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Oponentsky posudek diserta¢ni prace
Andrea Huskova: Odhaleni molekularnich mechanismi opravy abazického
meziretézcového spojeni DNA

Vv

poskozeni DNA, kterym je mezifetézcové kovalentni spojeni vychazejici z abazického mista (Ap-1CL,
z ang. ,,apurinic/apyrimidinic site interstrand crosslink®). Kandidatka se jednak podrobné zabyvala
studiem vzniku tohoto mista v fetézci DNA a zkoumala i vliv okolnich bazi na proces jeho tvorby. Ve
druhé ¢asti prace byla pak studovana interakce DNA substratu s doménami opravné glykosylasy NEIL3,
oznaCovanymi jako GRF a Nei.

Zminéna dvojdilnost prace je zfejma i ze dvou skupin pouzitych metod. Prvni ¢ast prace pouziva
predev§im metody ptipravy, izolace a analyzy Ap-ICL. Naproti tomu druhd ¢ast prace zahrnuje hlavné
expresi a purifikaci zkoumanych proteinovych konstruktii a nasledné studium struktury a funkce téchto
konstruktl a jejich komplexti s DNA pomoci enzymovych eseji, nuklearni magnetické rezonance a
rentgenostrukturni analyzy monokrystali.

Cela prace mé 94 stran, je ¢lenéna obvyklym zptisobem a psana je v dobré anglicting. V ¢asti Piilohy
obsahuje prace texty dvou védeckych praci publikovanych ve velice kvalitnich ¢asopisech, na kterych
je kandidatka prvni autorkou, piipadné prvoautorstvi sdili. Podil prace kandidatky na jednotlivych
publikacich je jasné a ptehledné specifikovan. Kromé toho je v diserta¢ni praci zminén i tieti ¢lanek
kandidatky (také se sdilenym prvoautorstvim), rovnéz ve velmi kvalitnim ¢asopise, ktery se od
predchozich svym tématem odliSuje a neni soucasti predlozené prace. Analyza celé disertacni prace
antiplagiatorskymi programy potvrdila, ze se jedna o puvodni dilo.

Pokud se jedna o ziskané vysledky, prvni ¢ast prace usti do odhadu rychlosti tvorby a mnozstvi Ap-ICL
vznikajicich v butice. Studium vlivu okolnich nukleotidi neukazalo né&jaky vyznamnéjsi rozdil, kromé
toho, Ze AT bohaté oblasti maji k tomuto typu poskozeni vétsi tendenci nez GC bohaté sekvence.
Druha cast prace predstavuje z hlediska biofyzikalni chemie a strukturni biologie velice kvalitni a
naro¢nou studii, jejiz vysledky pfimo tsti do navrhu mechanismu, kterym Nei a GRF domény
glykosylasy NEIL3 rozpoznavaji cilove misto v kontextu dvou replika¢nich vidli¢ek, tvoficich
strukturu podobnou pismenu X. Tyto strukturni a funkéni studie jsou bezpochyby vrcholem celé prace
a predstavuji skuteéné hodnotny ptinos k poznani jednoho z molekularnich mechanismu opravy Ap-
ICL.

K préci mam nékolik poznamek:

1. Cast , Introduction” je psana vcelku srozumitelné a ¢tivée, ale je relativné velmi kratka. Domnivam se,
Ze by préci slusel alespon dvojnasobny rozsah této ¢asti.
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2. V préci je oddélena ¢ast ,,Results” a ¢ast ,,Discussion. Ve skute¢nosti ale mnohé véty (napf. na str.
43 a 44) ukazuji, Ze obé casti se v textu siln¢ prolinaji a popisované vysledky jsou okamzité
diskutovany. Nutno dodat, Ze dle mého minéni kvalitné a srozumitelné.

3. Piestoze jsou v sekci ,,Methods” podrobné popisovany metody exprese a izolace rekombinantnich
proteint, nemaji tyto kapitoly svoji protivahu v piislusnych pasazich sekce ,,Results”. Jinymi slovy,
nejsou zde prezentovana data o priabéhu purifikace proteinovych konstruktd @ mnozstvi a ¢istoté
piipraveného materialu.

4. Pti popisu nékterych experimenti by mozna bylo na misté zajit do vétSich detail. Napt. pii popisu
krystalizace by bylo vhodné popsat, za jak dlouho krystal vyrostl, uvest jeho rozméry a piilozit jeho
fotografii.

5. V n¢kterych mistech textu by snad bylo vhodné&jsi uzit lepsiho vyrazu. Napt. na str. 30 bych misto
»Solubility tag“ volil radé&ji vyraz ,,affinity tag“. Véta na str. 46 (,,the next question mark hung above
question‘) mi ptijde trochu neobratna apod.

Rad bych ohledn¢ prace poloZil nasledujici dotazy:

A. Nastr. 56 a 57 se snazite feSit otazku, jak mnoho Ap-ICL vznika v jedné bunce za jediny den.
Chtél bych se zeptat, zda je néco znamo o tom, jestli je toto mnoZstvi ovlivnéno transkripéni ¢i
replikacni aktivitou bunky?

B. Bylo by mozné prezentovat alespon ¢asteéné data z exprese a purifikace pouzitych
proteinovych konstruktii? Zajimal by mé konkrétné napiiklad vytézek v ptipadé¢ piipravy
izotopicky znaceného proteinu za pouZiti minimalniho media.

C. Existuje n&jaky pouzitelny in vitro model pfipravy dvou zastavenych replikaénich vidlicek,
ktery by mohl slouZit k testovani interakce s NEIL3 glykosylasou?

Ptes nekteré vySe uvedené kritické piipominky povazuji praci za nesmirné kvalitni a zcela napliujici
pozadavky, které jsem na diserta¢ni praci kladeny. Doporucuji ji pfijmout k dalSimu tizeni a kandidatce
udélit titul Ph. D.
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