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Piedlozena bakalaiska prace Anety Smidové se zabyva studiem stability dvou konstrukti
proteinu Nthl v riznych chemickych podminkach, kde stabilita konstruktu je vyjadiena hodnotou
jeho teploty tani. Hlavnim cilem bakalaiské prace je optimalizace purifikacniho protokolu téchto
dvou rGznych konstrukti a urceni optimalniho pufru pro nasledné krystalografické studie téchto
konstruktli, pomoci techniky diferen¢ni skenovaci fluorimetrie (DSF). Bakalarska prace je soucasti
projektu, jehoz zamérem je zisk krystalové struktury téchto dvou konstruktt kvasni¢né Nthl, tudiz
nalezeni optimalnich podminek pro krystalizaci obou konstrukti je klicovym krokem projektu.

Bakalai'ska prace Anety Smidové sestava ze ti hlavnich &asti. V prvni Gasti autorka stru¢né
shrnuje dosavadni poznatky 0 kvasni¢nych trehalasach, proteinech 14-3-3, zptsobech aktivace
proteinu Nthl, coZ je jedna z kvasniénYch trehalas, a ddle zminuje zpisob vybéru konstrukt pro
krystalografii. Ve druhé ¢asti jsou pak popsany metody, kterymi se autorce podafilo konstrukty
pripravit, a v posledni ¢asti Aneta Smidové sepisuje své vysledky. Navic Aneta Smidova piiklada
ptilohy, ve kterych ukazuje vysledky predikce sekundarni struktury Nthl ziskané metodou
PSIPRED, a tabulku ptipravy pufrti pro techniku DSF.

K dosazeni vytéenych cili musela Aneta Smidova zvladnout metody exprese
rekombinantnich proteind v bakteriich E. coli, nasledné pak metody purifikace proteinti a pfesnou
ptipravu roztokd pouzitych pro techniku DSF, pfi které zjistovala teplotu tani obou konstruktt. Oba
konstrukty se Aneté podafilo pfipravit v dostatecném mnozstvi a uréit roztok, ve kterém jsou
jednotlivé konstrukty nejstabilnéjsi.

Aneta Smidové splnila viechny vytéené cile své bakalaiské prace a seznamila se s novymi
technikami prace v laboratofi. Prace je psana ptehledné, s drobnymi preklepy a formulaénimi
nepiesnostmi, které jsem jiz sautorkou konzultovala. Citované prameny jsou dostatecné
a relevantni, citace jsou sjednocené. K formalni strance ptedklddané bakaldiské prace mam jen
drobné ptipominky a nékolik uptesiiujicich dotazi:

Pfipominky:

1. Autorka by si mé¢la davat pozor na psani vyrazi jako ,,sekundarni sekvence* (str. 15), ,,gelova
chelatani chromatografie® (str. 45), ,,plastovym kapatkem® (str. 22) namisto ,,Pasteurovou
pipetou”, ,PRISPRED*“/ ,PRISPREDview* (str. 15, 51) namisto ,PSIPRED®/
,,PSIPREDview* apod.

2. Na str. 36 se autorka odkazuje na tabulku 5.1 ze str. 37, ovSem na str. 37 je pouze tabulka 5.3,
u které chybi nazev a popis. Bylo by vhodné tabulky popisovat.

3. Na str. 55 se nachazi tabulka k zapisu vypijcovatelii. Bylo by vhodné zarovnat text hlavi¢ek
Vv tabulce doleva, nebo doprostied, aby nedochazelo k rozdélovani slov.

Dotazy:
1. Na strané 15 se zminujete, Ze ke zjiSténi sekundarni struktury Nthl jste pouzila metodu
PSIPRED (Predict Secondary Structure). Mohla byste strucné vysvétlit, jak tato metoda
funguje a na zakladé ¢eho piedpovida sekundarni strukturu proteinti?



2. Metodou PSIPRED jste pfedpovédéla sekundarni strukturu Nthl. Mohla byste stru¢né
vysvétlit, na zakladé jakych fakth o predikované sekundarni struktufe jste vybrala prave
konstrukty Nth1 100 - 751 a Nth1 153 — 751 jako vhodné pro krystalografické studie?

3. Na strané¢ 30 popisujete princip techniky diferen¢ni skenovaci fluorimetrie. Jak si
vysvétlujete, Zze pouzité barvivo SYPRO zacalo fluoreskovat az po navdzani na hydrofobni
oblasti proteinu a jeho fluorescence nebyla zaznamenana uz tehdy, kdyZz se nachazelo
nenavazané voln¢ v roztoku?

Zavérem mohu konstatovat, Ze piedlozena prace Anety Smidové je i pres nedostatky kvalitni
a zcela spliiuje pozadavky kladené na bakalafskou préci. Studentka prokazala schopnost védecky
pracovat a prezentovat dosazené vysledky. Proto navrhuji tuto praci uznat jako praci bakalarskou
a hodnotit zndmkou vyborn¢.
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