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Hlavnim cilem bakalafské prace Petra Plevéka bylo pfipravit kvasinkovy expresni systém pro produkci
rekombinantni o-galaktosidasy MelA z Bacillus subtilis var. natto. Piedkladana prace pfinasi souhrnny a
uceleny teoreticky piehled o sacharidech a jejich metabolismu, enzymech v ném aktivnich se zaméfenim
piedevdim na a-galaktosidasy. Experimentdlni &ast je v&novana pfipravé dvou plasmidovych konstruktd
pGAPZoA::Meld a pPICZoA::MelA pro expresi v kvasinkdch za pouZiti metod molekuldrni biologie. Poté byly
optimalizovany podminky exprese rekombinantni a-galaktosidasy. Kontrola produkce a-galaktosidasy v riiznych
typech médii byla sledovana pomoci SDS-PAGE nebo spektrofotometrickym méfenim enzymatické aktivity.

I piesto, Ze se v praci nachézeji drobné gramatické a stylistické chyby, a Ze se béhem feSeni bakalaiské
prace nepodaiilo zcela optimalizovat podminky exprese a tim zcela naplnit stanoveny cil prace, povaZuji tuto
bakalafskou praci za kvalitni. V&im, Ze v budoucnu bude moZné optimalizovat expresni podminky a budeme
schopni pfipravit a-galaktosidasu stabilni i pfi velmi nizkém pH.

Do budoucna viak doporuduji Petrovi Plevdkovi vénovat vét§i pozornost feSené problematice, jak
teoretické, tak praktické. Nevynimaje zvySeni pozornosti pfi realizaci experimentd a psani poznimek



k provedenym experimentim. Pak by se student vyhnul milnému popisu metod nebo zhodnoceni vysledki
v pribéhu sepisovani zavéreéné prace. Také doporucuji vénovat vice ¢asu samotnému psani prace a jeji finalizaci.

K praci mam nekolik pfipominek a otazek:

1. pfipominka: Bylo by vhodné, aby v praci byly zavedeny zkratky jiZ v textu a ne jenom uvedené vysvétleni
v seznamu pouZzitych zkratek jako napt. ATP, NADH, FADH,, NAD apod.

2. pfipominka: Doporu¢ovala bych davat vétsi pozor pii tvorbé popiskill obrazki, které jsou ¢asto nedostate¢né,
a na samotné umisténi obrazku v textu, aby nedochdzelo k tomu, Ze odkaz na obrazek je na
jedné strané a vlastni obrazek je o dvé strany pozdé€ji. Také by bylo vhodné, aby oznacovani
pouZitych primert bylo stejné, jelikoz se jednd o ty samé primery pouZité v riiznych
experimentech a jejich popis by bylo vhodné doplnit o hodnoty Tm a GC.

1. otdzka: Pro¢ jste v nékterych experimentech pouzival medium s nizkym obsahem soli? Jaky gen rezistence
nesou pouzité vektory pPICZoA a pGAPZoA?

2. otazka: V kapitole 4.3 Optimalizace exprese MelA v P. pastoris X-33 uvéadite, Ze pro expresi proteinu byly
vyzkouSeny ptidavky indukénich latek (glukosa pro pGAPZaA::MelA a methanol pro pPICZoA::MelA).

Jak je to mozné, kdyZ na jiném misté v praci uvadite, ze pGAPZaA je konstitutivni vektor? K ¢emu
jste tedy viibec glukosu piridaval?

Zavér: praci doporucuji / nedeporucujt k obhajobé.
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