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Posudek oponenta

Diplomant se ve své praci zabyva pfipravou rekombinantniho proteinu ameloblastinu
v expresnim systému Escherichia coli. Vénuje se rovnéz pfipravé vektoru pro
kvasinkovy expresni systém, ktery by obsahoval jak gen kédujici ameloblastin, tak
dvé mutantni varianty tohoto genu.

\ teoretické casti se diplomant zaméfuje na charakteristiku expresnich systému,
diskutuje jejich vyhody & nevyhody. Podrobné popisuje zejména kvasinkové expresni
systémy a pouzivané vektory. Dale se vénuje popisu ameloblastinu z hlediska
primarni a sekundarni struktury a jeho Glohy pfi vyvoji kosti a zubll. Teoreticka Cast
tykajici se charakteristiky ameloblastinu ma dobrou odbornou aroven.

V experimentalni ¢asti diplomant uvadi pfesny postup exprese ameloblastinu
v expresnim systému Escherichia coli, naslednou purifikaci proteinu  afinitni
chromatografii a navrh primert pro klonovani genu AMBN z darovaného vektoru
pET28b-Trx-AMBN do vektoru pYEX-BX. Ve vysledkové casti porovnava vystupy
z afinitni chromatografie provedené v kolonovém nebo vsadkovém uspofadani, dale
se zaméfuje na $t&peni TEV protedzou. Hodnoti vysledky klonovani genu AMBN do
vektoru pYEX-BX. Vysledkova ¢ast je doplnéna 19 obrazky a 6 tabulkami.

K jednotlivym &astem prace mam nékolik pfipominek a dotazu:

e Diplomant by se mé&l vyvarovat pouzivani anglikanismd, nékteré vyrazy lze
snadno prelozit (napf. vyrazy ,refoldovat, overexprese”). Stejné tak kapitola
tykajici se pfipravy roztoki pro barveni stfiborem by se neméla nazyvat ,Silver
stain®.

e Na =zadatku teoretické &asti diplomant pouzZiva zkratky, které nejsou
vysvétleny. Napfiklad zkratka E. jako Escherichia, B. jako Bacillus.

e Teoreticka ¢ast je doplnéna tabulkami a obrazky, avSak v textu na né chybi
odkazy.




e Ve vysledkové ¢asti u obrazkl ukazujicich polyakrylamidové gely bych ocenila
uvedeni vice informaci za nazvem obrazku. Napfiklad, zda se jedna o
stfibfeny gel, kolika procentni separacni gel byl pfipraven.

e Na str. 57 jsou obrazky 7 a 8 ukazujici SDS polyakrylamidové gely se vzorky
z afinitni chromatografie 1 a 2. Mize diplomant blize vysvétlit, ¢im se lisi
afinitni chromatografie 1 a 27

Diplomantovi bych rada polozila nasledujici otazky:
e Existuje néjaky jiny eukaryoticky expresni systém, ktery byste mohl pro vase
ucely vyuzit?
e Mdlzete struéné popsat, jak byste v dalSich experimentech feSil problémy
nastavajici pfi stépeni TEV proteazou?

Zavérecéné hodnoceni:

Cil prace, ziskat ameloblastin pomoci bakterialniho expresniho systému, byl splnén
jen castec¢né. Exprese ameloblastinu a purifikace afinitni chromatografii byla
Uspé&sna, avSak nasledné §tépeni TEV protedzou jiz nikoli. | pfes rizné modifikace
nedoSlo k odstépeni thioredoxinu a histidinovych kotev z molekuly ameloblastinu.
Tato oblast by v budoucnu zajisté zaslouzila jesté dalSich experimentd.

Pokud jde o dalSi cile prace ziskat ameloblastin v kvasinkovém expresnim systému,
nebyl diplomant GUspésny. Podafilo se mu v8ak navrhnout primery pro amplifikaci tfi
konstruktll ameloblastinu a provést Uspés$nou amplifikaci. | zde je potfeba dalSich
experimentl a optimalizaénich krok( vedoucich k uspé&snému klonovani genu AMBN
do kvasinkového vektoru.

Snaha pfipravit rekombinantni proteiny pfinasi fadu uskali, jejichz feseni je narocné
jak z ¢asového, tak finan¢niho hlediska. | pfes nékteré nesplnéné cile zadani,
doporuduji praci k obhajobé a hodnotim znamkou velmi dobre.
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