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. Posudek oponenta

Diplomova prace Bc. Michaely Kohlové se zabyva pfipravou rekombinantni formy DsbA proteinu
Francisely tularensis zkraceného o N koncovou doménu. Cilem bylo zjistit, zda mutovany protein je stale
funkéni nebo zda je FKBP_N doména pro jeho funkci esencialni. Tento protein by totizZ mohl byt jednim
z faktor( virulence Francisely tularensis. Prace ma celkem 89 stran a obsahuje vSechny &asti, které by
méla, nicméné jejich kvalita je kolisava. Navic formalni zpracovani celé diplomové prace pusobi pomérné
ledabylym dojmem. V teoretické casti nas diplomantka velmi podrobné seznamuje s F. tularensis,
onemocnénim tularemii a Dsb proteiny u rGznych bakterii. Mozna by bylo lépe, nékteré ¢asti zkratit a
popsat spi§ metody pouzivané pfi pfipravé rekombinantnich proteind, protoze ty jsou pak stejné uvedeny
v experimentalni ¢asti, kam dle mého nazoru nepatfi. Vysledkova ast je zpracovana prehledné a nazorng,
ale diskuse je prakticky jenom souhrnem celé diplomové prace a zopakovanim experimentl, nikoliv
diskusi. | pfesto, ze prace je zfejmé& unikatni, chybi mi alespon porovnani s autory, ktefi by se zabyvali
podobnymi experimenty s Dsb proteiny byt u jinych mikroorgasnism(. | pfes popsané nedostatky se
experimentalni cile prace podafilo dobfe splnit.

Pfipominky:
- Internetové zdroje jsou citovany jako www stranky, coz plsobi v textu rusivé — I1épe citovat jako

Internet 1, Internet 2 atd.

- U nékterych obrazkd (napf. 9 a 10) jsou popisky az na dalSi strance, témér vSude chybi tecky za
popiskami

- Obr. 16 ma znazorfiovat pouzivany plasmid pET-28b, ale na obrazku je pET-28a(+)

- Casto pouzivané hovorové vyrazy, napf. Zebfiéek pro marker molekulovych hmotnosti, eppy pro

mikrozkumavky Eppendorf (str. 51) atd.

- Vysvétlete rozdil mezi hypotetickym lipoproteinem FTT1103 a DsbA F.tularensis, které se objevuji
Vv praci?

- Podle &eho se déli F. tularensis na poddruhy a biovary?

- Jaky je rozdil mezi pouzivanou E.coli XL-1 a BL-21? Pro€ nelze pouzivat jen jeden kmen?

- Proc€ byl pouzivan pravé vektor pET-28b?

- Pro¢ byla pro purifikaci histidinem zna&eného proteinu pouzivana nejprve matrice s Co**, kdyz
vétSinou je prvni volbou matrice s Ni**?

- U stanoveni aktivity deletovaného dsbA proteinu (str. 72) uvadite, Ze byla pouzita data pouze

Z jednoho stanoveni. Kolikrat bylo stanoveni provedeno? Byly vysledky totozné?
Prace splnuje pozadavky kladené na diplomovou praci, doporucuji ji k obhajobé.
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