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Nazev prace:
Charakterizace transkripcniho aparatu linearnich plasmidt kvasinky Kluyveromyces lactis.

Cile prace
Hlavnim cilem byla charakterizace nekanonické RNA polymerazy (RNAP) kédované
otevienymi ¢tecimi ramci (ORF) 6 a 7 plasmidu pGKL2 u Kluyveromyces lactis. Tento
hlavni cil se skladal z fady dil¢ich cili rozdélenych podle pouzité metodiky — bioinformatiky,
genetiky, a biochemie.
Cilem bioinformatické analyzy bylo porovnat aminokyselinové sekvence ORF6 a 7 se
znamymi RNAP.
Cilem genetického ptistupu bylo vytvorit nastroje pro naslednou produkci ORF6 a 7 a
pro zkoumadni jejich interakce.
Cilem biochemického piistupy byla produkce a izolace ORF6 a 7 s vyhledem na
experimentalni testovani transkripcni aktivity.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZzadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran):

Je uveden anglicky abstrakt a klicova 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 zdrojii? 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? cca 25

Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO NE

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO NE
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO  NE - v ¢em jsou nedostatky?
Postacuje mnozstvi experimentt k ziskdni odpovédi na zadané otazky?
ANO NE —co chybi, v ¢em je nedostacujici?

Caste¢né - nepodafilo se izolovat zvolené proteiny v dostate¢ném mnoZzstvi. Nicméné, nebylo
to pro nedostatek experimentl ¢i malou variabilitu zvolenych pfistupt, ale kvili vlastnostem
danych proteint, které vzdorovaly Gspésné piipravé.




Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkti? ANO NE

Povaha vysledki (snaha izolovat dané proteiny) nedovolila obséhlou diskuzi.

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 Groven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):

Celkova formalni roven prace je velmi dobra. Vyrazné kladné hodnotim uspotadani
vysledkové ¢asti, kdy za kazdym vysledkem je stru¢ny souhrn a interpretace dané¢ho
vysledku.

Obrazova dokumentace a graficka stranka jsou na vyborné trovni.
V textu jsou pouze drobné nepiesnosti, napt. v popisu k Obr. 22 na 4. a 5. fadku odspoda

jsou chyby v pfifazeni ¢isel k draham, kde putovaly produkty riznych fazi piipravy ORF6 a
7. Jind drobnost, spravné je ,.terciarni*, nikoli ,,tercidlni‘.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:
Prace byla jednoznacné zadana a cile jasn€ definovany. VéEtsinu cilt se podatilo doséhnout.

Prvnim cilem bylo bioinformatické porovnani ORF6 a 7 s aminokyselinovymi sekvencemi
znamych RNAP. V této ¢asti je zjevna vysoka zrucnost autora v pouzivani databazi a
programl umoznujicich porovnani proteinl. Zaroven je evidentni vybornd orientace

v molekule RNAP a ptehled o funkénich rolich jejich ¢asti. Vysledkem bylo vytvoieni
predikovaného 3D modelu piedpokladané RNAP sklddajici se z proteint ORF6 a 7. Tento
model spolu s dal§imi analyzami rozsifil pocet oblasti, kde byla identifikovana sekvenc¢ni
podobnost s B podjednotkou kanonickych RNAP.

Druhym cilem bylo vytvofit vektory pro produkci ORF6 a 7 bakterialnim, respektive
kvasinkovém expresnim systému s riznymi tagy ¢i znackami. Rovnéz tento cil byl splnén a
pro planované ucely byla ziskdna fada plasmidu.

Ttretim cilem byla exprese a ptiprava proteintt ORF6 a 7. Navzdory obrovskému usili a
pouziti riznych systémil, naplnéni tohoto cile bylo spiSe netuspesné. Problém se zdal byt v
uz samotné produkci proteinu (tedy nikoli tfeba az pti jeho purifikaci). Ke zjisténi exprese
musel byt pouzit Western blot a i tak byla detekovand mnozstvi velmi malé. Relativné
v imunoprecipitatu v malém mnozstvi detekovana zadana faze.

U ORF6 se rovnéz nachazi predpovézené SAM (S-adenosyl L-metionin) vazebné
misto. Jeho mutaci bylo prok4zéano, Ze neni nutné pro udrzeni plasmidu v kvasince.

Kromé téchto nosnych cild, bylo jesté v praci adresovano nékolik drobnéjsich dil¢ich cila
souvisejicich zejm. s ORF3 (napf. bioinformaticka analyza, test interakce ORF3 s ORF6 ¢i
7). Nicméné¢, z4dné interakce nebyly detekovany.




Shrnuto, prezentovana prace predstavuje velkou sumu vysledki a vlozené energie. Pomyslny
klobouk dolt pted autorem, jeho pili a vili jit za vysledkem. Navzdory negativnimu
vysledku pfi izolaci proteinti véfim, ze konecny vysledek bude kladny a pieju mu hodné
uspécht v dalsi praci.

Otazky a pripominky oponenta:

1/ Sekvenace klonovaného ORF6: (napf. strana 106, konec prvniho odstavce). Autor piSe,
ze sekvenace odhalila spravné napojeni insertu a sekvenci v 1/3 od 5, resp. 3’

konce.*“ Znamena to, Ze ORF6 nebyl plné€ sekvenovan? Ptipadné chyby v nesekvenované
oblasti mohly byt pfi¢inou problému v nasledné expresi.

2/ Jaka je codon usage ORF6 v porovnani s Escherichia. coli? Pokud jsou tam vyznamné
rozdily, mohla by pro expresi pomoci syntéza genu s codon usage uzpisobené E. coli (k
dispozici komercné).

3/ Soucasna exprese ORF6 a 7. Ze zkusenosti vim, ze exprese jednotlivych podjednotek
bakteridlni RNAP z Bacillus subtilis v E. coli je problematické. Vyrazné¢ pomaha koexprese
podjednotek a tedy vytvoreni komplexu rovnou v bunice. Uvazovali jste o naklonovani ORF6
a 7 do jednoho vektoru a soucasné expresi?

Néavrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

X vyborné [ ] velmi dobie [ ] dobte [ ] nevyhovél(a)
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