Posudek sSkolitele na bakalarskou praci Jitky Krucinské ,Construction of
expression vector for cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803

Sinice Synechocystis 6803 zaznamenala béhem dvaceti let rychly vzestup mezi
vyznamné modelové organismy. V dnesni dobé tato bakterie dominuje molekularni
biologii sinic pfedevsim jako ,modelovy chloroplast®. VétSina praci na Synechocystis
ma ziejmy presah do biologie rostlin, o ¢emz svédci fakt, Zze jsou bézné publikovany
v uzce profilovanych ¢asopisech, jako je The Plant Cell nebo Plant Physiology.
Sle€na Jitka Krucinska se pri zpracovani své bakalarské prace venovala priprave
expresniho vektoru pro tento modelovy organismus. Nepochybné se jedna o zasadni
téma, nebot nedostupnost vhodnych vektori pro sinice je obecné dlouhodobym
problémem. Od prvnich pokusl o pripravu expresnich vektorl v poloviné
osmdesatych let nebyly zaznamenany vétsi uspéchy a rada kolegl ze zahrani¢i mi
potvrdila, Ze o pfipadny expresni plasmid je enormni zajem. Obliba Synechocystis je
dana nebyvalou jednoduchosti, s jakou Ize provadét genetické manipulace, coz plati i
v porovnani s jinymi bakteriemi. Védci, a to nejen ti zabyvajici se fotosyntézu, si
dobfe uvédomuji, jak mocny nastroj by ziskali, pokud by méli k dispozici expresni
systém pro Synechocystis.

Prace diplomantky vychazela z nativniho plasmidu ze Synechocystis, ktery je
nositelem mutace, jez vede k nefizenému hromadéni tohoto plasmidu v bunce.
Cilem bylo zjistit zakladni parametry plasmidu, jako je pocet kopii, vloZit do né&j gen
pro rezistenci a pfipadné gen, jenz by byl exprimovan v bunce. Je tfeba zdlraznit, Ze
doposud nebyly popsany zadné manipulace s plasmidem ze Synechocystis, a tudiz
chybi jakakoli metodika. V takovémto pfipad& nezbyva jina metoda nez pokus-omyl,
piesnéji fec¢eno fada po sobé nasledujicich omylll, coz je naroéné nejen ¢asoveé, ale
také psychicky. Proto bych chtél ocenit pracovitost a trpélivost studentky. Poznani,
Ze bézny pocit molekularniho biologa je frustrace Jitku nijak vyrazné
nepoznamenalo.

Diky intenzivni praci se Jitce podafilo pomérné zahy pfipravit a naizolovat plasmid
nesouci gen pro rezistenci ke kanamycinu. K jeho konstrukci studentka pouzila zcela
novy postup, zalozeny na PCR mutagenezi a homologni rekombinaci. V otazce, ktery
protein zvolit pro expresi, $kolitel trval na ponékud nenasytném pozadavku na néco
pralomového. Jitka se tak fadu mésict pokousela pfimét sinici k nadmérné expresi
esencialniho membranového proteinu, ktery vaze mnozstvi chlorofyli. Opakované
pokusy naplno prokazaly Jit€inu obdivuhodnou pili a vytrvalost, az zarputilost. Ackoli
se ji nepodafilo pfimét bunky Synechocystis, aby akumulovaly nadmérné mnozstvi
zvoleného proteinu, je nutné zdlraznit, Ze ziskané vysledky jsou neobycejné cenné.
Prace na expresnim vektoru budou samoziejmé pokracovat a diky systematic¢nosti, s
jakou byly experimenty provadény, mame nyni mnohem jasné&jsi predstavu, co Ize od
Synechocystis oCekavat. Jit€iny vysledky ukazuji, Zze v pfipadé nouze dokaze tento
organismus neznamym zpusobem vyuzit fragmenty DNA, coz plsobi fantasticky a
dava tusit, Ze na Uplny vyznam tohoto zjisténi zatim nedohlédneme. Osobné bych
velmi uvital, kdyby si Jitka pro svou magisterskou praci vybrala opét nasi laborator a
stejného skolitele.



Domnivam se, Ze pfedloZzena diplomova prace ma vybornou uroven a doporucuji ji
k obhajobé.
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