Posudek oponenta na bakalarskou préci
Terezy Safrankové

»Cilend mutagenese fosforylaénich mist Forkhead transkripéniho faktoru
FoxO4“

Posuzovana bakalarska prace obsahuje 46 stran textu. Textova ¢ast se sklada
z 8 kapitol, v nichz autorka postupné pojednava o biochemickém pozadi studovanych
proteint (forkhead transkripéni faktor FoxO4 a 14-3-3 protein), cilech bakalafské
prace, pouzitych experimentalnich metodach (prace s plasmidovou DNA, cilena
mutagenese a test exprese proteinti v bakterialnim expresnim systému) a nakonec
provadi vyéet dosazenych vysledkl a jejich diskuzi.

Bakalafska prace se zabyva pfipravou dvou mutantnich verzi forkhead
transkripCniho faktoru FoxO4. Protein FoxO4 je dllezity transkripéni aktivator a
mechanismus jeho regulace je stale nejasny. Vazba regula¢niho 14-3-3 proteinu se
zda byt zcela zasadni jak pro regulaci DNA vazebnych viastnosti FoxO4, tak i pro
regulaci jeho bunééné lokalizace.

Déjova linka prace je nasledujici:

1) Autorka nejdfive izolovala plasmidovou DNA obsahujici gen FoxO4 a pomoci
restrikéni analyzy ovéfila pfitomnost insertu.

2) Dale metodou PCR provedla mutagenesi dvou aminokyselinovych zbytk(, které
jsou fosforylatni mista a slouZi jako vazebna misto pro regulaéni 14-3-3 protein.

3) Po Uspésné provedené mutagenesi Tereza Safrankova provedia expresni test
s jednim z mutantd a ukazala, Ze bakterie E.coli tento protein produkuji.

K pfedloZzené praci mam nasledujici otazky:

1) Mlzete zhodnotit obecny vyznam fosforylace na Ser &i Thr.

2) Pro¢ jste pro mutagenesni PCR reakci pouzila velmi drahou Pfu-turbo polymerasu
a ne podstatné levnéjsi Tag-polymerasu?

3) Pro¢ je FoxO4 exprimovan jako flizni protein s GST? Ma to n&jaké vyhody?

Po prostudovani diplomové prace Terezy Safrankové chci konstatovat, ze jde o praci
kvalitni, ve které autorka prokazala, Ze Uspé$né zvladla fadu experimentalnich
technik molekularni biologie a je schopna samostatné prace v laboratofi. Prace vedla
k ziskani originalnich vysledkl. Autorkou pfipravené mutanty budou pouzity v dal§im
studiu mechanismu regulace FoxO4. Prace plsobi kompaktnim dojmem, kvalita
formalniho zpracovani je vysoka. V praci se sice vyskytuje par neobratnych formulaci
a preklepl, ale ty nijak nesnizuji kvalitu prace. Domnivam se proto, Ze bakalafska
prace Terezy Safrankové splfiuje véechny predpoklady kladené na praci tohoto typu
a proto ji doporuduji k obhajobé.
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