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Komentář k práci, připomínky a dotazy. 
Hlavným cieľom bakalárskej práce Tomáša Sedláčka bolo vypracovať literárny prehľad na tému biosyntéza cytokinínov so zameraním na baktérie a pripraviť rekombinantný proteín tRNA-isopentenyltransferazu zo sinice Nostoc PCC 7120.
Aj napriek množstvu gramatických a štylistických chýb, ktoré uvádzam vo forme pripomienok, predstavuje bakalárska práca solídny zdroj vedeckých poznatkov, z ktorých je možné vychádzať pri ďalšej experimentálnej práci zameranej na potvrdenie alebo vyvrátenie domnienky o predpokladanej sinicovej tRNA-isopentenyltransferaze. 

K predkladanej práci mám nasledovné pripomienky a otázky:

Pripomienky: 

1) V zozname skratiek sú uvedené skratky, ktorých vysvetlenie nie je správne. Či už gramaticky (GFP, PCR atď.), formálne (MVA, RNA, tRNA, ZOG atď.) alebo je vysvetlenie uvedené iba v anglickom jazyku (PPFM). Naopak u niektorých skratiek si žiada byť doplnené aj anglické pomenovanie, nakoľko uvedená skratka je odvodená práve z tohto výrazu (ADP, GFP, PAI atď.). Taktiež by som chcela upozorniť na opakované zavádzanie skratiek v texte (cZ, tZ, CK a podobne). Skratku stačí zaviesť len raz a zbytočne sa už neopakovať. Naopak v niektorých prípadoch zase zavedenie skratky chýba (T-DNA, acetyl-CoA atď.). Do budúcna by som doporučovala si zjednotiť používané výrazy (napríklad: N6- (Δ2- isopentenyl) adenin alebo  N6- isopentenyladenin). 
2) Na viacerých miestach v bakalárskej práci mi chýbajú odseky. Dochádza tam k miešaniu tém pojednávajúcich o podobnej problematike ale predsa odlišnej. Text delení odsekmi je zrozumiteľnejší pre čitateľa. 
3) V texte sa na viacerých miestach vyskytujú zle formulované alebo nedokončené vety, z ktorých nie je úplne jasné, čo tým autor chcel povedať a tým sa stáva aj zvyšný text menej zrozumiteľným. Ako je napríklad odsek na strane 17 (U bakterií je enzymu tRNA-IPT.....), kde je množstvo chýb a zároveň aj zmiešané veľké množstvo rôznych informácii, ktoré finálne pôsobia chaoticky. Poprosím o lepšie preformulovanie tejto časti a jeho vloženie do práce ako doplnok. Niektoré časti textu pôsobia dosť nekonzistentne. Akoby boli vety za sebou len tak poskladané.
4) Obrázky uvedené v práci, konkrétne Obrázok 1, 3, by mohli byť v lepšej kvalite. Hlavne, keď v dnešnej dobe sú voľne dostupné programy, v ktorých sa dajú veľmi ľahko vytvoriť. Obrázok 1 by mal byť uvedený hneď za kapitolou 2.1, v ktorej je naň uvedený odkaz a nie až v kapitole 2.2. Popis obrázku 2 je nedostačujúci. Bolo by vhodné tento popis trochu doplniť. V kapitole 2.3 mi chýba obrázok, ktorý by znázorňoval počiatočnú fázu mevalonátovej a metylerytritolfosfátovej dráhy. Tak isto aj kapitolu 3 by bolo vhodné doplniť o schémy popisujúce jednotlivé podkapitoly, ale nie je to nevyhnutné.

5) V časti zameranej na materiál a metódy veľmi často nie sú uvedení výrobcovia použitých chemikálií či kitov. V metódach chýbajú zásadné údaje ako sú použité kultivačné médium, použité antibiotikum, inaktivácia ligačnej zmesi, veľkosť amplifikovaného génu a použitého vektora, zloženie média a podobne. Taktiež v kapitole 6.12 mi nie je jasné, akú kultúru ste použil, aký plazmid ste izoloval. Tieto údaje tam chýbajú. Prosím doplniť.
6) Na viacerých miestach (6.12, 7.1 strana 37) v experimentálnej časti sa odvolávate na neexistujúcu kapitolu (6.1.7 či 6.1.6). Bolo by vhodné dávať väčší pozor pri finálnych úpravách práce a tým pádom by ste sa vyhol takýmto nedostatkom.
7) Do budúcna doporučujem dávať väčší pozor pri písaní názvov génov a reštrikčných enzýmov. Nie všade je tu napísané správne (NdeI či SalI a nie NdeI a SalI).

8) Aký DNA štandard pri agarózovej elektroforéze ste používal? V texte to nemáte uvedené a na rôznych obrázkoch ho popisujete rôzne.

Otázky:

1) Viete mi povedať celý názov enzýmu Lonely guy?

2) Veľmi často sa v práci odvolávate na biotesty cytokinínov. Viete mi vysvetliť čo sú to teda tie biotesty? Ako prebiehajú?
3) V kapitole 4 (Biosyntéza cytokinínov u baktérií) mi chýba krátky úvod, ktorý by všeobecne pojednával o biosyntéze cytokinínov u baktérií. Prečo je to natoľko zaujímavé? Prečo ste si  zvolili práve tieto baktérie? 
4) Prečo ste použili teplotu nasadania primerov práve 61,2 °C? Pri tejto teplote Vám dochádza aj k nešpecifickej amplifikácii ako to je znázornené na obrázku 5. 
5) V legende pri obrázku 6 je napísané, že sa jedná o mapu vektora pET-28b(+) ale na obrázku je schéma vektora pET-28a(+). Prečo je tomu tak?
6) Z vašej experimentálnej časti teda vyplynulo, že Vami skúmaný proteín je baktériami produkovaný do inklúznych teliesok. Ako by sa dal tento problém vyriešiť? Je Vám známy nejaký postup ako by sa NoIPT2 dal získať / purifikovať z inklúznych teliesok? 
Chyby, ktoré je nutné opraviť:

Pripomienky 3, 4 (popis obrázku 2), 5 a 8 poprosím spracovať vo forme dodatku.

Závěr: práci doporučuji k obhajobě.

V Olomouci dne 15.08.2015


    RNDr. Lenka Dzurová, Ph.D,               
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Poznámky:

* Nehodící se škrtněte / vymažte.
** Hodnocení křížkujte.

*** Do výsledné známky započítejte jen hodnocené položky


