Posudek Skolitele na diplomovou praci

X skolitelsky posudek Jméno Skolitele: Mgr. Libor Krasny, PhD

Datum: 28. 5. 2012

Autor: Jitka Jirat Matéjckova

Nazev prace: Interakce vybranych bilkovin s RNA polymerazou z Bacillus subtilis

Zadané cile prace, véetné tématu literarniho prehledu:

Literarni ptehled: ReserSe regulace genové exprese zaméfena zejm. na iniciaci transkripce a
podjednotku delta RNA polymerazy z gram-pozitivnich bakterii.

1/ Hledani vazebnych partnerti podjednotky delta RNAP.
2/ Ptiprava zkracenych variant podjednotky delta RNAP.
3/ Hledani homologti/analogl proteinu delta v jinych organismech.

Piistup studenta Kk praci s literaturou:

Jitka nacetla literaturu potiebnou k orientaci v oboru. Tuto praci zarocila pii psani reSerSniho
uvodu své diplomové prace. Pokud ji studijni povinnosti dovolily, Gi¢astnila se naSich
pravidelnych Journal Clubt, kde rozebirame soucasné prace z oboru publikované v ptednich
casopisech. Zde Jitka ziskala dalsi zkuSenosti ohledné kritického hodnoceni publikovanych
vysledkl a jejich interpretace. Shrnuto, Jitce necini problémy abstrahovat podstatu

Z precteného textu, porovnat tuto informaci s jinym clankem a vytvofit si vlastni ndzor, coz je
zéklad samostatné védecké prace.

Piistup studenta K praci v laboratofi (pfistup pii uCeni se novych metod, aktivita,
samostatnost, systemati¢nost prace i dochazky do laboratote):

Jit¢in ptistup byl ptikladny. O praci projevovala zajem, naucila se celou skalu metod od
klonovani DNA, ptes purifikaci proteinii, bioinformatickou praci s databazemi az po
transkripéni experimenty. O préci si vedla peclivé dokumentované protokoly — dalsi
piedpoklad Gspésné védecke prace. Jitka u nés zacala jiz bakaldiskou praci a ve fazi prace
diplomové provadéla vétSinu experimentl zcela samostatné. Dochazka do laboratote byla
Casta a to se také kladné projevilo na mnozstvi provedenych experimentd.

Piistup studenta pri sepisovani prace:

Jitka méla psani diplomové prace rozpldnované s vyraznym piredstihem, tak aby nebylo nutné
dokoncovat na posledni chvili. Diky tomu 1 vyména postupnych verzi mezi studentem a
Skolitelem probé¢hla v poklidném rytmu a k plné spokojenosti obou stran. Jitka napsala praci
samostatn¢, pouze lehce vedena mirnymi korekcemi Skolitele.




Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:
Jitce se podatilo vytéené cile spinit.

Prvnim cilem bylo hledani homologt proteinu SP_2234 ze Streptococcus pneumoniae, ktery
byl jiz dfive pomoci Y2H piistupu identifikovan jakozto vazebny partner podjednotky delta
bakterialni RNAP. Jitka identifikovala dva proteiny byt jejich homologie s SP_2234 byla
relativné nizka. Jitce se podatilo protein s vyssi homologii pfipravit v rozpustné formé a
provést s nim experimenty adresujici jeho schopnost vazby na deltu, resp. RNAP. Tyto
experimenty ukdzaly, ze tento protein, YXbF, neni vazebnym partnerem delty. Tyto vysledky
Jitka rovnéz potvrdila transkripénimi experimenty in vitro, kde pozorovala pouze
nespecificky efekt tohoto proteinu. Je mozné, ze SP_2234 hraje roli v modulaci funkce
podjednotky delta u S. pneumoniae, ale tato hypotéza by vyzadovala dalsi studie. Protein
YXDbF tak rozsitil portfolio charakterizovanych proteint nasi laboratote, ktery lze pouzit jako
nespecificky protein bez vyznamného t¢inku na RNAP/transkripci v kontrolnich
experimentech.

Druhym cilem byla ptiprava zkracenych forem podjednotky delta s cilem budouciho pouziti
téchto proteint pfi studiu funkce proteinu delta. Tento cil se podatilo splnit a v soucasnosti
jiz probihaji experimenty vyuzivajici tyto proteiny.

Ttetim cilem bylo hledani homologli/ analogu proteinu delta ¢i jeho ¢asti. Podjednotka delta
ma unikatni C-terminalni doménu (CTD), ktera je flexibilni a vysoce negativné nabita. U
bakterialni RNAP funguje mj. jako mimik nukleové kyseliny a zvysuje afinitu RNAP vici
konsensus promotorové sekvenci (snizuje afinitu RNAP pro nespecifickou DNA). Jitka
hledala v proteinovych databazich eukaryotickych organismu sekvence s podobné
negativnim ndbojem. Toto hledani bylo uspésné. Vysledkem byla fada napft. transkripcnich
faktord (TF) ¢i proteint interagujicich s RNA. Negativné nabité oblasti (vzdy alespon desitky
ak) mohou fungovat analogicky jako CTD delty a zabratnovat vazbé TF na nespecifickou
DNA. Ovéfeni zda tomu tak je alespont v nékterych ptipadech bude otdzkou budoucich
experimentt.

Celkové Jit¢ino vystupovani hodnotim vyrazné kladné: precizni pfistup k experimentiim,
zvidavost a vytrvalost. Rovnéz pak 1 Jit¢ina optimistickd povaha ptispivala k jejim
schopnostem vypofadat se s uloZzenymi ukoly. Tyto vlastnosti jsou velmi kvalitnim vkladem
pro jeji budouci kariéru. Hodné Stésti!
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