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Nazev prace:
Studium interakci hlavniho strukturniho proteinu polyomaviru se strukturami
hostitelskych bunék

Cile prace

Studovat vazbu pentameri proteinu VP1 myS$iho polyomaviru na izolované bunééné
mikrotubuly bez pritomnosti dalSich proteinii.

Zkonstruovat systém pro identifikovani potencialnich interakénich partneri proteinu VP1 BK,
vyizolovat pomoci néj doty¢né komplexy a provést jejich analyzu metodou hmotnostni
spektrometrie.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 116

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni tidaje z literarnich zdroja? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou V praci spravné citovany? ANO

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO

Kolik metod bylo pouzito? 26 zakladnich metod pouzivanych pti praci s DNA, proteiny,
bakteriemi a buitkami in vitro.

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO - Vv ¢em jsou nedostatky?
Postacuje mnoZzstvi experimentti k ziskdni odpovédi na zadané otazky?
ANO - co chybi, v ¢em je nedostacujici?




Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny né&jaké hypotézy €i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Odborna uroven textu, obrazova dokumentace, grafické vyjadieni vysledkl i mapy plazmidii
mayji vynikajici uroven. Jazykova uroven textu by zasluhovala dal$i korekturu, odstranéni
slangovych vyrazl a gramatickych chyb. Z neznamého divodu autor v celé praci ignoruje
muzsky rod slova pentamer a piSe v zenském rod¢ o pentamerach, coz pisobi smésné.

SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:

Popis experimentalni ¢innosti v kapitolach metody a vysledky svéd¢i o velmi peclivé praci
autora. VSechny planované cile splnil. Zvladl ptipravu rozpustné frakce VP1 pentamert a
ukazal, Ze vyizolované pentamery VP1 se na mikrotubuly pifipravené pomoci kitu nevazou.
V druhé ¢asti prace zkonstruoval vSechny pottebné plazmidy, ovétil produkei fuznich
proteint a pfipravil komplexy s bunéénymi produkty, jez byly nasledn€ analyzovéany
hmotnostni spektrometrii. VytéZkem této ¢asti je seznam kandidatnich proteind, které se
pravdépodobné ucastni infekce BKV a které by mély byt dale studovany. Kromé hodnotné
experimentalni ¢asti je velmi kvalitni soucasti této diplomové prace kapitola Diskuze, kde
autor podrobn¢ rozebira negativni vysledek prvé ¢asti a dale analyzuje a vysvétluje vysledky
Z druhé c¢asti prace. Mezi prednosti prace je nutné zapocist i obsah literarniho ptehledu, ktery
je zamé&fen na charakterizaci mysiho a lidského BK polyomaviru a to zejména v souvislosti
se strukturou virionu a prub¢hu infekéniho cyklu. Celkové Ize hodnotit diplomovou praci
jako vynikajici.

Otazky a pripominky oponenta:

Microtubule Binding Protein Spin-Down Assay Biochem Kit pracuje s ¢istymi Cerstvé
polymerovanymi mikrotubuly. Pfirozené se vSak na mikrotubuly vdZou rizné dalsi ligandy,
které by mohly zprosttedkovat vazbu VP1 v buiikach. Pokud by takovéto proteiny byly
soucasti MAP vzorku nestalo by za to testovat dohromady mirotubuly+tMAP+VP1?

Mate informaci jaké proteiny MAP obsahuje?

Pro vazebny pokus BKV VP1 jste pouzival buné¢ny lyzat, ktery obsahoval cytosolovou
frakci. Pfesto jste pfi izolaci interagujicich proteinti pozoroval kontaminaci DNA, kterou jste
musel odstranit. Ve vysledku analyzy byla také fada jadernych proteind. Jak si to
vysvétlujete?
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