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oponentský posudek diplomové práce sl. Tamary Snrutné ,,Characterization of
flavodiiron protein from Trichomonas vaginalis hydrogenosomes,,

Diplomová práce Tamary Smutné se zabývámimořádně zajímavýmmodelem'

hydrogenos omy Trichomonas vaginalis ' Školici laboratoř na tomto modelu dosáhla řady

mimořádných výsledků publikovaných ve špičkových časopisech, apatÍí v oboru

jednoznačně ke světové špičce. Kolegyni Smutné lze proto na prvním místě gratulovat

k velmi dobré volbě školícího pracoviště.

Práce Tamary Smutné si kladla za cí| charakterisovat ferredoxin: oxygen

oxidoreduktasu, identifikovat její flavinový kofaktor, lokalisovat protein v buňce pomocí

imunochemických method a pokusit se odhalit jeho fysiologickou funkci. Je moŽno

konstatovat, Že všech těchto cílů, značně ambiciosních pro diplomovou práci, bylo dosaŽeno.

Z práce je vidět, že si diplomantka osvojila značnou šířku experimentálních technik, od práce

s rekombinantní DNA po purifikaci proteinů, tenkovrstevnou chromatograťti a

spektrofotometrické techniky.

K práci mám přesto celou řadu formálních připomínek a několik dotazů'k diskusi:

Formální připomínky:

-metodická část je psána trochu prvoplánově jako návod k praktiku spíše neŽ záznam

experimentálního postupu' včetně pedagogických pokynů (str. 39 a jinde). Chápu, že

diplomová práce se stává příručkou dalším studentům, ale přesto bych doporučoval metody

spíše popis ovat než psát návody;

-výro@e a dodavatelé řady chemikálií nejsou uvedeni. Nejde jen o formální připomínku; u

řady koenzymů, kitů a médií je. identifikace výrobce a šarŽe klíčová pro reprodukovatelnost

experimentu;

-popis SDS PAGE (str. 30) je nedostatečný (pufry, koncentrace, sít'ování gelu...), stejně jako

popis purifikace FOO



/ -některé části Metod by patřily spíše do Výsledků, možnái diskuse (výklad o hledání

interakčního partnera Foo na straně 52, Tabulka l na str. 41)

-popis většiny obrázktl povaŽuji za nedostatečný' obrázky by měly mít legendu, která by

měla umožnit porozumění ibez sloŽitého hledání v textu;

-ačkoli souhlasím s diplomantkou, Že kofaktorem Foo je skutečně nejspíš FMN, jeden

experiment na TLC s pouŽitím dvou standardů na prokázání této skutečnosti sám o sobě

nestačí.

K diskusi mám následující dotazy:

1l Jakábyla čistota avýěžek rekombinantního feredoxinu z T. vaginalis (str. 65)?

2/ Resistentní T. vaginalls produkují méně Foo neŽ ty, které jsou citlivé k metronidazo|u.

Dochžzí u nich ke zpomalování replikace?

3/ MíŽe diplomantkanaznaěit svou představu, co je přirozeným donorem elektronů pro

FOO?

Závěrem rád konstatuji, že předkládanou diplomovorr práci povaŽuji za r,yhovující

všem formálním nárokům a plně ji doporučuji ji k obhajobě na katedře biochemie PřF UK.
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