ZAPIS PRUBEHU OBHAJOBY BAKALA RSKE PRACE
JANY DOBRUSKOVE

Nazev prace: Riprava rekombinantni AtIPT7 v expresnim systémuSaccharomyces
cerevisiae za (Celem prenylace enzymu

Studentka Jana Doiskova prezentovala svou bakaléou praci. Poté bylipéten posudek
vedouci prace, ktery neobsahoval dotazy. Dale taftgn posudek oponentkyetné dotazi
a studentka na dotazy odpokla nasledové:

otazka 1: Vyrobce expresniho vektoru pYES2 uvaelijeZmozné ho pouZit pro transformaci
do Escherichia coli i Saccharomyces cerevisiae. Jaké vyhody ma pouziti klonovaciho vektoru
pDrive?

odpowd: Vektor pDrive poskytuje moznost white/blue sciegntestu, pro snadnou selekci
pozitivnich transformaiit Dale je moznost sekvenace plasmidové DNAppuziti primefi

pro T7 a SP6 promotor, ktera j&inngSi, nez sekvenace PCR produktu. U sekvenace
amplifikovaného genu zaklonovaného do pDrive naeici nutné dodavat vlastni primery.

otazka 2: Pro byla k detekci aktivit AtIPT7 pouzita metoda ELI8A.ze pouZit i jiné
uspdadani? Dle Takei et al. 2001 uvadite, fieegpresi fiznych AtIPT (&etre AtIPT7) VE.
coli dochazelo ke zvySeni hladiny cytokifiinMéfila jste hladinu cytokinifh i ve VasSich
vzorcich (pokud k tomu mate moznosti)?

odpowd: Metoda ELISA byla pouZita proto, Ze aktivitu enystanovovala dr. Gemrotova
(konzultantka mé bc prace) z LRR UP Olomouc a tawioda je zde din¢ pouzivanou
metodou stanoveni aktivity enzymDalSi moZnosti je pouZiti metody uvedené v préadiei

et al. Z roku 2001, kdy isopentenyltransferasy hiylyjubovany se substratem a donorem
isopentenylu DMAPP — produkt reakce byl nastedetekovan pomoci HPLC a retaiho
¢asu. Hladinu cytokinith jsem Ehem meé prace nestanovovala, i kdyZz k tomu mam nstzno
Vzhledem k pedchozim vysledkn, kdy nebyly detekovany rekombinantni proteinyi an
nebyla detekovana jejich aktivita, je to navic ygnamne.

otazka 3: Dle Takei et al. 2001 mate v diskuzi amajnze AtIPT (kromd 1) ztratily i
purifikaci isopentenyltransferasové aktivity. MysliZze doSlo pouze ke zt&ktivity nebo k
celkové degradaci enzymu?ilke to byt stejny problém jako ve VaSenpad:?

odpowd: Vzhledem k tomu, Ze jista aktivita byla n&ena v extraktech IPT pomoci
radioisotopové analyzy, ale jiz ne u purifikovanyehzynii pomoci metody uvedené v
piedchozi otazce, je tétnjisté, Ze doslo pouze ke zttdktivity purifikaci.

V naSem pipact mohlo dojit k degradaci enzymu, taktéZz mohlo dcgitztrag aktivity, jako
tomu bylo u Takei et al., ale toto neni jisté,Kei v naSem ifipact byla aktivita stanovovana
v extraktech, kde detekovana nebyla. SpiSe mohjib ki Spatnému sbaleni protéjrkterée
mohlo zmisobit jeho neaktivitu. Jak uz jsem uvedl&vd, tento problém ke vyeSit
optimalizace kultivénich podminek.

Dotazy ¢lent komise:

prof. Brabec: R jaké vinové délce absorbuje DNA a pree [ stanoveni koncentrace DNA
meii absorbanceipdvou vinovych délkach?



odpowd: DNA absorbuje $i 260 nm, druha vinové délka (280 nm) se pouzivaqueteni
.pozadi“, resp. odgeni absorbance protdipritomnych ve vzorku.

prof. Brabec: Ktery typ (tvar) DNA seielektroforéze pohybuje nejrychleji?
odpowd: Superhelikalni.

DalSi dotazy
prof. Naus: Co je to molarita?

odpowd: Je to mnoZstvi latky v molech v objemu roztoku.

zapsala: M. Spundovéa



