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Konkrétni piipominky a dotazy (moZno pripojit samostatny list)

Studentka Veronika Janechova predloZila bakalafskou praci, ktera se zabyva izolaci
antimikrobidlnich peptidii z je¢mene a naslednym testovanim jejich antimikrobialni aktivity
proti vybranému kmenu E. coli. Kapitoly teoretické asti na sebe logicky navazuji a poskytuji
Ctenafi piehled o dosud zndmych poznatcich o produkci antimikrobialnich peptidi
vrostlindch a molekularnim farmateni. Studentka uvadi pres 130 ptvodnich literdrnich
zdroju, které zahrnuji jak védecké Elanky, tak i materily z internctu, z nichz se mi piedevsim
libil piehled databazi antimikrobialnich peptidii v kapitole 2.2.

V praktické casti studentka logicky postupuje od selekce transgennich linii je¢mene, jejich
identifikaci pomoci PCR a selekci homozygotnich linii s integrovanou kazetou nesouci geny
pro peptid LL-37. Nasledné je peptid izolovan a detekovéan pomoci Western blottingu
s vyuzitim specifickych protilatek. BohuZel cely protokol jesté potfebuje dalsi optimalizaci,
protoze izolovany peptid nemd antimikrobialni aktivitu. Z vysledkii prace je patmné, e
studentka stravila mnoho hodin praci v laboratofi a vénovala tématu znaéné mnozstvi &asu. Je
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Skoda, Ze sepsana bakalaiska prace obsahuje jak formalni, tak i faktické nedostatky a
v nékterych astech je pro étenafe tézko pochopitelna. Bodové hodnoceni bylo snizeno kvili
nize uvedenym nedostatkim.

Formalni nedostatky

v celém textu bakalaiské prace se nachazi znaéné mnozstvi pieklepli

vétné konstrukce jsou mnohdy slozité s velkym mnozstvim vsuvek, nepiesné nebo
Jjsou pouzity nespravné prelozené terminy z angli¢tiny, pi. str. 24: Atraktivnim
pletivem pro produkci rekombinantniho proteinu v rostling je pravé obilka, a to diky
jeji morfologii (Obr. 4) a biochemickym vlastnostem. str. 24: V soucasné dobé je viak
¢im dal Castéji pfedmétem zdjmu nejrazngjSich védeckych skupin vyuziti je¢mene
coby bioreaktoru pro produkci rekombinantnich proteint, jakymi jsou tieba
industridlni proteiny, enzymy, protilatky, &i riistové regulatory, které posléze mohou
nalézt uplatnéni napiiklad jako terapeutika nebo reagencie ve vyzkumu & primyslu.
str. 33. Strategie spocivala ve fizi peptidu s inteinem, ktery ma samostépici vlastnosti
a tudiZ je obejita nutnost pouziti proteas. str. 61: Podobny efekt byl pozorovén také v
roce 1990, kdy apoplastické zacileni rekombinantni invertasy mélo dramaticky dopad
na_fenotyp transgennich rostlin tabaku (von Schaewen et al., 1990). str. 62:
Proteinovy precipitat bylo mimo jiné bylo velice obtizné zpétné rozpustit ve vodg, coz
s sebou také neslo uréité ztraty vyté€iku. a dalsi

vobr. 8, str. 53 neni jasné, které bandy patii ke dvéma riznym konstruktim
zaklonovanym do je¢mene

Ciselné udaje v procentech by se mély psat takto: 90 % (devadesat procent), poZivany
zapis 90% znamend ,,devadesatiprocentni“

Obsahové nedostatky a nespravné pouzivané terminy

abstrakt: Antimikrobialni peptidy pfedstavuji nizkomolekulirni litky... jde o
nespravné zafazeni, nizkomolekularni liatky maji molekulovou hmotnost do cca
1000 Da

v popisu obr. 8, str. 53 je nespravné uveden termin elektroforeogram, spravné je
elektroforegram

v diskusi se pouzivd termin biotest, vhodn&j3i oznaceni by mélo byt antimikrobidlni
test nebo test antimikrobidlni aktivity

v tab. 3 na str. 41 by ve ¢tvrtek sloupci na poslednim fadku mélo byt nejspis 40 x od
kroku 2

Na str. 44 piSete: ,Proteinové extrakty byly ptipraveny stejnym zplsobem, jak je
uvedeno v kapitole 3.2.3.2 s tim rozdilem, Ze vzorky proteinii nebyly na zavér
eluoviny do 8M mocoviny...* pojem eluce se pouziva v chromatografii, zde by byl
vhodnéjsi termin denaturovdny v 8M mocoviné nebo rozpustény v 8M mocoviné

v Casti Metody se nestandardné pouzivd popis centrifugaénich podminek, pf.
20 470 g/4°C/30 minut; popis by bylo 1épe psit takto 20 470 x g, 30 min, 4 °C

v kapitole 3.2.4.3 je popis stanoveni celkovych proteind dle Bradforda, vysledky z
meéfeni viak v praci chybéji, také neni jasné, jaké vzorky byly touto metodou méfeny,
nebot’ je uvedeno nékolik postupt extrakce proteinli nebo peptidii ze zrn je¢mene s
vyuzitim riznych pufri

v ¢asti Diskuse ¢asto pouzivate obrat, Ze v urditém roce bylo objeveno, p¥. “. ...jak
bylo pozorovano napi. v roce 1995, kdy u transgennich rostlin tabaku obsahujicich
gen csrl-1 zodpovédny za rezistenci k herbicidu doslo ke ztraté transgenu v dalsi
generaci (Brandle et al., 1995).“ Vhodnéjsi by bylo psat napf. takto: Brandle et al.




(1995) pozorovali... V roce 1995 totiz praci publikovali, pozorovani ¢i méfeni mohli
provadét klidné i nekolik let pfed rokem, kdy byly jejich vysledky zvefejnény

Otazky k diskusi pti obhajobé:

1)

2)

3)

4)

5)

Na strané¢ 30 tvrdite, Ze antimikrobialni peptidy jsou kationty (,,Vétsina
antimikrobialnich peptidi jsou kationty,...). Mohou byt AMP také anionty? Pokud
ano, tak za jakych podminek a pokud ne, tak pro¢?

V kapitole 4.2 je obr. 7 svysledky méfeni relativni exprese. K ¢emu je exprese
porovnavana, resp. vzhledem Kk ¢emu jde o relativni expresi? V grafech je
uvedena hodnota p-value, co znamena?

V kapitole 4.3.1 jsou uvedeny vysledky kvantifikace rekombinantniho produktu
v zrnech, pro¢ jste pocitala koncentraci z kalibraéni pfimky obsahujici jen tfi
kalibraéni body? Vysledné hodnoty koncentrace na obr. 11 a 12 jsou primérem
nebo medidnem mé¥eni? Z kolika méreni byla hodnota spoditina?

Na str. 62 v ¢asti Diskuse piSete: ,.Narozdil od zmifiované publikace se nepodaiilo v
praktické Casti prace prokazat pomoci biotestli antimikrobidlni aktivitu testovanych
extraktd. Jednak to muze byt zplisobeno tim, ze teoreticky vypoltené mnozstvi
peptidu, jez by mélo byt obsazeno v pouZitém rostlinném materidlu (1 pg)
neodpovidalo realité, nebot’ v minulosti jiz bylo uvedeno, Ze pii Western blot analyze
a imunodetekci velmi kratkych peptidd, jakym je LL-37, nemusi naslednd kvantifikace
poskytovat spolehlivé vysledky (Osusky et al., 2000).“ Jak jste teoreticky poéitala
mnozstvi peptidii? Pro¢ nasledna kvantifikace neposkytuje spolehlivé vysledky?
na obr. 9 na str. 54 je vysledek Southernova pfenosu, jak se jmenoval pan Southern
ki‘estnim jménem?

Diky vysledkiim ziskanym béhem prace v laboratofi byly ziskany uziteéné vysledky, na néz je
mozné v budoucnu Uspésné navazat. | pfes vy&et nedostatkli povazuji cile prace za splnéné.

Zavér: prici doporucuji / nedoperuéuii k obhajobé.
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