Posudek oponenta diplomové prace
Jméno a pfijmeni uchazec€e/ky : Jifi Zahradnik

Nazev prace: Purifikace a charakterizace vybranych enzymu z Rhizobium radiobacter R89
katalyzujicich oxidacné-reduk¢ni reakce na uhliku C-hydroxylovanych
morfinovych skelett

A. Bodové hodnoceni jednotlivych aspektu prace (oznacte pravé jednu z moznosti)

1. Rozsah DP a jeji ¢lenéni

X A - pfiméfené, odpovidaji charakteru DP a vyznamu jednotlivych ¢ésti
B - nevyrovnané, ¢lenéni neni logické n. rozsah jednotlivych ¢asti nekoresponduje s jejich vyznamem
C - uspokojivé, rozsah ne€kterych casti nedostacuje

N - nedostate¢né

2. Odborna spravnost

wevr

X B - velmi dobrd, s ojedinélymi drobnymi zdvadami (nejasnost vykladu, chyby ve vzorcich nebo chemickych
nazvech, nedokonaly popis metod nebo vysledki)

C - uspokojiva, s cetné&j$imi drobnymi zavadami

N - nevyhovujici, s hrubymi chybami

3. Uvedeni pouzitych literarnich a j. zdroju
X A - bez ptipominek, vSechny prevzaté udaje s citaci zdroje, celkovy pocet citaci odpovida charakteru prace
B - uspokojivé, s obasnymi neobratnostmi zejm. v umisténi odkazii, nebo s celkove niz§im poctem citaci

C - s vazné€jsimi zavadami, napt. prevazuji "nestandardni" odkazy na ucebnice, prednasky, webové stranky,
nebo se ojedinéle vyskytuje opominuti odkazu na zdroj pfevzatych dat

N - nevyhovujici, velmi malo citaci, ev. rysy plagiatu (¢asté opomijeni odkazu na zdroj pievzatych
dat, popr. opsani velkych ¢asti textu)

4. Jazyk prace
X B - velmi dobry, ojedin€lé stylistické neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby

C - upokojivy, Cetnéjsi slohové neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby, ojedinéle se vyskytuji
obtizné srozumitelné n. nejednoznacné formulace

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami

5. Formalni a graficka Groven prace
X A -vyborna, bez pteklepti a chyb ve formatovani
B - velmi dobra, ojedinélé chyby formatu citaci, pieklepy, chybéjici zkratky apod.
C - uspokojiva, s ojedinélymi vét§imi (napf. vynechani stranky) nebo ¢etnéjSimi drobnymi chybami

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami



Ptipadny slovni komentét k bodiim 1. az 5.:

Diplomovéa prace studenta Jifiho Zahradnika je napsana srozumitelné, vyskytuje se v ni mensi
mnozstvi pieklept a neobratnych vyjadieni ¢i opominuti, které vSak vétSinou nebrani ve spravném
pochopeni textu. Ne zcela jednotné a spravné jsou psany vyrazy jako ethan, ethyl atd., pro psani
nazvl enzymul uchaze¢ zvolil moznost s koncovkou -4za. Za nejvetsi nedostatek prace povazuji
n¢které chybéjici tidaje v kapitole ¢. 4.2 Metody, coz by mohlo zkomplikovat jejich pozdé&jsi
reprodukovatelnost. Obcas se vyskytuji menSi nepfesnosti jako je odkaz na jinou kapitolu v textu,
chybéjici cast obrazku elektroforézy, ze které autor odecital nejlepsi podminky exprese (str. 58).
Chromatogram z purifikace enzymu NGTNr (str. 61) ne zcela piesné odpovida nasledné analyze
pomoci SDS elektroforézy. Domnivam se, ze tyto chyby vznikly patrné zkracovanim pivodné
rozsahlejSiho textu diplomové prace. VSechny ptipominky jsem s Bc. Jifim Zahradnikem jiZ osobné
konzultovala a ptipadné nejasnosti byly vysvétleny. Na druhou stranu musim vyzdvihnout mnozstvi
vysledkd, kterych autor béhem vypracovani diplomové prace dosahl a které ani vSechny nemohly
byt do prace zarazeny.

B. Obhajoba

Dotazy k obhajobé

1) Pro amplifikaci genu scMDH (morfin dehydrogenasa s kratkym fetézcem) jste pouzil dvojici
primert s pomérné dost odliSnou teplotou tani (64°C a 86°C) a navic u zpétného primeru je tato
teplota neobvykle vysoka. Nemél jste s timto velkym rozdilem teplot pii PCR reakci problémy?
Ptipadné jak jste je tesil?

2) Latky morfinové fady jste analyzoval zejména prostiednictvim HPLC a detekce byla provadéna
pii 281 nm. Bézné se pro stanoveni latek s aromatickym kruhem vyuziva 280 nm. Ma Vami
zvolenda vinova délka néjaky divod?

3) Nova glycerol trinitrat reduktasa (NGTNr) patii do Siroké rodiny tzv. starych zlutych enzymu
(OYE). Tyto proteiny ve své molekule obsahuji FMN. Vi se jakym zptisobem je v NGTNr FMN
vazan? Nedochdzelo pii expresi a nasledné purifikaci ke ztraté tohoto kofaktoru? Stanovoval
jste néjakym zptisobem obsah FMN ve vysledném preparatu NGTNr?

4) Jaka by mohla byt fyziologicka funkce Vami studovanych enzymi NGTNr a scMDH?

Stanovisko k opravé chyb v praci:
opravny listek/oprava v textu JE / (zakrouzkujte) podminkou pfijeti prace

C. Celkovy navrh

Praci doporucuji k ptijeti k dalSimu fizeni/ NE
Navrhovana celkova klasifikace: vyborné

Datum vypracovani posudku: 23. 5. 2013
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