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Posudek na bakalaiskou praci Jifiho Hellera

Priprava rekombinantniho PsbQ proteinu fotosystému II ze Spenatu ke studiu
vzajemnych interakci proteini kyslik-vyvijejiciho komplexu.

Jak jiz ndzev napovida, predloZena prace se zabyva expresi a purifikaci rekombinantniho
proteinu ze Spenatu v E. coli. Hlavni diiraz v préci je kladen na metodiku, autor se naucil a
zvladnul celou fadu zdkladnich molekularné genetickych metod od PCR mutageneze, pies
heterologni expresi proteinu, analyzu exprese pomoci SDS-PAGE az po klasické schéma
purifikace proteint. Podle cill se prace zabyva i hodnocenim sekvenac¢nich dat, tuto ¢ast jsem
vSak v praci nenasel.

Siroce pojaty ivod zahrnuje vie od fotosyntézy pies proteiny kyslik-vyvijejiciho komplexu az
po sekvenci pfislusného expresniho vektoru. Z kapitoly vénované struktufe proteinu PsbQ
neni zcela zfejmé Ze struktura tohoto proteinu je vyieSena a to pfedevsim rentgenostrukturni
analyzou. Nejasna je pouze struktura flexibilniho N konce.

V metodické ¢asti neni dostatecné objasnén rozdil dvou pouzitych metodik bodovych
mutagenezi.

Vysledky jsou uspofadany pon¢kud chaoticky. Zac¢inaji rastovou kiivkou expresniho kmene
B96 s pET plasmidem, pokracuje izolaci pET plasmidu a jeho restrikéni analyzou, nasleduje
bodova PCR mutageneze, restrikce klonovaciho vektoru a ligace PCR produktu s nastinénim
dal3iho postupu ziskani mutantniho PsbQ. Vysledky kon¢i uspéSnou izolaci a purifikaci
nemutovaného PsbQ.

Diskuse je naproti tomu uspofadana logicky a diskutuje dosazené vysledky. Zajimava by byla
diskuse toho pro¢ nefungoval komer¢ni kit na PCR mutagenezi.

K praci mam nasledujici konkrétni pfipominky:

Jak autor sim pfiznava, potykal se s piekladem s angli¢tiny do CeStiny a s neexistenci
nékterych eskych termint. Nékteré pielozené véty nedavaji smysl (str. 8, posledni véta) a
terminy jako ledové vychlazeny etanol a vysoko-rychlostni vyvijeni kysliku plsobi nezvykle.
Na praci jsou patrny i vlivy slovenské, napt. izolace plasmidu maxiprepom.

Prace by si zaslouZila dikladng&jsi editaci, puisobi jako by byla dokonfovana ve spéchu. Napf.
— jiné fadkovani (str. 8)

- obrazek se piekryva s textem (str. 33)

Neni mi jasné co je reverzibilni protein (str. 9)

Agar6zovy gel se ziejmé nepfipravoval z vody (str. 22)



Z rustové kiivKy je zcela zfejmé Ze exponencialni rist za¢ind mnohem dfive nez pii OD 0.6
(Str. 30)

Obr. 14, 15 — pravdépodobné se nejedna o 1 kbp ladder

Na autora bakalaiské prace mam nasledujici dotazy:

Obr. 8 — pro¢ ma plasmid izolovany MAXIPREPEM dalsi band. Jedna se o kontaminaci
chromozomalni DNA?

Obr. 10 pro¢ jsou u nastépeného plasmidu pfitomny 3 bandy kdyZ byly ocekavany 2

Zavérem konstatuji, Ze bakalarska prace Jifiho Hellera spliluje pozadavky na bakalaiské prace
kladené a proto doporucuji uvedenou préci pfijmou k obhajobé a navrhuji hodnoceni vyborné
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