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Autor: Mgr. Monika Hlavova
Nazev prace: Reakcia na poskodenie DNA v zelenych riasach Chlamydomonas reinhardtii a
Scenedesmus quadricauda.

Cile prace: Cilem prace bylo rozsitit znalosti o kontrole buné¢ného cyklu a molekularnich
mechanismech reakce na poskozeni DNA v zelenych fasach Chlamydomonas reinhardtii a
Scenedesmus quadricauda.

Struktura a formalni uroven prace: Doktorska diserta¢ni prace v rozsahu 106 stran ma

standardni strukturu. Ve srozumitelné napsaném literarnim prehledu jsou uvedeny zakladni
poznatky o mechanismech regulace bunééného cyklu u eukaryot a detailni piehled tohoto
procesu v burikach rostlin. Dale jsou rozvedeny pfedevsim signalni dréhy ucastnici se procesu
odpovédi bunek na poskozeni DNA. Jsou pouzity relevantni literarni odkazy, jejichz celkovy
pocet je 230. V podrobn¢ popsané ¢asti ,,Material a metody™ jsou uvedeny vSechny pouzité
materialy a postupy, které byly aplikovany v experimentélni ¢asti. Ve vysledkové ¢ésti jsou
vzdy vysvétleny cile jednotlivych pokust, dosazené vysledky a jejich shrnuti. K dokumentaci
vysledkt je uvedeno 38 obrazki. Velmi kladné hodnotim napf. odkazy v textu na ktivky graft
(barevné znacky), nesmirné to zlepSuje Ctivost a piehlednost textu.
V diskusi jsou dosazené vysledky porovnany s dostupnou literaturou a jsou uvedeny i navrhy
na dal$i feSeni problematiky. Zavéry jsou vystizné. Protoze ¢ast vysledku disertani prace
byla publikovéna, je pfilozend i kopie ¢lanku, jehoz je Monika Hlavova prvni autorkou (Plos
One, 6(5), 2001). Celkové je mozno fici, Ze disertaéni prace Moniky Hlavové mé dobrou
grafickou a jazykovou urover a je sepsana pe¢livé s minimem pieklepu.

Vysledky préce: Na zaklad¢ znalosti o synchronizaci a prib&éhu bunééného cyklu obou
studovanych organisml a moznosti monitorovani pfechodu nejdulezitéj$§imi kontrolnimi body
cyklu bylo vypracovana strategie navozeni cytotoxického stresu. Siroké spektrum
experimentalnich technik jako jsou expresni analyza, detekce hladiny proteind, jejich
kinazové aktivity, pfiprava proteint v expresnim bakulovirovém systému, rekonstituce
aktivnich komplexi kinaz a dalsi techniky umoznily vyhodnotit efekt manipulace s bunéénym
cyklem v kombinaci s reakci bun€k na poskozeni DNA. Bylo prokazano, ze cyklin
dependentni kindza B1 a inhibi¢ni kindza Weel jsou vyznamné zapojeny v odpovédi
Chlamydomonas reinhardltii a Scenedesmus quadricauda na poskozeni DNA. Prace pfinasi
puvodni védecké vysledky, na jejichz zaklad¢ vznikla publikace s prvnim spoluautorstvim
Moniky Hlavové v kvalitnim mezinarodnim ¢asopise. Cile diserta¢ni prace byly splnény a
navic se dalsi vysledky stanou souc¢ésti navazného vyzkumu objastiujiciho mechanismy
kontroly bunééného cyklu v odpovédi bunék na poskozeni DNA.

Dle nazoru oponenta Monika Hlavova prokazala, Ze je schopna samostatné experimentovat,
ziskat data velmi dobré urovné, tato kriticky hodnotit a ve vhodné formé presentovat.

Otézky a ptipominky:
1) Narozdil od Chlamydomonas reinhadltii u fasy Scenedesmus quadricauda ptetrvavala
1 po ovlivnéni latkami navozujicimi odpovéd’ na DNA stress vysoka aktivita CDK a to
1 v pfitomnosti zvySené hladiny inhibi¢ni Weel kinazy. Analyza inhibi¢ni aktivity
Weel pomoci stanoveni tyrosinové forsforylace CDK nebyla bohuzel s danou
protilatkou mozna. Jaky dal$i mozny metodicky pfistup planujete pro objasnéni funkce
Weel kinazy v kontrole buné¢ného cyklu u S. quadricauda?




2) Jak uvédite, kofein zvysuje citlivost C. reinhadtii na poskozeni DNA, zatimco u S.
quadricauda naznacily vysledky spiSe ochranny u¢inek kofeinu v tomto procesu.
Muzete na zékladé znalosti o funkci kofeinu v burikach Zivocicht a rostlin podat
mozna vysvétleni?

3) U rostlin je znamo, Ze bunky primarnich meristému reaguji na genotoxicky stres
programovanou bunéénou smrti, podobné jako burky zivo¢i$né, které odpovidaji ¢asto
vstupem do apoptozy. I kdyz rostliny nemaji Chk1 kindzy a dalsi molekuly nezbytné
pro exekuéni fazi apoptozy, vztah mezi poSkozenim DNA a procesem programované
bunééné smrti je zfejmé u eukaryot obecnym jevem. Existuji podobné mechanismy
odpovédi na poskozeni DNA u fas?

4) V praci byl jako jeden z inhibitort pouzit i kolchicin, pro¢ byl z fady latek
ovliviiyjicich mikrotubuly vybran pravé kolchicin., ktery ma u rostlin, ve srovnani
s zivo€ichy, mnohem slabsi efekt na depolymerizaci mikrotubuli?.

Z nékterych mensich ptipominek bych zminila napt. (i) v kpt. 4.2.6.3. a obr. 22: data ukdzana

pro Kontrolu a Kofein konéi v 16.hod, ale v kultufe ovlivnéné kofeinem je stéle silny signal,

Ctendf je zveédav, jak to vypadalo déle, staci komentovat alespon slovné (ii) 4.2.7.1. na CKS

kuli¢ky se vaze jen CDKA, B nikoli. IP anti CDKB stahuje CDKB i A, pfesto je dale

popisovéna jen aktivita CDKB, je mozné takto uvadét? (iii) v metodéach jsem nenasla metodu
stanoveni koncentrace proteind.

Zéavér: Monika Hlavova prokézala velmi dobry piehled literatury, aplikovala ve své
experimentalni praci spektrum bunécné biologickych a biochemickych technik. V ramci
disertaéni prace ziskala nové poznatky o reakci fas na poskozeni DNA. Vysledky byly
publikovany v kvalitnim Casopise a fada dalsich, dosud nepublikovanych vysledkl, mtze jisté
slouzit jako zaklad dal$ich praci. Z uvedenych diivodu proto doporucuji, aby byl po tspésné
obhajobé Monice Hlavové udélen akademicky titul Ph.D.
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OPONENTSKY POSUDOK

doktorandskej dizertatnej prace Mgr. Moniky Hlavovej:

Reakcia na poskodenie DNA v zelenych riasach
Chlamydomonas reinhardtii a Scenedesmus quadricauda

Doktorandska dizertatna praca Mgr. Moniky Hlavovej sa zaobera $tudiom regulacie
bunkoveého cyklu rias C. reinhardtii a S. quadricauda. Cielom prace je $tudovat reakciu
tychto modelovych organizmov na poskodenie DNA. Praca bola vypracovana
v Laboratériu bunkovych cyklov rias Mikrobiologického ustavu AVCR v Tieboni. Pri
zdolavani réznych uskali prace sa autorka mohla spolahnut na kompetentnost
skuseného pracoviska, ktoré sa danej problematike dihodobo a Uspes$ne venuje
a ktorého prinos v danej oblasti vyskumu je viditelny.

Praca ma 106 stran, cca 300 literarnych odkazov a v prilohe 1 publikaciu uverejnenu
v odbornom karentovanom &asopise, kde bola doktorandka prvym autorom. Je pisana
tradi€nou formou v slovenskom jazyku. K formalnej stranke nemam ziadne vyhrady.
Praca je svedomito spracovana. Minimalne Stylistické a gramatické nedostatky
nepdsobia vébec rusivo a ich mnozstvo je zanedbatelné.

Literarny prehlad je napisany Citatelnym spésobom a vhodne ilustrovany. Autorka
v nom Citatela zoznamuje s pouzitymi modelovymi organizmami aich bunkovymi
cyklami, pricom sa zameriava hlavne na regulaciu bunkového delenia. V tejto Casti su
informacne pokryté vS8etky podstatné aspekty, ktoré bezprostredne suvisia
s problematikou dizertacie. Napriek tomu, Ze autorka v praci cituje uctyhodny pocet
300 publikacii, podarilo sa jej z nich vybrat to najdélezitejSie, Coho vysledkom je
uceleny a dobre Citatelny prehlad, ktory pomé&ze Citatelovi zorientovat’ sa v Studovane;j
problematike. V zavere literarneho prehladu by som privitala samostatnt podkapitolu,
v ktorej by boli jasne definované ciele prace.

Kapitola Material a metédy dokazuje autorkin Siroky zaber metodickych postupov, od
Standardnych metdd synchronizacie kultur, cez Siroku $kalu molekularno-biologickych
metdd zahffiajucich izolaciu DNA a proteinov, real time PCR, kindazovu esej, Western
blot analyzu aZz po mikroskopovacie techniky. Rozsah experimentalnej prace a pouZzité
molekularno-genetické metdédy, ktoré v praci pouzila, jasne demonstruju, ZzZe
doktorandka vie pracovat nielen s literaturou, ale je ,zru¢na“ aj pri experimentoch
v laboratoériu.

Dosiahnuté vysledky su prezentované prehladnou formou a vhodne podloZzené grafmi
a obrazkami. Autorka ziskala viacero zaujimavych vysledkov, ktoré v kontexte
znamych literarnych udajov v kapitolach ,Vysledky“ a ,Diskusia“ aj spravne a prinosne
interpretuje. V diskusii, ktora je spisana prehladne, sa autorka snazi maximalne
objektivne posudit ziskané vysledky a davat ich do suvislosti s vysledkami inych
autorov. Diskusia potvrdzuje autorkinu dobrlu orientaciu v problematike a vybornu
pracu s literaturou.
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Autorke sa v dizertatnej praci podarilo ziskat vysledky, ktoré boli publikované v
zahraniénom karentovanom cCasopise a presli recenznym konanim, €o jasne dokazuje
jej kvalitu.

K praci mam nasledovné otazky:

e Na str. 47 piSete, Ze o kofeine je zname, Ze ma synergické ucinky s vacsinou latok
poskodzujucich DNA. KedZe tu postradam citaciu, mohli by ste uviest nejaky
priklad takéhoto ucinku? V tejto suvislosti ma zaujima, &i je znamy mechanizmus
u€inku kofeinu v bunkach?

e Urias C. reinhardtii sa zistilo, Ze kofein zvySuje frekvenciu rekombinacie a preto sa
pouziva pri identifikacii mutantov s poruchou v rekombinacnych typoch opravy,
ktora sa podiela na oprave zlomov DNA. Je mozné, Ze zrychleny cyklus urias C.
reinhardtii bol aj v désledku tohto efektu? Popripade ako si vy vysvetlujete fakt, Zze
kofein urychloval priebeh bunkového cyklu u C. reinhardltii?

e PrecCo ste na zastavenie bunkového cyklu nepouzili aj MBC (metylbenzimidazol 2-yl
karbamat), latku, ktora sa uz predtym osvedCila ako reverzibilny inhibitor
bunkového cyklu u rias?

e Vpripade FdUrd ste nezaznamenali Ziaden rozdiel v porovnani s neovplyvnenou
kontrolou. Je mozné, Ze tato latka nie je urias u€inna preto, Ze sa nedostala do
jadier C. reinhardltii alebo ju tato riasa nebola schopna inkorporovat' do DNA?

e Neuvazovali ste vyskuSat metéodu RNA interferencie, ktora sa u C. reinhardtii
bezne vyuziva, aby ste utimili vami Studované gény zucastriujuce sa regulacie
bunkového cyklu? Aky fenotyp by podla Vas mali tieto kmene?

e Boli urastlin (napr. u Arabidopsis) izolovani mutanti vo vami §tudovanych kinazach?

e Boli uz u S. quadricauda identifikované niektoré drahy zucastriujuce sa opravy DNA
poskodeni?

e Na zaver by ma zaujimalo, aké by podla vas mali byt dalSie postupy a experimenty
pri pokraCovani vasho vyskumu?

Autorka dizertacnej prace dokazala, ze vie formulovat’ relevantny a aktualny vedecky
problém, vie sa zorientovat v literature, ktora je vo vztahu k tomuto problému a dokaze
problém riesit pouzitim najnovs§ich experimentalnych metdd, priCom ziskané vysledky
spravne interpretuje v kontexte doterajSich poznatkov. Praca ma v3etky atribaty
pozadované na dizertacni pracu a preto doporu€ujem jej prijatie k obhajobe a po
Uspes$nej obhajobe navrhujem, aby bola Mgr. Monike Hlavove] udelend vedecka
hodnost’ PhD.
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