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KomentaF oponenta:

Prace je zaméFena na krystalizaci tryptofan syntasy (TrpB) z Psilocybe cubensis, enzymu
katalyzujictho prvni krok pfi biosyntéze Psilocybinu. U této latky, znamé hlavné pro jeji
psychedelické u&inky, byly nedavno prokazané pozitivni ucinky na Ié€bu riznych mentalnich
poruch, depresi a uzkosti. Téma prace je tedy aktudlni, s potenciainim dopadem a pouZité metody
jsou na urovni souasného poznani. Autorka pfipravila rekombinantni protein v kvalité a kvantité
dostateéné pro krystalizaéni studii a podafilo se ji nalézt vhodné podminky pro rast krystalG.

Cile prace byly pro bakaldfskou praci nastaveny pfili§ ambiciézné - obsahuji kromé purifikace
a krystalizace i charakterizaci proteinu, praci by tedy prospélo jejich pfeformulovani. V rozsahu
odpovidajici bakalarské praci byly cile ovSem rozhodné spinény.

K ¢lenéni prace mam vainé vyhrady. Literdrniho prehled je postaven nelogicky, ctenafi jsou
popisovany jednotlivé metody a aZ poté nasleduje biologické pozadi celého projektu a informace
o studovaném enzymu. Nadbyte¢né jsou kapitoly 2.1.3.1.2 lontové-vyménna chromatografie,
2.1.4.1.2 Nativni elektroforéza, 2.1.4.1.3 lzoelektricka fokusace, 2.1.4.2 Hmotnostni spektrometrie
a 2.1.4.3 Nukledrni magnetickd rezonance, popisujici metody, které nebyly v praci pouzity. Naopak,
byla pf¥i popisu pouZitych metod zcela opomenuta rentgenova difrakéni analyza, ktera byla v této
praci poutita, a jejichZ vysledky jsou soucasti prace. Kapitoly metod 2.1.1 Klonovani a 2.1.2 Exprese
proteinu a vysledkova kapitola 4.4.4 Rentgenova difrakéni analyza, jsou rozsahem i hloubkou
nedostateéné. Dale prace neobsahuje jednotnou kapitolu o pouZitych materidlech, chemikaliich
a pfistrojich.

Ve vysledkové €asti chybi zaznamy z provedenych chromatografii, metody pouZité pro stanoveni
koncentrace proteinu a sloZeni finalniho krystalizaéniho roztoku TrpB (koncentrace pufru, soli, pH
atd.). V pfipadé nelspésné krystalizace a nereprodukovatelnosti krystalizace povaiuji za nejvétsi

2 Vyberte jednu z hodnot: 48 bodt pro experimentélni prace, 51 bodii pro experimentalni prace v cizim jazyce

3 Zadejte podet pridélenych bodi.



slabinu neprokazani spravného sbhaleni enzymu a to bud’ pomoci metod popisovanych v metodice
&i v aktivitni eseji. Dale autorka rezignovala na jakékoli zminky o mraZeni krystald a pfipadnych
pouzitych kryoprotektantech. -

Kladné bych vak hodnotil peélivost, se kterou byla prace vypracovana, velké mnoistvi vlastnich
obrazké a fotografii, a naopak minimum preklepd. Autorka se v3ak vtextu nevyhnula
zacateénickym chybdm, jako jsou nepfesné formulace, nevhodné terminy &i piilis sloZity sloh. Jejich
pocet nicméné nepfesahuje obvykly pocet v bakalafskych pracich jinych autord.

Pfipominky a dotazy, na které mé student/-ka reagovat pfi obhajobé. Chyby, na které si
ma3 davat student v budoucnu pozor:

Pfipominky k formalni strance prace/sloh/stylistika:

V popisném védeckém textu je tfeba se vyvarovat nelogickych, nepfesnych formulaci a zbyte¢nych
detaili a infantilnich zjednodu3eni: ,exprese byla provedena ve velkych kultivacnich nddobach ve
velkém mnoistvi“, ,,do horni jamky”, ,pomoci Zluté Spicky”, ,kulicky v koloné”. Je nutné se
soustfedit na co nejjednoduddi a nejpfesnéjsi popis. Tedy misto ,Pomoci multikanalové
automatické pipety bylo do kaZzdé jamky napipetovano 50 pl precipitacniho €inidla podle seznamu
od vyrobce tak, aby do jamky Al bylo napipetovano Cinidlo uvedené v seznamu jako prvni,
do jamky A2 druhé atd. V posledni jamce H12 byl tedy roztok pod &islem 96 podle seznamu
od vyrobce” by bylo lepsi ,Do kaZzdé z 96 jamek bylo napipetovano 50 pl precipitacniho Cinidla
dle seznamu vyrobce.”

Vycet pieklepl a drobnych chyb:

Str. 5, 6: ,,Kuli¢ky” lépe v prvnim pfipadé pouZit vyraz ,,nosic” v druhém ,ionty”

Str. 38: , Archeii” misto ,archei”.

Str. 26: Neni zminén vyrobce screenu JSCG+.

Str. 28: Optimalizace krystaliza¢nich podminek: v textu je mylné odkazovano na tabulku VII,
misto tabulky VIII.

Str. 23 a 24: Misto ,,timto zplsobem se pfipravil lyzacni pufr” a ,,poté se pfipravil spodni
separalni gel” je lépe pouzivat ,pufr /gel byl pfipraven”.

Str. 33 a 34, Obr. 23 a 24: ladder je anglicky termin.

Str. 18, Tabulka III: Popis jednotlivych obrazki uvnitf samotné tabulky je zbyteény, tim spise,
Ze je shodny s ndzvem testu. Nékteré obrazky zasahuji do ostatnich poli tabulky.

Str. 25: Tabulky IV a V jsou naprosto zbyte¢né, pofadi vzorki je dileZité pro jednotlivé
experimenty a mélo by byt pfitomno pouze ve vysledcich. V popisu obecné platného
postupu postrada smysl.

Str. 26: Tabulka VI je v zbyte¢nd, jedina potencidlné zajimava informace — sloZeni

4 precipitaénich &inidel prekrystalizacniho screenu v ni neni obsazeno, ale je vykopirovano
do prilohy k praci.

Str. 24: chybi koncentrace roztoku SDS a s B-merkaptoethanolu.

Str. 17 a 28, Kapitoly 2.2.6 Test krystald a 3.5.5 Test krystalu: | pies stejny nazev se kapitoly
nevénuji stejné problematice. Kapitola 2.2.6 pojednava o rozliSeni pGvodu krystald na solné
a proteinové a opomiji minimainé tfi daleZité nedestruktivni metody. Kapitola 3.5.5 by méla
byt zpracovana minimalné v rozsahu kapitol 2.1.4.1.2-2.1.4.3, nejlépe s ptikladem typického
experimentalniho usporadani.

Vyse uvedené pripominky ale nikterak nesnizuji celkovou kvalitu pfedloZené prace.



PFipominky k experimentalni praci:

1)

2)

3)

Autorka neuvadi pouZiti vzorkového pufru. V tomto experimentdlnim uspofadani by jeho
nepouZiti asi nebylo chybou (pfidan pouze roztok B-merkaptoethanolu a SDS o neznimé
koncentraci), oviem jeho pouZivani bude pro vzorky s jinym pH nutnosti, napomaha
reprodukovatelnosti experiment a patfi k dobré laboratorni praxi.

Pro monitorovani zdarného priibéhu purifikace je vhodné pouZivat i kontroly ve formé
vzorkl z materidlu nanaseného na kolonu. Tyto kontroly, zvlasté pokud je SDS-PAGE jedinou
metodou pro sledovani &istoty vzorku, jsou duleZité pro stanoveni G&innosti jednotlivych
purifika¢nich krok.

V pfipadé velmi malého poétu krystali z relativné velkého mnostvi otestovanych
krystalizacnich podminek bych autorce doporutil metodu o¢kovani pro nalezeni vétiho
pocétu podminek.

Otazky:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Na str. 14 popisujete princip techniky davkové krystalizace: ,Ji na zadatku pokusu
je koncentrace proteinu vétsi ne? koncentrace precipitacniho Cinidla, tim padem je protein
pfesyceny a nachdzi se v labilni oblasti fizového diagramu”. Je mozné, aby protein
vykrystalizoval i pfi koncentraci nizsi, neZ je koncentrace precipitaéniho Einidla? Jaky
je vztah koncentraci proteinu a precipitaniho &inidla a ma vibec smyl je takto
kvantitativné porovnavat?

Na str. 6 v kapitole 2.1.3.1.2, nepopisujete iontové vyménnou chromatografii, ale pouze jeji
podtyp - méni¢ aniontl (anex). Dale piSete, Ze by tato metoda méla byt pouZivana
pfi pl proteinu. Jaka bude interakce nosie se studovanym proteinem pfi jeho pl a kdy
se bude eluovat z kolony? Jaka bude situace, pfi poutiti pufru s pH o dva stupné nizsim
a naopak vyssim?

Str. 34, obr. 24 - obrazek gelu je nekvalitni, znaéné pfeexponovany a ofiznuty tak,
Ze vzbuzuje pochyby. Existuje néjaky divod, pro¢ nenf pfilozen cely gel se zbytkem frakci
z gelové chromatografie a nejlépe i chromatogram?

Autorka uvadi u nékolika obrazk( v tabulce Il (testovéni pavodu krystalti) viastni autorstvi,
oviem v celé préci se o vlastnim experimentdinim testovéni pdvodu krystalt nezminuje.
Tyto vysledky by mohly byt souéasti experimentalni asti prace. Byly n&jaké testy plivodu
krystal(i provedeny?

V kapitole 3.5.4 Optimalizace krystaliza¢nich podminek, zminujete v prvnim odstavci
nejprve experimentalni teplotu 20 °C, ve tietim odstavci je oviem zmifiovana teplota 4 °C.
Pfi jaké teploté tedy optimalizace probihala? Pokud byl uvodni screening proveden
pfi teploté 4 °C, jaké vysledky byste ocekévala pfi zvy3eni teploty p¥i optimalizaci na 20 °C.
Jednim z neuspésnych cill prace byla charakterizace tryptofan syntasy. Dokazala byste
navrhnout na zakladé citovanych &lanka experiment, ktery by prokazal, Je je pfipravena
rekombinantni tryptofan syntasa aktivni? Tento experiment by poslouZil jako dukaz
spravného sbaleni proteinu a mohl by pomoci i k priib&inému sledovani stavu materialu
a problémiim s nereprodukovatelnosti krystalizaénich podminek.

Vdiskusi spekulujete o problémech se stafim vzorku, ale skladovaci podminky
koncentrovanych vzorkd TrpB nejsou uvedeny, jak byl tedy protein skladovéan? Zminujete,
Ze stabilita proteinu byla viak ovéfena pomoci SDS-PAGE a degradace nebyla pozorovana.
ProC nejsou tyto experimenty pfitomné v predkladané praci? Jak by se na gelu SDS-PAGE



8)

projevila tvorba nekovalentnich multimerd ¢&i agregati? Byla by pro vizualizaci agregatd
pouZitelna jind metoda popisovana v této praci?

Str. 28, Kapitola 3.5.4 Optimalizace krystalizanich podminek: popis experimentu neni
Uplné jasny, autorka uvadi, Ze pro optimalizaci pouZila 4 destitky o 24 reservoarech,
kdy na kaZdy rezervoar pfipadaji 4 jamky. Opravdu autorka postupovala pii optimalizaci
tak, jak plyne z vlastniho popisu? Tedy, Ze vyzkou3ela pro 96 komer&nich podminek 4 riizné
poméry protein:precipitacni ¢inidlo, znichz byly dvé kombinace stejné jako
ve screeningovém experimentu?

Zaveér:
Praci
doporucuji/ nedoporudui*

k obhajobé a navrhuji znamku dobfe .

V Praze dne 19. 5. 2021

4

Je moZné navrhnout znamku s tim, Ze navrZena znamka miiZe byt upravena pti obhajobé (pokud se oponent
nezucastni obhajoby, v posudku navrZena znamka se do vysledné zndmky nezapogitava). Znamky: vyborné (1),
velmi dobfe (2), dobie (3), nevyhovél (4).



