Posudek na diplomovou prici Be. KateFiny Stemberkové

Optimalizace metody pripravy kompetentnich bakterii Escherichia coli

Be. Katefina Stemberkova pracovala na své diplomové praci v laboratofich firmy Generi Biotech s.r.o. Co bylo cilem
jejf prace, se doviddme z ndzvu a diskuse. Je to cil prekvapivé nizky. Bc. Stemberkova se vénovala zavedeni piipravy
kompetentnich bun€k v Generi Biotech, a to podle postupu popsaného v literatufe. P¥iprava kompetentnich E. coli
pati{ dnes k repertodru metod pouZivanych v molekuldrni biologii zcela b&Zn&. Ctendt by tedy olekdval, Ze se Be.
Stemberkova pokusi metodu n&jakym zpiisobem inovovat, nebo Ze ji vyzkousi na ir§im souboru bakteridlnich kmend.
Nic z toho se ale zfejmé nestalo. Bc. Stemberkova pouZivé jen E. coli DH50 a metodu dle Inoue. Mé&n{ pouze nékteré
parametry metody, napf. velikost inokula ¢i optickou densitu kultury v jednotlivych krocich. Je pochopitelné, Ze
kazdé laboratof se snaZi standardizovat protokol (nejen) pro piipravu kompetentnich bunék. Je ale otdzkou, jestli je
takovito standardizace sama o sob& dostate¢nou néplni diplomové préce v roce 2013. Prace Bc. Stemberkové by byla
jist€ vybornd, kdyby byla prezentovédna v rdmci Stfedoskolské odborné ¢innosti.

Z formélniho hlediska je nejvétsim problémem nesoulad mezi obsahem teoretické a experimentdlni &asti. Zhruba
polovina teoretické C4sti je v&€novéna popisu zékladnich principli molekuldrniho klonovani, kterym se vSak Bc.
Stemberkova ve své experimentaln{ praci nezabyvala. Je pravda, Ze popsat principy molekuldrniho klonovani dostala
diplomantka za tkol v Zad4ni diplomové price (Zasady pro vypracovani). V celkovém kontextu ale tato ¢dst ptsobi
jako umélé zvySovéani poctu stran popsaného papiru. Teoretickd ¢ast navic pfipomind spi§ vypisky z uCebnic, nez
prehled soucasného stavu literatury.

Krom¢ zdkladni otdzky, pro¢ tato diplomové price neobsahuje skute¢né experimenty a skute¢nou reer$i, mam tyto
dalsf dotazy a pfipominky:

1. Zjazykového hlediska neni §t'astné pouZivat slova vyautokldvovat, stocit. Autorka opakovan& pouZiva slovo
tuba. Jednalo se skute¢n€ o tubu, vjaké uchovdvdme zubni pastu, nebo to byla zkumavka? Nejv&t$sim
problémem je ale slovo §tok (viz napf. ndzev kapitoly Priprava Stokii ze Stokii zdkladnich). Snad by bylo l1épe
tikat zdsobni kultura, nebo nalézt jiny, vhodné&j$i termin.

2. Pro¢ bylo dleZité mit zdsobn{ kultury (,,Stoky*) pfipravené z kultur o ODg=0.81? Pro¢ bylo potfeba zjistit,
do jaké ODg dorostou kultury za 8 hodin (str. 47), kdyZ v dal${ praci byly v§echny kultury inkubovany déle?

Z Xz

3. Pro¢ v metodické ¢€4sti i v prvnim odstavci na str. 49 autorka uvadi, Ze bylo vhodné fedit kulturu 1:25, kdyZ
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z tabulky ¢. 7 a 8 vyplyva, Ze by bylo lepsi fedéni 1:33? Které fedéni bylo nakonec pouZito?

4. Na str. 52 nahote autorka uvadi, Ze se ukdzalo jako vhodné&jsi sledovat u bakteridlnich kultur hodnoty ODgg
neZ dobu inkubace. Myslela si snad autorka zpo¢éatku opak?

5. Tabulky na str. 55 a 56 ukazuji, Ze pres veSkerou standardizaci podléhd price s Zivym materidlem vZdy
urCitym pfirozenym fluktuacim (srv. napf. experiment ¢. 7). Bylo by tedy vhodné zaméfit dsili n€jakym
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produktivngj§im smérem.

S vy3e uvedenymi vyhradami doporuéuji diplomovou praci Bc. Katefiny Stemberkové k daliimu #izeni a navrhuji
klasifikaci stupném dobie.

V Praze, 26.5. 2013 RNDr. Olga Hruskovd, CSc.



