Posudek Skolitele na diplomovou praci Be. Filipa Petiry
Priprava rekombinantniho lidského ameloblastinu

Filip Petira se ve své diplomové praci vénoval expresi a purifikaci lidského ameloblastinu a jeho
mutantnich variant. Jednd se o vnitiné nestrukturované, nestabilni proteiny, jejichz ptiprava v
laboratofi neni snadna. Diplomant vychézel z jiz publikovaného postupu a pouzil vektory pro
bakterialni expresi pripravené Dr. Radimem Osi¢kou z Mikrobiologického ustavu AV CR.
Podatilo se mu purifikovat fizi ameloblastinu s thioredoxinem a histidinovou kotvou. Vystépit
ameloblastin z tohoto fuzniho proteinu se vsak jiz nepovedlo. Diplomant se také pokusil vlozit
kddujici sekvenci pro ameloblastin do vektoru pro expresi proteinti v Saccharomyces cerevisiae.
Navrhl primery a Uspésné amplifikoval prislusné inzerty. VlozZeni inzertd do vektoru vsak jiz
Uspésné nebylo.

Filip Petira se b&hem diplomové prace naucil tadu labortornich metod, od exprese
rekombinantnich proteind v FEscherichia coli, ptes afinitni chromatografii, elektromigracni
metody a Western blot, az po PCR a ligaci DNA. Splnil cile oficidlniho zadani, ale ambiciozni
zamér exprese ameloblastinu v kvasinkach se naplnit nepodarilo. Je vsak tfeba fict, Zze purifikace
rekombinantnfho ameloblastinu, stejné jako pieklonovani fuznich konstruktli do kvasinkového
vektoru jsou otizné ukoly vyzadujici delSi cas, zejména kdyz nékteré z potfebnych postupt
nejsou na katedfe bézné pouzivany a bylo tfeba je nové zavést. | v tomto sméru je prace Filipa
Petiry cenna.

"Filip Petira by mozna byl ve své praci doSel dal, kdyby ji byl vénoval vice ¢asu a kdyby jeho
soustiedéné usili trvalo déle nez posledni pilrok. K sepisovani diplomovi prace pfistoupil
pomérné zodpovédné, piesto mohla byt experimentalni ¢ast zpracovana peclivéji.

Diplomovou praci Filipa Petiry doporucuji k dalsimu fizeni a navrhuji klasifikaci velmi dobfe.

V Pardubicich 29.5.2017 RNDr. Olgg Heidingsfeld, CSc.
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