Posudek oponenta na bakalarskou praci
vy Zuskové
»Studium interakce C-konce DNA-vazebné domény FOXO4 s DNA*

Piedlozend bakalaiska prace Ivy Zuskové se zabyva studiem interakce forkhead domény
lidského transkrip¢niho faktoru FOXO4 s DNA. Protein FOXO4 patii do podskupiny "O" forkhead
transkripénich faktor. Zastupci této podskupiny se podileji na mnoha dulezitych biologickych
procesech: ucastni se kontroly metabolismu, bunécného cyklu, apoptoézy a ochrany vici oxidativnimu
stresu. Studium dosud nejasné tlohy C-koncového ohybu W2 forkhead domény pii vazbé FOXO na
DNA muze vyznamné ptispét k pochopeni funkce této dulezité bilkoviny.

Mezi hlavni cile prace patiila pfiprava DNA-vazebné (tzv. forkhead) domény lidského
forkhead transkripéniho faktoru FOXO4 (sekvence 82-207) a uréeni zdanlivé disocia¢ni konstanty
komplext pfipravené DNA-vazebné domény FOXO04 a tii riznych dvojvlaknovych DNA liSicich se
sekvenci.

K dosaZzeni vytcenych cili musela Iva Zuskova zvladnout metody exprese rekombinantnich
proteinti v bakteriich E. coli, nasledné pak metody purifikace, které zahrnovaly niklovou chelata¢ni
chromatografii, kationtové vyménnou chromatografie a gelovou permeacni chromatografii. Vazbu
FOXO0O4 na DNA sledovala pomoci zmén stacionarni anisotropie fluorescence. Ivé Zuskové se
podafilo poZadovany protein pfipravit v dostateéném mnozstvi a Cistoté a i nasledné zméfit jeho
vazebnou afinitu vac¢i fluorescenéné oznacenym dvojvlaknovym DNA. Tato méfeni neukazala
vyznamné rozdily ve vazebné afinité vici testovanym sekvencim DNA.

Bakalafska prace Ivy Zuskové je formalné i jazykové na dobré Grovni s dobrou proporci mezi
teoretickou a vysledkovou ¢asti, kdy samotné vysledky a jejich diskuse zabiraji pfiblizné ¢tvrtinu
z celkového poctu 48 stran. Citované prameny jsou dostatecné a relevantni, citace jsou sjednocené.
Prace je psana velmi peclivé s minimem pieklepa.

K praci mam nasledujici komentaie a upfestiujici dotazy:
1. Béhem purifikace DNA-vazebné domény FOXO4 jste méla problémy s proteolytickou
degradaci. Pouzivala jste n&jaké inhibitory proteas?
2. Jak si vysvétlujete nezmeénénou vazebnou afinitu pti pouziti tff rozdilnych DNA s riznym
obsahem A-T pard?
3. Budete se této problematice vénovat i v ramci své diplomové prace? Jestli ano, jakym
smérem se bude vyzkum ubirat?

Zavérem mohu Konstatovat, Ze ptredlozena prace Ivy Zuskové je kvalitni a zcela spliiuje
poZadavky kladené na bakalaiskou praci. Studentka prokdzala schopnost védecky pracovat a
prezentovat dosazené vysledky. Proto navrhuji tuto préaci uznat jako praci bakalafskou a hodnotit
znamkou vyborng.
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