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Posudek školitele na bakalářskou práci Markéty Milichovské „Heterologní exprese a purifikace evolučních variant Hli proteinů sinic“

[bookmark: _GoBack]Ve své bakalářské práci se Markéta Milichovská zabývala izolací a analýzou Hli proteinů (Hlips) z modelové sinice Synechocystis PCC 6803. Hlips jsou malé membránové proteiny, u kterých byla prokázaná schopnost vázat molekuly chlorofylu a karotenoidů v takové konfiguraci, která vede k velmi rychlé disipaci energie absorbovaných fotonů (zhášení fluorescence). Tento mechanismus fotoprotekce se jeví jako klíčový při procesu skládání fotosystému 2. Podle současného modelu se Hlips váží na ještě nesestavené komponenty fotosystému 2 a odvádějí absorbovanou energii. Tím zabrání zničení podjednotek fotosystému 2 radikály kyslíku, k čemuž by za stresových podmínek mohlo dojít ještě před dokončení biogeneze tohoto komplexu. 
Hli proteiny jsou velmi zajímavé také z evolučního hlediska. Jedná se o nestarší zástupce velké rodiny LHC proteinů, kam patří také světlosběrné antény řas a rostlin. Nicméně výzkum Hli proteinů by zatím omezen pouze na proteiny kódované v genomu modelové sinice Synechocystis PCC 6803. V současné době bylo již osekvenováno >2000 genomů sinic a bioinformatická analýza ukazuje, že Synechocystis neobsahuje minimálně další 4 typy Hlip, které lze najít u jiných sinic. To se týká i evolučně původních Hli proteinů, které se nacházejí u primitivní sinice Gloeobacter. 
Markéta měla za úkol tyto „exotické“ typy Hli proteinů naprodukovat v Synechocystis pomocí heterologní exprese, naizolovat, a zjistit jestli váží pigmenty a mají schopnost zhášení. Jednalo se o riskantní projekt, protože nebylo jasné, zda vůbec půjde tyto membránové proteiny produkovat v Synechocystis. Jako optimista jsem doufal, že se to podaří alespoň pro jeden ze čtyř vybraných proteinů.  Markéta získala všechny čtyři proteiny v čistém stavu, a podařilo se jí prokázat, že disipace energie je vlastností Hlip (a tedy celé obrovité rodiny LHC) pravděpodobně již od samého počátku evoluce sinic. Jedná se o solidní vědecký úspěch a Markéta bude spoluautorkou na kvalitní publikaci.
Markéta prokázala zaujetí pro projekt a v laboratoři trávila poměrně hodně času. Ačkoli se jedná o náročné téma, které vyžaduje znalosti několika oborů – biochemie, buněčné biologie, ale i biofyziky, Markéta se snažila vše pochopit. Proniknout do celé problematiky jí trvalo určitou dobu, ale je nutné přihlédnout ke složitosti otázek. Markéta je pracovitá, spolehlivá a precizní. V laboratoři není žádný dravec, působí možná až příliš plaše, ale já věřím, že v magisterském studiu se již dostatečně otrká a získá potřebnou sebejistotu.
Psaní není pro Markétu snadné a mé zásahy do textu musely být poměrně radikální. Nicméně bych rád zdůraznil, že předložená bakalářská práce je dle mého názoru výsledkové nadprůměrná, prakticky základ manuskriptu. Práci vřele doporučuji k obhajobě.
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