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Cilem doktorské disertacni prace bylo vyvinuti a optimalizace modelového
usporadani oligonukleotidového mikro¢ipu pro paralelni detekci vybranych péti virovych
patogent vyskytujicich se na ovocnych dfevinach a ovéfeni moznosti vyuziti tohoto DNA
Cipu Vv praxi.

Uvodni ¢ast predkladané disertaéni prace se zabyva technologii mikrogipi, principy
jejich vybéru a piipravy, pfipravou a znacenim zkoumanych sekvenci (targets) a moznostmi
detekce hybridizovanych sekvenci. Druhd kapitola je vénovana klasifikaci a vyznamu
jednotlivych vird, pro jejichz detekei byl Cip pfipravovan a metodickymi piistupy k jejich
detekci, at’ zalozenymi na sérologickych testech ¢i PCR.

Druhd ¢ast disertacni prace, presentovana piilozenou publikaci, popisuje a diskutuje
realnou citlivost mikro€ipu pro ruzné piipravené a riznym zptisobem fluorescenéné znacené
zkoumané¢ sekvence. Velmi zajimavé je zjisténi vlivu mista hybridizace sondy na zkoumané
sekvenci. Zvolené téma je nejen aktudlni, teoreticky i prakticky potiebné, ale i obtizné a
naroc¢né.

Vytcené cile byly doktorandem splnény, pfilozena do tisku pfijata prace je cennym
piinosem k zakladnimu vyzkumu technologie a pouziti mikro€ipt v rostlinné virologii.

K vlastnimu feSeni pristoupil autor po dikladném shroméazdéni a osvojeni si doposud



publikovanych poznatku z této oblasti, svéd¢i o tom literarni pehled uvedeny na konci prvni
c¢asti doktorské prace.

Resenim doktorské disertacni prace byla ziskana cela fada vyznamnych originalnich
poznatkii na useku pfipravy a vyuziti mikro€ipt pro detekei rostlinnych virovych patogen.
Vysledky prace jsou shrnuty v jedné praci pfijaté do prestizniho virologického Casopisu
J.Virol. Meth. s impakt faktorem 2,097.

Doktorska diserta¢ni prace je dobie zpracovana, nékolik drobnych preklept jsem
oznacila tuzkou na okraji kopie. Jelikoz podstatna ¢ast disertacni prace prosla recenznim
fizenim v uvedeném casopise, k praci bych méla pouze nasledujici dotazy a drobné
piipominky:

- v celé praci pouzivate slovo ,,proba®. Dle mého nazoru neni pouziti tohoto prepisu a vibec
jeho uziti spravné ani Cesky, ani anglicky. Doporucovala bych pouzit slovo ,.sonda™.

-Str. 2 — 8. fadek shora, co je silny roztok? Myslite roztok silné kyseliny nebo zasady? Ci
roztok o vysoké koncentraci?

- Muzete kratce shrnout vyhody a nevyhody Vami uzivanych zptasobu amplifikace a znaceni
zkoumanych sekvenci (targets) ?

- Muizete porovnat Vasi zkuSenost a ziskané vysledky tykajici se soucasné amplifikace
zkoumanych virt, jmenovité vyhod RD-PCR oproti multiplex RT-PCR ?

- Mohl byste kratce vysvétlit vyznam Vasi prace a vibec mikroCipové technologie pro
praxi?

Prace Mgr. Lenze spliiuje podminky kladené na diserta¢ni praci, nebot” doktorand
v piedlozené praci prokazal dostate¢nou schopnost orientace v rozsahlé svétove literatuie,
kriticky tiidit informace a vyuzivat je pro vlastni feSeni. V praci piinasi dukazy o
samostatném tvar¢im pristupu. ktery byl zavren fadou vysledku, které jsou piinosem pro
detekci rostlinnych patogent.

Na zakladé této skute¢nosti doporucuji praci k obhajobe a po uspokojivém
zodpovézeni dotazli doporucuji udéleni titulu PhD. podle stavajiciho vysokoskolského zakona

a provadécich predpisi MSMT.

V Praze, 29.11. 2007
RNDr. Noemi Cefovska.CSec.
UEB AV CR Praha



Posudek doktorské disertacni prace Mgr. Ondfeje Lenze

Paralelni detekce vybranych viri ovocnych stromi pomoci

oligonukleotidového mikroc¢ipu

Magistr Ondfej Lenz predlozil doktorskou préci, které fesi problematiku detekce rostlinnych
RNA virti pomoci oligonukleotidovych mikrocipt. PouZivani oligo mikro€ipt k detekcim je
metoda tak progresivni, Ze ji ve védecké praxi nelze nadéle opomijet, at’ uZ si o ni myslime
cokoli. Umoziiuje zrychlit detekci a automatizovat i ty postupy, které byly dosud spis
prakticky zaméfenym vyzkumem. Uznavam prikopnickou hodnotu této prace na oddéleni
virologie, kde s touto metodou, pokud vim, nebyly velké zkusenosti. Ned4 se pochybovat o
tom, Ze doktorand musel pracovat s velkou vlastni iniciativou a invenci a nemohl se jen
spoléhat na zkuenosti laboratofe. Pi pfipravé testovanych vzorku i vlastnich ¢ipti musel
zvladnout celou fadu naro¢nych molekularné-biologickych metod, a je§t€ mu muselo néco
Vyjit.

Doktorska prace je zaméfena pfevazné metodicky: experimentalné se porovnavaji
ruzné metody znaceni a piipravy cilové nukleové kyseliny, metody fluorescenéniho znadeni,
stanovuje se detek¢ni limit mikro¢ipu a podobné. AZ nakonec je metoda testovana pfi
zkuSebni paralelni detekci nékolika RNA virti ovocnych stromi. Pro publikaci v kvalitnim
Casopise neni tento pfistup optimalni a je obdivuhodné, Ze se Mgr. Lenzovi podafilo
dosahnout takové kvality, Ze prace byla do dobrého Casopisu piijata.

Velmi positivné hodnotim i zptsob sepséani prace. Viechno smétuje k feSeni jednoho
problému a autor se nepousti do liceni zapletek ve slepych uli¢kach, i kdyz jich zde jisté
bylo dost. Literarni ptehled je sice struény, ale obsahuje vSechno podstatné a je srozumitelny
a nabity informacemi. VSechny jeho ¢asti jsou logickym tivodem vlastni experimentalni
prace, a nejsou tedy, jak to byva, jen rekapitulaci vSeho, co doktorand v posledni dobé
piecetl. Navic je napsan peclivé a pfekvapivé dobrou ¢estinou. Po uvodu nasleduje seznam
vytCenych cilli a sourhn vysledk - vSechno je velmi piehledné. V anglicky psané publikaci
v zavéru se sice mnoho véci opakuje, ale to myslim neni na $kodu; daleko htif se mi hodnoti
prace s jednostrankovym tvodem a s odkazy na svazané publikace na konci.

K vysledkiim: nejsem natolik odbornik, abych dokézal odhadnout pouzitelnost
mikro€ipu v praxi. Zda se mi ale, Ze pti malych koncentracich virovych partikuli v
rostlinnych pletivech je detek¢ni limit mikro¢ipt zdvaznym problémem. Zatim ziejmé

nezbytnd amplifikace cilové nukleové kyseliny pied vlastni detekci ovSem budi neduvéru.



Ptam se autora, zda opravdu vyuzil vSech moznosti amplifikace signalu. Pfi jinych detekcich
specifickych sekvenci jsou pfece proby s prostou fluorescencni zna¢kou naprosto
nedostate¢né a metody amplifikace signélu jsou velmi uspésné. Tyto véci jsou sice
diskutovany v zavéru prace, ale z diskuse mi nebylo jasné, jakym zplisobem chce autor

v budoucnosti citlivost zlepsit.

Mam také podezieni, Ze rukopis publikace pfilozeny k praci neni skute¢nym
recensovanym rukopisem, protoze jsou v ném anglické vyrazy, které by podle mého nazoru
recensent ,,nepustil®. At se k tomu autor vyjadii.

Zavérem konstatuji, ze Mgr. Ondiej Lenz prokazal schopnosti k samostatné védecké
praci a jeho ptedloZena prace splituje vSechny pozadavky na doktorskou disertaéni praci na

Piirodovédecké Fakulté JEU. Doporucuji praci k obhajobé.

Y ok 4/%‘3

11.12. 2007 Doc. Dr. Josef Vlasak



Oponentsky posudek na doktorskou diserta¢ni praci Mgr. Ondieje Lenze ,,Paralelni

detekce vybranych vira ovocnych stromii pomoci oligonukleotidového ¢ipu“

Doktorska disertaéni prace Mgr. Ondfeje Lenze je zpracovana na aktualni téma vyvoje
modernich diagnostickych metod. Byla pfedlozena ve formé publikované prace
s komentafem. Jednd se o cClanek Investigating the sensitivity of a fluorescence-based
microarray for the detection of fruit-tree viruses autori Lenz, Petrzik a Spak, ktery byl pfijat
k publikaci ¢asopisem Journal of Virological Methods (IF 2,097). V komentafi je pomérné
podrobné popsan stav v oblasti vyuziti mikro€ipu pii detekci virt (celkem 14 stran). Daleko
stru¢néjsi je cast popisujici vlastni provedeni pokust, vysledky a zavéry (celkem cca 4 strany
textu) s tim, Ze toto je obsahem piiloZzeného ¢lanku. Celkem je v praci citovano uctyhodné
mnozstvi 226 literarnich prameni, a to pfedevSim z oblasti virQi napadajicich ¢lovéka ¢i
zvitata. Kladem prace je minimalni pocet preklepu, na které jsem pfi ¢teni narazil, a pies svou
naro¢nost i celkem ctivy text. Metodické pfistupy doktoranda k zadanému ukolu byly podle
mého nazoru spravné a umoznily mu ziskat odpovidajici vysledky.

Vysledky prace rozsifuji jak naSe teoretické znalosti, tak 1 praktické zkuSenosti
s vyuzitim mikro€ipt pii detekei rostlinnych virt a jako takovou je tieba ji pfivitat. Mam k ni
tyto pfipominky a dotazy:

Formalni stranka:

- str. 13: Vlastni prace (Lenz et al.) by se neméla citovat v reSer$i, pokud se de facto

jedna o vysledek disertacni prace a nikoliv o jeji vychodisko.

- prubézné: pouziti laboratorné slangového vyrazu ,,barvi¢ka® misto barviva.

- str. 16: Prvni véta odstavce 3.3 by méla byt jinak formulovana. Pokud se jedna o

izolat ur¢itého viru, potom jde o samotny uZ prokdzany virus (napf. v rostlinném

materialu). Néco jiného je ovSem odebrany rostlinny material s predpoklddanym
vyskytem daného viru, ktery zfejmé autor mél na mysli (...pfirodni...) a kde je
skute¢né nutné virus nejprve prokazat.

Vécna stranka:

Préby proti ACLSV a ASGV byly sice pripraveny, ale podle dostupnych udaji nebyla
odzkousena jejich funkénost s pfislusnymi viry (str. 16, 41). Je tedy otazkou, zda mohou byt
uvedeny v zavéru jako splnény tkol.

Odbér infikovaného rostlinného materidlu je jak v komentafi, tak i v pfiloZeném

¢lanku popsan velmi obecné. O jaké druhy rostlin se tedy jednalo? Byl kazdy z téchto



materialti infikovan pravé jen jednim virem? Byly potom néjaké rozdily v detekci
jednotlivych virG v rizném materialu (pupeny, listy, kvéty) pfipadn€ v rlznych druzich
rostlin? Byly odebrany nejméné tii izolaty od kazdého viru (str. 41). Jak to bylo s jejich
detekci?

V zavéru (str. 19) je multiplex PCR oznacena za metodu nevhodnou pro soucasnou
detekci vice virt kvuli jeji naro¢nosti na optimalizaci a cené. Osobné nemam Zadné
zkusenosti s mikrocipy, ale zda se mi, Ze ani zde optimalizace neni pravé jednoducha. Ma
autor néjakou pfedstavu o cené testu u mikro€ipti?

Jednim ze zakladnich pozadavki na kazdou diagnostickou metodu je jeji spolehlivost,
pfinejmensim ve srovnani s ostatnimi pouzitelnymi metodami. Je tedy vtomto sméru
planovano soubézné testovani néjakych vzorki z terénu riznymi metodami a porovnani jejich
vysledka?

Jak autor vidi vyuzZitelnost mikro¢ipti v zemédé€lské praxi (horizont, obtiZnost, cena,
dostupnost...)? Podle diskuzi na riznych konferencich se ne vzdy napliuji nadéje do nich

vkladané...

Zavér: Podle mého nazoru se jednd o kvalitni disertani praci bez zavaznych chyb a
nedostatki. Mgr. Lenz ma na zakladé prohlaSeni spoluautort hlavni podil na ziskani
experimentalnich dat a sepsani publikace, ktera je zadkladem této prace. Tim prokazal, Ze je
schopen samostatné védecké prace. Doporucuji proto disertacni praci k obhajobé a nasledné

udéleni titulu doktor autorovi.

Praha, 9. 12. 07 Doc. Ing. Pavel Ryséa_nek CSc:



