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Pfipadné poznamky k hodnoceni:

Diplomové prace ma za cil stanovit expresi dvou enzymu z rodiny SDR, DHRS8 a DHRS12,
v lidskych tkanich. Diplomova prace obsahuje vSechny poZadované ¢asti, ma obvyklé
¢lenéni, ale jeji kvalita je pomérné nizka. Text obsahuje fadu chyb, podivnych formulaci a
nepfesnosti. Zpracovani tématu neni pfiliz obsahlé, coz spolu s horsi vyjadfovaci schopnosti
diplomantky a nekvalitnimi obrazky (napf. Obrazek 8 ve vytisténé formé velmi Spatné Citelny,
i dalSi obrazky maji horsi kvalitu nez je obvyklé) neplsobi pfili§ pfesvédcivé. Odstavce

v teoretické €asti Ci diskusi jsou €asto jen otrocky (a mozna i strojové vzhledem k nékterym
zvlastnim formulacim) pfeloZzené ¢asti publikaci bez "ladu a skladu" a né&jaké vétsi logické
koncepce jednotlivych kapitol. Jsou zde také odkazy na publikace, které nejsou

v referencich, pfipadné odkazy na publikace, které se danou problematikou/tématem
nezabyvaji (napf. Stambergova et. al 2013 neni v referencich , str. 61 odstavec uprostfed
Bray et. al. 2013 se expresi mRNA nezabyva). Vysledkova ¢ast opakuje z velké Easti
metodiku, popis a hodnoceni dosazenych vysledku se obvykle omezuje na cca 2 fadky.
Diskuse z&asti opakuje vysledky, z ¢asti se diplomantkla pokousi diskutovat. Jeji prace byla
uhle€ena, protoze vysledky tykajici se DHRS8 byly jiz publikovany (Lundova et al. 2016, Mol
Cell Biochem, 411(1-2), 35-42) a diskuse se tedy z urcité ¢asti shoduje s publikovanym
¢lankem. Souhrnem lIze Fici, Ze prace ma pomeérné nizkou uroven, nebyl ji pravdépodobné
vénovan ani dostatek ¢asu (nizka uroven formatovani textd, popisu atd.), nicméné ji jesté Ize
doporucit k obhajobé.



Dotazy a pfipominky:

Pfipominky:

VétSina obrazku teoretické ¢asti (Obr. 1 - 9) maji nizkou az neuspokojivou (Obr. 8) kvalitu,
stejné jako nékteré obrazky ve vysledkové ¢asti (Obr. 19 film B, Obr. 20, Obr. 26). Obrazek 8
je navic z ¢asti upraven chybné do Cestiny - androstenedione neni androstendiol

V teoretické Casti se vyskytuje fada faktickych chyb - str. 10 je uveden neaktualni pocet SDR
zastupcu, chybné tvrzeni o katalytickych aminokyselinach SDR na str. 14 (Serin a asparagin
jsou velice konzervované na rozdil od tyrosinovéhé zbytku, ktery neni vzdy zastoupen -
tyrosin je na rozdil od vySe uvedenych zastoupen vzdy, protoZze poskytuje proton do
redukce), chybné tvrzeni "dehydrogenasy/reduktasy patfici do SDR nadrodiny zaujimaiji

z celého mnozstvi reduktas az 25%", kdy ve ¢lanku (Persson et al. 2009) je mysleno vSech
dehydrogenas/reduktas

Teoreticka Cast (i dalSi ¢asti) obsahuje fadu nesmysinych, pokomolenych vét ¢i nevhodné
pouzitych slov - str. 21 dole ("...protoze protilatky nemohou byt vyuzity pfimo ve struktufe
gelu, nejdfive se zvyditelni hledané proteiny protilatkami pfenosem rozdélenych proteinu na
membranu..", "...navazanim detekcéniho systému se vyskyt proteinu vyvolava na film"), str.
23 ("Tim proteiny ziskaji jednotny negativni naboj, a jakmile se zapoji do elektrického pole,
tak se pohybuiji...)

Obecné kapitoly o SDR enzymech (2.1-2.6) jsou pomérné nevyvazené, zatimco vyvoiji
vyzkumu (vzhledem k po&tu enzym) €i nazvoslovi se dozvime dost informaci (2.1, 2.3),
kapitola o metabolické aktivité je pomérné nepfehledna a substratech SDR enzym( se toho
moc nedozvime. Chybi lepsi pfehled vyznamnych zastupct &i pfehled DHRS zastupcu.
Vzhledem k tématu prace bych uvitala informace o expresi téchto enzymu ve tkanich, které
by ji obohoatilo, zatimco pocet rodin SDR enzym( u bakterii ¢i archea téma prace nijak
neobohacuje

V teorii 0 stanoveni exprese bych uvitala popis i dalSich pouZzitelnych metod nez jen western
blotting, ktery je jesté z velké asti popsan jen v zakladnich rysech dle uéebnice (Smarda a
kol. Metody molekularni biologie), navic napf. schéma transfert je uvedeno v praci dvakrat,
jak v teorii, tak v metodice, coz se mi zda vic nez zbyte¢né

V sekci metodika je zbyteény popis pfipravy (pouze preklad ¢lanku Lundova et. al) Sf9 bunék
exprimujicich cilové enzymy a mikrosomalni frakce z nich, kdyz tato prace nebyla soucasti
diplomové prace. Jiné, dllezité véci v metodice chybi - vy&et vzorkl pouzivanych pro
stanoveni exprese (ev. jejich koncentrace pokud nebyla méfena v ramci diplomové prace),
neni jasné jaké pufry byly pouzivané pro semi-dry and wet transfer protein( pfi blottingu,
mnozstvi nanaseného proteinu na elektroforézu by mélo byt uvedeno v metodice (nikoliv az
ve vysledcich), zcela chybi mnozstvi nanasenych kontrolnich vzorkua atd.

Vysledkova Cast je viceméné, zopakovani metodiky (viz vySe), popis obrazku ve vysledcich
(ale i jinde) je nedostate¢ny (napf. Obr. 18, 19, 20 Testovani na vzorcich lidskych
homogenat(, za timto kratkym nazvem navic nasleduje ¢ast, ktera vypada spis jako
diplomatciny poznamky k danému experimentu - hustota SDS PAGE gelu, fedéni protilatek,
doba inkubace, podminky blottingu, doba expozice filmu atd, coz by mélo byt v metodice).
Navic nékteré kroky popsané ve vysledich postradaji logicky postup - optimalizace fedéni
protilatek aniz by se zkusili podminky doporu¢ované vyrobcem (6.1.1 a 7.1), nahodilé zmény
blokovaci latky (mléko, BSA u DHRS8), "nahodila" mnozstvi protein( na jednotlivé
experimenty (viz dotazy).

V praci se taky objevuji néktera tvrzeni rizné na riznych mistech prace, a to véetné
vysledku - napf. vysledky tykajici se exprese DHRS12 - v abstraktu je uvedené, Ze byla
detekovana v mozku, ve vysledich, Ze nikoliv a v diskusi opét popsana detekce v mozku
Odkazy na literaturu v textu maiji rizné tvary (napf. Tang et al. 2014, jindy Tang et Le 2014),
forma seznamu pouZité literatury neodpovida zadvaznym doporucenim, ani pro pro ¢lanky

v Casopisech (vybrany format nema ani zcela jednotnou formu) a internetové zdroje, seznam
neni ani podle abecedy

Prace obsahuje fadu gramatickych i syntaktickych chyb a zvlastnich tvaru slov (napf.
zkouSejici vzorek, enzymy redukujicich slou€enin) a nevhodné pouzitych vyrazd (napf.
xenogenni misto xenobioticky), zavedeni a pouzivani zkratek je nahodilé, nékteré terminy



nejsou jednotné zapisované (napf. androstandiol x 3alpha-diol x5alpha-androstan-
3alpha,17beta-diol), formatovani textu je také nejednotné (rizné fonty, rizné zapisy
opakujicich se véci napf. obrazek:, obrazek -)

Dotazy:

Co to jsou nemoci zpusobené zménou struktury enzymu (str. 16), mySleno zménou struktury
SDR enzymu?

Na str. 13 uvadite, Ze Rosmanlv zahyb ve struktufe SDR poskytuje "leSeni" pro rizné
sekvencéni prvky? Vysvétlete. Uvadite, Ze se do Rossmanova zahybu se vaze kofaktor.
Vysvétlete jak?

Co znamena "konvergentni evoluce konformace aktivni strany" na str. 14?

Co je to afinita enzymu? Ke kterému z popsanych substratu ma enzym DHRS8 nejvyssi
afinitu? A ke kterému nejvysSi aktivitu?

Kdy byla popsana struktura DHRS12 (str. 20)?

Pro€ se kapitola 3 v teoretické Casti nazyva proteomika? Vysvétlete.

Jaké jiné metody lze pouzit pro stanoveni mnozstvi proteinu ve tkanich?

Na str. 25 uvadite "po transportu bilkovin na mebranu se aplikuji protilatky, které specificky
zachyti hledany Usek". Co je to hledany usek? Jaky je rozdil mezi polyklonalni a
monoklonalni protilatkou?

Na str. 25 uvadite "tloustka pruhu na fotofilmu odpovida mnozstvi pfitomného proteinu.
Vysledek se porovnava se standardem, u kterého pfesné vime dané mnozstvi" - jaky
vysledek ohledné mnozstvi proteinu z western blottingu Ize dostat? Jaka forma standardu
byla pouzivana v diplomové praci? Na riznych mistech uvadite rizné standardy.

V praci byla analyzovana exprese proteint v lidskych tkanich, kolik darcl bylo pouzito?

V rliznych mistech prace pouzivate rizné disla.

Bylo provadéno stanoveni koncentrace bilkoviny ve vzorcich? V metodice je popsana BCA
metoda, ale ve vysledkové Casti se takové vysledky nevyskytuji. Informace o koncentraci
pouzivanych vzork( pro analyzu zcela chybi.

ProC se provadéla optimalizace pomoci dot blot dfive nez byl western blotting vyzkousen dle
doporuceni vyrobcl protilatek? U vysledku dot blotu hovofite tom, ze enzym byl detekovan
dostate¢né. Co to znamena? Jak ovlivni fedéni protilatek citlivost stanoveni? Pro¢ pak bylo
v kapitole 6.1.4 pouzito fedéni anti-DHRS8 protilatky 1:5000, kdyz toto fedéni nebylo pouzito
ani v optimalizaci, navic optimalizace pro jednu protilatku nelze pouZzit pro jinou.

V &em byly fedéné protilatky anti-DHRSS - v kazdé kapitole vysledku uvedeno jiné blokovaci
¢inidlo (vodni experiment optimalizace - mléko, pak BSA, pak provedena optimalizace
blokovaciho ¢&inidla na mléko)?

Pro¢ exprese DHRS8 i DHRS12 je u vzorkl z riznych darcu provadéna v rliznych
materialech (homogenat vs. mikrosomy)? Pro¢ je pouzivano také rizné mnozstvi proteinu?
Navic ve vysledcich piSete, ze pouzivate 40 ev. 50 &i 20 ug proteinu, ale hovofite o
koncentraci bilkovin ve vzorku - upfesnéte!

Jaka je molekulova hmotnost stanovovanych enzym(? Je to pro vyhodnoceni vysledki
dllezity parametr, ktery ale neni nikde v praci uveden? Co muze byt vysledek o velikosti 25
kDa na Obr. 287

Celkové hodnoceni: dobfe, k obhajobé: doporucuji

V Hradci Kralové dne 13. 9. 2016
podpis oponentky / oponenta



