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Ptipadny slovni komentai k bodiim 1. az 3. :

Studentka, Barbora Landovéa vypracovala svoji bakalaiskou praci pod vedenim konzultanta,
RNDr. Jana Silhdna Ph.D. na Ustavu Organické Chemie a Biochemie pod zastitou Skolitele prof.
RNDr. Tomase Obsila, PhD.

Jeji pomérné obsdhlé téma je nepostradatelnou soucésti rozsdhlejSiho projektu studujiciho
mechanismus opravy mezifetézcovych kovalentnich spojeni DNA (dale jen poskozeni) které
vznikaji spontannimi procesy in vitro a tudizZ nevyhnutelné in vivo. Studentka se seznamila s tématy
naSi laboratofe jiz béhem pfijimaciho pohovoru. Nejvice ji zaujala oprava piirozené se
vyskytujictho poSkozeni DNA, kde nebyl znam enzym ani mechanismus opravy tohoto nedavno
objeveného poskozeni.

Hlavnim cilem jeji prace byla charakterizace komplexu proteinu NEIL3 a poSkozené¢ DNA. Jeji
vysledky pfispéji k porozuméni reakéniho mechanismu opravy DNA a genomové integrity.

Téma bylo zpracovano s dlirazem na dilezitost celého projektu. Studentce byly vysvétleny
zakladni principy a kazdodenni techniky jako PCR, klonovani a produkce proteinit v E.coli a ve
hmyzich bunikach S. frugiperda a tyto techniky bez problémi ovladla. Ke svému tématu studentka
pristoupila velmi svédomité a dikladné. V prvé fad¢ zaklonovala konstrukty na produkci divoké a
mutantni formy zkraceného genu NEIL3. Produkci a izolaci proteinu zvoleného pro jeji praci
zvladla studentka na vybornou a vysledkem byl velmi Cisty mutantni protein. Tato izolace byla
provedena bez pouziti jakéhokoliv afinitniho fuzniho peptidu ¢i proteinu. Divokéd forma proteinu
xNEIL3 (tzv. WT), ktera nebyla soucésti prace této studentky, nebyla uspé$né vyprodukovana v
nasi laboratofi a nemohla byt pouzita pro dopliujici enzymatické a komplementarni studie této
prace. Nicmén¢ jako dalsi neméné dilezitou ¢asti studentCina projektu byla produkce, optimalizace
a purifikace nativniho poskozeni DNA. Tento nelehky kol byl vyfeSen zejména iniciativou a pili



studentky, kterd pripravila velmi Ccisty vzorek modifikované a poskozené DNA. Rovnéz
optimalizaci casu a koncentraci ¢inidel sestavila protokol pro pfipravu a izolaci velkého mnozstvi
tohoto cenného substratu. Ten bude pouzit v nasledujicich enzymatickych a mechanistickych
studiich opravy a vlastnosti tohoto poskozeni DNA. V neposledni fadé studentka otestovala nékolik
je uvedena na zavér jeji prace a to vazba proteinu XNEIL3 na rizné DNA substraty. Timto
jednoduchym experimentem byl potvrzen piedpoklad, ze tento XNEIL3 preferencné vaze
poskozenou kovalentné¢ spojenou DNA tzv. kroslink (z angl. Crosslink). Navic jeji piinos se
nachdzi i ve studiu vlastnosti poskozené DNA, kde studentka prokazala a to mimo ramec sv¢ prace,
ze tato poskozend DNA je stabilnéjsi a odolnéj$i nez uvadéji neddvné prameny. Toto je velmi
dilezity poznatek urcujici nemalou relevanci tohoto poskozeni v Zivych systémech.

Jak je zajisté zjevné z tohoto posudku, studentka, Barbora Landova, demonstrovala své kvality
a odhodlani vykonavat vyzkumnou cinnost. Jeji schopnost komunikace a spoluprace rovnéz
prekonala oc¢ekavani, protoze jeji prace byla soucasti vétsiho projektu, na kterém se podili dalsi. Jeji
vysledky bezesporu pomohli k prohloubeni znalosti o vlastnostech proteinu xXNEIL3 a kovalentnich
mezifetézcovych spojeni DNA.
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