Posudek $kolitelky na diplomovou praci Aleny Guzanové:
Studium mutaci v rozpoznavaci podjednotce HsdS restrikéné-modifikacniho systému
EcoR1241

Studentka piirodovédecké fakulty UK Alena Guzanova pracovala na své diplomové
praci v Laboratofi molekularni genetiky bakterii Mikrobiologického tstavu AV CR. Téma
jeji prace se tykalo restrikéng - modifika¢ni enzymu Typu I, které jsou zajimavym modelem
pro studium interakci protein-protein a protein-DNA. Jsou povaZovény za molekularni
motory, které za spotfeby ATP produkuji pohyb a silu a tim se nabizi jejich uplatnéni
v bionanotechnologii. Skladaji se ze tif podjednotek, kodovanych tiemi geny hsdR, hsdM a
hsdS. Produkty vSech ti genll jsou nezbytné pro zabezpeceni restrikéni funkce, zatimco pro
modifikaci (methylaci) jsou postatujici pouze produkty gent hsdM a hsdS. Kli¢ovou ulohu
méa podjednotka HsdS zodpov&dna za rozpoznani specifického mista na DNA v procesech
modifikace i restrikce.

Cilem diplomové prace bylo pfispét k vyzkumu regulace funkce téchto komplexnich
enzymi na zékladé zménéné schopnosti vazby podjednotek. V nasi laboratofi jsme vytvofili
soubor mutaci v DNA rozpoznavaci podjednotce HsdS. Srovnanim sekvenacnich udajii s
fenotypovym projevem a s vysledky biochemické analyzy in vitro chceme identifikovat
vyznamné aminokyselinové zbytky zapojené v interakci podjednotek nebo ve vazbé na DNA.
Zajimaji nas zejména ty mutace, které vyrazn& zméni funkci enzymu — nova specifita,
odstranéni endonukleasové funkce.

Diplomantka dostala za ukol analyzovat bodové mutace v konzervovanych doménéch
podjednotky HsdS: Lys 184 Asn v centralni doméng, Lys 384 Asn v C-koncové doméné a
mutantu s obéma mutacemi. Tyto mutace jsou zajimavé tim, Ze v predikovaném modelu
podjednotky HsdS jsou umisténé zrcadlové proti sobé.

Alena Guzanova si v pribéhu diplomové prace osvojila fadu metod od klasickych
mikrobiologickych technik pies metody molekularni genetiky az po biochemické piistupy.
Ocetiuji zejména zvladnuti komplementa¢ni analyzy zaloZené na kompetici podjednotek
HsdS piibuznych systémt@ EcoR1241 a EcoR124II. Od analyzy in vivo pokraCovala pfes
purifikaci vybranych proteint k analyze in vitro. Jeji vysledky zcela potvrdily neklasicky
fenotyp r m" mutantnich enzymi a tim i vyznam konzervovanych domén podjednotky HsdS
na sestaveni methylasy, ptipadn& na piimou vazbu s restrikéni podjednotkou HsdR. Tyto
vysledky jsou zcela v souladu s neddvno publikovanym modelem methylasy M.EcoR124I a
budou podkladem pro dal$i analyzu zejména vazebnych schopnosti mutantnich enzymi na
DNA.

Navic se ji podafila purifikace standardni MTasy v takovém mnoZstvi a kvalite, Ze
bude pfeddna na krystalizaci a mutantni MTasa uz byla poskytnuta spolupracujicimu
pracovisti v Drazd’anech na analyzu translokace pomoci magnetické pinzety.

Diplomantka jako studentka uditelského sméru byla dosti limitovana Casem, ktery
mohla vénovat diplomové praci vedle povinné pedagogické praxe, takZe praci vénovala i fadu
vikendi. Piesto, nebo pravé proto projevovala znaény zéjem o studovanou problematiku, coz
se odrazilo v p¥istupu k experimentélni praci a v aktivnim studiu doporucené literatury. Alena
Guzanova mé presvéddila natolik o svych schopnostech, Ze ji byla nabidnuta moznost
pokradovat v praci formou doktorandského studia a podilet se na EU projektu postaveném na
vyuziti R-M enzym jako molekularnich motorii v nanotechnologiich.
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