
Posudek oponenta na bakalářskou práci

Terezy Šafránkové

,,Gí|ená m utagenese fosforylačn íc h míst Forkhead transkri pčn ího faktoru
FoxO4"

Posuzovaná baka|ářská práce obsahuje 46 stran textu' Textová část se sk|ádá
z 8 kapito|, v nichŽ autorka postupně pojednává o biochemickém pozadí studovaných
proteinů (forkhead transkripční faktor Foxo4 a 14-3-3 protein), cí|ech baka|ářšké
práce, pouŽitých experimentá|ních metodách (práce s p|asmidovou DNA, cílená
mutagenese a test exprese proteinů v bakteriá|ním expresním systému) a nakonec
provádí výčet dosaŽených výs|edků a jejich diskuzi.

Baka|ářská práce se zabývá přípravou dvou mutantních verzi forkhead
transkripčního faktoru Foxo4' Protein Foxo4 je dů|eŽitý transkripční aktivátor a
mechanismus jeho regu|ace je stále nejasný. Vazba regu|ačního 14-3-3 proteinu se
zdá být zce|a zásadní jak pro regulaci DNA vazebných vlastností Foxo4, tak i pro
regu|aci jeho buněčné |oka|izace.

Dějová |inka práce je nás|edující:

1) Autorka nejdříve izo|ova|a plasmidovou DNA obsahující gen Foxo4 a pomocí
restrikčn í ana|ýzy ověři |a p řítom nost i nsertu.
2) Dá|e metodou PCR provedla mutagenesi dvou aminokyse|inových zbytků, které
jsou fosforylační místa a s|ouŽíjako vazebná místo pro regu|ační 14-3-3 protein.
3) Po úspěšně provedené mutagenesi Tereza Šafránková proved|a expresní test
s jedním z mutantů a ukáza|a. Že bakterie E'colitento protein produkují;

K před|oŽené práci mám nás|edující otázky:

1) MůŽete zhodnotit obecný význam fosfory|ace na Ser či Thr.
2) Proč jste pro mutagenesní PCR reakci pouŽi|a velmi drahou Pfu-turbo polymerasu
a ne podstatně |evnější Taq-po|ymerasu?
3) Proč je Foxo4 exprimován jako fŮzní protein s GST? Má to nějaké výhody?

Po prostudování dip|omové práce Terezy Šafránkové chci konstatovat, Žejde o práci
kva|itní' ve které autorka prokáza|a, Že úspěšně zvládla řadu experimentá|ních
technilt mo|eku|ární bio|ogie a je schopna Samostatné práce v |aboratoři. Práce vedla
k získání originálních výs|edků. Autorkou připravené mutanty budou pouŽity v dalším
studiu mechanismu regu|ace Foxo4. Práce působí kompaktním dojmem, kva|ita
formá|ního zpracování je vysoká. V práci se sice vyskytuje pár neobratných formulací
a přek|epů, a|e ty nijak nesniŽují kva|itu práce. Domnívám se proto, Že baka|ářská
práce Terezy Safránkové sp|ňuje všechny předpok|ady kladené na práci tohoto typu
a proto ji doporučuji k obhajobě.
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