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Případný slovní komentář k bodům 1. až 3. : 

 

Studentka, Barbora Landová vypracovala svoji bakalářskou práci pod vedením konzultanta, 

RNDr. Jana Šilhána Ph.D. na Ústavu Organické Chemie a Biochemie pod záštitou školitele prof. 

RNDr. Tomáše Obšila, PhD. 

 

Její poměrně obsáhlé téma je nepostradatelnou součástí rozsáhlejšího projektu studujícího 

mechanismus opravy meziřetězcových kovalentních spojení DNA (dále jen poškození) které 

vznikají spontánními procesy in vitro a tudíž nevyhnutelně in vivo. Studentka se seznámila s tématy 

naší laboratoře již během přijímacího pohovoru. Nejvíce ji zaujala oprava přirozeně se 

vyskytujícího poškození DNA, kde nebyl znám enzym ani mechanismus opravy tohoto nedávno 

objeveného poškození.  

 

Hlavním cílem její práce byla charakterizace komplexu proteinu NEIL3 a poškozené DNA. Její 

výsledky přispějí k porozumění reakčního mechanismu opravy DNA a genomové integrity. 

 

Téma bylo zpracováno s důrazem na důležitost celého projektu. Studentce byly vysvětleny 

základní principy a každodenní techniky jako PCR, klonováni a produkce proteinů v E.coli a ve 

hmyzích buňkách S. frugiperda a tyto techniky bez problémů ovládla. Ke svému tématu studentka 

přistoupila velmi svědomitě a důkladně. V prvé řadě zaklonovala konstrukty na produkci divoké a 

mutantní formy zkráceného genu NEIL3. Produkci a izolaci proteinu zvoleného pro její práci 

zvládla studentka na výbornou a výsledkem byl velmi čistý mutantní protein. Tato izolace byla 

provedena bez použití jakéhokoliv afinitního fúzního peptidu či proteinu. Divoká forma proteinu 

xNEIL3 (tzv. WT), která nebyla součástí práce této studentky, nebyla úspěšně vyprodukována v 

naši laboratoři a nemohla být použita pro doplňující enzymatické a komplementární studie této 

práce. Nicméně jako další neméně důležitou částí studentčina projektu byla produkce, optimalizace 

a purifikace nativního poškození DNA. Tento nelehký úkol byl vyřešen zejména iniciativou a pílí 



studentky, která připravila velmi čistý vzorek modifikované a poškozené DNA. Rovněž 

optimalizací času a koncentrací činidel sestavila protokol pro přípravu a izolaci velkého množství 

tohoto cenného substrátu. Ten bude použit v následujících enzymatických a mechanistických 

studiích opravy a vlastností tohoto poškození DNA. V neposlední řadě studentka otestovala několik 

variant konstruktů různých proteinů v enzymových vazebných esejích, ze kterých ta nejdůležitější 

je uvedena na závěr její práce a to vazba proteinu xNEIL3 na různé DNA substráty. Tímto 

jednoduchým experimentem byl potvrzen předpoklad, že tento xNEIL3 preferenčně váže 

poškozenou kovalentně spojenou DNA tzv. kroslink (z angl. Crosslink). Navíc její přínos se 

nachází i ve studiu vlastností poškozené DNA, kde studentka prokázala a to mimo rámec své práce, 

že tato poškozená DNA je stabilnější a odolnější než uvádějí nedávné prameny. Toto je velmi 

důležitý poznatek určující nemalou relevanci tohoto poškození v živých systémech. 

 

Jak je zajisté zjevné z tohoto posudku, studentka, Barbora Landová, demonstrovala své kvality 

a odhodlání vykonávat výzkumnou činnost. Její schopnost komunikace a spolupráce rovněž 

překonala očekávání, protože její práce byla součástí většího projektu, na kterém se podílí další. Její 

výsledky bezesporu pomohli k prohloubení znalostí o vlastnostech proteinu xNEIL3 a kovalentních 

meziřetězcových spojení DNA. 

 

Stanovisko k opravě chyb v práci:  

opravný lístek/oprava v textu NENÍ podmínkou přijetí práce 

 

C. Celkový návrh 

 

Práci doporučuji k přijetí k dalšímu řízení: ANO  

 

 

Navrhovaná celková klasifikace: Výborně 
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