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Nazev prace:
Charakterizace glycinové smycky alfa podjednotky mitochondridlni procesujici
peptidasy Sacharomyces cerevisiae.

Cile prace

Cilem prace bylo metodou cilené mutageneze pripravit konstrukt se zaménou tryptofanu

v pozici 223 a podjednotky mitochondrialni procesujici peptidazy a zavést reportérovy
tryptofanovy zbytek do vybrané pozice v glycinové smycce této podjednotky. Nasledné
oVvéfit stabilitu a aktivitu MPP a porovnat ji s MPP z divokého kmene S.cerevisiae.

Dale metodou Casoveé rozliSené fluorescencni spektroskopie sledovat dynamiku
reportérového tryptofanového zbytku v glycinové smycce a pro moznost méreni fluorescence
MPP zabudovat analog tryptofanu do a-MPP.

Struktura (clenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 105

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO

Je napsan srozumitelné? ANO

Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Autorka vychazela z 95 zdroji, témér tietina z nich je za poslednich 5 let.

Jsou pouZité literarni zdroje dostateCné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? =~ ANO

Kolik metod bylo pouZito?
Bc.Dana Chytra vyuZila ke své praci velky pocet metod — kultivacni techniky, izolace
plazmidové DNA a jeji enzymatické tipravy, PCR, horizontalni elektroforéza,
SDS-PAGE, nativni elektroforéza, purifikace proteinti (metaloafinitni chromatografie, gelova
chromatografie) aj.

Jsou metody srozumitelné popsany?
Ano, vyborné. KaZzda metoda je uvedena stru¢nym principem, a vysvétlenim k ¢emu byla
pouZzita, samoziejmé nechybi ani konkrétni postup.
Chvalim i doplnéni podkapitoly material o pouZity software.
Na str. 42, poznamka k pouZzitym primertim. ,,Tucné oznacené aminokyseliny.....“
Spravné asi mélo byt — tucné oznacené baze....

Experimentalni cast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO




Je dokumentace vysledki dostacujici?
ANO, jen nékteré obrazky napr.4.2. nebo 4.6. by mohly byt vétsi. Pokud je vysledek v
obr.4.5.A nevyrazny (intenzita), stacilo by oznacit jej Sipkou.
PostaCuje mnozstvi experimentt k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO, rada bych se zeptala z kolika opakovani experimentu jste vychazela pri
porovnani enzymatickych aktivit MPP s reportérovou a MPP a MPP z divokého kmene?

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO

Jsou vysledky porovnavany s literaturou?
ANO, zejména s pracemi a vysledky laboratore, kde piisobila diplomantka.

Jsou uvedeny néjaké hypotézy i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ~ANO
Diskuze je pomérné rozsahla, 6 stran textu.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO, jen bych vynechala informace o planovanych experimentech.

Formalni Groven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova turoven):

Jazykova urovei je vybornd, autorka se tispéSné a srozumitelnou formou vyrovnala i

s vysvétlenim experimentd/ vysledk v kap.4.5.2. Méreni ¢asové rozliSené fluorescence.
VSechny tabulky a obrazky maji vyCerpavajici komentar. Pfipominku mam pouze ke kvalité
nékterych obrazkd, vysledku elektroforéz, v experimentalni ¢asti.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Bc. Dana Chytra si vytkla fadu cili (5), pfi jejich feSeni se potykala s fadou experimentalnich
problémti, ale vSechny cile se ji podafilo splnit.

Prace spliiuje vSechny poZadavky, a doporucuji ji k prijeti k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:

1/'V tab.4.6. uvadite ocekavané velikosti fragmentd amplifikované DNA po Stépeni RE a

z 0br.4.4.C je patrné, Ze se vam nepodafrilo vSechny vizualizovat. Mate pro to n€jaké
vysvétleni?

2/ Na obr.4.8.B je kromé 2 signalti odpovidajicim MDH a odstépené presekvenci z mysi
vidét jeSté jeden signal o mensi molekulové hmotnosti. O jaky produkt se jedna?

3/ ProcC byla pouZita pro testovani aktivity a-MPP jako substrat MDH s presekvenci

z melounu?

4/ Na str.82 uvadite, Ze pomeérovy rozdil zmérenych hodnot mezi samotnou a-MPP a a-MPP
se substratem byl u obou variant, reportérovy tryptofanovy zbytek v pozicich 289 a 299,
srovnatelny. To znamena, Ze pohyblivost GRL byla srovnatelna.

Z dat uvedenych v tab.4.7. na str. 76 se mi zda, Ze aktivita a-MPP s tryptofanovym zbytkem
pozici 299( uvedena v % ve srovnani s aktivitou MPP divokého kmene) je vyssi nez u a-MPP
s tryptofanovym zbytkem v pozici 289. Je tedy n€jaky vztah mezi pohyblivosti GRL a
aktivitou MPP?




Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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