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diplomova prace
Bc. Anna Jordakova - Charakterizace vazby transkripcnich faktorii CSL na DNA v kvasince
Schizosaccharomyces pombe

Anna Jorddkova do nasi laboratore nastoupila v roce 2013. Vypracovala u nas svou bakalarskou praci a poté
pokracovala na projektu diplomovém. Nejprve v tymu s tehdejsi PhD studentkou Martinou Oravcovou,
pozdéji projekt dal rozvijela samostatné. Ukolem Anicky ptivodné bylo pomoci standardnich metod
homologni rekombinace pfipravit kmeny kvasinky S. pombe s modifikacemi genti pro transkripéni faktory
Cbf11 a Cbf12 — vnést znacku umoznujici jejich detekci/purifikaci a mutovat aminokyselinovy zbytek
dileZity pro vazbu téchto proteind na DNA. Tyto nastroje jsme hodlali vyuZit pro objasnéni komplexniho
plisobeni transkripénich faktorti CSL v kvasinkovych burikach. Realizace tohoto zdéanlivé jednoduchého
zadani se v pripadé genti CSL ukézala jako technicky velmi obtiZna a v diisledku toho i ¢asové narocna.
Anicka musela prodluZovat studium, zavadét nové metody, ale nakonec se ji podafilo pfipravit 3 ze 4
potiebnych kmenii s TAP epitopem a analyzovat jejich fenotypy. Zbyvajici konstrukt je na dobré cesté k
dokonceni.

Anicka zvladla zakladni i pokrocilé postupy pro kultivaci S. pombe (napt. synchronizace bunécéného cyklu) a
rizné fyziologické testy (rychlost rtst, mira adheze, citlivost na stresory). Déle se naucila izolaci nukleovych
kyselin a proteini a jejich analyzu (napf. PCR, qPCR, western blot), vCetné stanoveni vazby proteinu na
DNA pomoci chromatinové imunoprecipitace. V laboratofi zavedla novou metodu editace genomu
vyuzivajici systém CRISPR/Cas9, coZ projekt vyznamné posunulo a celkové pro nas bylo velkym
metodickym pfinosem. Oproti ostatnim studentiim v laboratofi potfebovala Anic¢ka o trochu vyraznéjsi
vedeni Skolitelem, nicméné v pribéhu let v tomto ohledu udélala velky pokrok. Anicka vZdy pracovala
peclivé a svédomité, k vysledkiim porizovala odpovidajici dokumentaci a vytrvale se snaZila nachazet feSeni
(mnoha) technickych problémt, se kterymi se priibézné potykala.

Kromé svého hlavniho tématu se kratce vénovala i praci na paralelnim projektu tykajicim se problematiky
proteinti CSL a je spoluautorkou ¢lanku v ¢asopise Cell Cycle (2016; PMID: 27687771).

Spis diplomové prace vznikal pozvolna a s ¢astymi konzultacemi se Skolitelem. Mimo jiné nebylo snadné
najit strukturu, ktera by umoZziiovala zaclenéni popisu slepych ulic¢ek — informace dileZité pro nasi laboratofr.
V zevrubném literarnim prehledu autorka dobfe reflektuje pleiotropismus proteiniit CSL a pfipravuje si piidu
pro pozdéji vyuzivané fenotypické testy pripravenych mutant. VyuZiva i nové ¢lanky, doposud nezpracované
velmi peclivou obrazovou dokumentaci, opét v€etné navodnych schémat. Autorka poctivé dokumentuje slepé
ulicky, negativni vysledky i pilotni pokusy, které bude nutné v budoucnu zopakovat. V diskuzi poskytuje
prakticky navrh feSeni konstrukce chybéjiciho kmene Cbf11-DBM-TAP a spravné navrhuje dalSi navazné a
dopliujici experimenty v projektu, které bude moci provést v ramci svého PhD studia.

Diplomova prace Anny Jordakové podle mne spliiuje veSkeré naroky a proto ji doporucuji k obhajobé.
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