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praci doporuéeni pro teoretickou €4st do 1/3 celkového rozsahu)
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Graficka tprava textu a obrazki 0-3 2
Urovefi souhrnu/anotace (i v angli¢ting) 0-3 3
Jazykova a stylisticka Groveni, respektovani platného nazvoslovi 0-3 3
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Komentar oponenta:

PredloZena diplomova praca je vypracovana na 64 stranach, pozostiva z 6smych kapitol
vratane Uvodu, literdrneho prehladu, materidlu a metéd, vysledkov, diskusie a zaveru. Praca
zodpoveda Standardnému ¢leneniu diplomovej prace aje doplnend o 22 obrazkov a samostatnu
kapitolu prilohy na konci prace, ktord obsahuje rozpis pouzitych krystalizadnych &inidiel a 13
schématickych tabuliek krystalizaénych platni¢iek.

V Gvode prace autor vyzdvihuje ddlezitost enzymov ako biokatalyzatorov so zameranim sa
na lytické enzymy bakteridlneho povodu a zdéraziiuje ddleZitost trojdimenziondlnej Struktary
proteinov, ktord je nevyhnutnd pre ich hlbsie $tidium. Ciele price su jasne a zrozumitel'ne
zadefinované v ramci tivodu prace.

V literdrnom prehlade si désledne popisané elementdrne principy krystalizdcie proteinov
a Rontgenovej difrakcie, pricom cely priebeh difrakéného experimentu je popisany chronologicky
od pociatku aZ po zber a analyzu difrakénych dat. Na konci teoretického tvodu st analyzované
lytické enzymi, konkrétne lytické enzymi izolované z bakteriofagov LysAm24, LysSi3 a LysStl1.

V Casti materidl a metédy je popisany postup krystalizicie enzymov LysAm24, LysSi3 a
LysSt1l pomocou metddy sediacej kvapky s vyuzitim komeréného krystalizatného skriningového

kitu PEG/Ion 1 a PEG/Ion 2. Krystalizatné experimenty su schématicky znazornené na konci prace

2 Vyberte jednu z hodnot: 48 bodi pro experimentalni prace, 51 bodi pro experimentalni prace v cizim jazyce

¥ Zadejte po&et prid&lenych bodd.



v Casti prilohy, pricom kazda sediaca kvapka pozostdva zo Styroch réznych pomerov roztoku
proteinu a precipitantu. Vzniknuté krystaly boli podrobené testovaniu, aby sa odlisili proteinové
krystaly od anorganickych. Proteinové krystaly boli nasledne analyzované pomocou rtg Ziarenia na
synchrotréne. Difrakéné data boli vyuzité pri tvorbe 3D Struktary lytickych enzymov s vyuZitim
programu VMD.

Vysledky a diskusia su napisané na vel'mi dobrej urovni. V experimentalnej Casti prace je
popisana krystalizacia lytickych enzymov bakteriofdgov LysAm24, LysSi3 a LysStl1, pricom na
krystalizaciu bolo pouzitych 96 roznych krystalizatnych ¢inidiel a 386 odliSnych krystalizaénych
podmienok, v chlade pri 4°C metddou sediacej kvapky. Celkovo sa podarilo pocas krystaliza¢nych
experimentov vykrystalizovat'” vSeky tri lytické enzymi. Krystaly boli podrobené rtg difrakénej
analyze, v pripade lytického enzymu bakteriofaga LysAm24 a LysStll difraktovali krystily v
rozlifeni 1,7 a 2A, v pripade enzymu LysSi3 difraktovali krystily v rozliSeni 1,5A. Pomocou
metédy molekularneho néhradenia bola vyrieSena 3D Struktira enzymu LysSi3 vychadzajic
zhomolodgnej S$truktiry modelu 6ET6. V pripade zvySnych dvoch enzymov je potrebna dalsia
optimalizacia krystalizaénych podmienok s cielom ziskat' krystal, ktory bude difraktovat’ vo vi¢som
rozliSeni.

Otazky:

1. Vykonali ste na stanovenie vhodnej koncentracie enzymov pred samotnou krystalizaciou test
pomocou komerénych skriningovych kitov (Pre-Crystallization Test)?

2. Testovali ste stabilitu enzymov pomocou diferenénej skenovacej fluorometrie (DSF) alebo
Thermofluor analyzy?

3. Skusali ste krystalizovat’ aj pomocou metddy vysiacej kvapky, alebo pod olejom, pripadne v
kapilare?

4. Pipetovali ste krystaliza¢né kvapky manudlne, alebo pomocou krystalizaéného robota?

5. Skusali ste krystalizovat’ enzymy aj pri rdznych teplotach, alebo iba pri 4°C?

6. Akym spdsobom planujete optimalizovat’ krystalizaéné podmienky v pripade enzymov LysAm24
a LysStl1.

Pripominky a dotazy, na které ma student/-ka reagovat p¥i obhajobé. Chyby, na které si
ma ddvat student v budoucnu pozor:

- Vliterarnom prehlade st niektoré kapitoly zbyto¢ne kratke (vid. 2.2; 2.6 a 2.7), odportcal
by som v budtcnosti pre prehladnost textu ¢lenit ich ako podkapitoly.

- Naopak ciele prace si zahrnuté v ramci Gvodu prace, bolo by vhodné ich vy¢lenit' ako
samostatnu kapitolu.

- Odporti€al by som pouZzivat v literdrnom prehl'ade o najviac aktualnych zdrojov

- Je vhodné pouzivat’ obrazky s o najvi¢sim rozliSenim, niektoré obrazky krystalov sa prili§
velké, ¢im sa zniZuje ich kontrast

- Popis pod obrazkami by mohol byt’ detailnejsi

-V zavere prace boli opisané difrakéné obrazce snameranym rozlifenim 2A pre obidva
enzymy LysAm24 a LysSi3, v pripade enzymu LysSt11—1,5A. Av3ak difrakéné obrazce pre
enzym LysSt11 boli namerané v rozliseni 2 A, v pripade enzgymu LysAm24 —1,7 A a pre
enzym LysSi3 —1,5 A.



Zaveér:

V zavere mdZem konstatovat, ze predmetna praca spiiia vietky naleZitosti diplomovej prace a je
napisand na dobrej urovni. Pripomienky a komentire mali povahu predovsetkym formalneho
charakteru. Ciele prace boli splnené, autor preukazal dostatoné znalosti z problematiky krystalizacie
lytickych enzymov, ako teoretické, tak aj experimentalne. Praca nevykazuje znaky plagiatorstva. Pracu

hodnotim vyslednou znamkou vyborna (1).

Praci

doporuéuji/ nedopeoruduii*

k obhajobé a navrhuji znamku vyborng¢ (1) .4

V Bratislave dna 8.1.2021

* Je mozné navrhnout znamku s tim, Ze navrzena znamka miiZe byt upravena pfi obhajobé (pokud se oponent

neziicastni obhajoby, v posudku navrZena znamka se do vysledné zndmky nezapoditava). Znamky: vyborné (1),
velmi dobfe (2), dobfe (3), nevyhovél (4).



