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celkový rozsah práce (pro bakalářské práce min. 18 stran, pro diplomové práce min. 25 0-3
stran), vyváŽenost rozsahů jednotlívfch části, logická struktura práce (u
experimentálních prací doporučení pro teoretickou část do 1/3 celkového rozsahu)

kvalita llter4rnI rešerše (množství použitých původních pramenných zdrojů, vhodnost 0-3
výběru, aktuálnost zdrojů)
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Pripomlnky a dotazy, na které má student/-ka reagovat pti obhajobě:
Dotazy:
1) Má studentka nějaké vysvětlení/hypotézu, proč nepozorovala vznik žádných krystalů

modelového proteinu xylanasy v krystalízačních podmínkách 0,45 - 1,0 M (NHJ2S04
a 0,1 M citrátu sodném (pH 4,3), přestože jsou tyto podmínky v metodice zmiňovány
jako podmínky, při kterých xylanasa krystalizuje nejlépe?

2) Jaká je mínímalm čistota proteínů požadovaná pro krystalizace a strukturní analýzy?
Na obr. 17 jsou prezentovány výsledky SDS elektroforézy proteínů studovaných
v této práci. Na základě této analýzy je následně diskutována čistota proteínů
s konstatován1m "dostatečné" čistoty všech tří proteínů (xylanasa, thaumatin a DH
Tt80) pro krystalízaění experimenty. Kvalita SDS gelu, je velmi nízká, koncentrace
použitých proteínů jsou velmi vysoké a tudíž z prezentovaných výsledků nelze učit
molekulovou hmotnost proteínů, max. ověřit, že molekulová hmostnost
analyzovaných proteinů přibližně koresponduje s jejich teoretickou molekulovou
hmotnosti vypočtenou z aminokyselinové sekvence. Současně mám pochybnosti o
"dostatečné" čistotě proteinů. Z prezentované analýzy nelze čistotu xylanasy vůbec

2 Vyberte jednu z hodnot: 33 bodů pro teoretické práce, 36 bodů pro teoretické práce v cizím jazyce, 51 bodů pro
experimentální práce, 54 bodů pro experimentální práce v cizím jazyce

3 Zadejte počet přidělených bodů.



stanovit, čistota OH Tt80 bude max. 80 %. Může tyto výsledky studentka nějak
okomentovat?

3) Může studentka více okomentovat, proč pro krystalizaci OH Tt80 zvolila pouze
krystalizační screen SaltRx (Hampton Reseacrh) a ně jiné hojně používaně
krystalízační screeny jako je např. Morpheus (Molecular Dímensíons) nebo JSCG+
(Molecular Dímensions).

4) Z prezentovaných výsledků nenl zřejmé, jaké krystaly OH Tt80, resp. krystaly OH
Tt80 z jakých krystalizačních podmínek byly použity pro dífrakční analýzu. Může tyto
podmínky autorka práce zm1nit?

5) V závěrech pršce je uvedeno, že vyřešení struktury OH Tt80 pomůže potvrdit
aktivitu enzymu. Může autorka práce blíže specifikovat, jak konkrétně vyřešení
struktury proteinu pomůže potvrdit jeho případnou enzymovou aktivitu? Neměla by
se aktivita enzymu ověřit také biochemickou analýzou?

Chyby, na které si ~ ~vat student v budoucnu pozor:
1) V metodice nenl uveden zdroj (výrobce, distributor, spolupracujíct pracoviště), ze

kterého byly ztskány modelové proteiny (xylanasa a tahumatín) použité v této práci -
tato informace by zde měla být uvedena.

2) Krystalizace modelového proteinu thaumatinu byla prováděna v podmínkách
obsahujících 24% roztok vinanu sodného, 15%PEG a 0,1 M BisTris propan (PH 6,6).
Nikde v metodice ani výsledcích však nenl uveden konkrétní typ PEGu, který autorka
pro krystalízační experimenty použila. Současně by vždy u %koncentrace mělo být
uvedeno o jaký typ koncentrace (hmotncstní, objemova) se jedná.

3) V obrázku 30 a 40 je uvedena nesprávná jednotka koncentrace xylanasy -
koncentrace proteinu byla uváděna v mg/ml (ně v mol/I).

4) Str. 33, třetí řádek shora - nesprávná jednotka koncentrace chloramfenikolu -
správně koncentrace by měla být 35 pg/ml (ně 35 mg/ml).

5) Za nejslabší část prace považuji popis metody přípravy (klonovaní, exprese a
purifíkace) OH Tt80. Z metodiky nenl Zřejmé, zda byl studovaný proteín zrskan
komerčně nebo byl komerčně získšn pouze gen kódující protein zájmu, který byl
následně vložen do expresnlho vektoru. Podílela se na přípravě (expres i a purifíkací)
proteinu studentka? Pokud ano, v metodice chybí popis přípravy PCR produktu (gen
kčdující protein OH Tt80). V případě, že byl protein získán komerčně, potom
nerozum1m tomu, proč je v metodice popisováno klonovant genu, exprese a purifikace
proteinu. Déle není zřejmé, jaký expresní vektor byl pro expresi genu kčdujícího
protein zájmu použit (pET24a nebo pET3a) a jaký hostitelský organismus (E. coli
BL21-CodonPlus(OE3)-RIL nebo E. coli BL21(OE3)).
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