Posudek dokorské disertacni prace ing. Jany Prosecké ,,Physiological role of
reactive oxygen species scavenging enzymes and methyl viologen resistance in the
cyanobacterinm Synechocystis sp. PCC 6803

PredloZena disertatni prace se zabyva aparatem chranicim sinice rodu Synechocystis proti
neblahym aéinkiim , kyslikovych radikalii. Prvni &4st pojednava o charakterizaci
mutantnich kmeni specificky defektnich v jednotlivych ¢astech aparatu, které byly

v ramci price vytvofeny. Druha &4st popisuje zmény exprese vybranych genii vlivem
stresovych faktorti, které zpiisobuji vznik reaktivnich forem kysliku, a to u vychoziho
kmene i zminénych mutanti. Tématem t¥eti 4sti je nalezeni ndhodnych mutaci, které
propiijcuji sinici Synechocystis zvysenou odolnost k methyl viologenu, piisobicimu vznik
superoxidovych iontii O;".

Prace dodrZuie obvyklé &lenéni a je pfehledné uspotddana.

Kapitola ,,Introduction” poskytuje bez zbyte€nych podrobnosti informace potiebné pro
pochopeni zakladnich souvislosti ve vlastni praci. V nékterych mistech viak bylo moZné
citovat i nov€j3i prace. Z celkového poctu 136 citatovanych publikaci jich pouze 13 spada
do let 2007-2009, agkoli se rozhodné nejedna o ,,mrtvy“ obor.
e Strana 4: Relativni zavaZnost oxidativniho poSkozeni DNA bych vidél spiSe
v tom, Ze na rozdil od ostatnich slozek burky ji 1ze jen téZko nahradit.
e Strana 5: Piedpokladam, ze “Mg-SOD* je pteklep v Mn-SOD. Mimochodem,
fada sinic obsahuje Ni-SOD a Cu-Zn-SOD, jak je spravné uvedeno a7 v Diskusi.
e Strana 6: Druhi sinic, u kterych byl rozpoznén alespoii jeden gen pro katalazu je
uz dnes zfejmé vice (nap¥. Bernroitner a kol., DOI: 10.1093/jxb/ern309).

Kapitola ,,Material and Methods® popisuje postupy pouzité k dosaZeni vysledki préce.

e Strana 13: Podle jakého vztaZného bodu je &islovana pozice deletovaného Giseku
genu sodB (45-498)? Podle anotace k sekvenci z GenBank (accession number
NC_000911.1) by mél enzym HindII $tépit 109 a 562 bp od pocatku translace (na
kodujicim Fetézci).

e Strana 17: Pro¢ byl pro normalizaci gRT-PCR pouZivan obsah 16S rRNA? Pokud
jedinym méfitkem vhodnosti této veli€iny byla jeji korelace s mnoZstvim celkové
RNA v reakci, nebylo by presnéidi pouZit pravé mnoZstvi celkové RNA?

e Kapitola mléi o piivodu mutantni linie katG. Objevuje se popis v né&jaké pulikaci?

Kapitola ,,Results“ pfehledné prezentuje dosaZené vysledky.

e Strana 22: Jaky ie rozdil v provedeni testu u zcela pravého dolniho panelu
obrazku 4.5 (WT, MV) oproti ostatnim?
Strana 26: Zkratka DCMU neni vysvétlena.

e Strana 30: Pro¢ jsou v tabulce 4.6 uvedena pouze piiblizna ¢isla bez udani miry
variability a také pouze hodnoty zvySené? SniZeni exprese pfeci miiZe také o
n&¢ém vypovidat. Napf. u ,, WT (N,)* Ize o¢ekéavat niz3i exprese neZ pii aerobnim
péstovani (souhlasné s obr. 4.14 A). Také je $koda, 7e mutanty nelze pfimo
srovnat — n€které rostly jen v mikroaerobnich podminkach (nelze jinak?), jiné jen
v aerobnich.




Tento typ dat by dle mého nazory bylo nazornéjsi prezentovat napf. jako
sloupcovy graf s chybovymi tise¢kami.

e Strana 32: Podle ¢eho byla vybrana intenzita jednotlivych stresii — koncentrace
latek, teplota, intenzita osvétleni? Vliv jednotlivych piisobeni na riistovou k¥ivku
se zna¢né lisi (obr. 4.15).

e Strana 33: Skoda, ¥e pokus shrnuty v tabulce 4.8 nebyl opakovin (?). Nepova¥uji
také za St'astné skryt data o genech, které nepiekonaly umélou hranici zmény
exprese na dvoinasobek, opét pouze smérem vzhiiru. Prakticky tak zmizi napf.
profil exprese genu Sir1198, ktery je zmifiovan v diskusi (str. 50).

e Strana 40: Co znamen4 hv&zditka v tabulce 4.10?

Co je vyseto na (viditeln€ odliSnych) hornich téetinich misky na obrazku 4.17?

e Strana 46: Z grafu na obrazku 4.22 B to vypad4, Ze kmen MV-A roste mirné, le¢
statisticky velmi vyznamné rychleji nez kmen MV-4 (miij odhad zaloZeny na
chybovych fise¢kach, tedy zfejmé smérodatnych odchylkach). V tabuice 4.14 viak
ma v obou pfipadech MV-A delsi dobu zdvojeni. Pro¢?

o Strana 49: Troufnete si spekulovat, jak4 je povaha aktivity, kterou vyviji Tpx po
pfidani t-BuOOH? Pro¢ po 24 hodinéach plisobeni viech druhti stresu zachycenych
na obrazku 4.15 ma kultura Atpx/AkatG niz&i OD;s; neZ pouze AkatG?

Kapitola ,,Discussion“ podrobné€ rozebird dosazené vysledky a porovnava je s literarnimi
ndaji.

e Strana 51: Vzhledem ke schopnosti H,O, ptekonavat biologické membrany mi
nenf jasné, jak by bylo moZné zajistit specifické odbouravani exogenniho ¢&i
endogenniho peroxidu.

e Teprve po pe¢livém procteni diskuse a metod se mi poodhalila ¢ast vysledka,
které nebyly zahrnuty ve vlastni kapitole ,,Results“. V&im, Ze to je $koda, protoze
mohly obsahovat uziteéné informace. Navic tajeni negativnich vysledkii miize
vést k jejich opakovani.

Ptilohou prace je:
1. text €lanku 7z ¢asopisu FEBS Journal (impact factor > 3), ktery je zaloZen na
originalnich vysledcich této prace. Ing. Prosecka je prvni autorkou ¢lanku, spliiuje
tedy podminku zvefejnéni alespori &asti vysledki.
2. rukopis shrnujici dal$i vysledky prace, odeslany k publikaci v jiném &asopise.

Pies vySe uvedené pfipominky doporucuji doktorskou disertaéni préci ing. Jany Prosecké
k obhaijobé.

Jiti Libus
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Prace predlozend k posouzeni pojednavd na téméf sto stranach o fyziologické dloze enzymi deaktivujicich
reaktivni formy kyslikovych radikalt v sinici Synechocystis sp. PCC 6803.

Kapitola 1. obsahuje na jedenacti stranach kvalitni Gvod zpiehlediujici vyCerpavajicim zpiisobem stav
soucasného poznani o procesech geneze a detoxifikace reaktivnich forem kysliku v buiikdch fotosyntetickych
organizmi a svéd¢i o velmi dobré Grovni znalosti autorky. Cile prace jsou ve tfech bodech velmi struéné
definovany v kapitole 2 jako 1) charakterizace mutant s deaktivovanymi enzymy jenz jsou kliCové pro
detoxikaci kyslikovych radikalt, 2) studium expresnich profili gent jenz se Ucastni detoxikace kyslikovych
radikdli a 3) identifikace gent zodpoveédnych za rezistenci proti methylviologenu jenz je vyznamnym faktorem
generujicim superoxidovy anion. Jednoticim prvkem vyty¢enych cili je tedy studium fyziologické odpovédi
bunék na stres zpasobeny kyslikovymi radikaly u sinice Synechocystis sp. PCC6803 za pouZiti experimentélnich
piistuptt kombinujicich biochemické, molekularné biologické a biofyzikdlni metody, jenz jsou dopodrobna
popsany v kapitole 3 (materialy a metody).

Vysledky méteni, analyz a interpretace naméfenych dat jsou popsany a komentovany na tficeti ¢tyfech strankach
vysledki a diskuze. Hlavni ¢ast vysledki je rozdélena na tii kapitoly jednotlivych podprojektil jenz tvoti zéklad
posuzované prace. Nasleduje deviti strankova diskuze, zavéreéné shrnuti na jedné strance a seznam pouzitych
citaci. V posledni ¢asti disertace je piiloZen jeden publikovany ¢lanek a jeden hotovy rukopis piipraveny

k odeslani do ¢asopisu:

Proseckd, 1., Orlov, A.V,, Fantin, Y.S., Zinchenko, V.V., Babykin, M.M., Tichy, M. (2009) A novel ATP-binding cassette
transporter is responsible for resistance to viologen herbicides in the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803.
FEBS Journal 276, 4001-4011.

Podet citaci = 0, IF = 3.139
Proseckd, J.. Tichy, M. (2010} /n vivo role of the type Il peroxiredoxin (AhpC) in the cyanobacterium Syrnechocystis sp.

PCC 6803; gene expression during stress acclimation. Folia Microbiol. Accepted.




O splnéni ambicidznich Gkold se autorka disertace pokusila pod peclivym dohledem svého skolitele, je vSak
ziejmé, Ze jak planovani experimentl, tak jejich bezchybné provedeni a zpravnou a kritickou interpretaci dat
zvladla nakonec zcela samostatné. Kvalita jeji prace je nakonec dobfe demonstrovana plivodnim ¢ldnkem
publikovanym v renomovaném cCasopise; dalsi ¢lanek jenz vznikl s hlavnim prispénim autorky disertace je
piipraven k zaslani do ¢asopisu. K praci samotné nemam zadné zasadni pripominky ani namitky. Volba tématu
prace a jeji vyznam jsou aktudlni, odborna droveit prace je vynikajici. Formulace cili prace i metodika
zpracovani jsou originalni a grafickd, jazykova a formalni Groven je také vynikajici. Jak Gvodni text tak vlastni
¢lanky doplnujici disertaci jsou napsany velice dobrou angli¢tinou. O nékolika drobnych nalezenych
nedostatcich formalniho charakteru jsem informoval autorku a neni nutné je zde uvéadét. Doporucuji proto

predlozenou praci k obhajobé.

Otazky pro obhajobu a naméty do diskuze:

Analyza divokého kmene ani Zadného z mutantl nevykazovala zvySenou uroven peroxidace lipida jako odpoved
na stres superoxidem generovanym methyl viologenem. Pfesto vSak autorka uvadi vznik lipidovych
hydroperoxidi jako nebezpecny stav pro funkénost enzymi fotosyntetického a respiracniho elektron
transportniho fetézce, nebot’ jsou situovany v thylakoidni membrané. Autorka nepodava k tomuto zjisténi, které
povazuji za rozpor, zadné vysvétleni. Prosim o komentat k vyse zminénym pokustim a objasnéni, zda dle nazoru
autorky ma peroxidace lipidi zdvazny fyziologicky vyznam ¢i zda je moZno povazovat jeho negativni vlivy in
vivo za marginalni.

Bunky mutanti dahpC rostly podstatné pomaleji nez divoky kmen a to jak za pfitomnosti kysliku. tak i
v mikroaerobnim prostiedi. Autorka uvadi na strané 27, Ze mutantni buriky nebylo mozné kultivovat pfi optické
hustoté mensi nez 0.2, ale nevysvétluje zcela jednozna¢né souvislost mezi rychlosti ristu, minimalni optickou
hustotou, intenzitou osvétleni v husté kulture. Prosim o upfesnéni. Které z karotenoidd byly hlavni pficinou
zvySené absorbance v kratkovinné oblasti viditelné Casti spektra u bunék mutanti AakpC kultivovanych v
piitomnosti atmosférické koncentrace kysliku? Byly buriky kultivovany pouze v kontinualnim svétle jak vyplyva
z popisu materiali a metod (pro¢?), nebo byly provedeny také pokusy ve stiidavém rezimu svétlo-tma?

Pri indukei oxidativniho stresu pomoci pridani methylviologenu nedoslo u mutanta Afpx k predpokladanému
zvySeni exprese genu /il4 v ostrém kontrastu s piidanim H,0, nebo kultivace pfi vysokém svétle (pokus je
provadén za stresujicich nefyziologickych intenzit svétla mnohokrat prekradujicich saturaci fotosyntetického
aparatu sinice). Jako vysvétleni nabizi autorka zvySenou destabilizaci RNA. O jaky typ genové specifické
destabilizace se zde jednd a na jakém zédklad¢ je tato hypotéza predlozena? MiZe byt intenzita oxidativniho
stresu zpuisobeného pridanim methylviologenu o tolik vysi a jeho charakter natolik odli$ny od stresu vysokou

ozafenosti, Ze se navic projevi specifickou neptitomnosti RNA stres indukujiciho genu /i[4?

s l/ /”a,
Mgr. David Kaftan PhD. /}&W [/ //// (_,\ V Novych Hradech, 3. biezna 2010
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Oponentsky posudek na diserta¢ni praci s nazvem

»Physiological role of reactive oxygen species scavenging enzymes and
methyl viologen resistance in the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803

vypracovanou Ing. Janou Proseckou

Formalni stranka diserta¢ni prace

Predlozen4 disertaCni prace je napsana v anglickém jazyce, ma 65 oznafenych stran, obsahuje 32
obrazki, 20 tabulek a pres 150 citaci uvedenych v seznamu literatury. Prace je zaloZena na 2
védeckych pracich, znichz 1 byla publikovana v kvalitnim recenzovaném zahrani¢nim casopise a
jedna je ve forme rukopisu v recenznim fizeni. Disertaéni prace je rozdélena do jednotlivych kapitol
podle standardniho ¢lenéni formou védeckého ¢lanku. Celkové lze hodnotit, Ze prace je po formalni
strance kvalitné zpracovana s minimalnim mnozstvim chyb a preklep.

Fakticka stranka disertacni prace

Hlavnim cilem dané disertacni prace je studium reakce na oxidativni stres u modelového
organismu sinice Synechocystis sp. PCC 6803. Ve stfedu zajmu diserta¢ni prace bylo prozkoumat
odezvu tohoto modelového systému pomoci experimentalnich technik spadajicich do oblasti
molekularni a bunécné biologie.

Prvni ¢ast disertacni prace (strany 1-12) je vénovana piehledu dané problematiky, kde se autorka
zaméfovala prevazné na podrobnou charakterizaci jednotlivych reaktivnich forem kysliku,
antioxidacni vlastnosti né¢kterych enzymi a regulaéni mechanismy proti oxidativnimu stresu. Lze
konstatovat, ze piehled dané problematiky je zpracovan velmi kvalitné a pfehledné.

Cast disertaéni prace popisujici ziskané vysledky (strany 13-23) je rozdélena do 3 tématickych
kapitol vénovanych charakterizaci kment bez nékterych enzymu antioxidaéniho cyklu, expresi geni
GCastnicich se v ochrannych procesech proti oxidativnimu stresu a tvorbé spontannich mutantd
odolnych proti methylviologenu. V prvni ¢asti byla provedena kompletni charakterizace kment bez
superoxid dismutazy, thioredoxin peroxidazy a alkyl-hydroperoxid reduktazy. V druhé casti byla
studovana exprese genu za normalnich ristovych podminek a béhem pusobeni riznych stresovych
faktort jako je vysoké svétlo, nizka teplota, vysoka salinita nebo pisobeni methylviologenu. V teti
Casti vénované tvorbé spontannich mutanti odolnych proti methylviologenu se autorka zaméfila na
charakterizaci a lokalizaci dané mutace.

V ¢asti vénované diskuzi se pak autorka vénuje fyziologické roli nékterych enzymi vykazujicich
antioxida¢ni aktivitu a odolnosti sinice Synechocystis sp. PCC 6803 vuci piisobeni methylviologenu.

Na zékladé vysledki prezentovanych v disertacni praci a védeckych publikaci spojenych
s disertacni praci lze konstatovat, ze po faktické strance ma diserta¢ni prace kvalitni Groven a je
bezesporu velkym piinosem k objasnéni procest spojenych s odpovédi organismu na oxidativni stres.




Otazky k diserta¢ni praci

K predlozené disertatni praci mam nékolik otazek a prosim Ing. Janu Proseckou o jejich
zodpoveézeni.

1) Ve svém disertacni praci se autorka zminuje o mechanismu pusobeni methylviologenu ve
fotosystému 1. Je zde uvedeno, ze oxidovana forma methylviologenu slouzi jako akceptor elektronu
z fotosystému I, zatimco redukovana forma poskytuje elektron na molekularni kyslik za soucasné
tvorby superoxidového aniontového radikali. Muze autorka vysvétlit, zda-li n€ktery z kofaktort ve
fotosystému I je sam schopen redukce molekularniho kysliku. -

3) V celé praci je nespravné pouzivan vyraz kyslik namisto vyrazu molekularni kyslik. Vyraz kyslik se
mnohem ¢Castéji pouziva pro atomarni kyslik (O), zatimco dvouatomova molekula kysliku se oznacuje
jako molekularni kyslik (O,).

4) Obdobné¢ v celém textu je nespravné pouzivano oznaceni pro superoxidovy aniontovy radikal O,
Superoxidovy aniontovy radikal je svou podstatou soucasné aniont a radikal a tak jeho spravné
oznaceni je O,".

Zavér

Na zavér lze konstatovat, ze disertacni praci Ing. Jany Prosecké lze po formalni i faktické strance
hodnotit pozitivné. Je vidét, ze autorka pracovala systematicky po celou dobu svého studia a ze ma v
oblasti odpovédi biologického systému na oxidativni stres hluboké znalosti. Diserta¢ni prace obsahuje
nové a kvalitni vysledky zakladniho vyzkumu a svou kvalitou mize odpovidat narokiim na disertaéni
praci. Je snad jen Skoda, ze sama prace obsahuje fadu vysledku, které se neobjevily v zadné
z prilozenych publikaci. Svou publikaéni ¢innosti vSak autorka dokazala, ze je schopna tvirci védecké
prace, ktera prispéje k objasnéni reakce biologickych systému na oxidativni stres. Diserta¢ni praci Ing.
Jany Prosecké proto doporucuji k obhajobé.
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