Oponentsky posudek na bakalarskou diplomovou praci
Tereza StaSkova: Klonovani a exprese ¢asti genu Ser-2 bource moru$ového.

Oponent: Vladimir Kost’al :
Biologické centrum AV CR, Entomologicky ustav a
Jiho&eska Univerzita v C.B., Piirodovédecka fakulta

Formalni stranka:

Predkladénd prace mé 51 stran a je spravné &lenéna do obvyklych kapitol. Uprava
textu i obrazkl psobi ptehledné a uceln€. Text je napsan stylisticky Cisté a logicky, téméf bez
pravopisnych chyb a pieklep.

Vécna stranka:

Anglicka anotace tvrdi, Ze ¢ast genu Ser-2 byla klonovana do expresniho vektoru (to
je pravda) a pouzita pro piipravu rekombinantniho proteinu (to uz pravda neni, protoze
protein se pfipravit nepodafilo).

Uvod zabira jednu stranku. A¢koli je napsan pomé&rmé dobfe, jeho obsah pongkud
splyva s obsahem nasledujiciho Literarniho piehledu. Patrn€ mohly byt vynechany detaily o
snovacich zlazach a podrobné struktufe hedvabného vlakna. Naopak posilena mohla byt ta
&ast, kde se vysvétluje $irsi ramec prace. Tedy objasnit PROC praveé sericin a pro¢ pravé Ser-2.

Literarni pirehled na zhruba 11 stranéch je velmi péknou ¢ésti prace. Stru¢né a piitom
dostate¢né podrobné jsou postupné predstaveny: historie hedvabnictvi, bourec morusovy,
hedvabné vldkno, jeho komponenty a praktické vyuzZiti.

Trochu mi opét chybi jasné zdivodnéni vybéru genu Ser-2 jako pfedmétu této prace.
Pro¢ pravé tento gen a pro¢ prave tato jeho ¢ast?

Cil prace je samostatn¢ formulovan na strané 17 (piiprava vektorti), ale také na konci
Uvodu (strana 5, vytvofeni rekombinantniho proteinu). Je zfejmé, Ze ptivodni cil byl posléze
zuZen, kdyz doslo ke komplikacim. To nevadi, pouze by obé ¢éasti textu mély byt uvedeny do
souladu.

Material a Metodiky. Tato kapitola je misty velmi podrobna a obsahuje spoustu
detaild, ale misty je naopak velmi lakonicka a pouze se odkazuje na protokoly vyrobcti
pouzitych kit (jako napf na str. 20, purifikace DNA z gelu, str. 24, izolace plazmidil).
Nekritizuji odkazovani se na protokol vyrobce (to je béZny postup), jen opét upozoriiuji na
vyvazenost textu (detaily u jedné metody vs. lakonicky odkaz u jiné metody).

Mam nékolik drobnych dotazi ¢i pfipominek, které by autorka mohla pii obhajobé
komentovat:

1. Pirehled pouzitych primeru (str. 18): Primery jsou graficky zobrazeny také v
ptilohéach, nékteré jsou v sekvenci plazmidi a jin€ jsou genové specifické. Orientace je pro
étenafe obtizna. Piiloha 8.3 na strané 42 napfiklad ukazuje Zluteé dva genové specické forward
primery, které jsou oba na stejném misté, ale jeden z nich ma na 5'-konci "pfilepenou”
sekvenci CACC. Pro¢, je to sekvence intronu? Déle ukazuje piiloha 8.3 dva primery zelené, z



nichz jeden, Basha 5 R, je uveden jako reverzni primer, ale je evidentn¢ forward. Druhy,
zeleny primer jsem zase nenaSel v seznamu na str. 18. Celkové mam tedy v primerech zna¢ny
chaos a nemohu si tudiz ovéfit velikosti amplikonti v jednotlivych PCR.

2. Reverzni transkripce (str. 19): Byla izolovana celkova RNA pfed reverzni
transkripci pfecisténa pomoci DNazy? (JestliZze ne, mohlo by to vysvétlovat amplifikaci velmi
dlouhych fragmentli z gendmové DNA v nasledné PCR reakci). Pro¢ byla pouZita relativné
vysoka teplota polymerace (55°C) a naopak relativné nizka teplota inaktivace reverzni
transkriptazy (72°C).

3. PCR (str. 20): Proc byla pouzita relativné nizka teplota pro nasedani genoveé
specifickych primert (45°C) (pravdépodobné to vedlo k amplifikaci mnoha nespecifickych
produktit).

4. Méreni koncentrace dsDNA fluorimetrem (str. 21): Chybi vysvétleni toho, co to
je roztok A (H33258) a k ¢emu slouZi.

Vysledky prace jsou uvedeny na zhruba 5 stranach. Na rozdil od Literarniho ptehledu,
Cetba této kapitoly vyzaduje veétsi soustiedéni, listovani praci a domysleni si riznych
souvislosti. Pfipominky:

5. Apmlifikace ¢asti genu (str. 30): Neni zfejmé, jak dlouhé PCR produkty byly
ocekavany (diky nepiehlednosti primert si to nelze ani odvodit). Teprve v Diskusi se mluvi o
inzertech o velikosti 797 a 897 parti bazi. Neni ziejmé, ktery z obou produktii (tzv. "horni" a
"spodni" pruh byl vyfiznut a klonovan, oba dva?).

6. Obr. 4 (str. 31): M4 ukazovat, dle popisku, produkt o velikosti asi 1000 part bazi.
Produkt je ale zfetelné kratsi. Jeho skute¢nd délka je vsak t€¢Zko odhadnutelna, jelikoZ pouZity
DNA ladder: a) neni pfili§ vhodny (v inkriminovaném rozsahu nenabizi dobré rozliSeni, ma
jen prouzky 750 a 1000 kb a mezi tim nic); b) neni vidét (je nutné lepsi foto).

7. Sekvenaéni analyza (str. 33, str.): Zaklonované sekvence mohly byt uvedeny ihned
za textem (jako obrazek) a ne ukryty az v pfilohach. Mohlo byt provedeno jejich vzajemné
porovnani pomoci vhodného softwaru (napf. DNA Star, modul MegAlign), aby bylo zfejmé,
Ze jsou si oba inzerty velmi podobné.

Diskuse je velmi struénd, na pul stranky. Celé prace byla vSak zaméfena prevazné
metodicky, takZe struénost 1ze pochopit. Pfesto jsem plné neporozumél vysvétleni, pro¢ byl v
prvnim pokusu zaklonovan jiny fragment nez ofekavany. Pomohla by né€jakéa nazorna mapa
genu Ser-2, kde by byly vyznaCeny introny a exony, repetitivni sekvence, primery a jiné
strukturni elementy, o kterych se piSe v praci.

Celkové zhodnoceni:

Formalni a literarni ¢ast prace hodnotim vyborné. Vécna ¢ast sice vykazuje fadu
drobnych nedostatkti nebo misty spiSe nejasnosti, ale ve druhém pokusu se podaiilo
zaklonovat kyzenou ¢ast genu Ser-2 do plazmidu a tedy splnit cil prace. Piesvéd¢ivym
diikazem je ziskana sekvence inzertované DNA. Studentka tedy prokézala schopnost
zvladnout naro¢nou a komplexni metodiku prace s rekombinantni DNA. Doporucuji
diplomovou praci hodnotit znamkou yyborn 4.
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