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Posudek k disertacni praci uchazecky Ing. Olgy Souckové

»Study of de novo purine synthesis in models systems of Caenorhabditis elegans and Hela cell
lines”

Formalni hledisko

Prace je psana v anglickém jazyce, je ¢lenéna klasicky na resSersni ¢ast, metodickou a experimentalni
Cast a diskuzi. ReSersni Cast se zaméfuje na popis metabolismu purinovych bazi, tedy jak metabolit,
tak i enzymu ucastnych jejich premény. Déle se autorka vénuje popisu chorob spojenych s deficitem
jednotlivych enzymui této drahy. le obsazena téz Cdst se stanovenym ucelem a hypotézami, které si
autorka klade, jmenovité 1) Patofyziologie DNPS vbunééném modelu a vtransgennim modelu
nematod, 2) Studium cytotoxicity DNPS metabolitd na bunécné linie a 3) Charakterizace fibroblastt
z lidskych pacient(.

Experimentalni ¢ast poté detailné popisuje metody, které byly pouzity pro dosazeni danych hypotéz -
tedy bunécnych kultivaci, analyzy genovych mutaci, analyzy proteini a mRNA produktt, konfokalni
mikroskopii, exktrakci metabolitl a jejich analyzu pomoci techniky LC-MS a praci s transgennim
modelem hadatek.

Prédce je dale doprovdzena seznamem pouZzité literatury a 5 publikovanych védeckych praci autorky,
které prosly receznim fizenim a byly publikovany vimpaktovanch casopisech a z nichz jeden je
prvoautorsky. Jmenovité jsou to “CRISPR-Cas9 induced mutations along de novo purine synthesis in
Hela cells result in accumulation of individual enzyme substrates and affect purinosome formation”,
“Study of purinosom assembly in cell-based model systems with de novo purine synthesis and salvage
pathway deficiences”, “Metabolic tools for identification of new mutations of enzymes engaged in purin
synthesis leading to neurological impairment”, “PAICS deficiency, a new defect of de novo purine
synthesis resulting in multiple congenital anomalies and fatal outcome” a “Metabolites of de novo
purine synthesis: Metabolic regulators and cytotxic compounds”.

Odborné hledisko

Prace Ing. Olgy Souckové se zaméruje na metabolismus a poruchy drahy syntézy purinovych bazi tstici
do onemocnéni, které se muze manifestovat mirnou ale i zavaznou az fatalni formou. Ackoliv ¢etnost
téchto onemocnéni neni vysokd, autorka sleduje moderni trend studia vzacnych onemocnéni. Uvodni
Cast je popsana srozumitelné a dostatecné.

Autorka pouzila Sirokou 3kalu laboratornich metod ke komplexnimu studiu dané problematiky, od
bunécnych kultivaci, cytotoxickych studii, analyze genu, proteinli i metabolitll, pfipravu transgennich
modell i sledovani proteint pomoci konfokalni mikroskopie. Experimenty byly pldnovany a popsany
srozumitelné.
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Sekce svysledky adekvatné popisuje ziskana zjisténi a je doprovdzena pfimérenym mnoiZstvim
schémat, grafu a obrazk, na které se text odkazuje a které potvrzujidané vysledky. Autorce se podafilo
dosahnout stanovenych hypotéz a nadto v rdmci vyzkumu odhalit dvé dosud nepopsana onemocnéni
— deficit enzym PAICS a PFAS.

Diskuze k vysledkdm je vécnd a ukazuje autorcin prehled v souc¢asné odborné literature.

Pripominky oponenta k préci

- Kapitola 1.1.3.1.6.
V obrazku 3 je pouzito dvakrat pismeno E, chybi pismeno F.

- Kapitola 3.2.3.
Je uvedeno, Ze k detekci chemiluminiscence bylo pouZito rentgenovych paprsku. Domnivam
se, ze ma byt, Ze byla pouZita detekce za pomoci filmu pouZivaného k detekci rentgenovych
paprska.

- Kapitola 3.3.1.
Zkratka PR neni uvedena v ptehledu.

- Kapitola 4.1.3.1.
Obrazek 11 — obrazky zachycujici kolokalizaci proteint jsou velmi malé a tudiz malo zfetelné.
Pro lepsi vizualizaci bych doporucil vétsi velikost (alespori jako je v pfislusném ¢lanku) nebo i
soucasné uvedeni Ciselného koeficientu kolokalizace.

- Kapitola 4.1.3.2.
Obrazky 12 — 20. U nékterych obrazki jsou zobrazeny kolokalizace signélu a u nékterych
nikoliv.

- Kapitola 6.
Chybi daj pro zkratku WES v prehledu.

Dotazy na uchazecku

- P¥i extrakci metabolitli z HeLa bunék (kapitola 3.3.2.) byl po vysuSeni extrakéniho Cinidla
pfidan isotopicky znaceny interni standard. Proc¢ nebyl pfidan interni standard jiz do
bunécného lyzatu?

- Pfi méFeni miry absorpce purinovych metaboliti do bunék (kapitola 3.5.3.) byly tyto pfidany
do kultivacniho média v raznych koncentracich. M4 toto svij divod?

- Ptianalyze profilu RNA a proteint (kapitola 4.1.2.) na obrazku 10 je patrné, Ze v médiu
s obsahem purinG u bunék s knock-outem proteinu HPRT je nenulové exprese proteinu
HGPRT. V podminkach s médiem, ze kterého byly puriny uméle odstranény, tato exprese
neni. Mate pro to vysvétleni?
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Zaver

Uchazecka ve své prdci prokazala schopnost planovat, provadét a vyhodnocovat experimenty za
pouziti adekvatnich metod.

Studium metabolismu purinovych bazi je stale aktudini védecké téma a publikovani vysledkd
v impaktovanych €asopisech toto potvrzuje.

Uchazecka dale splnila cile vyty¢ené v préci.

Uchazecka svou disetacni praci prokazala predpokiady kladena na autora pro samostatnou tvofivou
védeckou praci a k udélenititulu Ph.D. za jménem. Po prostudovani této praci ji doporucuji k obhajobé.

Ve Vestci, dne 27.11.2023

Mgr. Lukas Kucera, Ph.D.

Czech Centre for Phenogenomics

Ustav molekularni genetiky, AV CR, v.v.i.
Primyslova 595

Vestec, 252 50





