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OPONENTSKY POSUDEK NA DISERTACNI PRACI MGR JIRIHO LIBUSE

Obecné

Ptedlozena disertace Mgr Jifiho Libuse pojednava o zménach genové exprese v prubehu
genotoxického a osmotického stresu u rostlin. Prace je ¢lenéna klasicky do sedmi kapitol
véetné seznamu literatury. Pomér textu je vyrazné posunut ve prospéch vysledkové ¢asti,
ktery zaujima 39 stran, tj. bezmala 50% celkového textu. To svédc¢i o velkém mnoZstvi
odvedené experimentalni i teoretické prace doktoranda. Cast vysledky proto hodnotim
jednoznacéné pozitivn€. Velky objem ziskanych dat by si vSak zaslouzil, dle mého nazoru,
obsahlejsi diskusi nezli pouhych 11 stran, ale to je zptisobeno charakterem experimentalni
prace, ktery je zaloZen na akumulaci primérnich poznatkii o transkripcnich profilech

v podminkach stresu. Je zndmo, ze interpretace transkriptomickych dat je v biologickém
vyzkumu obecnym problémem, ktery piedstavuje ndmét na samostatnou diskusi.

Problematika alkyla¢niho poSkozeni DNA je vy€erpavajicim zplisobem zpracovana na sedmi
stranach ivodu. Jsou pouzity recentni literarni idaje svédcCici o dobrém teoretickém zazemi.
Tti strany uvodu spravné pojednavaji o relativné nové technologii DNA poli. Mens§i ¢ast
uvodu (tf1 strany) zaujimd problematika vlivu sucha na rostlinou fyziologii a vztah k stresu a
rostlinnych hormon.

Vysledkova cast je ¢lenéna do dvou relativné nezavislych kapitol. V prvni obsahle;jsi casti
jsou shrnuty vysledky transkripéni analyzy gent zahrnutych v odpovédi bunky na
genotoxicky stres vyvolany pisobenim mutagennich latek, zejména pak metylmetan
sulfonatem (MMS). Autor zvolil moderni metodiku DNA poli, pomoci které analyzoval
expresi 376 genl v systému suspenzni kultury Arabidopsis thaliana. Je sympatické, ze se
autor dobral vyznamnych vysledkl s vyuzitim, nesrovnatelné levnéjsiho ptistupu (fokusované
makro DNA pole) nez kdyby byval pouzil komer¢ni vysoce densni Affymetrixova pole. Dle
ocekavani pritomnost alkylacni latky v médiu indukovala zvySenou expresi mnoha gent
véetné genll kddujici DNA reparacni enzymy. V pribehu experimentii se ukazaly nékteré
nedostatky bézn¢ dostupnych programil pro statistické vytvaieni genovych klastri. Autor
proto pfikrocil k vyvoji vlastniho makra implementovaného v programu MsExcel a porovnal
vysledky transkriptomické analyzy s pouzitim obou typt algoritmi. Je zfejmé, Ze oba
algoritmy poskytovaly z vEtsi ¢asti shodné vysledky, pfi¢emz noveé vyvinuty algoritmus
“LoTrEC* vykazuje v nékterych ptipadech pon¢kud vétsi citlivost oproti bézné pouzivanému
STEM. Tato cast prace je velmi originalni a zaslouZila by si samostatné zveifejnéni.

Po formalni strance disertace je na velmi dobré urovni. Je psdna anglicky bez vyznamnéjSich
pravopisnych chyb. Obsahuje 15, vétSinou barevnych obrazkl a 12 tabulek. K praci je
piiloZzen CD-disk s mnozstvim podpurnych dat, které¢ umocnuji celkovy kladny dojem z prace.



NiZe uvedené ptipominky jsou spiSe naméty do diskuse nezli vaznéjsi kritické nedostatky
Specifické pripominky

1. Pasobeni alkyla¢ni latky MMS neindukovalo expresi apoptotickych gent. Autor tudiz
dochazi k zavéru, ze MMS pravdépodobné nevede k programované bunééné smrti. V této
souvislosti bych se chtél dotazat, zda byla stanovovana viabilita buné¢k po plisobeni obou
koncentraci MMS a zda byla zjiStovana integrita DNA naptiklad elektroforézou. Je mozné, ze
pii vyssi koncentrace MMS byly jiz natolik toxické, ze buitky odumiraly nekrosou nikoliv
apoptosou.

2. Vyssi (0.5 mM) a nizsi (1.0 mM) koncentrace MMS indukovaly ponékud odlisné spektra
nékterych gend. VEtsi pocet statisticky vyznamnych odchylek od “normalu‘ byl pozorovan u
koncentrace niz$i. Lep$i interpretaci vysledkid by pomohlo stanoveni rozsah poskozeni DNA
po aplikaci obou koncentraci mutagenni latky.

3. Autor se odvolava na literaturu pfi volb& koncentrace MMS. Chtél bych upozornit, Ze tyto
udaje pochazi z experimentti provadénych na rostlinach. Je otazkou, zda Ize situaci v rostliné
extrapolovat na tkdnovou kulturu, kterd sama ptedstavuje stresujici prostiedi. Lze ocekévat,
ze hladiny mnoha transkriptti se budou v rostling a tkanové kultufe odliSovat.

4. ...str. 21, cDNA array “design®. Vzhledem k tomu, Ze technika DNA poli je kli¢ovou

v predkladané praci, popis ptipravy nylonové membrany s imobilizovanymi cDNA shledavam
pon¢kud netplnym. Neni naptiklad ztejmé, jakou metodou byly jednotlivé cDNA klony
aplikovany na membrany? Manudlné nebo spotrem? V piipad¢, Ze spotrem, pak jaky typ byl
pouzit. Jaka byla densita spott vyjadfena naptiklad v po&tu cDNA/cm*?

5. Pro nazornost by na nékterém misté disertace mohla byt ukazana membrana
s radioaktivnimi signaly ptedstavujici tzv. “raw data®

6. Jaky byl zvolen “cut off* definujici zménu v expresi daného genu? V jakém rozpéti se
pohybovaly radioaktivni signaly na DNA polich?

7. Obrazek 5.

(a) Autor spravné porovnaval genovou expresi stanovovanou metodou DNA poli

s kvantitativni PCR. Neni vSak jasné na zaklad¢ jakého vybéru byly zvoleny geny pro
kvantitativni PCR. Ocekaval bych spiSe konfirmacéni analyzu klastru genti podilejici se na
opravé DNA namisto presentovanych kinasovych gent regulujici bunécny cyklus.

(b) Zda se mi, Ze vysledky DNA poli a kvantitativni PCR si neodpovidaji ve vice ptipadech
nez je uvedeno v textu viz. naptiklad cervend kiivka genu TL1, Zluta kiivka genu Myb30,
zluté kiivka genu GST1. Tyto nekongruence nikterak nesnizuji vyznam DNA poli pro
primarni, ale podtrhuji nutnost verifikace transkriptomickych dat nezavislymi metodami.
(c) byly hodnoty pouzité pro konstrukci uvadénych graft filtrovany metodou “low pass®?

8. K ¢asti transkripcni analyzy tabakovych bunék nemam vazngjsich pfipominek nebot’
vétSina vysledki je jiz zpravovana pro publikaci. Na stran€ 34, souhrnu se uvadi, ze aktivita
promotoru je ovlivnéna stresem plsobenim stresu. Tato interpretace je ponckud v rozporu

s dosud publikovanymi udaji, ze totiz aktivita P35S neni nebo jen velmi mélo ovlivnéna
fyziologickym stavem buiiky. Pro pozorované zvySeni transkripce 35S:Z0G1 konstruktu



pribéhu lze navrhnout 1 alternativni vysvétleni jako naptiklad vyssi stabilitu ZOG1-specifické
RNA ve stresovych podminkach. K odliSeni obou alternativ by napomohla analyza
transkripce transgenu ZOG1 metodou run-on nebo pouziti jiného transgenu konjugovaného

s promotorem P35S jako kontroly.

9. Byla navrzena vtipna a objevna metoda kvantifikace cDNA po ptepisu z RNA. Principem
metody je fluorometrické stanoveni cDNA po pfeodchozi hydrolyze templatové RNA.
Fluorometrické stanoveni nukleovych kysl. je sice citlivé, avSak ma zna¢nou limitaci
spocivajici v nutnosti kalibrace systém pii kazdém méteni, coz Casto neimérné prodluzuje
meéieni. V této souvislosti mé napada klasicka spektofotometrickd metoda zaloZena na
abosrbanci nukl kysl. v UV oblasti. V souc¢asné dob¢ jsou na trhu citlivé piistroje umoznujici
meéieni v mikrolitrovych objemech (nanondrop). V tomto smyslu by mozna piipadalo v uvahu
dalsi vylepSeni metody.

Drobné formalni pFripominky

Seznam literatury
Nézvy ¢asopist jsou na mnoha mistech nejednotné, nékteré jsou uvedeny zkratkovité jiné
zase plnym nazvem.

Str. 65 ...“mention the diferent scale®, ma byt “notice the different scale*

Na nékterych mistech se vytiskly nepatfi€né znaky zptisobené typem klavesnice nebo
pouzitim nepatfi¢né klavesové zkratky (naptiklad na strané 18, horni odstavec ma byt “O-
glucosidases* namisto “/ -glucosidases®). Kontrola pravopisu by mohla byt peclivéjsi.

Souhrn prace

str. 1 anglické a ¢eské nazvy praci si pfesné neodpovidaji. Zatimco v anglickém nazvu je
uveden ,alkylation stress®, v Ceském je “metylacni stres. Alkyla¢ni je $ir§i pojem — miiZe se
jednat o metylacni, etylacni, butylacni atd.

Zavér
Prace Mgr. Jitiho Libuse ptsobi velmi dobrym dojmem a obsahuje mnoho originalnich
vysledk, které byly nebo budou v budoucnu publikovéany. Lze konstatovat, Ze se doktorand

zhostil vyty¢enych ukolll na vybornou. Je to nepochybné i rovnéz zasluha kvalitniho vedeni a
pracovniho tymu na UEB AVCR.

Praci doporucuji k obhajobé

V Brné, 10. fijna, 2007 Ales Kovarik



