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Posudek skolitele na magisterskou praci BSc. Jitky Krucinské ,,Expression and
purification of Synechocystis ferrochelatase from Escherichia coli*

Dlouhodobou prioritou laboratofe fotosyntézy MBU v Tieboni je studium regulace
biosyntézy chlorofylu, nejrozsifenéjSiho pigmentu, jehoz produkce na nasi planeté se
odhaduje na stovky miliond tun ro¢né. Metabolismus chlorofylu je proto zkouman
pomérné intenzivné po fadu desetileti, nicméné mechanismy, pomoci kterych burika
kontroluje mnozstvi syntetizovaného chlorofylu, zlstavaji z velké ¢asti neznamé.
Situace u fotosyntetickych organisml je navic komplikovana faktem, Ze na stejné
metabolické draze jsou spolu s chlorofylem syntetizovany také ostatni tetrapyroly
jako je hem, sirohem, fytochromobilin ¢&i vitamin Bj,. Ocekava se tedy velmi
komplexni a synchronizovana regulace celé vétvené drahy biosyntézy tetrapyrolQ.
Vysledky nasi laboratofe z poslednich let naznaduji, Zze enzym ferochelataza,
terminalni enzym syntézy hemu, je jednim z kliCovych hracd v regulaci biosyntézy
tetrapyroll a to v€etné syntézy chlorofylu.

Cilem magisterské prace Jitky Kru&inské byla pfiprava protokolu pro expresi a
purifikaci sinicové ferochelatazy z baktérie Escherichia coli. Aktivni rekombinantni
enzym by byl neocenitelny pro pochopeni jeho regulace véetné identifikace
interagujicich regulacnich faktorl a pro objasnéni struktury tohoto proteinu. V tomto
bodé je tfeba zdlraznit, Ze sinicova ferochelataza, podobné jako rostlinna verze
tohoto enzymu, je integralnim membranovym proteinem. Typické pro tento typ
proteint je zarputila snaha vzdorovat Usili experimentatort o pfipravu rekombinantni
formy. V dobé pfipravy projektu nebylo tajemstvim, Ze se nékolik laboratofi jiz
pokouselo exprimovat a purifikovat sinicovou ferochelatazu a to netuspésné. Tedy
nebylo pochyb, Ze pljde o nesnadny Ukol a na$§ enzym v tomto ohledu nezklamal.
Solubilizace ferochelatazy byla prikladné problematicka. Nezbylo neZ testovat
dlouhou fadu podminek s cilem prevést maximalni mnozstvi enzymu do detergentu a
zaroven udrzet protein aktivni. Po ziskani uspokojiveho vysledku, provazeného
kratkodobym pocitem vitézstvi, pfiSly na fadu problémy s afinitni chromatografii,
s odstépenim GST kotvy, se stabilitou enzymu a podobné.

Jsem nesmirné rad, Ze po vSech peripetiich Jitka dosahla vyznamného uspéchu
v podobé purifikované rekombinatni ferochelatazy a to véetné velmi zajimavého
srovnani s nativnim enzymem purifikovanym pfimo ze sinice. Za timto vysledkem je
velké mnozstvi prace, a to fada experimentl — rozuméjme slepych uli¢ek, nebyla
nakonec kvuli rozsahu do magisterské prace zarazena. Ackoli z pohledu biochemika
jeSté nelze vyslednou aktivitu ¢&i Cistotu rekombinantniho enzymu oznacit za
definitivni, pevné véfim, Ze kyzZenych vlastnosti Ize dosahnout jiz jen mirnymi
modifikacemi Jit€ina protokolu. Kromé tohoto hlavniho vysledku Jitka pfipravila
funkéni vektor pro expresi rekombinantniho ScpB proteinu, coz také nebylo
jednoduché. Pravdépodobné& zdavodu znaéné toxicity rekombinantniho ScpB



proteinu, testované pozitivni kolonie E. coli obsahovaly vzdy jen vektor s bodovymi
mutacemi v inzertu. Nemutovany vektor se podafilo ziskat az po rfadé pokusl, a to
pravdépodobné i s trochou Stésti.

Béhem tohoto projektu se naplno projevily Jitéiny silné stranky, zjevné jiz béhem
bakalaiské prace — pracovitost, zdrava zarputilost a psychicka odolnost. Posledni
vlastnost bych rad zdlraznil, protoZe je podle mého minéni pro védeckou praci velmi
dllezita, coz ziejmeé plati dvojnasob pro molekularniho biologa. Navic je to viastnost
pro jednou kazdému dana. Zatimco peclivost |ze uspéSné trénovat, hodnocena
studentka budiz pfikladem; udrzet si v laboratofi veselou mysl po pll roce zcela
neuspésnych experimentd, to Ize trénovat jen ztézi. BEéhem magisterského studia
Jitka udélala velky pokrok také jako experimentatorka, schopna porozumét do
hloubky problému a pfipravit smysluplny experiment. V ramci svého magisterského
projektu Jitka pracovala tfi mésice na Univerzité v Sheffieldu ve Spickové laboratofi
profesora Neila Huntera. Zde se Jitka bez jakychkoli probléml zapojila do prace
v mezinarodnim tymu, mimo jiné diky své velmi dobré mluvené i psané angli¢tiné a
bezproblémové komunikaci se spolupracovniky.

Vlastni magisterska prace je zpracovana na velmi dobré urovni v anglickém jazyce a
v podstaté odpovida kostie védecké publikace. Nemam pochyby, Ze dojde
k uverejnéni téchto vysledkll a Jitka ziska impaktovanou publikaci. Jako s$kolitel,
ktery chronicky zapomina chvalit vlastni studenty, bych chtél zavérem Jitce
podékovat a vyslovit koneénou pochvalu za cely ¢as od po&atku bakalaiského studia
v Laboratofi fotosyntézy MBU. Jitce preji mnoho Usp&chll v doktorském studiu a
mnoho §tésti v osobnim zivoté. Pfisté se jiz v laboratofi sejdeme nikoliv jako Skolitel
a studentka, ale jako kolegové.

PredloZzenou magisterskou praci doporuéuji viele k obhajobé.
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