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POSUDEK NA DIZERTACNI PRACI Mgr. Jana Braziny
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POSTTRANSLACNI MODIFIKACE ADAPTOROVEHO PROTEIN DAXX V BUNECNE
ODPOVEDI NA GENOTOXICKY STRES

Ptedlozend dizertacni prace je sepsana V dlouhé formé na aktudlni téma v hlavnim proudu biomedicinského
vyzkumu (charakterizace funkci proteind, zvlasté téch zapojenych do regulace bunéénych funkci, v tomto
pfipadé se vztahem k regulaci bunécného cyklu a bunééného osudu v ramci mnohobunécného organismu) a to
s pouzitim celého spektra modernich relevantnich metodik. Jan Brazina se formatu prace, ktery osobné
vyrazné preferuji pied kratkym formatem dizerta¢ni prace, zhostil dobfe. Jednak svou dizertaci sepsal solidni
¢estinou S pomérné malym mnozstvim formalnich nepiesnosti a v teoretickém uvodu vhodné balancoval mezi
nezbytnymi obecnostmi a nutnosti detailné vysvétlit pfislusné molekularni mechanismy. Teoreticky avod tak
kvalitn€ zpracovanym a Ctivym zptisobem na cca 25 stranach ptedstavuje recentni publikované informace 0
bunééné odpoveédi na poskozeni DNA a samoziejmé 0 proteinu DAXX, jehoz charakterizace je hlavnim
tématem prace. Pouzité literarni zdroje jsou reprezentativnim a v fadé ohledlii vycerpavajicim pirehledem
relevantni literatury

Jan Brazina je autorem/spoluautorem ¢ty védeckych publikaci Vv kvalitnich biomedicinskych ¢asopisech.
Jedna se ve vSech ptipadech o respektované ¢asopisy (ve tfech ptipadech IF vyssi nez 4), vCetné v roce 2015
etablovaného ¢asopisu BB Reports. Ve tfech ptipadech je Jan Brazina spoluautorem s jasné definovanym
nezanedbatelnym podilem, v jednom piipad¢ je autorem prvnim a to u prispévku v oborové prestiznim
Casopise Cell Cycle. Zde je tfeba zminit, Ze vyzkum, ktery byl soucasti védecké vychovy Jana BrazZiny se
odehrava v extrémné kompetitivni oblasti a zminéné publikacni vystupy je tfeba hodnotit vysoce kladné.
Shrnuto, kvalita a kvantita publikovanych praci je po formalni strance (vzhledem k pozadavkim kladenym na
publikaéni vystupy studentti doktorského studia Oborové rady) dostateéna pro doporuc¢eni prace k obhajobé.

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, Jan Brazina sepsal svou dizerta¢ni praci dlouhou formou a rozhodl se zde
tematizovat zvlast¢ svou kli¢ovou prvoautorskou publikaci. Dlouha forma umoznuje daleko 1épe posoudit
védeckou kompetenci uchazect o titul Ph.D. a to zvlasté proto, ze umoznuje veénovat patficny prostor
experimentalni praci rozebrané do detailti, prezentovat nepublikovana data a tak ukazovat provedeny vyzkum
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v SirSim kontextu. To je v praci realizovano na piiméfenych 30 strandch, které komentuji 32 obrazka
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kompetenci kriticky hodnotit vlastni vyzkum dat je zdatilad diskuse, kterd na 6 stranach m. j. rozebird Casté
diskrepance s jiz publikovanymi daty.

K praci bych mél nékolik ptipominek a dotazt:

1.

10.

11.

12.

13.

Na strané 11 jsou tematizovany jednotlivé typy oprav DNA, jako napr. BER, NER, RER a MMR. Zde
bych se primlouval o nejdrive popis prislusného mechanismu celoslovné (napr. base excission repair)
a az pak zkratkou (i kdyz je zkratka s popisem uvedena v sezamu zkratek). Proc je DRR na strané 10
vysvétlena pod carou a ne v seznamu zkratek jako ostatni? Osobné bych urcite zkratky pouzival méné,
nez autor prdce.

Na strané 14 je uvedeno, Ze se doxorubicin vaze na komplex DNA/topoizomeraza 1, je tomu skutecné
tak?

Na strané 18 je ukdazdana impresivni sumarizace posttranslacnich modifikaci p53 ve vztahu k jeho
funkci. Nasleduje otdzka vice méné filosoficka - je tato komplexita postranslacne modifikacniho kodu
spise typicka pro signalizacni molekuly (kde p53 je jednim z nejlépe charakterizovanych bunécénych
proteinii), nebo se jedna o situaci vyjimecnou a p53 si svou unikatnosti své misto na piedestalu (napr.
molekula roku 1993) mezi ostatnimi proteiny skutecné objektivné zaslouzi?

Na strané 19 popisujete DAXX jako u obratlovcii mezidruhove konzervovany protein. Jaky je
obecnéjsi evolucni kontext tohoto proteinu, kam az se da v evoluci vysledovat?

Na strané 20 pouzivate podradici spojku pakli-Ze, pokud se nepletu, jeji spravna varianta je paklize
nebo dle kontextu pakli,ze ©

V casti vénované metodice a materialu doslo u popisu tabulek ziejmé pri formatovani ke ztraté
smysluplnych fontii.

Na strané 37 popisujete, Ze ozarovani probihalo v absenci kultivacniho média, zajimaly by mne
detaily metodiky, jak napr. jak dlouho bunky nemeéni svij fyziologicky stav ,,nasuchu “.

K produkci lentivirii (str. 39) pouzivate kalcium fosfatovou transfekci, pricemz pred ni ménite médium
za Cerstvé obsahujici navic chloroquin. K ¢emu je tento krok diilezity.

Na strané 41 popisujete permeabilizaci bunek roztokem Triton-X-100 ve vodeé. Zde jen komentar -
V nasem pripadé vodny roztok (oproti roztoku v PBS) zpiisoboval nereaktivitu nékterych protilatek.

Na strané 43 ukazujete zmeény fosforylace DAXX a CHK2 po vystaveni ionizacnimu zdreni. Jak je
tomu s expresi DAX a CHK?2 jako takovych? Proc jste ke studii endogenni fosforylace DAXX pouzili
bunecnou linii U20S a nepracovali s HEK293T z pilotniho experimentu?

Na strané 46 popisujete, Ze , byla pripravena protilatka specificky rozpoznavajici DAXX
fosforylovany na S564“. Zajimalo by mne, zda jste se na této priprave podilel a co bylo pouZito jako
antigen pro prislusnou imunizaci.

Na strané 52 (obr. 25) ukazujete korelaci zmény fosforylace DAXX na S564 s expresi fosfatazy WIPI.
U IR 10 Gy po 4h je mozné pozorovat vysokou hladinu fosforylace DAXX a zdaroveii vysokou miru
exprese WIPI. Jak si to vysvétlujete? \V tomto kontextu by mohla byt diileZita regulacni fosforylace
WIP1 (Macurek L, Benada J, Miillers E, et al. Downregulation of Wipl phosphatase modulates the
cellular threshold of DNA damage signaling in mitosis. Cell Cycle. 2013; 12(2):251-262. doi:
10.4161/cc.23057.), nemate néjaka experimentalni data na toto téma?

V prdci opakované diskutujete nekonzistenci v datech zpiuisobenou pouzitim odlisného laboratorniho
kmene bunécné linie. Jaké varianty pouzivdte ve vasi praci? Jaky si myslite, Ze by mél byt pri prdci
S bunécnymi kulturami priklad dobré praxe, aby se minimalizovala podobnd nedorozuméni?
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14. V praci zminujete, Ze absence DAXX v buikdch vede kireverzibilni zméné exprese geni,
pravdépodobné epigenetickym mechanismem. Existuje v literature popsany precedent, kdy by k tomu
doslo v pripadeé jiného studovaného proteinu?

Na zavér bych chtél konstatovat, Ze pres vySe zminéné pripominky je piedlozena dizertacni prace
kvalitnim pfispévkem k diskusi o roli proteinu DAXX vbunéné fyziologii. Dizertaéni prace
POSTTRANSLACNI MODIFIKACE ADAPTOROVEHO PROTEIN DAXX V BUNECNE
ODPOVEDI NA GENOTOXICKY STRES spliuje pozadavky kladené na Univerzitd Karlovg,
Piirodovédecké fakulté na kvalifikaéni prace doktorského studia a doporucuji ji k obhajobé.

prof. RNDr. Jan éemj, Ph.D.
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