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Posudek na dizertacni praci ,Unravelling molecular mechanisms of the abasic
crosslink DNA repair”

Predkladatelka: Mgr. Andrea Huskova
Skolitel: RNDr. Jan Silhan, Ph.D.

Predkladana dizertacni prace je zaloZena na dvou rukopisech pfijatych v mezinarodnich ¢asopisech
“The Nucleic Acid Research” a “DNA repair”, kde je v obou ptipadech predkladatelka prvnim
autorem, respektive prvnim spoluautorem. Mgr. Huskova je rovnéz prvni spoluautorkou dalsiho
rukopisu, ktery je nicméné tematicky odlisny. Prace o celkovém rozsahu 94 stran (véetné pfiloh) je
psdna v anglictiné s klasickym c¢lenénim zahrnujici obecny Uvod, metodickou ¢ast, vysledkovou ¢ast,
diskuzi a seznam citaci. Formalni stranka prace je velmi zdaftila s minimem preklep(l a
terminologickych nepfesnosti.

Dizertacni prace se zabyva molekuldrnimi mechanismy souvisejicimi se vznikem a ndslednou opravou
abazickych mist a mezifetézcovych kovalentnich spojeni DNA. Ackoliv jsou tato poskozeni velmi
zavaznd a mohou byt spojena s nadorovymi onemocnénimi a bunéénou smrti, molekularni
mechanismy jejich oprav nejsou stale dostatecné prozkoumany a dizertacni prace vyrazné prispiva

k jejich objasnéni. Jedna se bezesporu o originalni a aktualni studovanou problematiku zakladniho
vyzkumu s moznym presahem do terapeutickych aplikaci.

K dosazeni cill dizertaéni prace si predkladatelka musela osvojit fadu experimentalnich technik
véetné metod molekularni biologie (klonovani, mutageneze), heterologni exprese a purifikace
rekombinantnich protein(. Pro naslednou charakterizaci interakci pak pouzila komplementarni
enzymologicka a biofyzikdIni stanoveni a rovnéz techniky strukturni biologie - NMR spektroskopie a
rentgenostrukturni analyzy. Pevné véfim, Ze takto Siroké metodologické portfolio bude dobrym
zakladem pro dalsi profesni rst predkladatelky.

Rad bych kandidatce polozZil nasledujici dotazy k Sirsi diskuzi:

1. Na obrdzku 9 je ukazana kinetika ¢asova zavislost tvorby abazickych mist DNA in vitro. Kfivka
Casové zavislosti ma z mého pohledu ponékud netypicky pribéh s poc¢atecnim linedrnim Gsekem a
naslednym rychlym prechodem do stacionarni faze. Jaké je vysvétleni nahlé zmény kinetiky v ¢ase
pfiblizné 24 hodin? Pokusili se autofi tuto ¢asovou zdavislost popsat néjakym matematickym
modelem?

2. Strana 49 a obrazek 16 — v textu je popsano, Ze ,,the binding affinity of GRF domains showed a
notable preference for fork structures compared to oligonucleotides with ssDNA overhangs even
though the total number of nucleotides was identical....”. Z obrazku 16 se zd3, Ze tato preference je
cca 2- az 3-nasobna. Myslite si, Ze takovy rozdil je opravdu vyrazny a mlze vysvétlit specificitu in
vivo? Je k dispozici néjaké statistické zhodnoceni zminénych rozdilG? Jedna se o technické nebo
biologické (napfiklad nezavisla pfiprava dvou Sarzi proteind/DNA) replikaty?
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3. Strana 50, obrazek 17 —,,...Nei doména preferuje pti opravé Ap-ICL sekvence, kdy je Ap misto na 3'
rameni replikac¢ni vidlice....“. Pfedpokladate, Ze tato preference existuje i in vivo, coz by asi
znamenalo, Ze Ap mista na 5' rameni replika¢ni vidlice by byla pro opravu problematictéjsi? Da se

z Vasich krystalovych struktur a AlphaFold modell takova preference néjak mechanisticky vysvétlit?

Zavérem konstatuji, Ze predkladana dizertacni prace Mgr. Huskové spliiuje vSechny pozadavky
Oborové rady Fyzikalni chemie a proto ji plné doporucuji k obhajobé.

V Praze, 24. bfezna, 2024

RNDr. Cyril Bafinka, PhD
Laborator strukturni biologie
Biotechnologicky ustav AV CR
Pramyslova 595, Vestec
telefon: +420-325-873-777

e-mail: http://Isb.avcr.cz/

Prumyslova 595  Tel.: +420 325 873 700
Czech Academy 25250 Vestec  Fax: +420 325 873 710
Of Sciences Czech Republic  btu-office@ibt.cas.cz Bl D E EV
ID: 86652036  www.ibt.cas.cz/en



