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Produkce rekombinantní TEV proteasy v E. coli

Hodnocená DP se všech ohledech výrazně vymyká z výzkumné činnosti ústavu i zaměření studia oboru. Tato skutečnost kladla bezpochyby značně vysoké nároky na schopnost diplomanta obeznámit se s novu problematikou a přisvojit si zcela jiné laboratorní techniky. Že student tyto požadavky zvládl po teoretické i praktické stránce, je dokladem jeho přizpůsobivosti, píle i znalostí. Neznamená to však, že by DP byla bez drobných nedostatků či mých připomínek. Obecně lze říci, že uvedená práce předkládá před čtenáře záplavu dat, z nichž některá mohla být dle mého názoru vypuštěna (zejména v rešeršní části, která je přehledem enzymologie, molekulární biologie + vlastní literární rešerše, a také příloha I).
K metodické části mám jen drobnou připomínku – na str. 53 (Stanovení koncentrace proteinu) se mně nezdá vhodná formulace „Vzorek … byl  naředěn… tak, aby zbarvení … bylo srovnatelné se zabarvením blanku.“

Obdobně je tomu i ve výsledkové části – na str. 73 měl být u PCR uveden odkaz na podmínky této reakce, uvedené v tabulce X, nikoliv odkaz na kapitolu 3.5 rešerše, a na str. 96 dole měl být uveden konkrétní použitý program. Za nepříliš odůvodněné považuji tvrzení, že hodnota KM, měřená v pufru KP2, se „výrazně přiblížila“ k hodnotě publikované (0,16 vs 0,041, viz str. 97).
V závěru jsou formulovány nejvýznamnější získané údaje, polemizuji pouze s uvedením obecné formulace „aktivita připravené TEV-PR byla mnohdy vyšší než u komerčně dodávané“ – v závěru byly měly být čtenáři poskytnuty konkrétní informace. 

Z posledních drobných připomínek uvádím nepřesné vysvětlení zkratek kbp a Mg2+.
Celkově samozřejmě konstatuji, že diplomant splnil zadání DP beze zbytku a že jím předložená práce vysoce převyšuje běžný průměr prací na FT.

Otázky:

1) Vysvětlete pojmy „kanonická sekvence“ a „refolding“

2) Na str. 98 uvádíte, že stanovení proteinů dle Bradfordové není až tak přesné – existují pro toto tvrzení experimentálně zjištěné nebo publikované doklady?
3) Při porovnání výtěžků obou forem TEV-PR bylo zjištěn vyšší v případě TEV ve formě inkluzních tělísek – lze odhadnout, zda tento vyšší výtěžek byl dán odlišným postupem purifikace nebo spíše odlišnou expresí?

4) Jak byla provedena izolace inkluzních tělísek z buněk E. coli?
Návrh na klasifikaci diplomové práce:
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