovat postupy pre optimalizaciu technik fenotypového hodnotenia
transgénnych linii odvodenych z bunkovej linie tabaku BY-2 s prihliadnutim na rézne zdroje
vnuatornej variability tohto modelového systému preto treba hodnotit’ ako spravne a vysoko
aktudlne rozhodnutie. Kvalita predloZenej dizertaénej prace tento predpoklad potvrdzuje
a stanovené olakévania aj uréite napiiia.

Zamer predkladanej prace je jasne stanoveny. V celej praci sa vystiZzne
a komplementarne rie$i problematika pouzivanych, ale aj chybajicich néstrojov
v biologickom vyskume modelovych suspenznych bunkovych kultir a moznosti ich pouzitia
na rozne aplika¢né Ucely. Samotny uvod prace je relativne stru¢ny a nejde do hibky pri
hodnoteni stavu, do akej miery sa podarilo optimalizovat’ a Standardizovat’ fenotypizatné
metody $tadia BY-2 kultir inym autorom. Tato problematika je vSak komplexne spracovana
v odpovedajtcich ¢astiach publikovanych vedeckych prac autora, ktoré tvoria prilohu
dizertacnej prace.

Jednou z hlavnych myslienok prace, s detailnym popisom vo vysledkovej Casti, je
snaha o korektné a triezve hodnotenie spravneho stanovovania parametrov rastu, vyvinu a
fenotypu kontrolnych BY-2 kultar. Spravne vyhodnotenie parametrov kontrolnej kultury
bezpochyby tvori zéklad pre spravnu interpretaciu experimentalnych vysledkov. Vzhl'adom
na relativne vysokd mieru variability sledovanych parametrov kontrolnych linii to moze
zohravat’ kriticku tlohu. Doktorand to dokumentuje na priklade primeraného a biologicky
akceptovatelného vyhodnotenia vplyvu pozmenenej expresie génu pre hybridny protein
bohaty na prolin (NtHyPRP1) a signaliza¢nych dloh fuzneho heterotrimerického G-proteinu
RGS1:GFP. Expresia hybridného NtHyPRP1 by mala viest k G€innej kompeticii
modifikovanych proteinov s nativnymi proteinmi. Pri identifikécii pozitivnych klonov a pri
hodnoteni miery kompeticie zohravaji nosnu ulohu metddy ako genotyping a lokalizacia
modifikovanych  proteinov v transgénnych  linidch,  fenotypova  charakteristika
transformovanych linii je vSak tiez neoddelitelnou sucast'ou tohto hodnotenia, pricom mdze
vyrazne prispiet’ aj k funk¢nej charakteristike Studovanych proteinov. Preto je treba pozitivne



hodnotit’ snahu doktoranda o vel'mi kritické posudzovanie vSetkych sledovanych parametrov
v kontrolnych liniach.

Vysledky s RGS1-GFP lokalizaciou su vel'mi hodnotné, predovsetkym pokial’ ide o
ulohu limitujucich faktorov pri hladovani BY-2 buniek. Prezentovana je aj moznost’ vyuZitia
tohto systému na Studium efektov externe priddvanych faktorov. Ako zprice vyplyva,
vicsina tychto vysledkov nebola doteraz publikovana. Je predpoklad, Ze publikovanie tychto
vysledkov v komplexnej podobe prinesie posun v chapani narokov bunkovej suspenzie
v stacionarnej faze rastu na nutri¢né a stimula¢né faktory.

Cela praca je dobre napisand sminimom formalnych alebo obsahovych chyb.
Jednotlivé Casti prace na seba organicky nadvézuju. Ziskané vysledky a zavery prace su
adekvatne prezentované a interpretované. V tomto smere mam iba dve pripomienky:

V niektorych &astiach prace st slovne prezentované zaujimavé vysledky (napr.
porovnanie hladiny expresie vneseného modifikovaného génu NtHyPRPI s fenotypovym
prejavom kultiry na str. 24, alebo S$tatisticky vyznamné rozdiely v Sirkach buniek medzi
jednotlivymi liniami (na tej istej strane). Autor tu sice podava mozZné interpretacie tychto
pozorovam’ ale zahrnutie dokumentécie tychto vysledkov do prace by Citatelovi pomohlo
urobit’ si lepsi obraz o celej situdcii. ’

Vo vysledkovej €asti prace st popisované zmeny v dizke a v sirke buniek. V grafe ¢.
3 je prezentovand iba dizka buniek, udaje pre 3irku buniek vo vysledkovej Casti prace
prezentované nie si. Zmeny tychto parametrov pocas proliferdcie a vyvinu buniek kultiry
autor interpretuje ako elongiciu buniek. Ak dochadza pocas proliferacie aj k zmene
v hodnotach $irky buniek (k jej nérastu), aj ked’ iba v minimélnej miere, malo by sa o tomto
procese aspofi v po¢iatoénych fazach hovorit' ako o expanzii buniek. Nasledny extenzivny
nérast v hodnotéach dizky buniek moze byt oznacovany ako elongécia.

Rad by som doktorandovi polozil nasledovné otazky:

1. Obr. ¢&. 2 ukazuje denzitu bunkovej kultiry pri roznych metédach pripravy vzorky. Aky
mdze byt dovod podstatne vy3Sej variability vysledkov po maceracii zhlukov ako
v pripade riedenej kultury, znacenej s Hoechst?

2. Bola lokaliz4cia nativneho NtHyPRP1 (endogénneho, bez deleéného zasahu) potvrdena
imunolokalizaénymi alebo markerovymi metédami v kontrolnych BY-2 liniach?

3. Maximalna lokalizacia RGS1-GFP v bunkovych retiazkach bola zaznamenand v membréane
priliehajticej k prie¢nym (spojovacim) bunkovym stendm. Aky model lokalizicie vykazuju
jednotlivé izolované bunky v BY-2 kulture, a aka je lokalizacia v jednotlivych Stadiach
bunkového cyklu? Autor popisuje vyvinovu a nutri¢nymi faktormi-indukovatel'na cyklicku
relokaciu RGS1-GFP z plazmatickej membrany do vakuoly a spat’. U buniek BY-2 to bolo
indukované 2 dfiovou starvaciou. Akd bola ale intracelularna dynamika tohto procesu, bolo
mozné pozorovat’ priebeh relokéacie subcellularne mikroskopicky v redlnom case?

Po celkovom posudeni je mozné konStatovat, ze ide o kvalitni pracu s dobre
navrhnutymi zdmermi, v ktorej boli vietky stanovené ciele splnené. Kvalitu prace podporuje
aj prilozeny zoznam publikaénej ¢innosti. Preto odporacam, aby bola praca prijata
k obhajobe, a po uspeSnom obhdjeni navrhujem, aby bola RNDr. Miroslavovi Srbovi udelena
vedecko-akademicka hodnost’ ,,philosophiae doctor*.
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