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Nazev prace:
Role proteiniit LmbF a CcbF v biosyntéze antibiotik linkomycinu resp. celesticetinu a jejich
potencidlni uplatnéni v biosyntéze hybridniho antibiotika CELIN

Cile prace

1) Priprava mutanty Streptomyces caelestis a semi-vivo produkce tohoto hybridniho
antibiotika CELIN

2) Zjisténi interak¢nich partnert proteinu LmbF

3) Zjisténi interakénich partnerd LmbF pomoci in vitro reakci

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 112 (bez seznamu literatury)

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, ANO NE

Je uveden seznam zkratek? ANO NE

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO NE
Je napsan srozumitelné? ANO NE
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO NE
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO NE

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? = ANO NE
Kolik metod bylo pouzito?
V praci bylo vyuzito uctyhodné mnozstvi metod (konkrétni ¢islo neuvadim kvili
nejasnému vymezeni pojmu ,,metoda®). Byly vyuZzivany standardni metody prace s DNA
(izolace DNA, PCR, elektroforéza) a genetickych modifikaci (pfiprava rekombinantnich
konstruktii, vnaSeni konstruktit). Dale metody produkce a purifikace proteini (afinitni
purifikace, gelova chromatografie, pull-down) a in vitro enzymatické reakce, vcetné
analyzy vysledki téchto experimentl (kapalinova chromatografie, hmotnostni
spektroskopie). Nékteré metody/ analyzy nebyly provedeny samotnou autorkou, coz je
explicitn€ uvedeno.
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO NE

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentii? ANO NE
Je dokumentace vysledkt dostacujici? ANO  NE - v ¢em jsou nedostatky?
Postacuje mnoZzstvi experimentti k ziskdni odpovédi na zadané otazky?
ANO NE - co chybi, v ¢em je nedostacujici?




Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO NE
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO NE
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO NE

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni iroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):
Formalni uroven prace je dostacujici, ne vSak dokonala.
Text neobsahuje vyznamné mnozstvi pravopisnych chyb, ¢asto se opakuje absence ¢arek
odd¢lujicich véty vedlejsi v souvétich (coz je obvykla chyba). Ojedinéle se vyskytuji
anglicismy (...jehoz diametr presné odpovida diametru indolu..., ...vzorek byl
evaporovdan...). Kuridzni je opakované pouzivani pojmu ,,germinizace, ktery spis nez
kliceni spor evokuje ponémcovani (spravny tvar ,,germinace* je v praci také pouzivan, ale
minoritn€). Obcas se vyskytuje laboratorni hantyrka (...supernatant byl zmeren pomoci
kapalinové chromatografie..., ...byly zméreny bakterialni lyzaty...). Jazykové urovni textu
nepiispiva mechanické, repetitivni vyjadfovani, naptiklad:
o .. jestejné jako LmbF pyridoxal-5 -fosfat dependentni enzym, ktery ke své aktivite
potrebuje pyridoxal-5 "-fosfat jako kofaktor...
e _..pro histidinovou kotvu obsahujici 6 aminokyselin histidinii..., ...pro histidinovou
kotvu o 6 histidinech..., ... kodujici histidinovou kotvu sloZenou ze 6 histidinii...
— v8e v jednom odstavci
Obrazova dokumentace vhodné dopliuje text. Obrazky jsou citelné, ale nékteré (m;.
chemicka schémata) trpi v pdf verzi nizkym rozliSenim.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Vsechny tfi hlavni cile diplomové prace, pfestoZe na sebe zieteln€ nenavazuji, souviseji se
snahou vyvinout streptomycétu produkujici hybridni antibiotikum CELIN. Nepodatrilo se
vyvolat produkci CELINu vnesenim biosyntetického genu /mbC do heterologniho hostitele
ani detekovat potencialniho interakéniho partnera proteinu LmbF. V in vitro enzymatické
reakci se podaftilo jednoznacné prokézat, Ze enzym CcbF z biosyntetické drahy celesticetinu
se milZe uplatnit 1 v biosyntéze linkomycinu.

Autorka si pfi svém magisterském projektu osvojila fadu metod, ziskala zkuSenosti pfi
ptiprave, vypracovani a vyhodnocovani experimentil a v prezentaci ziskanych vysledki.
Predkladana diplomova prace spliiuje naleZitosti kladené na tento typ kvalifikacnich praci a
proto ji doporucuji k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:

Pfipominky (neni nutné reagovat):

Text prace je neobvykle dlouhy, coZ je dano z¢&asti informacni redundanci:

e V oddilu Vysledky vyznamnou ¢ast textu zabira detailni popis jednotlivych krokt
experimentalnich postupil (,,jaky objem jakého roztoku na jak dlouho za jaké teploty*),
které ale uz byly stejnym zplisobem popsany v piedchozim oddilu Material a metody
(postacil by odkaz).




Za zbytené povazuji zahrnuti obrazki gela ze vSech replikatnich preparaci proteinii a
pull-down experimentl. Jen u izolace proteinu LmbF je takto vyobrazeno 5 gelii z
primarni afinitni purifikace a 3 gely z gelové chromatografie. Tyto pasaze nepiinasi
pfidanou informacéni hodnotu (replikatni gely vypadaji obdobnég, coz lze sdélit v textu
jednou vétou) a evokuji spis laboratorni denik.

Otéazky (prosim o vypsani textl otazek v reakcich):

1.

CELIN ma 4x niz§i MIC nez linkomycin u Kocuria rhizophila. Bylo takové srovnani
provedeno také na dalSich druzich bakterii? Pokud ano, ukézalo se toto zvySeni
ucinnosti CELINu jako soustavné naptic¢ diverzitou susceptibilnich bakterii? Ma
potencialni vyuziti CELINu v klinické praxi néjakou vyhodu oproti zavedenému
klindamycinu (ktery je také ucinngjsi nez linkomycin)?

Vazba proteinovych regulatorti transkripce na DNA byva v drtivé vétsing piipada
regulovéana (napt. vazbou ligandu nebo kovalentni modifikaci), aby mohlo dochazet

k adaptivnim zménam genové exprese. Jak (pokud viibec) je regulovana vazba LmbU
k jeho operatorové sekvenci?

Reakéni smés pro koloniovou PCR se lisi od ,,zdkladni/béZzné* PCR pouzitou
polymerazou (Hemoklen) a pfitomnosti 5% DMSO a 1% detergentu Nonidet. Lze
pouzit pro koloniovou PCR ,,zékladni* PCR? Lisi se moZnosti jejiho vyuZziti u
Streptomyces a Escherichia?

V pull-down experimentu bylo pouZito 0,5 ml roztoku baitu (LmbF) a 1 ml
supernatantu lyzatu (ptivodem z 0.5 g peletu bakterii). Jaka byla v téchto roztocich
koncentrace proteini? V elucnich frakcich po provedeni pull-down se LmbF vyskytuje
(vizualng) ve velmi nizké koncentraci. Odpovida vstupni mnozstvi tohoto proteinu
vystupnimu mnozstvi? Pokud ne, jak si nesoulad vysvétlujete?

Samotna modifikace afinitnim tagem muze v principu vést k selhdni zachytu
interagujiciho proteinu metodou pull-down 1 v ptipadé, ze je v lyzatu pfitomen — proc¢?
Navrhnéte, jak by bylo moZné ovéfit, zda afinitni tag je ptfi¢inou selhani.

Na zékladé ¢eho soudite, Ze by ptfidani SAM do kultivaéniho média S. lincolnensis
mohlo vést ke zvySeni syntézy LmbG? Jak s timto tvrzenim souvisi citovana publikace
(Zhao et al., 2015) a o kterou ze dvou praci této kombinace (autor/rok) uvedenych

v bibliografii se jedna?

Névrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)
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