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Posudek dizertaéni prace ,,Studium mechanizma rekombinace DNA u rostlin“

Tato dizertac¢ni prace je koncipovana jako shornik Sesti védeckych publikaci, na kterych je Mgr.
Kozak uveden jako spoluautor, doplnény Uvodem a diskusi pojednavajici o problematice oprav
dvouretézcovych zlomO DNA u rostlin. Tento typ dizertacnich praci na jednu stranu znacné
ulehéuje dlohu oponenta tim, Ze védecké vystupy prosly rigoréznim oponentnim Fizenim v
redakcich prestiznich zahrani¢nich ¢asopist, na druhou stranu se hGre uréuje konkrétni pfinos
doktoranda k témto vysledk(im, protoZe tyto jsou vystupem kolektivu autord.

Experimentalni ¢ast této prace byla vypracovana v letech 2006 — 2012 pod vedenim profesora
Angelise v Laboratofi biologie pylu Ustavu experimentalni botaniky AV CR. Publika&ni vystup je
excelentni, Sest publikaci v renomovanych zahrani¢nich ¢asopisech, z toho jedna prvoautorska.
Tato prvoautorska prace publikovana v ¢asopise DNA Repair je stéZejni; Mgr. Kozék v ni popisuje
vypracovani protokolu na detekci DNA zlomid pomoci kometového testu u rostlin. Aplikace této
metody u mutantnich rostlin husenicku deficientnich v riznych DNA opravnych mechanizmech
vedla k jednomu velice prekvapivému zjisténi. Mutace v NHEJ reparacni drdze, ktera je
povazovana za kliovou u rostlin, nevykazovaly zmény v kinetice opravy dvouretézcovych zlomd.
Naopak duleZitou pro rychlou opravu DNA se ukazal SMC6 protein, ktery se pravdépodobné
podili na organizaci chromatinu v okoli poskozené DNA. Kometovy test vypracovany Mgr.
Kozakem byl poté pouZit v nékolika pracich zamérenych na opravy DNA u rostlin, z nichZ jedna
pochazi z laboratofe prof. Angelise a ostatni z laboratofi v Rakousku, Velké Britdnii, Portugalsku
a Francii. Velmi ocenuiji, Ze dizertaéni prace jasné definuje prispévek Mgr. Kozdka k témto studiim,
tedy analyzu kinetiky oprav dvouretézcovych zlomG DNA. Z vy¢tu publikaci, které vznikly ve
spolupraci s mezinarodnimi tymy, je také zjevné, Ze tato metodika neni trividlni a v nékolika
pripadech poskytuje klicové dlikazy o zapojeni studovanych gend v DNA reparacich. Napfiklad ve
studii popisujici linie husenicku se snizenou expresi ligazy 1 predstavuje kometovy test jediny
experimentalni dlkaz o vyznamu tohoto genu v opravach jednofetézcovych a dvouretézcovych
zlom@ (Waterworth et al., 2009). Podobné je tomu v prdaci o opravé DNA u mechu, kde je tato
metodika stézejni (Hola et al., 2013). Ve studii pojedndvajici o RAD21 odhalil kometovy test roli
kohezinu v rychlé opravé DNA u rostlin (da Costa-Nunes et al., 2014). Tudiz z pfiloZené dizertacni
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prace je zjevné, Ze experimentdlni Cinnost Mgr. Kozaka vyrazné pfispéla ke studované
problematice a méla mezinarodni dopad.

Jednim z ddlezitych pfedpokladli obhajoby dizertaéni prace je prokdzani schopnosti samostatné
formulovat védecké problémy, popisovat jejich feSeni a obdrzené vysledky dat do SirSiho
kontextu znamych védomosti. Jak uZ jsem predeslal vySe, toto nemusi byt zjevné z
opublikovanych praci, které jsou vystupem kolektivu autort, kde se konkrétni pfispévek daného
autora k napsani publikace stira. Nicméné Mgr. Kozak prokazal tyto schopnosti skvéle napsanym
tvodem k dané problematice i obsirnou diskusi, které jsou soucasti této dizertaéni prace. Uvod
velice prehledné shrnuje mechanizmy oprav dvouretézcovych zlom0 a uvadi i podstatné detaily
které jsou relevantni pro konkrétni védecké téma. Tato cast se velice dobfe Cte a ja sam jsem se
Myslim, Ze tato ¢ast prdce si nezadd s kvalitou ¢lankd typu ,review”, které jsou publikovany v
mezinarodnich periodikdch. Moji jedinou podstatnéjsi vytkou je pravé tento styl ,review” &lanku.
Od uvodu do dizertaéni prace bych ocekéval, Ze v pozdéjsich pasaZich bude &tendfe pomalu
uvozovat do konkrétni problematiky, ktera byla v ramci PhD studia feSena a kulminuje jasnym
definovanim problém0 a otazek, kterymi se tato prace zabyvala. To je trochu nahrazeno
kapitolou ,,Cile prace”. Ale tato ¢ast je velice lakonickd a odtrZzena od Uvodu. Naopak ocefiuji
zavérecné shrnuti, které podava kompaktni prehled hlavnich vysledkd.

Zavérem mohu pouze konstatovat, Ze toto je vynikajici dizertaéni préce a to jak zpracovanim, tak
i védeckymi vystupy, které byly publikovany v Sesti renomovanych mezindrodnich ¢asopisech.
Tato prace také prokazuje hluboky vhled Mgr. Kozaka do studované problematiky. Dle mého
nazoru spliiuje tato prace viechny ocekdvané atributy a doporucuji ji k obhajobé.

JelikoZ se obhajoby nemohu osobné zicastnit, byl bych rad, kdyby se Mgr. Kozak vyjadfil béhem
obhajoby k témto otdzkam:

Na strané 21 autor poukazuje na to, Ze zbytkova ligacni aktivita u mutantd deficientnich v nékolik
DNA opravnych mechanizmech se projevuje zvySenou frekvenci fuzi telomer. Tento zavér mi neni
moc jasny. Rad bych se autora zeptal, jaky je vztah DNA dvouretézcovych zlomd a telomer, proc¢
pfirozené konce chromozom za normalnich podminek nefdzuji, a za jakych podminek k témto
fazim dochazi.

Kapitola 1.6 pojedndva o vybéru typu DNA reparacéniho mechanizmu. Autor zmiriuje, Ze dlezitym
rozhodnutim je resekce dvoufetézcového zlomu. Je autorovi znamo, co fidi tuto resekci v
kontextu bunééného cyklu?

Jednim z nejdllezitéjSich a asi také nejprekvapivéjsim vysledkem této prace je, ze faktory
podilejici se na mechanizmu opravy DNA pomoci NHEJ nemaji vliv na kinetiku opravy po indukci
poskozeni DNA. Tento zavér neniv souladu s etablovanou roli NHEJ a také nekoresponduje s daty
obdrzenymi u sav€ich bunék. Naopak, pro rychlou opravu DNA u rostlin se ukdazaly dilezité
faktory, o kterych se ma za to, Ze podporuji homologni rekombinaci, ktera predstavuje ¢asové
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naroCnéjsi reparacni proces. ZvaZoval Mgr. Kozdk také alternativni vysvétleni pro tyto vysledky?
Jendou z moZnosti je, Ze fragmentace pozorovana kometovym testem nemusi nezbytné odraZet
opravu DSB, ale to jak po indukci zlom0 drZi chromatin pohromadé. To by také podporovalo
pozorovani vlivu komplexd jako je kohezin ¢i SMC5/6 komplex. Jakymi alternativnimi metodami
by se dal tento problém studovat?

Posudek vypracoval:

Mgr. Karel Riha, PhD
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