Posudek na bakalaFskou praci pana Petra Ruzi¢ky:'"PFiprava konstrukta pro
overexpresi a krystalizaci prohibitinového komplexu z T. brucei."

Bakalafska prace Petra Ruzicky se zabyva prohibitinem u Trypanosoma brucei, konkrétné
PCR amplifikaci gent pro prohibitin TbPHB1 a TbPHB2 z genomové DNA T. brucei a
zaklonovanim téchto produkti nejdfive do pCR®II-TOPO® a pak do expresniho vektoru
RSFDuet-1. Nazev prace se mi zda pfili§ honosny, pod pojmem "pfiprava konstrukti" bych si
spi§ predstavil pfipravu expresnich vektort de novo, coz by ale zcela jisté vyrazné
pfesahovalo ramec nejen bakalafské prace. PfedloZena prace je napsana srozumitelnou
Sestinou, i kdyZ je misty znat, Ze autor vychazel z anglickych textl a pieklad trochu vazne
(viz. otazky), coz muZe vzbudit dojem, Ze autor tématu zas az tak nerozumi. Prace za¢ina
uvodem o rozsahu 5 stran, dle mého osobniho nazoru by tento mohl byt trochu obséhlejsi,
informaci je k dispozici vic nez dost. Autor by se napiiklad nemél spokojit s konstatovanim,
ze "Leishmania zpusobuje klinicky velice variabilni onemocnéni leishmaniézu". Ne vSechna
tvrzeni uvedena v ivodu jsou podpoiena citacemi odpovidajicich literarnich zdroji. Napf.
chybi citace u transsplicingu a polycistronické transkripce u kinetoplastid (str. 1). Nelibi se
mi, Ze obrazek na str. 2 je v jiném (anglickém) jazyce, nez zbytek prace. Autor mél bud’
napsat praci v angli¢tin€ a nebo pfelozit popisky obrazku do ¢estiny. Obecné mohu
konstatovat, Ze vétSina obrazki je velmi nizké, tedy zcela urcité nepublikovatelné kvality,
ktera je viditelné zpuisobena jejich kopirovanim z internetu. V pfipadé obrazku 2 se musi
Ctenaf snizit k lusténi jakychsi difiznich skvrn.

Autor zcela jasné€ a srozumitelné definuje cile prace: klonovani uplnych a zkracenych gent
pro prohibitin 1 a 2 z T. brucei do expresniho vektoru RSFDuet-1 (uz tedy nikoliv pfiprava
konstrukti).

V kapitole Material a metody se autor poné¢kud nesmyslné€ vénuje slozeni zakladnich médii
(SOC, LB a pod.) a pufrii (TAE, TENS) a naprosto nepochopiteln€ zcela ignoruje design
primert pro PCR (!?). Agar6zova elektroforéza, coZ je naprosto rutinni technika, si jiz ale
opét zaslouzila plnou autorovu pozornost.

Z prace neni jasné, zda byly miniprepy izolovany alkalickou lyzi ¢i pomoci kitu. Bez bliz§iho
vysvétleni jsou uvedeny jsou ob&é metody. Teprve v diskusi se ¢tenaf dozvi, pro¢ se vlastné
geny pro TbPHB1 a TbPHB2 pied klonovanim zkracovaly na N-konci. Jsem piesvédéen, Ze
tato informace by méla byt jiz v ivodu. Reference jsou nestandardni, tedy v rizném formatu.

Shrnuti

PiedloZena bakalarska prace odpovida svym rozsahem a formou bakalafskym pracim na
Piirodovédecké fakulte¢ BF. Deklarované cile prace byly spln€ény. Po zodpovézeni nize
uvedenych dotazii doporucuji praci k obhajobé. O znamce se rozhodnu az po obhajobé.

Otazky

1. Autor v Gvodu tvrdi, ze "V klasickém systému zaloZzeném na morfologickych znacich se
tento fad (Kinetoplastida) déli na dva podiady...(Trypanosomatina a Bodonina)." Je to velmi
opatrna formulace, Déli se tedy podle jinych znaki jinak? Jak? Existuji jiné pohledy na
taxonomii Kinetoplastid?

2. V ivodu je napsano: "Spoleénym znakem celého fadu je pfitomnost kinetoplastové DNA"
Plati to u v8ech kinetoplastid pro oba typy molekul, maxi i mini krouzky?



3. "MaxikrouZzky jsou v mitochondrii pfitomny jen v n€kolika desitkach kopii a jsou také
vzdjemné katenovany uvnitf minikrouzkd" To si nedovedu viibec pfedstavit. MiiZe to autor
blize vysvétlit?

4. Na strané 5 autor pouziva termin sekvenéni homologie a udava i ¢isla "sekvenéni
homologie" mezi prohibitinem z ¢lovéka a trypanosom. Co vlastné termin "sekvenéni

homologie" znamend a co znamenaji ¢isla uvedend na strané 5?

5. Jak byly sestaveny primery pro PCR?
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