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Struktura/clenéni prace:

Piedlozena diplomova prace ma standardni ¢lenéni experimentalnich praci. Uvod prace
Ctenafe stru¢né seznami s enzymem 173-hydroxysteroiddehydrogenaza typu 10 (178-HSD10),
jeho roli v ontogenezi a neurodegenerativnich poruchach. Teoreticka cast je Clenéna na ti
podkapitoly. Kapitola o studovaném enzymu nabizi zakladni informace o struktufe kodujiciho genu
a samotném proteinu. Nechybi zde kapitola s informacemi o fyziologické funkci enzymu, tato
tématika je pomérné slozita, text vSak stru¢né a prehledné definuje jeho nejdulezitéjsi funkce
v lidském organizmu. Logicky pak nasleduje kratka reSerSe onemocnéni, ktera souvisi jak
s nadmeérnou, tak deficitni pfitomnosti enzymu. Obsahoveé vyznamnou cast textu pak predstavuje
kapitola vénovana Alzheimerové chorobé. Kapitola Amyloidovy prekurzorovy protein (APP)
spolu s kapitolou Amyloid-beta peptid na sebe logicky navazuji a vyust'uji tak plynule v kapitolu
o akumulace amyloid-beta peptidu a v kapitolu vénujici se vazbé 173-HSD10 na amyloid-beta.
V zavéru teoretické Casti by bylo mozna vhodné, vzhledem k tématu diplomové prace, vice rozvést
hypotézu zmény v genu HSD17B10 a jeji vliv na metabolismus/transport APP.

U pouzitého materialu by bylo lepsi uvadét i sidlo firmy a konkrétni produkt, tedy nestaci
napf. uvést pouze: centrifuga (Eppendorf).

Experimentalni cast je prehledné Clenéna. U pouzitych metod je na zacatku kratky
teoreticky uvod, tim bych spiSe obohatila teoretickou Cast. Dil¢i Casti praktické prace maji logickou
navaznost, experimenty jsou piehledné popsany. Je zde popsana exprese a purifikace proteinu 17f3-
HSDI10 a jeho mutovanych variant, SDS-PAGE elektroforéza produkovanych proteint, stanoveni
enzymatické aktivity wt 17B-HSD10 a jeho dvou mutantnich variant a stanoveni rovnovazné
konstanty reakce (pouze pro 178-HSD10).



Literarni zdroje, citace a jejich pouziti:
Seznam literatury je zpracovan peclive, sdéleni jsou v textu citovana spravne.

Vysledky a jejich zhodnoceni/diskuze:

Vysledkova cast je dobfe zpracovana. Mam zde presto ne€kolik pripominek. Pro logickou
navaznost by bylo lepsi ptehodit reportovani vysledku pro kapitolu 5.1 a 5.2, prvni tedy uvést
meéfeni koncentrace proteinu a za néj poté zaradit SDS elektroforetické gely. V kapitole 5.1 autor
popisuje, ze byly vzorky béhem celého procesu purifikace sbirany na kvantitativni analyzu. Toto
je zde navic a nezapada do kontextu. U vysledki je misty znovu opakovan, ptipadné jesté doplnén
postup, ktery by mél byt soucasti experimentalni casti prace. V kapitole 5.3.3 se autor chybné
odkazuje na kapitolu 5.3.3.

Sepsani kvalitni diskuze je bezesporu tézkym ukolem. Autor si s timto poradil dobie a jde
vidét, ze chape principy veédecké prace. Vysledky jsou diskutovany s odkazem na dostupnou
védeckou literaturu. Autor obratné shrnul vysledky experimentu a navrhl dal$i mozné postupy.
Jako nejvétsi slabinu hodnotim misty neobratné vyjadreni, napiiklad: ,,0bé mutantni varianty 17f-
HSD10 nevykazovaly pri pouZité eseji enzymatickou aktivitu.”“, doporucuji nahradit: Ani jedna
z mutantnich variant nevykazovala pii pouzité eseji enzymatickou aktivitu. Dala bych si dale pozor
na tyto véty/souveéti: ,,O enzymaticky neaktivnich mutantnich formach 17p-HSD10 pise i Yang et
al..”, , U mutantni varianty 17p-HSD10 (Y168G, K172G) studované v této diplomoveé praci byla
také provedena zména tyrosinu ve stejné pozici 168, tentokrat na fenylalaninu funkcné podobny
alanin. *

Formalni uroven:

Pokud jde o formalni rozvrZeni prace, je prace standardné strukturovana. Prace je prehledna
a jednotlivé kapitoly jsou spravné sefazeny v obsahu umisténém na zacatku textu prace. I zde mam
nékolik pfipominek. Nékteré prevzaté obrazky jsou neostré. U obrazku €. 3, by bylo lepsi vytvofit
vlastni, v programu tomu uréeném. V tabulkach sjednotit umisténi jednotek, jednou autor jednotky
vypisuje jednotlivé, podruhé zase jednotky vpisuje do zahlavi.

Splnéni cilu prace:
Cile prace, tak jak byly definovany, byly splnény.

Celkové hodnoceni:
Diplomova prace, tak jak je predlozena, vykazuje jasné znamky seznameni autora
s pomérneé slozitou problematikou. Obzvlaste reSerSni Cast je velice Ctivé a zajimavé zpracovana.
Vypracovani této prace vyplyva z podminek uvedenych v § 46 Zakona o vysokych skolach
¢. 111/98 Sb., prace obsahuje vSechny predepsané nalezitosti, a proto ji doporucuji k obhajobé.



Otazky:

L.

Pro expresi rekombinantnich proteind jsou pouzivany rozlicné exogenni hostitelské
systémy, jako je Escherichia coli (jako 1 v pfipadé této DP), znate né€jaké jiné expresni
systémy a muze autor vyjmenovat jejich vyhody/nevyhody ?

Muze autor uvést néjakou jinou metodu pouzivanou k urceni identity proteinu?

V DP byla velikost izolovanych proteint ovéfena pomoci SDS-PAGE, existuji databaze,
kde je mozno ziskat Siroké spektrum informaci o studovanych proteinech a to i vCetné
velikosti proteint, muze autor néjaké vyjmenovat?

V zavéru prace je uvedeno, ze mutantnich forem nemajici enzymatickou aktivitu je mozné
vyuzit v budoucim vyzkumu a moznostech 1écby Alzheimerovy choroby, mize néjaky dalsi
souCasny vyzkum na toto téma autor uveést?

Muze autor vysvétlit toto tvrzeni, které se objevuje v reSersni ¢asti DP: Koncentrace 17p-
HSD10 v mozkomi$nim moku muze odrazet jeho mnozstvi v mozku. Bylo publikovano, ze
koncentrace 173-HSD10 v mozkomisnim moku klesa s vékem, presto je v mozkomiSnim
moku pacientt s Alzheimerovou chorobou 5,7 krat vice 17B-HSD10 nez v kontrolni
skupin€ odpovidajiciho véku.

V Hradci Kralové dne 13. 1. 2023 Miloslava Bajer Duracova



