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Nazev prace: Analyza genového shluku kodujiciho biosyntézu manumycinového
antibiotika U-6162 a zpiisoby jeho modifikace

Cilem prace bylo pfispét k objasnéni tvorby manumycinovych antibiotik s perspektivou
vzniku novych derivat s novymi vlastnostmi.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 94

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO  Je napsan srozumitelné? ANO

Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO

Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v praci spravng citovany? VétSinou ANO, u
nékterych pasazi mi literarni zdroj chybi. Ptiklady uvadim v Pfipominkach.

Citovanych praci je celkem 114, vice nez polovina byla publikovana pied rokem 2000, pouze
15 citovanych praci je z poslednich 4 let. Velmi kladn¢ hodnotim kvalitni text o biosyntéze
manumycind.

Material a metody:

Odpovidaji pouZité metody experimentalni kapitole?  ANO
Prace je metodicky velmi bohata, zahrnuje klonovani, sekvencovani, ptipravu kmeni s deleci
pomoci homologni rekombinace, transformace a konjugace, detekci transformanti pomoci
Southern hybridizace i PCR. Dalsi skupinu metod pfedstavuje analyza sekundarnich
metabolitli pomoci chromatografie na tenké vrstvé, UHPLC 1 inhibi¢niho testu in vitro.

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO, vétSinou je postup az piili§ detailni, avSak
v nekterych castech neptesny, napft. u slozeni reakéni smési pro PCR neni uvedena
koncentrace primert, jen jejich objem (53/49). Neni uvedeno, kolik ug stépené DNA nanésite
na gel pti Southern hybridizaci. Rovnéz neni obvyklé uvadét slozeni roztoku soli
v procentech, ale spiSe jejich molarni koncentrace.
Autorka v préci pouziva Sirokou paletu antibiotik, avSak jen ziidka je vysvétlen princip
selekce.

wewr

v Obsahu. Formélni uprava nézvi kapitol neni jednotna a pofadi metod neni Gpln€ logické.




Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? ANO, Experimentalni ¢ast ma piehlednou strukturu,
odpovidajici Cilim prace. V tvodni kapitole kazdého segmentu je stru¢n€ uveden cil 1 hlavni
vysledky.

Je dokumentace vysledkl dostacujici?  Zpravidla ANO
Postradam napt. data o PCR analyze, vyznaceni oblasti genového klastru, které byly
osekvenovany v ramci diplomové prace. V kapitole 5.3.3. nejsou uvedeny podminky
kultivace pro analyzu sekundarnich metabolitl (zejména stafi kultury, médium)

Postacuje mnoZzstvi experimentii k ziskdni odpovédi na zadané otazky?

ANO

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

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO
Souhrn 1 abstrakt jsou napsany velmi stru¢né a vystizné.

Formalni iroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova Groven):
PredloZena diplomova prace je napsana velmi peclivé, téméf bez preklepl a gramatickych
chyb. Préci by podle mého prospél vétsi pocet prehlednych schémat, jak v ¢asti teoretické,
tak 1 v kapitole Vysledky.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Daniele Urbanové se diplomova prace opravdu zdafila. Je bohatd nejen informacemi
ziskanymi z literatury, ale pfedev§im doklada, ze se autorka podilela na zajimavém projektu
a ziskala cenné zkuSenosti z oblasti mikrobiologie, molekularni biologie i biochemie. Velmi
dobfte se vyrovnala i s diskusi ziskanych vysledkd.

Ptestoze se autorka dopustila n€kterych prohteskii, doporucuji jeji praci k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:

STR./ ¢is.

Otazky™

Jaky je podil autorky na vysledcich prezentovanych v diplomové préaci? Z textu neni Gplné
jasné, na které vysledky navazuje, které experimenty provadéla sama nebo se na nich
podilela jen ¢astecné. Zvlada napt. metodu UHPLC a ptedevsim interpretaci jejich vysledka?

9/5 Jsou pro streptomycety také typické operony nebo spiSe shluky individudlnich genti

s vlastnimi promotory? Lze v promotorech gentli pro biosyntézu U-62162 nalézt spolecné
regula¢ni motivy? Lisi se od gent pro jind manumycinova antibiotika? Co je ,.transkripcni
skupina® — str. 84/75?

Testovali jste, zda u Steptomyces lividans a Streptomyces coelicolor dochdzi k expresi
alespon nékterych genli vneseného genového klastru? Podobné, ovéfili jste, zda byly geny
apramycinové biosyntetické drahy exprimovany v Streptomyces verdensis? Jaka je
,»citelnost™ regulacnich sekvenci v rdmci rodu Streptomyces?

Pozorovala jste u Vami ptipravenych dele¢nich kment néjaké dalsi zmény fenotypu — napf.
zménu rychlosti riistu?




18/18 Jak si vysvétlujete negativni vysledek in vivo antibakteridlnich testi manumycinovych
antibiotik, pokud in vitro testy byly pozitivni?

22/21 Jaky typ mutace v genu KS III inhibuje tvorbu asukamycinu?

42/41 Z jakého mnozstvi materialu (objem kultury, hmotnost biomasy) 1ze ziskat 10 mg
Cistého antibiotika U-62162?

Piipominky

6/1 a 8/2 Postradam citaci.

9/6 Odhad poctu antibiotik produkovanych streptomycetami uvadite z roku 2001 — nebyl
tedy dosud aktualizovan?

15/8 Text je pftili$ rozvlekly vzhledem k tomu, Ze je informace obecné znama.

15/9 Chybi citace o vyznamu furnesylace.

17/17 V seznamu zkratek chybi zkratky nazvli manumycinovych antibiotik (rovnéz SDR a
MDR ze str. 28). Piehled antibakteridlnich ti¢inka véetné pouzitych koncentraci by bylo
mozné shrnout v tabulce.

19/19 V kapitole ,,Ostatni* neni fad. V seznamu se stiidaji zivo¢ichové s houbami.

19/20 Jsou opravdu posledni tidaje o terapeutickych latkach pro Alzheimerovu chorobu

z roku 20077

28/25 Na obr. 11 by bylo vhodné doplnit ndzvy zucastnénych AK v fetézci ketoreduktazy.
32/30 Chybi mi pfesna citace na Redirect technology.

56/51 Chybi tidaj o koncentraci DNA. Testujete kvalitu sondy? Na jakém principu probiha
znaGeni sondy? 56/53 : Pouzivate opravdu 2,5 ml sondy na 100 cm” membrany?

57/54 AP konjugat by m¢l byt spis v pufru 2.

57/56 Chybi tidaj o optimalni koncentraci DNA pfi transformaci.

72/67 Chybi schema znazoriujici polohu ovétrovacich primert vici genovému shluku a
vysledek PCR.

75/69 Podobny obrazek / restrikéni mapa chybi pro gen vrdDS.

77/71 Nazvy kmeni na obr. 23 nejsou dobfe Citelné.

78/72 Co rozumite pod vyrazem ,,ziskany plazmid* — Gspésné klonovani nebo izolaci DNA?
78/73 Doporucuji v textu stru¢né vysvétlit, pro¢ pienasite plazmidy do riznych kment E.
coli.

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucésti zvetejnénych informaci)
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