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I. Posudek oponenta

Diplomova prace Terezy Lundové se zabyva pripravou rekombinantni formy lidské AKR1B1, ktera
patfi do skupiny karbonylreduktas. Cilem bylo jednotlivé kroky optimalizovat tak aby byl ziskan Cisty
protein. Prace ma celkem 63 stran a obsahuje vSechny &asti, které by méla, nicméné jejich kvalita je
kolisava. V teoretické ¢asti nas diplomantka seznamuje s enzymy redukujicimi karbonylové slouceniny a
podrobnéji rozebira vybrany enzym AKR1B1. Tato ¢ast ma pouze 10 stran, pfinosny by jisté byl i popis
principl  pfipravy rekombinantnich protein (napf. moznosti vektord, expresnich systému).
V experimentalni ¢asti jsou jednotlivé postupy prace dobfe popsany, ale diky absenci navrhované Casti
teorie se zde vyskytuji i principy nékterych metod. Vysledky a diskuse jsou v spojeny v jednu ¢asti, kdy
diskuse je pouze komentarem vysledkl popf. jsou diskutovany nékteré optimalizace v postupu. Chybi mi
diskuse zabyvajici se porovnani s autory, ktefi také pfipravovali rekombinantni AKR1B1. | pfes popsané
nedostatky v sepsani prace se experimentalni cile prace podafilo dobfe splnit.

Pfipominky:
- Nastr. 10 uvadite, ze SDR nadrodina obsahuje 3000 ¢lend, coz je informace cca z roku 2000.

V aktualnich €lancich (napf. Kallberg et al. 2010) je uvadéno ¢islo 47000.

- Nastr. 12 neni jasné, zda je nazvoslovi AKR nadrodiny zaloZené na sekvenci AK ¢i NK
-V praci se vyskytuji vyrazy plsobici pfili§ anglicky, i kdyzZ jsou pfelozené napfr.

karbonyl-redukujici, strukturné-zaloZena léciva, redox-citlivy atd.

- Pouzivané hovorové vyrazy, napf. Zebfi¢ek pro markery molekulovych hmotnosti, hokejka pro
inokulaéni nastroj atd.

- Prakticky v celé praci je za pomI¢kou mezera napf. 50- 100 g, C- terminalni konec atd., za
lomitkem mezera nap¥. 50ug/ ml a na konci Fadku se €asto déli souslovi, ktera patfi k sobé&. Diky

tomu prace plsobi pomérné ledabylym dojmem.

- Nastr. 10 je uvedena biotransformacni aktivita 11B-HSD1, ale jaka je jeho fyziologickéa funkce ?

- Co znamenaji zkratky v zavorce u obou kmenu E.coli na str. 21?

- Pro€ byl pouzivan pravé vektor pET-28b(+)?

- Naobr. 21 je na elektroforéze frakce E1 s Cistym proteinem nicméné jsou tam patrné dalsi
prouzky v niz8ich molekulovych hmotnostech? Stadi tato Cistota? Jak dosahnout vySssi?

- Byla testovana aktivita ziskaného enzymu? Jaky byl pouzit substrat?

- Pro€ byl tento enzym pfipravovan, kdyz se da zakoupit? Jaké experimenty jsou planovany?

Prace spliiuje pozadavky kladené na diplomovou prace, doporuduiji ji k obhajobé.
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