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Nazev préace:
Piiprava a charakterizace proteinu LmbX zicastnéného v biosyntéze antibiotika
linkomycinu

Cile prace

Cilem diplomové prace bylo piipravit expresni vektor nesouci gen ImbX ze Streptomyces
lincolnensis, nadprodukovat protein LmbX, ktery se u€astni biosyntézy propylprolinu,
jakoZto soucasti antibiotika linkomycinu, a potvrdit pfedpokladanou funkci tohoto proteinu.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 109

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

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

Literarni ptehled po mirné ,,rozpacitém* zacatku, kde autorka za¢iné tim, co to jsou
antibiotika a streptomycety, se brzy dostava na vysokou odbornou uroven. Autorka
projevuje obdivuhodné znalosti pritbéhu nejriznéjSich biochemickych reakei, které probihaji
nebo mohou probihat pii biosyntéze riznych latek ptibuznych nebo i vzdalenych
linkomycinu a jeho prekurzoru propylprolinu pomoci enzymi néjakym zpiisobem
ptibuznych enzymu jejiho zajmu - LmbX . Nékteré useky Prehledu literatury jsou uz
castecné 1 diskuzi. Spravnost vSech uvadénych procest se jako nechemik viibec neodvazuji
posuzovat, ale pln¢€ autorce véfim a obdivuji jeji schopnost tak naro¢nou problematiku takto
piehledné zpracovat.

K této ¢asti mam dva dotazy:

1/ Srovnani genli uvedené v tabulce na str. 30 provadéla autorka?

2/ V priabéhu propylprolinové drahy(str. 31) se neuvadi zadny predpokladany enzym pro
reakce meziproduktli 3 na 4 a 4 na 5 — pfedpokladé se neezymatickd zména?

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? =~ ANO

Kolik metod bylo pouzito? Kapitola ma rozsah 30 str., coz odrazi fakt, ze autorka pouzila
spoustu metod — bézné mikrobiologické, prace s DNA, s proteiny, chromatografické metody.
Neni ovSem jasné, do jaké miry se diplomantka osobné podilela na vyuziti
chromatografickych metod — vysledky ziskané témito metodami z celkovych 22 stran
kapitoly Vysledky zaujimaji stran 9.

Jsou metody srozumitelné€ popsdny? ANO Jsou popsany vyborng, detailné i
s vysvétlenim jejich principt. Stejné tak dokonaly je seznam chemikalii, enzymu,
komerc¢nich souprav nebo pftistroju.




Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnoZzstvi experimentii k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

Experimentalni ¢ast uvadi dostatecné a celkem dobte popsané mnozstvi hodnotnych
vysledkl. Problémem trochu je, Ze pro plné pochopeni konstrukci a postupt, které autorka
provadéla, se Casto ¢tenafr musi vracet ke kapitole Materidl a metody nebo 1 k Pfehledu
literatury. Posléze téméf vie potiebné najde, ale musi patrat. Ctivost této &asti by bylo
zvysilo, kdyby byly uvedeny odkazy na obrazky nebo ptislusné metody, které se k ptislusné
kapitole vztahuji.

1/ Napt.na str. 70 — konstrukt pro expresi ImbX — neni uveden templat pro ziskani genu
pomoci PCR.

2/ Na str. 71 - u kmenti pro testovani heterologni produkce proteinu neni uvedeno, kdo nebo
jak je ptipravil a zda kmeny nesly opravdu piipraveny vektor pET28 s genem.

3/ Nikde jsem nenasla idaj o tom, ze tento vektor nese lacZ gen (kdyZ se posléze pouziva
IPTG k indukci produkce proteinu — str. 60).

4/ Na str. 81 by bylo vhodné pro orientaci ctenafe zopakovat jednak obazek.
linkomycinového shluku ze str. 27 a vznikajicich produkti ze str. 31.

5/ Vhodné¢ by také byvalo uvést i zjednodusené schéma vektort, do kterych se klonovalo
(napt. pET28nebo kosmidu pLK®6).

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

Diskuze je rozsahla, svédc¢i o dukladné orientaci autorky v tématu. Je zaméfena na moznou
funkci LmbX proteinu i na ivahy o zméndch v molekuldch meziproduktii PPL drahy a na jeji
mozny revidovany prubéh. Je z ni také jasné, ze diplomantka pracovala v tymu, jehoz dalsi
¢lenové vyznamné piispéli k formulovani hypotéz o skute¢né funkci enzymu LmbX a
fungovani PPL drahy. (Nutno podotknout, Ze autorka svédomité vsude podil kolegti uvadi.).
Nicméné by mne zajimal podil autorky pti vytvareni hypotéz.

V zavéru diskuze jsou navrzeny i plany pro dal$i experimentalni postup.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni Grovei prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):
Vyborna, pieklepy se vyskytuji naprosto vyjimecné, grafika obrazkii rovnéz na vysoké
urovni.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Autorka splnila zadani diplomové préce tim, ze prokazala, ze protein LmbX produkovany

z vektoru ptipraveného autorkou a studovany za optimalizovanych podminek jeho
stabilizace, nema predpoklddanou hydrolytickou funkci.

Dale se autorka ve své praci zabyvala jesté dalSimi tématy — zjistila, jaké typy variant
antibiotika linkomycinu produkuji uz dfive pfipravené deletanty v n¢kterych genech pro
enzymy propylprolinové drahy a dale pfipravila prekurzory dvou novych kmeni producenta
linkomycinu Streptomyces lincolnesis.

Diplomantka osvédcila, Ze je schopna zpracovat znaéné mnozstvi literatury, dokonce hlavné
spiSe chemického charakteru, naucila se mnoha metoddm, dosahla novych hodnotnych
vysledki, které vhodné€ usporadala a sepsala i diikladné prodiskutovala.

Proto plné doporucuji, aby jeji prace byla pfijata jako podklad pro obhajobu.




Otazky a pripominky oponenta:

1/ Nelibi se mi termin ,,inaktivant drahy* (str.93 a 95) .

2/ Jsou v linkomycinovém shluku identifikovany vSechny geny?

3/ Byl zkouSen mozny antibioticky u¢inek derivata linkomycinu, které jsou produkovany
mutantnimi kmeny?

Névrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

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