FYZIDLOGICKY USTAV AV CR

Posudek $kolitelky na bakalaiskou praci Anety Smidové

»Studium stability katalytické domény neutralni trehalasy pomoci
diferenéni skenovaci fluorimetrie*

Bakalafska prace Anety Smidové je soudasti projektu zaméreného na
studium mechanismu regulace kvasnicného enzymu neutralni trehalasy Nth1
prostfednictvim proteind 14-3-3. Jednim z hlavnich cild naseho vyzkumu je téz
objasnéni struktury tohoto enzymu.

Hlavnim cilem bakalaiské prace Anety Smidové byla exprese a
purifikace dvou raznych konstrukt( katalytické domény neutralni trehalasy Nthl
(sekvence 100 - 751; sekvence 153 - 751) a ovéfeni jejich teplotni stability
v pufrech o rizném pH a iontové sile pomoci diferencni skenovaci fluorimetrie.
Nasledné byl u obou konstruktu takto uréen pufr, ve kterém protein vykazoval
nejvyssSi teplotu tani a tudiz nejvyssi stabilitu. Po uspéSném zvladnuti této Casti
projektu Aneta Smidova ovéfila vysledky diferenéni skenovaci fluorimetrie u
kratSiho z konstruktd zménou pufru pro gelovou permeacni chromatografii.
Teplota tani u kratSiho konstruktu Nth1 byla nejvysSi v roztoku octanu
amonného a chloridu sodného. Byly tedy pfipraveny dvé varianty roztokd soli:
jedna varianta obsahovala vy8Si koncentraci octanu amonného (20 mM) a
druha nizsi (1 mM). Aneta ukazala, ze protein byl stabilni a neagregoval v ani
jednom z roztoku, pro krystalografii bude tudiz vhodna varianta s nizsi
koncentraci octanu amonného (1 mM).

Bakalafska prace Anety Smidové predstavuje dllezity krok v nasem
projektu, ktery je zaméren na krystalografii enzymu neutralni trehalasy, nebot
vybér vhodného pufru je kliCovym krokem pro krystalizaci proteinu.

Aneta Smidova se b&hem prace na své bakalarské praci stala sougasti
nasi laboratofe a na svém projektu pracovala s velkym zajmem a trpélivosti.
Rychle a dokonale zvladla celé spektrum metod proteinové biochemie (pfiprava
pufrll, exprese a purifikace proteinid, SDS-PAGE, DSF). Ukazala, Zze dokaze
pracovat velmi peclivé a samostatné.

Myslim si proto, Ze bakalafska prace Anety Smidové splfiuje vSechny
pozadavky kladené na bakalarskou praci a plné ji doporuCuji pfijmout
k obhajobé a klasifikovat znamkou vyborné.

V Praze dne 28. 7. 2014 RNDr. Veronika ObsSilova, PhD.
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