Skolitelsky posudek na praci Barbory Singerové

Barboru zndm od konce roku 2009, kdy se prihlasila na nabidku laboratofe genomiky a
proteomiky vektort, kterou v tomtéz roce otevrel dr. Kotsyfakis a stala se prvni bakalaiskou
studentkou v této laboratofi. V souladu se zaméfenim laboratofe jsem pro Barboru vybral
projekt, ve kterém by se pomoci molekuldrnich metod pokusila charakterizovat jeden protein
se slinnych Zzlaz klistéte Ixodes ricinus. Projekt byl zaméfen na charakterizaci jednoho
zastupce multigenni rodiny inhibitorGi protedz nesoucich jednu Kunitzovu doménu, a to
predevsim proto, Ze u téchto proteint se da priblizné odhadnout jejich potencidlni funkce.
Vedle asi obecného ucelu bakalaiské praxe, tj. seznameni se s laboratorni praci, bylo tikolem
Barbory osvojit si nékteré zdkladni metody molekuldrni biologie, naulit se pouZivat
bioinformatické zdroje, jako napf. NCBI GenBank nebo nastroje pro predikci vlastnosti
proteinu podle primarni struktury a nakonec také pracovat s literaturou pfi zpracovavani
reSerSe k danému tématu.

Barbora se zhostila projektu zodpovédné a musim ocenit, Zze vzhledem k vytizenosti
bakalafskych studentli studijnimi povinnostmi pracovala na projektu intenzivné a vénovala
mu velkou ¢ast svého ¢asu. Prvnim ukolem byla pfiprava dsSRNA pro RNA interferenci. Kvili
problémim s jednim vldknem musela Barbora nékolikrat opakovat purifikaci RNA pomoci
fenol-chloroformu, coz mélo sice Spatny vliv na jeji naladu, ale diky tomu si tuto metodu
skute¢né osvojila. Nakonec se podarilo pfipravit dostatecné mnozstvi dsSRNA na jeden pokus
ktery byl proveden na podzim 2010 na konci klistéci sezony. Zaroveri s klonovanim DNA do
RNAi vektoru, pripravila Barbora konstrukt pro expresi rekombinantniho proteinu
v bakteridlnim systému. Béhem ovéfovani pozitivnich klont se ukazalo, Ze misto cileného
transkriptu byly zaklonovany dvé jiné izoformy, resp. dva ¢lenové stejné multigenni rodiny.
Vyuzili jsme toho, Ze oba byli v expresnim vektoru a tak Barbora ¢ast analyzy, predevsim
bioinformatickou ¢ast, provedla s obémi izoformami.

Nanestésti se ndm nepodarilo najit optimalni podminky pro refolding a purifikaci
rekombinantnitho proteinu a proto se imunizace musela provést proteinem izolovanym
z polyakrylamidového gelu. Ze ziskaného séra pripravila Barbora ¢istou imunoglobulinovou
frakci a s tou provedla nékolik Western blotovych analyz, kde se pokusila detekovat nativni
protein v klistécich tkanich a slinach.

Barbora byla diky zodpovédnému pristupu a pili schopna se béhem asi roku a pil, ktery u nés
v laboratofi stravila, naucit celé fad€ laboratornich technik —molekularni klonovani, pfiprava
RNA, exprese rekombinantniho proteinu v bakteridlnim systému a jeho izolace z inkluznich
télisek, SDS-PAGE nebo Western blot. Dalsi techniky, jako napt. FPLC nebo injikaci dsSRNA
do klistat méla moznost si alesponl vyzkouset. Vedle laboratorni prace se Barbora seznamila
s bioinformatickym pristupem. Kromé zvladnuti orientace v genové databazi NCBI a
vyhledavani ptribuznych sekvenci pomoci BLASTu se naudila pouzivat nékolik predikénich
serveri a programu, diky kterym ziskala informace o fyzikalné-chemickych vlastnostech,
potencialnich posttranslacnich tpravach a nakonec i o tercidrni struktufe zkoumanych
proteini. Vysledky, které ziskala a metody, které pouzivala, shrnula Barbora ve své
bakalaiské praci spolu s velmi obsahlou resersi tykajici se skupiny Kunitz-inhibitort, na které
je vidét, ze Barbora vénovala mnoho ¢asu studiu literatury a aktivni praci s ni.

Ze zkusenosti ostatnich kolegii s bakalarskymi (a i magisterskymi) studenty musim u Barbory
vyzdvihnout pfedev$im jeji zodpovédnost, peclivost a snahu porozumét tématu projektu,
vlastnosti, které jsou u studenti bohuzel ¢im dal vzacnéjsi. Dle mého nézoru splnila Barbora
Singerova pozadavky kladené na bakalarské studenty nad rdmec povinnosti a véfim, ze
Uspésné projde jak statnimi zkouSkami, tak obhajobou své prace. Troufnu si tvrdit, Ze at’ se
Barbora rozhodne pokracovat v magisterské praci v Laboratofi genomiky a proteomiky
vektorti nebo kdekoliv jinde, bude mit z bakalarského studia solidni zéklady, a to pfedevsim
diky svému pristupu jak k samotnému studiu, tak k vlastnimu vyzkumnému projektu.



Bohuzel nemohu byt osobné pfitomen na této obhajobg, a tak alesponi pisemné velice
doporucuji praci Barbory Singerové k obhajob€ a preji ji mnoho aspéchl jak pfi dnednich
zkouskach, tak i do budoucna.
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