UNIVERZITA KARLOVA ] ]
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
Katedra biochemickych véd

Studijni program:  Zdravotnicka bioanalytika
Posudek oponenta diplomové prace
Rok obhajoby: 2024

Autor/ka prace: Bc. Stépanka Jakubcova

Vedouci prace: doc. Ing. Petra Matouskova, Ph.D.

Konzultant/ka: ~ Mgr. Nikola Rychla

Oponent/ka: doc. RNDr. Lucie Zemanova, Ph.D., Univerzita Hradec Kralové

Nazev prace: Klonovani a priprava plasmidu pro expresi reduktasy sdr12
z vlasovky slezové

Rozsah prace: 76 stran, 16 obrazku, 11 tabulek, 56 citaci

Hodnoceni prace:

a) Odborna uroven a zpracovani teoretické ¢asti: vyborna

b) Naro¢nost pouzitych metod: vyborna

c) Zpracovani metodické Casti (pfehlednost, srozumitelnost): vyborné

d) Kuvalita ziskanych experimentalnich dat: velmi dobra
e) Zpracovani vysledkl (pfehlednost, srozumitelnost): dobré

f)  Hodnoceni vysledkl vEetné statistické analyzy: velmi dobré
g) Myslenkova uroven a rozsah diskuse vysledku: velmi dobra
h) Srozumitelnost, vystiznost a adekvatnost zaveéra: velmi dobra
i)  SplInéni cil( prace: vyborné

J)  Mnozstvi a aktualnost literarnich odkazi: vyborné

k) Jazykova uroven (stylisticka a gramaticka uroven): velmi dobra
[) Formalni uroven prace (Clenéni textu, grafické zpracovani): velmi dobra

Doporuéuiji diplomovou praci k uznani jako praci rigorézni [_]

Pfipadné poznamky k hodnoceni:

Diplomova prace Bc. Stepanky Jakubcové je experimentalni praci z oblasti pFipravy
rekombinantnich protein(i. Prace ma obvyklé Eleneni - teoreticka, experimentalni ¢ast,
vysledky, diskuse a zavér. V teoretické Casti studentka velmi dobfe, pfehledné a vystizné,
priblizuje ¢tenafi problematiku vlasovky slézové, rozvoje jeji rezistence na anthelmintika a
enzymu ze skupiny SDR, které se mohou na rezistenci podilet. Experimentalni ¢ast
pfehledné popisuje jednotlivé metody a experimentini pfistupy pouzité v praci. Vysledkova
Cast oproti predchozim ¢astem ma o dost horsi kvalitu, popis vysledku je dost kusy, mirné
neprehledny a zvolené vyrazy nejsou vzdy vhodné pro pouZiti v zavérecné praci, odpovidaji
spiSe "laboratornimu slangu". Nékdy také neni néni zfejmé, co dany vysledek vliastné
znaména. Diskuse je krat$i a spi$ jen shrnuje sou€asnou situaci na poli faktord pfispivajicich
k rezistanci helmintd, protoze prace s vytipovanymi biotransformacnimi enzymy z vlasovky je
dosud velmi omezena. Je ziejmé, Ze studentka musela pro vypracovani experimentalni
prace zvladnou fadu technik z oblasti molekularni biologie a biochemie a vysledky diplomové
prace (pfipraveny protein sdr12) jsou nové a pfipraveny enzym bude dale charakterizovan a
bude urena jeho role v metabolismu vybranych anthelmintik.



Dotazy a pfipominky:
Pfipominky:

- v diplomové praci se vyskytuje fada vyrazu z "laboratorniho slangu” - band, blank,
napipetovat,...

- fada vyrazl v praci je nepfesnych/nevhodné uvedenych, vybiram nékolik pfiklad napf. str.
46 - body kalibra¢ni kfivky se pfipravily do 6 mikrozkumavek - mySleno kalibraéni roztoky se
pripravily do 6 mikrozkumavek, na str. 51 - Produkty PCR reakce se ovéfily agarosovou
elektroforézou - mysleno velikost vzniklych PCR produktu se ovéfila agarosovou
elektroforézou apod.

- popisy obrazku jsou velmi kratké, ve vétsSiné pfipadu (hlavné ve vysledcich) nedostatecné
k pochopeni obsahu obrazku bez okolniho textu (napf. Obr. 15, obr. 16) &i je vyjadreni
nepresné (napf. obr. 16 - popis studentky "western blot purifikovaného proteinu", Iépe by
bylo uvést néco ve smyslu "analyza pfitomnosti proteinu sdr12 ve frakcich ziskanych béhem
purifikaéniho procesu pomoci anti-histag protilatky metodou western blotting", protoze nejde
jen o purifikovany protein). V textu také chybi povétSinou odkazy na obrazky.

Dotazy:

- na str.29 je uvedeno slozZeni lyzaéniho pufru - co je mysleno smési inhibitor(? Jaka
je jejich funkce v lyzaénim pufru? Jaka je role sloucenin jako je fluorid sodny,
pyrofosfat sodny a fenylmetansulfonylfluorid v lyzaénim pufru? V postupu pak
uvadite BugBuster. Byl tedy uvedeny lyzacni pufr pouzit?. Jaké jiné moznosti lyze
E.coli by se daly teoreticky pouzit?

- na str. 32 uvadite podminky PCR reakce. Vysvétlete podle ¢eho jste volila teplotu
annealingu?

- vysvétlete pfitomnost prouzkd o malé velikosti (pod 500 bp) na agarosové
elektroforéze (obr. 11), které nijak ve vysledcich nekomentujete.

- kolik proteinu sdr12 bylo ziskano procesem popsané uvodni exprese a purifikace
v 50 ml kultury E.coli? Je jeho Cistota dostate¢na? Bylo by ji mozné zvysit? Jak?

- doporucte jakymi metodami by se dalo ovéfit, Ze ziskany enzym ma vhodnou
strukturu, neni denaturovany ¢i agregovany a lze ho vyuzit pro studium jeho funkce?

- byla jiz provedena charakterizace nékterych sdr enzym( u pfibuzného organismu
Caenorhabditis elegans o kterém se v DP zmirfiujete nebo jiného? Pro€ neni uvedeno
v diskusi napfiklad DHRS4 C. elegans z ¢lanku Kisiela M. et al. (2017), FEBS
Journal, 285 (2), 275-293.

hodnoceni, prace je: velmi dobra k obhajobé: doporucuji
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