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Prace je: experimentalni

a) Cil prace je: zcela spinén

b) Jazykova a graficka uroven: dobra

c) Zpracovani teoretické ¢asti: velmi dobré
d) Popis metod: dobry

e) Prezentace vysledk(: dobra

f) Diskuse, zavéry: dobré

g) Teoreticky €i prakticky pfinos prace: velmi dobry
Doporuéuji diplomovou praci k uznani jako praci rigorézni [_]

Pfipadné poznamky k hodnoceni: Hodnocena diplomova prace je nezvykle rozsahla jak
poctem stran, poctem citaci a také mnozstvim experimentalni prace. Nicméné zpracovani
trpi vice & méné zavaznymi nedostatky a celkové se da fict, Ze prace je vysoce
nekonzistentni.

Pfipominky mam uz k pouZiti zkratek. V jejich seznamu se vyskytuji také symboly pro prvky a
chemické vzorce a také nékteré znacky jednotek Sl. Toto nejsou zkratky a tedy do seznamu
nepatfi. PouZiti jednotek S| neni spravné. Znacka jednotky minuta je min a tedy spravny
zapis je 15 min, 15 minut je Spatné. Stejné tak neni mozné pouzit v popisu v obrazku 157,
nebo dokonce 15™. Nehledé k tomu, Ze inkubace 15 s neni jinde v textu uvedena a tedy se
jedna pravdépodobné o zaménu znacky pro minutu za znac¢ku pro sekundu a to jesté
pouzitelnou pouze pro oznadeni Uhlové velikosti. Neni mozné v odborném textu u
radioizotopu psat "kobalt 60" a poté si zavést dokonce "zkratku". Prace s dalSimi zkratkami je
nekonzistentni, nékdy jsou zkratky vysvétleny (PARP), jindy ne (TNB, STAT, ATCC), v textu
se objevuje jak STAT, tak i Stat. V textu se vyskytuji velmi ¢asto pravopisné chyby, slangové
vyrazy a pfedevsim chybné zakladni chemické nazvoslovi, nékteré latky jsou Cesky, jiné
napul ¢esky a jiné jsou anglicky. Vyskytuji se i faktické chemické chyby, jako napf. zaména
siranu médnatého za sulfid! Také ostatni terminologie je misty usmévna, ale presto zcela
chybna (napf. rekombinaéni cytomegalovirus, dva typy morfologickych bunék, chfestova
peroxidaza, kfenova HRP peroxidaza atd.). Popisky obrazku jsou v nékterych pfipadech
umistény na jiné strance nez obrazek.

Teoreticka Cast je zpracovana pomérné kvalitné, kapitoly na sebe navazuiji, celkové je
teoreticka ¢ast ¢tiva a ma logickou strukturu. RusSivé pusobi jen pravopisné chyby a misty
podivna slovni spojeni pravdépodobné diky krkolomnému pfekladu z anglictiny, ktera



zpusobuji horsi interpretovatelnost textu. Formatovani citaci jak v textu (nékdy se vyskytuje
Cislovany format citaci - napf. kapitola 2.1.2, kde je jedinou citaci jedni¢ka za kapitolou), tak i
v €asti Seznam citované literatury je zcela nekonzistentni, vypada to, jako by byly jednotlivé
citace (nebo i Casti textu, v pfipadé kapitoly 2.6.1, kde se vedle sebe vyskytuje jak Ciselny,
tak i slovni format citace) jednodus$e kopirovany z riznych zdroja.

V popisu metodik opét zcela nekonzistentné je na zacatku nekompletni seznam pouZitych
chemikalii a pfistrojl, u nékterych je uveden vyrobce i se sidelnim méstem, jinde je uveden
jen stat. Nékteré chemikalie zde uvedeny nejsou, jejich vyrobce je nékdy, opét
nekonzistentné, uveden v textu). V seznamu roztoku jsou uvedeny jen nékteré pouzité
roztoky, slozeni jinych je v textu.

Popis metodik je zcela zmateény, nejednoznacny a zavadéjici. Nékdy chybi zasadni
informace napf. o koncentraci, chybi metodika barveni proteint na gelu (str. 58), popis
statistického zpracovani dat (pouzité napf. pro obrazek 25) a u nékterych stanoveni také
pocet biologickych a technickych replikatl. Chybi popis denzitometrické analyzy (uvedeni, ze
byla zpracovana béznym softwarem na zpracovani obrazu je nedostate¢né), naopak jsou
nékdy zcela zbyte¢né uvedeny presné objemy nanasenych roztok( nebo jsou opakovany
tabulky (tabulka 17 je zcela totoZna s tabulkou 18 a 5, tabulka 19 je téméf totozna s tabulkou
14) a jiné popisy.

Popis vysledku také trpi fadou faktickych nepfesnosti v textu. U mikroskopickych snimku
chybi méfitko. v popisu metodik neni uvedeno barveni kultury krystalovou violeti. V popisu
stanoveni celkového proteinu je uvedeno, Ze kalibracni kfivka méla regresni koeficient
0,9842. Z obrazku 21 v3ak je vSak zfejme, Ze tato hodnota je hodnota spolehlivosti
proloZeni. Reprezentativni snimky PathScan jsou pfili§ malé a maji malé rozliSeni na to, aby
bylo mozno posoudit dosazeny vysledek, bez dodateéného grafu nebo tabulky vysledku je
zcela nemozné jejich hodnoceni. V popisu stanoveni p38 je uvedena expozice 100 Gy, ktera
ale na reprezentativnich snimcich vibec neni. Na obrazku 35 jsou imunobloty velmi
nekvalitni, neni vidét skoro Zadny protein. Vyhodnoceni je pravdépodobné zcela nemozné
jedinym zavérem muze byt, Ze je nutné optimalizovat koncentraci protilatek nebo nanasku
proteinu.

V pfipadé p53 jsou zavéry uvedené v textu v rozporu s pfedloZzenymi snimky.Stejné tak v
pfipadé fosforylované formy p44/42 a obrazku 42.

Kapitola 4.7.5 ma nadpis p53 protein, ale v textu je popisovan protein p44/42

V popisu obrazkl reprezentativnich imunoblotl v kapitole 4.7 je uvedeno, Ze beta-aktin
slouzil jako pozitivni kontrola. B&€zné se tento protein pouziva pro normalizaci vyhodnoceni
na skute¢nou nanasku na gel.

Hlavni ¢asti zavéru, vyvozovanych v diskuzi, je kvantitativni hodnoceni mnozstvi vybranych
signalnich molekul pomoci imunodetekce po SDS-PAGE a Western-blotu. Nicméné ve
vysledcich jsou uvedeny pouze reprezentativni obrazky ze tfi biologickych replikat(. Bez
vyhodnoceni formou tabulky nebo grafu s pfislusnymi hodnotami z denzitometrické analyzy
normalizované na skutecnou nanasku, smérodatnou odchylkou a statistickym zpracovanim
ale neni mozné jakékoli zavéry vyvozovat a nasledné ani diskutovat. V tabulce 20 v diskuzi
jsou shrnuty vysledky imunodetekce vybranych protein( a jsou uvadény ¢asto jednoznacné
zaveéry, které ale nejsou podlozeny jasnymi daty. Zakladaji se pouze na reprezentativnich
snimcich a v nékterych pfipadech dokonce témto snimkim odporuji. Z pfedloZzenych dat
tedy podle mého nazoru v Zadném pfipadé nelze odvozovat zavéry popsané v diskuzi.
Nicméné pres vSechny nedostatky a moje pfipominky je prace svym rozsahem, pfedevsim
experimentalnim, vyjimecna a proto ji doporucuiji k obhajobé.

Dotazy a pfipominky:

1. Imunosupresi jste u fibroblastd indukovali ionizujicim zafenim, ale z vysledkl cytokinové
analyzy, ktera jako jedina z pouzitych metod mohla poukazat na imunosupresi, nejsou patrné
zadné zmény. Tedy je mozné, Ze k imunosuprese nebylo viibec dosazeno. V popisu
cytokinové analyzy také uvadite, Ze zmény cytokinl jsou pozorovany v supernatantu



buné&né kultury, stanovovali jste tyto cytokiny v bunééném médiu, nebo (jak popisujete)

v buné&ném lyzatu?

2. Jak by se dala imunosuprese u téchto bunék spolehlivé stanovit?

3. Dala by se imunosuprese navodit i jinak nez ionizujicim zafenim?

4. Z popisu metodik prace s bunécnou linii MRC-5 se jevi, ze jste pro experiment burky vzdy
znovu rozmrazili. Je tomu skutecné tak?

5. Take popisujete, Ze jste pfi pasazovani k burikam napipetovali asi 2 ml PBS pro promyti
neuniformnich bunék. To je velmi neobvyklé slovni spojeni. MliZete to néjak blize vysvétlit?”
6. Jakym zpusobem se kaspazy podileji na regulaci bunééného cyklu?

7. Pfi imunodetekci kaspaz jste pouzivali protilatky proti aktivni (5tépené formé) nebo proti
celkovému proteinu?

Celkové hodnoceni, prace je: velmi dobra, k obhajobé: doporuduji

V Hradci krdlové dne 5. 6. 2018
podpis oponentky / oponenta



