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Pfipadné poznamky k hodnoceni:

Autor prace, Lukas Dusek, se napini experimentalni ¢asti vénoval v zahranici na "University
of Ljubljana, Faculty of Pharmacy, Slovenia" v obdobi od fijna roku 2012 do bfezna roku 2013.
Prace je velmi inspirativni, plna recentnich poznatki a novodobych metodickych pfistupd z dané
problematiky. Prace byla soucasti studie, ktera byla finanéné zajisténa grantem.

Teoreticka Cast obsahuje nejnovéjSi informace o: poznatcich problematiky a regulaci
metabolismu kostni tkané, osteoporéze, o beznych Ié€ebnych pfistupech pfi osteoporoze, o
kandidatnich IéCivech pro I1éCbu osteopordzy, které jsou ve vyvoji, ... atd.



Prakticka ¢ast obsahuje: informace o principech uzitych klicovych metodik ("dual luciferase
assay, electrophoretic mobility shift assay"). V praktické €asti jsou popsany v posloupnych krocich
jednotlivé metodické pfistupy zminénych metod, spolu s popisem metodického pfistupu pfi
konstrukci plazmidu, transfekce kompetentnich bunék vytvofenymi plazmidy, izolace plazmidu z
téchto kompetentnich bunék, ovéfovani sekvence DNA izolovanych plazmidd, ... atd.

Pfipominky, komentare, naméty, vytky, podnéty k diskuzi:

V réamci abstraktu (str. 7), vyjafeni/obrat ..."Johnell and Kanis estimated that in 2000 more
than 9.0 million of osteoporotic fractures occured ...... " mne pfijJde ne optimalni/zavadéjici,
vhodnéjsi by bylo napf. ..."It was published by Johnell and Kanis, that there were estimated 9.0
million of osteoporotic fractures in the year 2000. Dale napf. ..."As for theoretical goals, the aim was
to identify current approach to the treatment of osteoporosis...". Nabizi se mozna vhodnéjsi
vyjadreni, " ..., the aim was to describe/define ....". Vzhledem ke kvalité, rozsahu a pfinosu prace
bych volila jiny format abstraktu, tj. s useky "Background, Methods, Results, Conclusion, Keywords",
ti. ve formatu, ktery dle mého nazoru dokaze vice potencionalniho Ctenafe zaujmout a oslovit.
V Ceském abstraktu a obecné v textu psaném v Ceském jazyce, pokud je zapotfebi vyuzit odborny
termin psany v cizym jazyce, pak je zadouci tento termin vymezit napf. uvozovkami, Ci psat
kurzivou - viz. str. 9, , .... osteoprotegerin (OPG)/receptor activator of nuclear factor kappa-B ....",
,Noris Medical Library". Na str. 10, v esky psaném abstraktu figuruje vyjadfeni ,konfliktni

vysledky®, je ke zvazeni pouZzit jiného terminu, napf. rozporuplné vysledky.

Kapitola "List of abbreviations" je nekompletni. Chybi zde napfiklad zkratky jako: NK-«B,
RANK, RANKL, OCIF (str. 12), GnRH (str. 18), PTHrP, DHEA (str. 22) a dalSi jako IGF-I, QCT,
CaR, SERM, ODN, FMAD. Nékteré zkratky nejsou také pfi jejich prvnim vyuZiti vtextu fadné
zavedeny (nezkracena forma odborného terminu spolu se zkracenou formou-zkratkou), napf. str. 14
- M-CFU, str. 16 — PTH, str. 18 — GnRH, ER receptor. Na str. 26 neni ujednocené uziti zkratky BP,
v nazvu figuruje ,Bisphosphonates (BP), dale v textu je uvedena zkratka BPs.

Vhodné by také bylo ujednotit oznaceni OPG/RANKL/RANK drahy, pouzivano oznaceni
,LOPG/RANKL/RANK axis“ (str. 33), nebo ,OPG/RANKL/RANK pathway*, coz je nejb&znéjsi zplsob,
ve vété (str.15, posledni odstavec) by tedy bylo pfihodné&jsi psat misto "Third important member in
this sequence ....", (byl na mysli faktor RANK) , "Third important member in this_pathway .....".

Je zvyklosti, pokud nejde o informace vSeobecné znamé, nebo zazité a znamé pro danou
problematiku, uvadét odkaz(y) na literarni zdroje v ramci kazdého odstavce/ukonceni/oddéleni
souvislého vétného celku. Toto neni zcela spinéno, napf. na str. 12 (druhy odstavec), str. 14 (prvni
tfi odstavce).

V textu Ize nalézt prepis, napf. na str. 12, slovo "demosumab”, namisto denosumab; na str.
13 "...is necessary for possible implementing", mysleno asi ,for possible implementation; str. 22
~-dehydoepiandrosterone” namisto ,dehydroepiandrosterone®; str. 37 — RANLK, druhy odstavec; str.
37, Ctvrty odstavec, ..."Cells are then lized and the lizate ....", namisto "Cells are then lysed and the
lysate ..."; str. 42 "LB broad" namisto "LB broth"; str. 59, 60 "bitin labeled" namisto "biotin labeled".

Vyrazy latinského puvodu, in vitro, in vivo, post hoc, et al., je vhodné psat kurzivou (str. 19,
23, ...).



Tabulky v experimentalni ¢asti (viz. str. 40, 44, 52) si zaslouZi vice upfeshujici podobu, tj.
doplnéni "hlavicky tabulek", napf. "Reaction component, Volume"; str. 43, 47, pro pfehlednost
doplnit napf. "Plasmid, Absorbance; str. 59, 60 doplnit napf. "Gel column, Volume".

Pokud ma byt spIinéno pravidlo "jednoznacnosti, srozumitelnosti" u tabulek, &i grafu, je vice
nez vhodné zavadét v ramci tabulek, graft, obrazkl legendy/vysvétlivky, kde je uveden vyznam
zkratek. To postradam napf. u "Table 15" (str. 55, SD, N°), v ramci kapitoly "Appendix" (Len, Pur,
HPLC, DDST, MW - a uvést jednotky (Da?), Tm°).

V experimentalni Casti, u nékterych polozek ,Materials/other materials® chybi uvedeni
vyrobce, u kterého je komeréni produkt dostupny (str. 41 — ,Dpnl restriction enzyme* a specifikace
toho restrikéniho enzymu; DH5a competent cells - blizSi specifikace bunék, vyrobce, nebo kdo
laskavé poskytl buriky .... V kapitole 4.3.5 chybi uvedeni centrifugy v "Other materials" a také proto
by bylo vhodnéjsi vyjadfit podminky centrifugace (str. 45) namisto po¢tem otacek (rpm), v podobé
centrifugacni sily (xg). V kapitole 4.3.6 nejsou specifikovany "Bacterial cultures"”, o jaké jde bakterie,
jak byly ziskany. Pokud byl obrazek na str. 48 odnékud pfevzat, je také Zadouci toto pfiznat a zdroj
uvést. Podobné je vhodné také specifikovat polozky "Other materials" na str. 52 a napfr.
uvést/doplnit k tomuto i "nylon membrane", ¢i "CCD camera".

V praci se obCas vyskytuji velmi slozité komplexni véty, slozené z nékolika vét vedlejSich
(pfitomnych bez oddélujicich ¢arek), které pro ¢tenafe dostatecné neznalé této problematiky mohou
byt nesrozumitelné, viz. str. 15 ..."Mice over-expressing the new tumor necrosis factor (TNF)
receptor related molecules for screening by researchers at Amgen Inc. (USA) have developed
severe osteopetrosis due their lack of osteoclasts in the bones ...", &i str. 18 "Reid and coworkers
have questioned VEGF angiogenesis mechanism in OPG expression in vitro HUDMEC and T47D
breast cancer cell line because cell-to-cell contact was required for proper effect whereas VEGF,
bFGF and TGF-B had no effect on HUDMEC OPG levels".

Dotazy a pfipominky:

Dotaz €.: 1 - Popisté a vysvétlete, prosim, proces transfekce bunééné linie HOS uvedeny na
schématu na str. 48.

Dotaz €.: 2 - Které z Vami uvedenych metodik jste se vénoval pfedev§im? Mizete nam nastinit
¢asovou, technickou, ¢&i finan€ni naro¢nost této metodiky, pfipadné, pokud tomu tak je, i dalsi
moznosti jeji aplikace/vyuzitelnosti?

Dotaz €.: 3 - Muzete nam vysvétlit princip prace s bioinformatickym nastrojem zminénym ve Vasi
praci (,Noris Medical Library/TF Serch tool“), muzete objasnit hodnotu ,score” (uvedeno na str. 39),
jeji vyznam, jak pohlizet na vystup z této bioinformatické analyzy?

Zavérem, praci povazuji za velmi hodnotnou, je zcela patrné, Ze se autor intenzivné
problematice vénoval, teoreticka/reSerzni ¢ast prace vychazi z témér tfi set, Casto zcela recentnich,
védecky hodnotnych publikaci. | pfes vySe zminéné pfipominky navrhuji hodnoceni: vyborné.

Celkové hodnoceni: vyborné, praci k obhajobé: doporucuiji

V Hradci Kralové, dne: 29.5.2014 Podpis oponenta/oponentky



