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Posudek oponenta na bakalafskou praci sleény Jitky Kruéinské nazvanou
»construction of expression vector for cyanobacterium Synechocystis sp. PCC
6803 “.

Bakalarska prace slecny Jitky Kru€inské je predkladana v rozsahu 38 stran, a obsahuje
velké mnozstvi prehlednych obrazki a tabulek. Pod vedenim zkuSeného Skolitele se
autorka zabyvala, dle mého uvazeni, védecky velmi zavaznym tématem: pfipravou
expresniho vektoru s vysokym poctem kopii pro expresi vybraného genu v sinici kmenu
Synechocystis 6803. VVzhledem k nepfitomnosti jakéhokoliv klonovaciho a expresniho
systému v tak modelovém organismu jakou je Synechocystis 6803, povazuji vysledky
ziskané a prezentované autorkou za mimoradné dulezité.

Po formalni strance je prace c¢lenéna na 5 kapitol (Introduction, Experimental
procedures, Results, Discussion, Conclusions) v¢etné 2 stran odkazu na védeckou
literaturu. Toto uspofadani je velmi bézné pro publikaci ziskanych vysledkl ve formé
védeckého &lanku v odborném Casopise. Proto predkladana prace na mé pusobi jako
manuskript publikace, ktery po drobnych Gpravach by mohl slouzit jako podklad pro
recenzni fizeni k pfijeti publikace do tisku.

Prace ma dobie sepsanou Uvodni kapitolu (12 stran), kterd je doprovazena vhodné
vybranymi schématy a detailné ¢tenare seznamuje nejen s expresnimi systémy v sinicich,
ale i v tradicné pouzivané bakterii Escherichia coli. Dale nasledu;ji cile prace, které jsou
srozumitelné vytyCeny a odpovidaji rozsahu bakalaiské prace. V kapitole ,Experimentalni
piistupy” (6 stran) autorka popisuje a pouziva nejmodernégjsi instrumentalni metody, mezi
néz patfi kvantitativni PCR v realném ¢ase, PCR mutageneze, purifikace plasmidové DNA
pomoci gradientu v CsCI2 a mnoho dalSich standardnich technik pouzivanych
v molekularni biologii. Pouziti a popis metod je popsano dobfe, jen bych pfisté ocenil
detailngj$i popis nékterych dil¢ich krokl (napf. v odstavci RT-gPCR, ....Primers were
designed and ordered by using the Roche web tool.....). V kapitole ,Vysledky” (12 stran)
autorka detailné a velmi srozumitelné shrnuje dosazené vysledky své prace. Pomoci RT-
qPCR autorka urcila pocet kopii HC plasmidu v bunce. Zaroven také popisuje jeho
inzeréni mutagenezi pomoci homologii rekombinace, a nebo s vyuzitim metod PCR
amplifikace daného genu a jeho vkladani do plasmidu pomoci zasahovych mist pro
restrikéni endonukleazy. Autorka se b&hem své prace potykala s fadou problémd, jako
napf. relativné dlouha doba pro selekci pozitivnich klonl (14 dni), &i zpétna homologni
rekombinace vioZzenych genu do chromosomalini DNA. Musim ocenit, Ze autorka se
nezalekla prvotnich neluspéchl a pokracovala (a dosud pokracuje, jak je naznaceno v
kapitole ,Vysledky“) v pfipravé téchto konstruktd pomoci purifikace plasmidi v CsCI2
gradientu a spolu s vkladanim jiné nez kanamycinové rezistence (erytromycin) a
strukturné odliSnych gend (GFP, PsbB). Bohuzel musim konstatovat, Zze nejvétsi slabinou



této prace jsou legendy k obrazkiim. Je to Skoda, protoze samotné obrazky jsou na velmi
dobré drovni a spolu s legendou tvori patef kazdé publikace i bakalarské prace. Popis
k obrazkim je vice nez struény, a vétsinou Uplné chybi vysvétieni k hvézdickam (napf. Fig.
4.2, 4.13). Na 3 stranach ,Diskuze“ autorka logicky porovnava ziskana data s recentni
literaturou a zabyva se hloubé&ji pfi¢inami parcialnich neuspéchu a nabizi jejich feSeni
v budoucnu. Praci uzavira kapitola ,Conclusions”, kde autorka shrnuje sva ziskana data,
ktera odpovidaji zadanym cildm a narokim na bakalarskou praci.

Dale pak musim ocenit, Ze cela prace je napsana v anglickém jazyce, coz u bakalarské
prace neni zrovna standardni zalezitosti. Prace je psana dobrou anglitinou, ktera
nevynika nadmeérnou kvétnatosti vyjadfovani, ale predstavuje velmi dobry standard
védeckého jazyka, a vynika z hlediska dobré srozumitelnosti. MnozZstvi jazykovych
preklepl a nepresnosti je vzhiledem k rozsahu prace minimalni.

Drobné poznamky:
- Chybi seznam zkratek
- Vyvarovat se slovicek typu ,Surprisingly” (s.26) ¢i osobniho pfistupu k véci ,,..... This
findings indicated to me..." (s.34)
- ,Homologous recombination“ a ne ,homological recombination (s.34)

Jako podklad pro diskusi mam k autorce nasledujici dotazy:
- Jakym zplsobem byl nastaven ,treshold” u vystupu z RT-gPCR?

- Jaké typy promotora byly pouzity, a jaké typy promotori mohou byt pfipadné pouzity
v budoucnu?

- Jaké jsou vyhody a nevyhody, popf. rozdily mezi vkladanim genu do plasmidu pomoci
homologii rekombinace a s vyuzitim unikatnich restrikénich mist na plasmidu?

- U plasmidd mazeme na gelové elektroforéze rozpoznat 3 formy plasmidovych struktur
L,circular®, ,coiled“ and ,supercoiled”. Byly tyto formy také detekovany u plasmidu pCC5.2?

Zavérem svého posudku konstatuji, ze pfedkladana bakalarska prace dosahuje
vysokych kvalit, a to predevsim i zasluhou dokonalého zazemi ve Skolitelské laboratori.
Prace prozrazuje vysokou pili, peclivost a tvlrCi invenci autorky, ktera se jevi byt v
budoucnu vyzralou a velmi produktivni tviréi védeckou osobnosti. Autorce k praci z
celého srdce blahopreji, a pieji mnoho Uspéchi nejen v dalsi tvlrcéi védecké praci ale i v
osobnim Zivoté. Z vySe uvedenych davodu dle €l. 3 Studijniho a zkuSebniho fadu BF JU
doporucuji pfijmout praci k obhajobé s hodnocenim vyborné.
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