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Oponentsky posudek bakalarské prace
Nicola Koupilova: Priprava lidské Ca2+/kalmodulin-dependentni proteinkinasy 2
fosforylované na Ser100 a Ser511

PiedloZena bakalarska prace Nicoly Koupilové se zabyvala studiem lidského proteinu CaMKK?2, ktery
hraje diilezitou roli ve vapnikové signalni draze. Pod nenapadnym nazvem prace se skryva exprese a
purifikace celkem 5 riznych proteinti (CaMKK2, CaM, 14-3-3yAC, TEV proteasy a cAMP dependentni
proteinkinasy A) a jejich nasledné experimentalni vyuziti. Vlastnim jadrem préce pak byla optimalizace
fosforyla¢niho protokolu CaMKK2. Ziskany finalni komplex CaMKK2 a 14-3-3yAC, piipadné navic
jesté spolutvoieny kalmodulinem, byl dale zkouméan i pomoci analytické ultracentrifugace.

Piedlozena prace méa 64 stran, 47 obrazka, 26 tabulek a je ¢lenéna klasickym zptsobem. Seznam
literatury obsahuje 49 citaci. Text je psan srozumitelné a ¢tivé, obcas mozna mirn€ neobratné. To ale jisté
lze u bakalarské prace pochopit. Naprosto uctyhodné je mnozstvi experimentl, které¢ byly vykonany
v oblasti exprese a purifikace jednotlivych proteint. Je-li jednim z uceltt bakalaiské prace ziskani
zkusenosti Vv jednotlivych experimentalnich technikéch, byl cil vtomto sméru naplnén jisté bohaté.
Vyznamné zkuSenosti si kandidatka jist€¢ odnesla 1 z vyhodnocovani a optimalizovani fosforyla¢niho
protokolu.

K praci mam nékolik poznamek:
1) Nastr. 23 je zfejmé chybné uvedena jednotka extinkéniho koeficientu.

2) Nastr. 25 piSete 0,,3 pl plasmidové DNA s vektorem®. Asi by zde byla na misté lepsi formulace;
navic udaj o objemu bez uvedeni koncentrace neni pfili§ smérodatny.

K praci mam tyto dotazy:

1. Prezentované elucni profily z chromatografii (napf. str. 38, 44, 45) pokladam za pomérné
neuspokojivé, protoze neumoznuji vidét vysku a tvar celkového piku. Z jakého divodu
nebylo mozné sledovat cely jeho profil?

2. 'V préci rutinné pouzivate termin CaMKK2-S100, S511. Na stran¢ 18 sice vysvétlujete,
co tato zkratka znamena, ale bylo by moZno jesté pro doplnéni a ujasnéni vysvétlit vyznam
tohoto konstruktu a objasnit, které mutace obsahuje a proc?

3. Byla koncentrace lysozymu zminéna na str. 23 skute¢né 0.1 pg/ml, nebo se jednd o

pieklep?

Zaveérem bych chtél vyjadfit, Ze ptes drobné nedostatky povazuji tuto praci za velmi kvalitni a
doporucuji ji k dalsi obhajobé.
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