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Prace je: experimentalni

a) Cil prace je: zcela spinén

b) Jazykova a graficka uroven: dobra
c) Zpracovani teoretické ¢asti: dobré
d) Popis metod: velmi dobry

e) Prezentace vysledk(: velmi dobra
f) Diskuse, zavéry: dobré

g) Teoreticky €i prakticky pfinos prace: velmi dobry

Pfipadné poznamky k hodnoceni:

Pfedlozena diplomova prace se zabyva pfipravou rekombinantni formy lidské AKR1A1

v expresnim systému E.coli. Prace ma pfiméfenou délku a obsahuje vSechny pozadované
Casti, které jsou ale zpracovany v rozdilné kvalité. Teoreticka ¢ast nepusobi pfilis kompaktné,
nékteré véci jsou rozebrany nadbyte¢né podobné (napf. studie str. 23), jiné ve zkratce
(xenobiotické substraty AKR1A1, kdyZ je cela teoreticka &ast o biotransformaci). Soucast
teoretické Casti o biotransformacnich enzymech (str. 9-16) obsahuje pouze tfi opakujici se
refrence z toho dvé jsou skripta FaF (Kvasni¢kova a kol., 1995, Skalova a kol., 2011) a
posledni (Parkinson a kol. 2001) neni viibec uvedena v seznamu referenci. Metodicka ¢ast
je popsana dobfe, podrobné a srozumitelné. Vysledky a diskuse jsou dohromady v ramci
jedné kapitoly, nicméné tato kapitola obsahuje prakticky pouze okomentované vysledky,
minimum diskuse. Uvitala bych napf. porovnani pfipravy rekombinantni AKR1A1 s jinymi
autory. Tato sekce také obsahuje obrazky, které sem nepatfi - Obr. 7 by spi$ patfil do metod
a Obr. 13 do teorie. Reference nemaji jednotnout formu, nejsou oddélené internetové zdroje
a ty jsou také Spatné citované v textu. Navic ndhodné jsem zjistila napf. citace Riggs a kol.
2008 neni spravna, autofi jsou v referencich zcela zpfehazeni, spravné by mélo byt Bains a
kol. 2008. Neni tedy vylou€eno, Ze i dalSi reference nejsou spravné zapsané.

Dotazy a pfipominky:

AKR1A1 je obecné znama pod pojmem aldehydreduktasa , pojem alkoholdehydrogenasa
(str. 19, 21) je mozna historicky, uvedeny mezi nazvy tohoto enzymuv databazich, ale

v Clanich jste na né&j urdité nenarazila.



V diplomové praci jsou pouzivany hovorové vyrazy (napf. histidinovy ocasek, pro
histidinovou zna&ku, zkratka Zeb pro marker molekoulovych hmotnosti, vyizolovat atd.)
Pro€ byla pouzita touchdown PCR? Pro€ ma takovy proces vyS$Si specifitu? Jak byly
navrzeny primery?

Co je to indukce enzym(? Je stale pravdiva véta "VétSina téchto enzymu (mysSleno
biotransfromacnich) je ve tkanich neustale a jejich syntéza neni zavisla na pfitomnosti a
mnozstvi jejich substatl" se starych skript uvedena na str. 10?

Pro¢ z nadrodiny SDR rozebirate podrobnéji pravé enzymy CBR1, CBR3 a CBR47? Jaka je
jejich role v organismu? Jaké dalSi enzymy z nadrodiny SDR se ucastni biotransfromace
xenobiotik a kterych?

Na str. 49 se uvedeno, Ze pro ligaci bylo puvodné pouzito 400 jednotek T4 ligasy na ul, coz
nevedlo k uspéchu. Pro uspésnou ligaci bylo tfeba 2 miliony jednotek na ul? Podle ¢eho bylo
puvodni mnozstvi zvoleno a pro€ byla pak pouzita hned 5000x nasobna koncentrace (jina,
mensi mnozstvi nejsou zminéna)?

Aktivita pfipraveného enzymu byla testovana se substratem p-nitrobenzaldehyd, byly
stanoveny kinetické parametry. Pro¢ byl zvolen pravé tento substrat? S literaturou
porovnavate pouze hodntou Vmax? Je znama i Km, pfipadné je srovnatelna s vami
stanovenou hodnotou?

Celkové hodnoceni: velmi dobie, k obhajobé: doporucuji
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