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Oponentsky posudek diserta€ni prace Mgr. Marcely Holé:
Mechanismy reparace DNA u mechu Physcomitrella patens

Disertacni prace Mgr. Marcely Holé je sepsana v podobé komentovaného souboru
publikaci v mezinarodnich odbornych ¢asopisech, s velmi zdafile zpracovanou
spole€¢nou uvodni ¢asti a Diskusi v ¢estiné. Autorka v Uvodu poskytuje uceleny,
aktualni a srozumitelny prehled o zkoumané problematice a pouZitém modelovém
organismu Physcomitrella patens. Rovnéz po formalni strance je uvodni ¢ast na
kvalitni Urovni, s pfijatelnou frekvenci pfeklepu, anglicisml a drobnych nepfesnosti,
Z nichz nékteré uvadim nize:

str. 16 - ,...a diky tomu udrzZuji konce DNA ve vzajemné juxtapozici...”

str.17 —,...zfejmé jako prevence ztraty heterozygosity..."

Na str. 17 autorka uvadi, Ze protein RAD51 ma v Arabidopsis jeden paralog. Je tomu
skutecné tak?

Str. 22 — ,V laboratornich podminkach simuluje Bleomycin efekt pusobeni ionizaéniho
zareni, protoze se dokaze vazat k DNA a za pFitomnosti redukénich ionttl (Fe?*, Cu®")
a kysliku indukovat &tépeni DNA...“. Jak ptsobi Cu®* jako redukéni iont? Na co se
pfitom oxiduje?

Str 24 — ,..zpUsobuje modifikaci DNA pfidavanim metylaéni skupiny mechanismem
SN2..."

Str. 27 — ,Ranné stadium protonemy..."

Vysledkova Cast prace se sklada ze dvou prvoautorskych a tfi spoluautorskych
publikaci (jedna ze spoluautorskych praci je konferenCnim pfispévkem publikovanym
v recenzovaném Casopise Frontiers in Genetics).

V praci Hola et al., BioMed Research International, 2013, je pomoci kometového testu
analyzovana kinetika odpovédi na poskozeni DNA indukované Bleomycinem u
standardnich a mutantnich lig4 linii P. patens. Vysledky ukazuji, Ze k opravé
dvouvlaknovych zlomO DNA dochazi i v nepfitomnosti funkéni LIG4, zatimco oprava
jednovlaknovych zlomu je vazné narusena. Analyza indukovanych mutaci ukazala, ze
za citlivy fenotyp a zastaveni rlistu a vyvoje muze akumulace mutaci a nikoli
pretrvavajici (neopravena) poskozeni DNA.

V dalSi prvoautorské praci Hola et al., Plant Physiol Biochem. 2015, studovali autofi
odpovéd protonemalnich kultur standardnich a mutantnich linii P. patens (v genech
pro faktory opravy DNA) na zafeni UVB. U linii, které mutaci ziskaly rezestenci k 2-
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Fluoroadeninu diky mutaci v adenosin-fosfotransferazovém genu (APT) byly
sekvenaci ur¢eny mutace a sou€asné byla analyzovana oprava dvouvlaknovych
zlomU a odstranéni cyklobutanovych dimert indukovanych UV zafenim. K tomu byl
vyuzit opét kometovy test kombinovany v pfipadé testu odstranéni cyklobutanovych
dimer( s pouzitim T4 endonukleazy V, ktera je specificka k pyrimidinovycm dimerim
indukovanym UV zafenim. Vysledky ukazaly, ze UVB indukuje rozsahlou mutagenni
opravu, ktera zplUsobuje vysokou frekvenci mutaci, v porovnani s pomalou drahou
bezchybné nukleotidové excizni opravy.

Spoluautorska prace Smidkova et al., Biol Plant 2010, je metodickou praci, v niz byla
etablovana metodika u¢inné biolistické transformace P. patens na pracovisti
kandidatky. DalSim spoluautorskym prispévkem kandidatky je prace Kamisugi et al.,
Nucleic Acids Res. 2012. V této praci byl prokazan podil funkce MRE11 a RAD50 na
cilené reparaci a manipulaci gent (gene targeting), zatimco faktor NBS1, ktery dle
soucasnych predstav vystupuje ve stejném komplexu MRN, neni k tomuto procesu
nezbytny. K této praci publikované ve vysoce prestiznim Casopise autorka pfispéla
izolaci apt mutant po pusobeni bleomycinu a identifikaci mutaci v sekvenci lokusu
genu APT u wt a pprad50 mutant rezistentnich k 2-FA. Clanek v konferenénim
sborniku publikovaném ve zvlastnim Cisle €asopisu Frontiers in genetics (Kozak et
al., 2015) pak podava prehled o vyvoji metody kometového testu a o poznatcich,
kterych bylo s pfispénim této metody dosazeno, pfedevSim pfi méfreni kinetiky oprav
dvouvlaknovych a jednovlaknovych zlomd DNA a specifickych typt 1ézi (CPD) u
rostlin.

Nasleduje souhrnna diskuse, ktera shrnuje obecné rozdily mezi zivoCiSnymi a
rostlinnymi systémy a prfedevsim vyhody rostlinnych modelovych systému spocivajici
v zZivotaschopnosti mutant v reparacnich faktorech. Hodnoti rizné moznosti
transformace u P. patens a dosavadni vysledky ziskané studiem indukce a reparace
mutaci u tohoto organismu. Diskuse je rozsahem pfiméfena také s ohledem na to, ze
specifické vysledky jsou diskutovany jiz v puvodnich pracich. Prace je zakon&ena
struénym a vystiznym Zavérem a seznamem pouzitych citaci.

K praci nemam — krome jiz zminénych poznamek k uvodni ¢asti — zadné dalSi dotazy
a pfipominky, coz je v souladu s tim, Ze vSechny publikace, jejichZ soubor tvofi
disertacni praci, jiz prosly uspésné recenznimi fizenimi v mezinarodnich odbornych
Casopisech.

Dovolim si na zavér jen jeden obecny dotaz: na fadé mist autorka spravné uvadi
prednosti modelového systému P. patens, k jehoz zavedeni do vyzkumu reparaci
DNA svou praci vyznamné prispéla. Vidi autorka také néjaké negativni nebo
problematické rysy tohoto systému pfi jeho vyuZiti ke studiu oprav DNA a funkce
genu? A pokud ano, jakym zplsobem Ize tyto problematické stranky minimalizovat
nebo obejit?
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Zavérem konstatuji, Ze pfedloZena disertacni prace je vysoce kvalitni, pfinasi
originalni poznatky i metodické pokroky ve svém oboru, a splfiuje naroky kladené na
disertacni praci.

Praci doporucuji k obhajobé.

V Brné dne 18. 11. 2015

Prof. RNDr. Jifi Fajkus, CSc.
Prirodovédecka fakulta MU a CEITEC
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