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PfedloZen4d bakalaiska prace se zabyva vyvojem metodiky pro piipravu izotopicky
znaCenych proteinii v expresnim systému Leishmania tarentolae. Hlavnim cilem prace bylo
nalézt ekonomickou cestu piipravy izotopicky znacenych proteinti jako alternativy k soucasné
metod€ zaloZené na pouziti syntetického ristového media. Studentka ve své bakalafské praci
ukazuje, Ze moZnou alternativou je pouZiti standardniho BHI media doplnéného vhodnou
izotopickou znackou. Ackoliv v tomto piipadé€ je vysledny protein znacen pouze Easteéné, je
mira znaCeni dostate¢na pro ziskani kvalitnich spekter nuklearni magnetické resonance
(NMR). Studentka ukazuje, Ze sniZzend mira inkorporace izotopické znaCky v komplexnim
BHI mediu je kompenzovana vétSimi vytéZky over-exprimovaného proteinu, a Ze mize byt
dale kompenzovéna instrumentalné — naristem poctu scanti. Nejvétsi vyhodou tohoto postupu
jsou vsak velmi nizké naklady, které jsou zhruba 10x niz8i neZ ndklady spojené s pouZiti
syntetického media. Pfedpokladam, Ze tato metodika levné piipravy izotopicky znacenych
proteini povede k masoveéj§imu pouZivani L. tarentolae expresniho systému pro Gcely NMR a
rentgeno-strukturni analyzy.

Ackoliv prezentovany pfistup umozfiuje v principu velmi levnou pfipravu izotopicky
znaCenych proteini v L. tarentolae bylo by podle mého nazoru vhodné urit stupen
inkorporace jednotlivych izotopicky znaCenych aminokyselin v priibéhu over-exprese
v komplexnim BHI mediu. Stejné tak, by bylo zajimavé se podivat na funk&nost
prezentovaného piistupu pro isotopické znaceni neesencidlnimi aminokyselinami.

PiedloZena bakalaiska prace ma 40 stran, text je ¢lenén piehledné a logicky takika bez
chyb a pieklepi.

Je patrné, Ze naplnéni cilt bakalaiské prace vyzadovalo od studentky aktivni zvlddnuti
Sirokého spektra experimentalnich metod a kreativni a samostatny zptsob prace. Bakalaiskou
préci Jany Matulové povazuji za velmi zdatilou a proto ji doporucuji k obhajobé.

Dotazy

Pii ptipraveé izotopicky znaceného EGFP v komplexnim BHI mediu studentka pouzZila
150 mg dusikem 15 (*°N ) znageného valinu na 1 L BHI media. Zajimalo by mé&:

a) na zakladé ¢eho studentka zvolila pravé toto mnoZstvi
b) jaky je stupe inkorporace '*N-valinu do EGFP



¢) bude tento stupéni inkorparace stejny i v pifipadé znaCeni ostatnimi esencialnimi
aminokyselinami

d) bude vySe uvedena metodika fungovat i pro neesencialni aminokyseliny, a pokud ano,
tak s jakymi omezenimi

e) zcCeho se sklada Brain Heart Infusion medium a ne$lo by pouzit jiné médium, ve
kterém by byla jedinym zdrojem dusiku latka obsahujici °N
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