Oponentsky posudek diplomové prace

PredloZena diplomovd prace Bc. Anety Glosové vypracovana na Fakulté vojenského
zdravotnictvi, Univerzity obrany v Hradci Kralové se zabyvd studiem potencidlnich interakénich
partnert ,moonlighting” proteinu glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazy bakterie Francisella
tularensis. Ve své praci autorka navazovala na predchozi studie provedené na Katedre molekularni
patologie a biologie, FVZ UO.

Geny koédujici vybrané proteiny byly klonovany do expresniho vektoru, exprimovany
v systému Escherichia coli a purifikovany pomoci metaloafinitni chromatografie. Interakce
pfipravenych rekombinantnich proteind s rekombinantnim proteinem GAPDH byla studovéana
pomoci metody ,Solid-phase ligand binding assay”.

Vzhledem k tomu, Ze protein glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza byl u mnoha organizm
popsan jako multifunkéni protein, jehoZ nékteré funkce mohou souviset s patogenezi, je studium
jeho interakénich partnerd u patogenni bakterie F. tularensis velmi Zadouci.

Diplomovd prace je napsdna v Ceském jazyce a ma klasické clenéni. Teoretickd cast je
¢lenéna na tri kapitoly, z nichZ kazdd poskytuje velmi stru¢ny pohled do dané problematiky a svym
obsahem spiSe pfipomina prdaci bakalafskou. Chybné je uZit termin virulentni faktory misto faktory
virulence ¢i virulencni faktory, neni dodrzen Uzus psani nazvi genl a proteind. V kapitole vénované
GAPDH bych ocenila informace o tomto proteinu ustudovaného modelového organizmu
F. tularensis. Kapitola tykajici se protein-proteinovych interakci je pouhym vyctem velkého mnozZstvi
metod, Casto bez uvedeni principu. Nékdy méné byva vice. Autorka se nevyhnula nékolika
preklepdm a drobnym faktickym chybdm. V textu je vidét nejednotnost psani (napf. s/z u slov
organizmus, mechanizmus; slovo gramnegativni je uvedeno ve tfech variantach; zkratka GAPDH je
pouZivana jak v muzském, tak i v Zenském rodé).

Autorka si stanovila tfi cile prace, z nichZz prvni (lzolace plazmidové a chromozomalni
bakterialni DNA) zni ponékud Usmévné.

Experimentdlni c¢ast tvofi zhruba polovinu celého rozsahu prace. Experimenty jdou v
logickém sledu, jsou dostate¢né a pouZité metody vedou k naplnéni vytycenych cilll. Ke zpracovani
této ¢asti mam nasledujici poznamky. V seznamu pouzitého materidlu je misto nazvu restrikcni
endonukledzy pouZit nazev enzymy, co? je zavadéjici, protoZe polymerdzy ¢i dale zminéné ligazy
patfi rovnéZz mezi enzymy. Psani nazvl restrikénich endonukledz je také chybné (kurziva se uziva
pouze pro tfipismenny akronym odvozeny od ndzvu organizmu, ze kterého restrikéni endonukledza
pochdzi, ne pro cely nazev). Vseznamu pouZitych chemikadlii jsou nékteré slouceniny uvadény
jednou ceskym, jindy anglickym ndzvem. Nékteré nazvy jsou napsany chybné (isopropanol;
Coomassie Brilliant modi R-2500,117%; médium Luria Broth), neni také jasné, co znamena
,Phusion HF” na strané 27. Nékteré zkratky nejsou vysvétleny. V kapitole popisujici pouZité metody
se rovnéz vyskytuje velké mnozstvi nepfesné uvedenych informaci (napft. teplota nasedani primerd
pfi PCR reakci neni totéZ, co teplota tani primerd; teplota tani byva zpravidla uvddéna pro kazdy
primer zvlast; pokud neni uveden presny typ centrifugy, byva pravidlem uvadét nikoli RPM, ale
nasobky g).

V kapitole Vysledky je opét v logickém sledu popsan postup jednotlivych krokl. Nicméné je
podle mne velmi malo pozornosti vénovano nejdlleZitéjSimu vysledku prace a to potvrzeni
interakce proteinu GAPDH s potencidlnimi proteinovymi partnery. RovnéZ pouziti Obrazku 20
povazuji za velmi nestastné, protoZe z néj nevyplyva to, co je déle prezentovano jako vysledek.
Patrné je pouZit obrazek desticky z jiného experimentu. V legendé k Obrazku 20 neni popsana ani
koncentracni fada proteinu GAPDH, ani co obsahuji jamky zbyvajici fady H.




Kapitola Diskuze odpovida standardim Diplomovych praci a je spiSe nez diskuzi shrnutim
vysledki a popisu dostupnych poznatk( o interakénich partnerech.

Pfes vySe popsané nedostatky splfiuje predloZend diplomové prace pozadavky kladené na
tento typ préace, a proto ji doporucuji k obhajobé a hodnotim znamkou C.

Na autorku mam nasledujici dotazy:
1. PiSete, Ze protein GAPDH je pfitomen téméf ve vSech organizmech, mulZete uvést pfiklad
organizmu, u kterého se tento protein nevyskytuje?

2. V kapitole ,Kultivace bakterii E. coli uvadite, Ze koncentrace antibiotika kanamycinu byla
v tekutych pladéch 50 ng/ml, kdeZto pfi pouZiti pevnych pld 50 pg/ml. Z jakého divodu se
koncentrace kanamycinu lisila?

3. Na strané 48 uvadite sekvenci reverzniho primeru pro amplifikaci genu rho, ve které se nachazi
STOP koddn TAA pred sekvenci rozpoznavaciho mista pro restrikéni endonukledzu Xhol (odliSny od
puvodniho/pFirozeného STOP koddnu genu rho TGA). Vznikly rekombinantni protein by v tomto
ptipadé neobsahoval histidinovou kotvu, jak jste protein Rho purifikovala?

4. Jaké neenzymatické funkce by na zakladé ziskanych vysledk( mohl mit protein GAPDH bakterie
F. tularensis?
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