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Bakaladrska prace studenta Petra Plevaka se zabyva pfipravou rekombinantniho enzymu alfa-
galaktosidasy MelA z bakteridlniho kmene Bacillus subtillis var. nato v kvasinkovém expresnim systému
Pichia pastoris pod konstitutivnim i indukovatelnym promotorem. Kapitoly teoretické casti na sebe
logicky navazuji a poskytuji pfehled o dosud znamych poznatcich o wvyuZiti alfa-galaktosidas
v biotechnologiich, véetné encyklopedického vyctu sacharid( a jejich metabolismu.

V praktické Casti student popisuje proces pfipravy rekombinantniho proteinu MelA od klonovani jeho
genu do expresnich vektord, pripravy transgennich linii, jejich selekci a ovéreni az po expresi samotné
alfa-galaktosidasy a ovéreni jeji aktivity. BohuZel cely systém jesté potfebuje dal$i optimalizaci, protoze
izolovany enzym nema alfa-galaktosidasovou aktivitu. Z vysledk( prace je patrné, Ze student stravil
enormni mnozstvi ¢asu v laboratofi a vénoval tématu znacné usili. Je proto Skoda, Ze sepsand bakalarska
prace obsahuje jak formalni, tak i faktické nedostatky, které se odrazily ve snizeném hodnoceni prace.

Formalni poznamky:

V biologickém materialu uvadite, Ze jste pouZil ,,Gen pro MelA“. Uvitala bych minimalné identifikaci
podle Genbank ID a dale vektor a zplisob, jakym jste ke konstruktu prisel, tak jak popisujete déle v textu.

SpiSe neZ obrazek 2 — struktura glykogenu - bych uvitala zndzornéni nebo porovnani s vazbami
podjednotek v stachyose a rafinose.

Obrazek 5 — glykolyza: llustrovany proces bych obohatila asponi o vstup alternativnich sacharidovych
jednotek, jinak neni relevantni.

Kapitola 2.4. - Sdja jako zdroj sacharid( — Zde jsou ¢erpany zdroje z minulého stoleti, a pozornosti tak
unikaji fytoestrogeny, isoflavony a unikatni zastoupeni mastnych kyselin v sdje, kvali kterym séjové
produkty hraji dalezZitou roli v rostlinné produkci.

Obrazek 19 - Uvitala bych oznaceni zacatku a konce genu tak jak se to obvykle déld, s kodonovym
usporadanim, takto sekvence nic nefika..., navic bych sekvenci prezentovala jako porovnani s nativni
sekvenci genu pro MelA misto obrazku 23.

U Tabulek 2 a 4 by bylo lepsi informace o zasobnich a findlnich koncentracich uvést jednotné v tabulkach
a ne pouze castecné v textu.

Tabulka 6 — Sekvence primer( se obvykle dopliuji o informaci o Tm a GC uvedenych primeru.
Pfipominky a dotazy:

1. Coje,Natto“???

2. Vysvétlete fenotypy Mut+ a MutS a nutnost selekce téchto fenotypt?

3. V kapitole 3.2.18 piSete, Ze pfi konstitutivni expresi je gen neustale v malém mnozstvi prepisovan... co
je pro vas ,malé” mnozstvi, jmenujte alternativni konstitutivni promotory a porovnejte silu jejich
exprese.

4. Pisete, ze vzorky odebrané v ¢asovych intervalech byly odebirany zaroven s indukci. Za jak dlouhou
dobu po indukci dosahuje exprese svého maxima? Nebylo by lepsi odebirat vzorky v téchto
intervalech?



5. Sekretuje B. subtillis var. natto prirozené MelA ven z bunék? Jaké bylo OD kultury, kterou jste pouzil
jako pozitivni kontrolu? Jaka byla koncentrace celkovych protein( této kontroly v porovnani
s transgennimi kulturami? Aproximace obsahu nativniho proteinu versus rekombinantniho by
pomohla objasnit stanoveni aktivity alfa-galaktosidasy mérenych vzorkd... Jaky je pfiblizny obsah
rekombinantniho proteinu v expresnim systému Pichia pastoris na celkové proteiny? U méreni
aktivity MelA bych navic doporucila pouZit pozitivni kontrolu s p-NP, navic, pfipravou koncentraéni
fady by bylo mozZné stanovit limit detekce a zjistit tak, zda-li méfite ve vhodném detekénim limitu.

Prosim nasledujici nedostatky doplnte a pfipojte jako Erratum, pfripadné odpovézte na dotazy:

6. Obrazek 17 - chybi popisky - co je 1, 2 a 3, 4? Zapomnél jste popsat marker. Proc se 1 a 2 lisi, kdezto 3
a 4 nikoli? Co jsou neskutecné intenzivni fragmenty u kazdého vzorku?

7. Obrdazek 26 - A, B, C, D — Chybi vysvétleni.

8. Obrdazek 31 — Graf absorbance p-NP: Jedna se o zasadni vysledek prace. Uvitala bych prdmér replikatQ
se smérodatnou odchylkou, aby bylo zfetelné, jedna-li se o signifikantni rozdil mezi vzorkem a
negativni kontrolou. Je nezbytné doplnit, z jakého expresniho systému byl supernatant ziskan —
indukovatelného nebo konstitutivniho? Popisek tohoto obrazku je zcela nedostatecny, prosim,
doplnte.

Na zavér bych chtéla podotknout, Ze prezentované vysledky hluboce presahuji rozsah bézné bakalarské
prace, diky ¢emuz si Petr Plevdk osvojil celou plejadu molekuldrné biologickych metod.

Zaver: Praci doporucuji k obhajobeé.
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