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Role Wss1 proteasy v DNA repara¢nich procesech kvasinkové bunky

Cile prace

Cilem prace bylo objasnit roli proteinu Wssl, ktery se zfejmé uplatiiuje v riznych bunéénych
procesech, pti oprave specifickych poskozeni DNA. Diraz byl kladen tlohu jednotlivych
domén proteinu Wssl ve vztahu K fenotypu projevujicimu se citlivosti k hydroxymocoving.
Pro dosaZeni tohoto cile byly pfipraveny kvasinkové kmeny exprimujici riizné mutacni
varianty proteinu Wss1 a byl sledovan jejich fenotypovy projev na genetickém pozadi kmene
s dvojitou deleci genu WSS1 a funkéné ptibuzného genu DDI1.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 74

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO

Je napsan srozumitelné? ANO

Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO

Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v praci spravné citovany? ANO, ale
nahodnou kontrolou obsahu prace Chowdhury et al. 2017 jsem zjistil, Ze se dana prace
tématu viibec netykd a neobsahuje citovanou informaci. U obr. 4, ktery je evidentné pievzat
Z literatury chybi citace zdroje.

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole?  ANO

Kolik metod bylo pouzito? Asi 12

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO, v n€kterych piipadech by bylo dobré
vysvétlit princip postupu (Gibson assembly, Kit pro cilenou mutagenezi).

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentd? ANO
Je dokumentace vysledka dostacujici?  ANO
Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkd? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feseni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO




Formalni Groveii prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):

Prace je psand srozumitelné s dobrou jazykovou urovni, nasel jsem piesto nékolik preklepi:
. 34 GAP-GPD

. 19 konec odstavce vprostied véty

. 28 NaC-NacCl

. 40 hydroxymocoviny-hydroxymoc¢ovinou

.44 v obr. 11 GDP-GPD, GAP-GAL

. 54 zavorky

.93 as. 55 obr. 24 agarosova-agarova

. 60 Q — neni horni index

. 61 vynechana mezera, klicové-kli¢ova

UJ(D(DUJ(DUJ(DUJE/J(D

a n¢kolik nevhodnych formulaci napt.:

. 18 ...signalizace pro porusenou DNA...

. 46 Kozakova sekvence - spise Kozakové sekvence (podle Marilyn Kozakové)

. 51 vzniklé produkty byly pomnoZeny minipreparaci

. 54 konstrukty kédovaly geny

. 57 zachranit fenotyp

. 58 geny WSS1 a wss1F116Q — spise dvé alely jednoho genu

. 60 odpadni protein

. 61 patologicka precitlivélost (pro kvasinky se podobné terminy asi nedaji pouzit)

. 62 exprese transformovanych genil

termin klon a klonovani pouZzivan pfili§ volné — laboratorni slang,

velmi Casto anglicky slovosled napt. Wss1 proteéza,

mutagenni PCR — termin se pouZiva spiSe pro ndhodnou mutagenezi, nikoliv cilenou,
Proteiny oznacovany nékdy jen nazvem genu nékdy s doplnénym p (Ddil-Ddilp) — mélo by
byt jednotné.

V praci se vyskytuji zkratky NOR (s. 1) a NOS (s. 23), které nejsou vysvétleny ani uvedeny
v seznamu zkratek.
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Schémata a prevzaté obrazky jsou velmi pékné upravené a piekreslené. Obzvlaste piehledny
obrazek 11 umoznuje ¢tenafi zorientovat se v jednotlivych pfipravovanych konstruktech.
Také v obrazku 24 ptispivaji schémata uprav jednotlivych variant proteinu Wss1 k orientaci,
nicméné je zde chybné nakresleno schéma proteinu i u kontroly (prazdného vektoru).

V popisku obr. 24 se pise o kmenech a i a, ukazany jsou vysledky jen pro a. V obr. 22 by
mohly byt jednotlivé vzorky popsany vét§im pismem.

Zapis genotypu diploidnich kmenti neni spravny. Pro lokusy KAN1, LYS2, DDI1 a WSSL1 je
uvedena jen jedna alela. Predpokladam, ze kmeny parovaciho typu a jsou lyp1A, nikoliv
lys1A.

Chybi slozeni média s galaktozou.

V seznamu literatury nékde chybi upfesnéni stranek, nékolikrat je jiny format ndzvu casopisu
a n¢kdy jsou nazvy kapitalizované nékdy nikoliv.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

V literarnim tvodu autor srozumitelné a dostate¢né podrobné uvadi ¢tenaie do problematiky
a seznamuje ho s dosazenymi poznatky tykajicimi se daného tématu. Autor v ramci prace
sestrojil celkem 38 novych konstrukti pomoci metody Gibson assembly a klonovaciho
systému Gateway. Pomoci téchto konstruktl posléze exprimoval v kvasinkovych buitkach
rizné varianty genu pro protedzu Wssl s cilem sledovat fenotypicky projev téchto variant pii
ristu na hydroxymocoving. Prvni ¢ast prace (tj. konstrukce plasmid®) piedstavuje nejvétsi cast




vysledkd. Na podrobnéjsi experimenty s expresi riznych variant WSS1 v kvasinkach, které by mohly
piinést odpovédi na otazky kladené v tivodu prace pak (asi) nezbylo dostatek ¢asu. Jisté by se dalo
navrhnout mnozstvi experimentt, které by mohly napovédét vice o funkci Wss1 (napt. fenotyp
variant WSS1 na HU v kmeni wss1A ptipadné dalSich kmenech, fenotyp na jinych genotoxickych
latkach a stresovych podminkach atd.). Pfi sepisovani prace se pak autor nevyvaroval pomérné
¢etnych chyb a nepfesnosti, zejména v metodické ¢asti (viz vySe i1 nize), které kvalitu prace snizuji. |
ptes zminéné nedostatky vSak navrhuji pfedkladanou préci ptijmout k obhajobé¢ jako podklad pro
udeleni titulu magistr.

Otazky a pripominky oponenta:

K praci mam nasledujici pfipominky:

sloZeni roztokli a médii je casto nepiehledné z diivodu pfilisSného uzivani procentniho
vyjadifeni hmotnostnich nebo objemovych zlomkt. Napt. 10% 0,5 M EDTA, 0,1% 10% SDS
apod. Dokonce se miizeme setkat s velmi neobvyklou formulaci 4x10 % adenin. Slozeni SC
média je diky tomu naprosto nepiehledné. Lepsi by rozhodné bylo vypsat pouze kone¢nou
koncentraci dané komponenty tj. 50 mM EDTA, 40 mg/l adeninu apod. Misto 86,5 %
ddH20 bych radéji napsal: ,,doplnit ddH20O do pozadovaného objemu*.

U enzymu Dpnl neni uvedeno ptfidané mnozstvi a u Taq ligazy a TS exonukledzy (tab. 12) by
bylo vhodné uvést pocet jednotek enzymové aktivity pidanych do smési, ne jen objem.

Ve vSech PCR smésech je vysledna koncentrace primert v fadech mM, asi mé¢lo byt uM.

Rozpis TAE pufru pro elektroforézu je pro 50x koncentrat. Predpokladam, ze pro
elektroforézu jste pouzival 1x TAE. V praci se prosté pise jen o TAE pufru.

Zaznamenal jsem nékolik neobvyklych postupti. Jedna se o chyby, nebo jste skute¢né
pouZzivat tyto postupy:

Transformace:

Péstoval jste kvasinky pro transformaci na LB plotnach?

Zaockovano na OD 0,5 a sklizeno pii OD 1 tj. po jedné generacni dobé&?

Resuspendoval jste sklizené buiiky na konc. 2x107 bunék/ml a pro transformaci pouzival 100
ul tj. 2x10° bungk?

Ptidal do transformacni smési 36 pl 10 mM LiAc? (spiSe 1M)

Neni uvedena koncentrace ssDNA ani to, Ze by se méla pied pouzitim povafit a zchladit na
ledu.

Izolaci proteind:
Péstoval jste kvasinky piti 37°C?

Meéla PCR z bakterialnich kolonii pouze 18 cykla?

Formulace ,,Po dosazeni koncentrace ODsoo ~1/ml byly ekvivalenty 6 jednotek ODsoo 1
sklizeny centrifugaci,, je nepochopitelna. Jednalo se prosté o 6 ml kultury? Lepsi by bylo
uvadst priblizny podet bungk (paklize vime, ze OD 1~107 bungk/ml). OD neni jednotka
mnozstvi bunék a OD/ml postrada smysl.

Koncentrace hydroxymocoviny pfi testovani citlivosti kvasinek je jednou uvedena jako 0,05
M na SC médiu (s. 40) a jednou jako 0,5 M na YPD (obr. 24). Ktery udaj je spravny?

U colony PCR (obr. 16) neni uvedeno, jaké byly pouzity primery.




S. 47 — ...byly vybrany 3 vzorky s nejniz8i kontaminaci a nejvyssim signalem... Jakou
kontaminaci zde myslite? Vybrané vzorky 2, 4 a 6 urcité nejsou ty s nejvétsim signalem
podle obr. 16.

Pti provedeni kapkovych testl na obr. 23 evidentné nebyly nastaveny koncentrace bunék ve
vSech vychozich suspenzich stejné.

Co je kontrolni reakce na elektroforéze na obr. 12?
K praci mam nasledujici dotazy:

Haploidni dvojité deletované kmeny wss1AddilA nejsou popsany v seznamu kment. Jakym
zpusobem byly pfipraveny?

Z obr. 23 to vypada, jako by exprese Katalyticky inaktivni formy WSS1 v kmeni wss1A méla
negativni vliv na rast. Dé¢lal jste pokus vicekrat a mizete tak potvrdit nebo vyvratit tento
dojem?

Jaka je odekavana velikost Wss19"WML9 Je mozné, Ze vam ,,utekl* z gelu a proto nevidite
jeho produkci na obr. 25?

Z jakého divodu jste pfipravoval usek DNA s attB misty dvoukrokoveé? Sekvence attB by se
pohodIné vesla na jeden primer.

Proc jste k testovani genotoxicity pouzivali hydroxymocovinu, kdyz piedpokladana funkce
proteinu Wss1 pfi odstrafiovani proteinti kovalentné pfipoutanych k DNA by byla Iépe
testovana jinymi ¢inidly? Pfedpokladate, ze hydroxymocovina zvysuje tvorbu aduktt typu
protein-DNA? Jak si predstavujete mechanismus G¢inku hydroxymocoviny v Kmeni
wss1AddilA?

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

[] vyborné [ ] velmi dobte [ ] dobte [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




