Posudek oponenta bakalarské prace
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Nazev prace: Optimalizace exprese fotoaktivovatelnych cytochromd P450 jako nano-sond
pro studium membranové topologie enzymU metabolismu IéCiv a aktivace
karcinogenl(

A. Bodové hodnoceni jednotlivych aspektu prace (oznacte pravé jednu z moznosti)

1. Rozsah BP a jeji ¢lenéni

X A - pfiméfené, odpovidaji charakteru BP a vyznamu jednotlivych ¢asti
B - nevyrovnané, ¢lenéni neni logické n. rozsah jednotlivych ¢asti nekoresponduje s jejich vyznamem
C - uspokojivé, rozsah ne€kterych casti nedostacuje

N - nedostate¢né

2. Odborna spravnost

wevr

B - velmi dobr4, s ojedin€lymi drobnymi zavadami (nejasnost vykladu, chyby ve vzorcich nebo chemickych
nazvech, nedokonaly popis metod nebo vysledki)

X C-uspokojiva, s cetné&jSimi drobnymi zavadami

N - nevyhovujici, s hrubymi chybami

3. Uvedeni pouzitych literarnich a j. zdroju
A - bez ptipominek, v§echny pievzaté udaje s citaci zdroje, celkovy pocet citaci odpovida charakteru prace
X B -uspokojivé, s obCasnymi neobratnostmi zejm. v umisténi odkazl, nebo s celkove niz§im pocétem citaci

C - s vazné€jsimi zavadami, napt. prevazuji "nestandardni" odkazy na ucebnice, prednasky, webové stranky,
nebo se ojedinéle vyskytuje opominuti odkazu na zdroj prevzatych dat

N - nevyhovujici, velmi malo citaci, ev. rysy plagiatu (¢asté opomijeni odkazu na zdroj pievzatych
dat, popr. opsani velkych ¢asti textu)

4. Jazyk prace
X B - velmi dobry, ojedin€lé stylistické neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby

C - upokojivy, Cetnéjsi slohové neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby, ojedinéle se vyskytuji
obtizné srozumitelné n. nejednoznacné formulace

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami

5. Formalni a graficka Groven prace
A - vyborna, bez preklept a chyb ve formatovani
X B -velmi dobra, ojedinélé chyby formatu citaci, pteklepy, chybéjici zkratky apod.
C - uspkojiva, s ojedin€lymmi vétsSimi (napt. vynechani stranky) nebo ¢etnéjsimi drobnymi chybami

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami



Ptipadny slovni komentéi k bodtim 1. az 5.:

Piedkladana bakalatska prace je ¢lenéna obvyklym zptsobem. Uvod je bohuzel velmi obecny a
netykd se konkrétnich véci, kterym se studentka béhem své prace vénovala. Nic se nedozvime o
CYP2B4, ktery byl v ramci bakalafské prace exprimovan ani o bunkéch ¢i plasmidu, ktery byl k
tomuto U€elu vyuzit. Kapitola 1.1.2 a¢ nazvana Interakce CYP2B4 sreak¢énimi partnery o
vzajemnych interakcich nepojednava. Velkym nedostatkem je jen velmi stru¢né komentovani
dosazenych vysledkd, které je navic uvedeno az v kapitole Diskuze, diskuze tim padem témét
chybi.

V praci se vyskytuje veétsi mnozstvi preklepd ¢i opominuti, z nichz vétS§ina neméni smysl
napsaného textu a nebrani v jeho pochopeni. Nasledujici vSak vyzaduji v bakalatské praci opravit:
Str. 9: ,,...totoznost primarni struktury CYP je nejvice 20% ...“, coz neni pravda, protoze CYP
v rdmci rodin a podrodin dosahuji homologie mnohem vyssi.

Str. 10, 11: ROH- hydrolyzovany produkt monooxygenasové reakce, misto hydroxylovany

Str. 12: ,,Bakterie vyuZzivaji pfi proteosyntéze odliSné kodony neZ eukaryotické organismy...*,
ackoliv je geneticky kéd univerzalni.

Str. 21: chybn& uvedena jednotka molarniho absorp¢éniho koeficientu CYP

Str. 23, kap. 3.3.2.3: Chybi koncentrace a pH pufru pro resuspendovani pelety

V tab. 1, 2, 3 je Spatn€ uvedena jednotka koncentrace CYP.

Ackoliv je pro celou bakalafskou praci stéZejni citace 36, podle které bylo pii expresi CYP2B4
postupovano, tak je uvedena az v samotném zavéru prace a jeSté Spatn€, prvnim autorem neni
Waskell L., jak uvadite vy, ale Saribas A.S. V nékterych piipadech nejsou citace v textu uvedeny ve
spravném potadi, jako napf. str. 8, kde je nejprve citace 9 a nasleduje citace 14, to se opakuje i na
str. 11 a 13. V seznamu citaci je n€kolikrat $patné uvedena zkratka ¢asopisu Protein Expression and
Purification, ¢asopis Current Protocols in Protein Science neni zkratkou uveden vibec.

V praci se vyskytuje velké mnozstvi anglickych vyrazl, zejména pro oznafeni chemikalii (pf.
lysozyme from chickem egg white) ¢i roztokti (pf. Compatibility reagent solution) a dalSich.
Autorka nedodrzuje jednotné nazvoslovi enzymt (-asa x —éaza). Zkratka CYP2B4 se piSe bez
mezery. Mezi ¢iselnou hodnotou a jednotkou, ktera je ve tvaru piidavného jména (pf. molarni,
procentni), se neuvadi mezera.

Co se tyka vysledkt, tak bych velmi doporucila jednotlivda méteni koncentrace CYP zopakovat
vicekrat a vysledky uvadét jako primérnou hodnotu se smérodatnou odchylkou, ¢imz by se mohl
omezit i vliv odebirani vzork.

BohuZel nemohu souhlasit s nékterymi tvrzenimi, které autorka uvadi v diskuzi a to konkrétné,
7e k odumirani bun¢k vlivem dlouhé doby produkce a rychlejsiho nariistu poctu bun€k dochazi jen
ve Fernbachovych barkéch (str. 36), protoze dle imunodetekce CYP2B4 k tomu dochazi i
v Erlenmayerovych bankach.

A déle, ze optimalizovany protokol exprese CYP2B4 je mozné pouzit pro produkci cytochromu
P450 s inkorporovanymi fotolabilnimi aminokyselinami (str. 37), protoze ze zkusenosti z nasi
laboratote vyplyva, Ze inkorporace fotolabilnich aminokyselin rapidné klesa s ¢asem produkce.



B. Obhajoba

Dotazy k obhajobé

1) MizZete uvést divod, pro¢ jsou buiiky E.coli C41 odolné viéi expresi toxickych proteint na
rozdil od bun¢k BL21 Gold?

2) Pii stanoveni proteint uvadite, Ze bylo pfidavano ,,Compatibility Reagent Solution*. Bylo toto
¢inidlo pouzito ve vSech stanovenich? Proc¢?

3) Proc si myslite, ze odlisné vysledky Vasi exprese a exprese popsané v citaci ¢. 36 jsou
zpusobeny pouzitim jiného detergentu, kdyz navic déle v diskuzi uvadite, ze CYP2B4 byl

z membran uspésné solubilizovan a v nesolubilni frakci ¢aste¢né ztstal pouze v piipadé
bakterialniho kmene E. coli BL21 (DE3) z Erlenmayerovy banky? Jaky detergent byl pouzit
v ptivodni préci a jak by tedy mohl ovlivnit vytézek?

4) V diskuzi uvadite: ,,Abychom mohli vymezit podminky, za kterych je mozné cytochrom P450
produkovat v limitnim mediu, byla nejprve testovana produkce nemodifikovaného cytochromu

P450. Planujete tedy do budoucna CYP n¢jakym zptisobem modifikovat? Jak? Nemyslite, ze
v limitnim mediu bude riist bun¢k a nésledna produkce proteinu probihat odlisng?

Stanovisko k opravé chyb v praci: )
opravny listek/oprava v text / NENI (zakrouZkujte) podminkou pfijeti prace

C. Celkovy navrh

Praci doporucuji k pfijeti k dalSimu fizeni: / NE
Navrhovana celkova klasifikace:

Datum vypracovani posudku: 5. 6. 2013
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