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Bc. Katefina Krejéova vypracovala svoji diplomovou praci pod mym vedenim na Ustavu
organické chemie a biochemie AV CR v.v.i. Seznamila se zde s extenzivnim mnoZstvim
metod, které zvladla na vybornou a jeji vysledky a provedeni by mohli jit uéebnicovym
pfikladem pro pouZzitou metodiku.

Velmi obsahlym tématem diplomové prace studentky bylo studium vlastnosti a
mechanismu opravné drahy Fanconiho anémie. Tato draha je zodpovédna za opravu tzv.
mezifetézcovych kovalentnich spojeni v DNA (z angl. interstrand crosslink) a je spousténa
pfi zastaveni replikacniho aparatu pravé v mistech téchto poSkozeni. Geny a proteiny této
drahy se zpravidla oznacuji zkratkou FANC resp. FANC (z angl. Fanconi Anaemia
Complementation Group), jelikoz mutace v jejich genech vede k nefunkéni opravé a ke
genetické chorobé zvané Fanconiho anémie. KliCovym dé&jem ve spousténi této drahy
je monoubiquitinylace FANCD2 regulovana fosforylaci vazebného partnera FANCI.

Cilem diplomové prace byla pfiprava a studium mechanismu, kterymi fosforylace FANCI
spousti monoubiquitinylaci a opravu DNA.

V prvni fazi diplomové prace se studentka seznamovala s mutagenesni pfipravou
konstruktl pro expresi cilenych mutantnich proteinti. Mutace v jednotlivych konstruktech
byly vybrany samotnou studentkou po studiu dostupné literatury. Rada &lanka byla
zvefejnéna v prubéhu prace, cemuz bylo téma pfizplsobovano.

Studentka pfipravila 8 rlznych konstruktl proteini. Zejména se jednalo o rizné mutanty
fosforylacnich a ubiquitinylaénich mist proteini FANCI a FANCD2. Celkové pfipravila 12
proteinu. Exprese probihaly v hmyzich bunkach Sf9 pomoci bakulovirového expresniho
systému. Studentka se tedy naucila pfipravu bakmidové DNA, transdukci a infekci



hmyzich bunék a velkoobjemovou pfipravu rekombinantnich proteinu.

Studentka se naucila samostatné purifikovat a biochemicky charakterizovat proteiny.
Samostatné provadéla tyto chromatografické techniky: afinitni, aniontové, afinitni
heparinové a gelové permeachni.

V dalsi fazi byly biofyzikalni a enzymologické studie a méfeni. Ani zde studentka
nezustala pozadu, naopak excelovala a velmi svédomité, samostatné a zodpovédné
pfistupovala k zadané problematice. Testovani vazby proteini na DNA v nativnich
polyakrylamidovych  gelech  bylo studentkou optimalizovano az  doséahlo
reprodukovatelného a bezchybného vzhledu na Grovni publikovani v impaktovanych
Casopisech. Jednalo se skute¢né o naroCnou praci, ve které se porovnavala vazba
komplexd mutantd FANCI a FANCD2 s DNA o vysledné molekulové hmotnosti cca 350
kDa. Komplementarné byla vazba na DNA méfena pomoci anizotropie fluorescence.

V enzymologické €asti se studentka soustfedila na vliv fosfomimetickych mutantd proteinu
FANCI na rychlost monoubiquitinylacnich reakci. Studentka ukazala, Ze mutanty FANCI
mimikujici fosforylaci nemaji vliv na vazbu tohoto proteinu na DNA. Zaroven studentka
ukazala, Zze nemaji vliv na rychlost a ani uc€innost monoubiquitinylace FANCD2 za
méfenych podminek, pfestoze je znamo, ze tyto fosforylace FANCI jsou naprosto
esencialni pro monoubiquitylaci FANCD2 a opravu DNA v burikach. Toto je velmi zajimaveé
zjisténi, které posunuje centrum naseho studia a porozuméni regulace této drahy vpred.
Zarovenn v podobé pfipravenych mutantt FANCI a FANCD2 studentka pfipravila
nepostradatelné reagencie pro sou¢asnou budouci praci na této opravné draze.

Studentka si pocinala velmi peclivé a neunavné pii studiu dostupné odborné
literatury a ¢asto prichazela s navrhy dalSich experimentu, které byly souc¢asti nejen
jeji diplomové prace, ale i navazujicich projektu. Jeji samostatnost v laboratorni praci byla
nekompromisni a dbala na provedeni veskerych experimentd samostatné.

Samostatnost sepisovani prace je v nasi laboratofi samoziejmosti. Rozsah a ¢lenéni jsou
pfiméfené a odpovidaji pozadavkim na diplomovou praci. Zarover je teoreticky Uvod psan
velmi stru¢né a vystizné, coz hodnotim vyborné. Rozsah nau€enych a pouzitych metod je
na vyborné arovni.

Zajem studentky o praci byl pfimo nadstandartni, coZ bylo potvrzeno nejen peclivou
teoretickou pfipravou a ¢tenim odbornych ¢i metodickych praci, ale rovnéz poctem hodin
stravenych experimentalni &innosti. Casovy rozsah vénovany praci zdaleka prevysil
oCekavany Cas magisterského studenta.

Stanovisko k opravé chyb v préaci: opravny listek/oprava v textu NENI podminkou pfijeti
prace

C. Celkovy navrh
Navrhovana celkova klasifikace: Vyborné

Datum vypracovani posudku: 11. 5. 2019 }
Jméno a pfijmeni, podpis Skolitele (SIS):  RNDr. Jan Silhan. PhD



