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Autorka dizertaCni prace: Mgr. Zuzana Nas¢akova

Nazev prace anglicky: Genomic instability associated with formation of RNA:DNA hybrids and
molecular mechanisms of its suppression

Nazev dizertacni prace Cesky: Genomova nestabilita spojena se vznikem RNA:DNA hybrida a
mechanismy jejiho potlaceni

Skolitelka: RNDr. Jana Dobrovolna, PhD

Konsultant: Dr. Pavel Janséak, PhD

Pfredlozena anglicky psana dizertacni prace se zabyva vznikem tzv. RNA:DNA hybrid( pfedevsim
ve formé tzv. R-loops a jejich vlivem na genomovou nestabilitu. R-loops (Cesky téZ R-smyCky) jsou
struktury, kdy je jedno viakno dvouretézcové DNA vytésnéno jednoretézcovou RNA, vznika tak
RNA:DNA hybrid na zakladé parovani bazi. Vytésnéné viakno DNA pak pFedstavuje
jednofetézcovou DNA, ktera je vice nachylna ke vzniku DNA zlomu. Takovato struktura typicky
vznika, napf. pfi RNA transkripci.

Prace je pojata jako komentovany soubor tfi publikaci v renomovanych Casopisech (Nature
Communications, Molecular Cell, Cell Reports).

Prace ma tfi nosna podtémata:
l. Uloha masivniho narGstu transkripce a kontranskripéné vzniklych R-loops na genomovou
integritu bunék po jejich infekci patogenem Helicobacter pylori.

1. Kolize mezi transkripci a replikaci — role R-loops a vliv na genomovou integritu.

M. cGAS signalizace detekujici fragmenty DNA v cytoplasmé& u bunék s naruSenou
genomovou integritou.

Sjednocujicim tématem celé dizertace je tak klicové téma integrity genomu.
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V uvodu (kapitola 2) se autorka nejdfive vénuje patogenni bakterii Helicobacter pylori, jeji
patogenité, a roli pfi vzniku onemocnéni zaludku, jako jsou chronicka gastritida, viedova choroba
nebo rakovina Zaludku. Déle je vénovana pozornost odpovédi vrozené imunity a NF-kB signalizace
na infekci H. pylori. Je téZ diskutovano, ze infekce H. pylori vyvolava poskozeni DNA infikovanych
bunék a je poloZzena hypotéza, jestli tento narist DNA poskozeni nesouvisi s nadmérnym vznikem
R-loops.

Dale se autorka detailné vénuje vzniku R-loops, mechanismuim, jakym se bufika snazi branit jejich
nadmérné akumulaci, a jak R-loops vzniklé v disledku transkripce mohou pfispivat k naruSeni
integrity genomu pfedevSim pfi kolizi mezi replikaci a transkripci. Prezentované téma R-loops a
genomoveé integrity je velmi zajimavé a aktualni a ma vztah k mnoha onemocnénim, nejenom
k rakoviné.

V kapitole 3 jsou jasné definovany cile dizertaéni prace korelujici s mnou vySe uvedenymi
nosnymi tématy. V kapitolach 4 a 5 jsou pak komentovany a diskutovany dosazené vysledky.

Prace je velmi pékné sepsana a uvod poskytuje skutec¢né zdafily pfehled problematiky. Text se
mi velmi dobfe Cetl a inspiroval mne k dalSimu zamy3leni nad prezentovanymi tématy a ke studiu
dalSich zdroji. Shrnuti vlastnich vysledkl je dobfe sepsano a pfimo vybizi k pfecteni vlastnich
publikovanych praci autorky. Ze ¢teni dizertacni prace jsem mél skute¢né radost.

Autorka v dizertacni praci a v pfilozenych publikovanych pracich ukazuje:

1. Infekce epitelialni bunék zZaludku bakterii H. pylori zpisobuje v ramci vrozené imunity aktivaci
transkripce pomoci NF-kB signalizace, ktera vede nadmérné akumulaci R-loops, které
vyvolavaji replikacni stres a narist DNA poskozeni.

2. Mechanismus, jakym buriky FeSi restart replikace po zastaveni replikaéni vidlice pfi setkani
s R-loops vzniklych z divodu probihajici transkripce.

3. Mechanismus, ktery nadorové buriky, obvykle obsahujici velké mnozstvi fragmentované
DNA v cytoplasmé, vyuZivaji k stimulaci produkce interferonu typu | a iniciovani imunitni
odpovédi.

K vlastnimu textu dizertani prace bych mél jen tyto drobné vytky:

1. Kapitola 2.1 vénujici se H. pylori by si zaslouzila vét§i mnozstvi obrazkl ilustrujici danou
problematiku pfedevsim proto, ze dizertacni prace je jinak orientovana na integritu genomu,
takze pro jejiho potencionalniho &tenafe to bude pravdépodobné nové téma.

2. V textu je obCas Spatné zarovnani fadkl (vycentrovany text, misto zarovnani do bloku).

3. Chybi vilastni obrazek 8.

4. Bylo by dobré si pohlidat jednotny styl formatovani textu (pouzité fonty).

Pro diskuzi pfi obhajobé mam na autorku nasledujici otazky:

1. V kapitole 2.1.6 uvadite, ze vznik DNA zlom( po infekci bunék H. pylori 1ze omezit
experimentalni depleci nukleaz XPG a XPF, které jsou zapojeny do tzv. Nucleotide Excision
Repair (NER) drahy. Je hypoteticky mozné, Ze se NER podili na vzniku DNA zlom{ nejenom
pfes zapojeni XPG a XPF do $tépeni R-loops?
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2. V kapitole 2.2.1 uvadite, ze DNA sekvence majici vysoky obsah G nukleotidl pfispivaji ke
stabilizaci R-loops. Existuje pfedstava, jak jsou stabilni R-loops pfimo v burice v momenté,
kdy vytésnéné DNA vlakno v R-loop neobsahuje vétsi mnozstvi G nukleotid(?

3. V textu opakované zminujete, Ze excesivni transkripce muze predstavovat vyzvu pro
genomovou integritu kvili zvy$ené produkci R-loops. Slo by tento fakt dat do kontextu
replikaéniho stresu a replikaéni katastrofy v souvislosti s recentné prezentovanym
modelem, kde se pro vznik replikaéniho stresu jevi jako kriticka dostupnost
replikaéniho proteinu A (Mol Cell. 2017 Jun 15;66(6):735-749.)?

4. Jaka je role replikacniho proteinu A ve vzniku R-loops?

5. V praci Bauer et al 2020 ukazujete, Ze obecna inhibice transkripce redukuje vznik DNA
poskozeni buriky po infekci H. pylori. Pro inhibici jste pouzili inhibitor triptolide. Myslite si, ze
by stejny efekt na DNA poSkozeni méla i inhibice transkripce pomoci a-amanitinu? LiSi se
mechanismem ucinek triptolidu a a-amanitinu?

6. Pro kvantifikaci DNA poskozeni jste vyuzila imunofluorescenéni detekci faktoru 53BP1.
Vzhledem k tomu, Ze jste analyzovali stovky bunék, rad bych se zeptal na zplsob, jak byly
pocitacové detekovany a analyzovany tzv. 53BP1 foci? Jak tato analyza pfistupovala k rizné
velikosti foci?

V zavéru mohu konstatovat, Ze pfedloZena dizertacni prace je vysoce kvalitni, zabyva se velmi
aktualni problematikou a obsahuje soubor tfi ¢lanku publikovanych ve velmi kvalitnich ¢asopisech.
Velmi ocenuji, Ze dizertaCni prace vznikla na zakladné intenzivni mezinarodni spoluprace. Po jeji
uspésné obhajobé ji doporucuji jako podklad pro udéleni titulu Ph.D.

V Libéchové dne 4. 1. 2021

doc. RNDr. Petr Solc, Ph.D.
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