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PfedloZzend diplomova prace se zabyva optimalizaci postupu izolace a nasledné
detekce enzymu ceramidsyntdzy z rliznych typ( biologického materidlu, jako je jaterni a
pankreatickd tkan ¢i dostupnéjsi krevni vzorky. Vedle izolaénich metod zahrnujicich rtzné
modifikace postupné frakéni centrifugace vzorku, byla testovdna také metoda
imunomagnetické separace pomoci specifickych protilatek vdzanych na povrch magnetickych
Castic. Pro detekci enzymu byly testovdny metody gelové chromatografie v kombinaci
s Western blot analyzou, pfipadné hmotnostni spektrometrie srlznou uUpravou a
predseparaci vzorku.

Prace je strukturovana klasickym zplGsobem a jeji rozsah ¢ini 151 stran, coz je pro tento
typ prace spiSe nadprimérné. Po strucném uvodu nasleduje teoretickd ¢ast o rozsahu 32
stran, ktera se vénuje enzymm lipidového metabolismu se zamérenim na ceramidsyntdazy a
dale pak metodam izolace a stanoveni aktivity ceramidsyntazy-2. Nasleduje formulace cil(i
diplomové prace, na nez navazuje experimentdlni ¢ast. Ta na 29 stranach detailné popisuje
pouzité metody pfripravy vzork( vcéetné jejich analyzy, a nakonec postup imobilizace
specifickych protilatek s naslednym pouzitim pfipraveného imunosorbentu kizolaci
ceramidsyntazy 2. Vysledky jsou prehledné shrnuty a diskutovany na 48 stranach, kde jsou
dolozeny formou obrazk( ¢i tabulek. Zavér je zpracovan na necelé jedné strance. V pribéhu
prace i v seznamu literatury, ktery obsahuje celkem 139 citaci, studentka spravné pouziva a
dodrzuje citacni normy.

Prace plsobi ucelenym dojmem s pfiméfenym mnozstvim preklepld a drobnych
stylistickych neobratnosti. Po formalni strance préce spliuje veSkeré pozadavky na ni
kladené a Ize také konstatovat, Zze bylo dosazeno vsSech stanovenych cild. Ackoliv nékteré
experimenty nepfinesly olekdvané vysledky, autorka vidy vhodné okomentovala mozné
priciny nelspéchu a navrhla dalsi experimentdlni postupy k jejich resSeni. Rozsah ziskanych
vysledk( a rGznorodost pouzitych analytickych metod svédci o znaéném usili, které autorka
do préce vlozila.

K praci mam pouze nékolik drobnych pfipominek:

- Prvni se tyka &islovani kapitol. Za ,,Uvodem“ nésleduji kapitoly 1-4 vénované teorii, poté je
zarazena necislovand kapitola ,,Cile prace”, a nasleduje kapitola 5 — ,,Experimentalni ¢ast”.
Jako vhodnéjsi by se nabizelo oznacit kapitolu 1 jako , Teoretickad ¢ast” a zahrnout do ni



vSechny Ctyfi uvedené teoretické kapitoly. Ddle by mohla nasledovat kapitola 2 — ,,Cile
prace”, kapitola 3 — ,, Experimentdlni ¢ast” atd.

-V kapitolach 3 a 4 je chybné uvedeno Cislovani podkapitol zacinajici oznaenim 3.2 a 4.2,
namisto spravného 3.1 a 4.1.

-V experimentalni ¢asti jsou na strané 57 duplicitné uvedeny pouzité protilatky - jednou
v ,Seznamu chemikalii”, podruhé v ,Seznamu biologického materidlu“.

- Vtextu se ojedinéle vyskytuji nepfesné formulace, napf. na strané 48: ,Jako sekundarni
protilatka byla pouzita kifenova peroxiddza“.

Na studentku mam nasledujici doplfujici otazky:

1) Na str. 21 je uvedeno, Ze se ceramidy podileji na iniciaci apoptdzy, pficemz je zde pouzit
nespravny termin propapopticky a proapoticky. Jaké by mélo byt spravné oznaceni a jak
konkrétné se ceramidy pfi apoptdze uplatiuji?

2) Pomoci LC-MS analyzy byla potvrzena vysokd mira nespecifické sorpce protein(i ze vzorku
na povrch imunosorbentu pfi imunomagnetické separaci. Moha by byt jednou z pfi¢in i
nedostatecna blokace reaktivniho povrchu ¢éstic? Jakym zplsobem by bylo pfipadné mozné
tento jev omezit?

3) Vpraci je zminéna vysokd afinita specifickych protilatek vazanych na magnetickych
Casticich jako pfi¢ina nedostatecné eluce ceramidsyntdzy 2 pfi imunomagnetické separaci.
Jakym zplsobem by bylo mozné afinitu protilatek experimentalné ovérit?

Zavérem bych rada podotkla, Ze i pres vySe zminéné drobné nedostatky se jednd o praci
vysoké kvality, v niz byly ziskany origindlni vysledky, které bezpochyby pfispéji k feseni
projektu, jehoz byla tato prace soucasti. Praci proto doporucuji k obhajobé a hodnotim ji
znamkou vyborné (A).
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