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Predlozend diplomova price studentky Lucie Calové se zabyva srovnavanim Gg&inku
vybranych chaotropnich latek a detergentd za rlGznych reakénich podminek na
imunokomplex tvofeny mezi antigenem vazanym na sténé mikrotitraéni desti¢ky a
specifickou protildtkou ze séra. Pro detekci je pouZita klasicka sendvi€ova metoda ELISA, kdy
se mira rozvolnéni vazby mezi antigenem a protilditkou po o3etfeni testovanymi latkami
hodnoti reakci se sekunddrni protilaitkou znadenou enzymem. Pro vyjadieni Gcinku
jednotlivych chaotropnich latek a detergent( slouZi tzv. aviditnd index vyjadfujici koncentraci
Cinidla, pfi které dochdzi k uvolnéni 50 % protildtek z imunokomplexu. Navic je stanovenim
aktivity modelového antigenu a-chymotrypsinu ovéfovano, zda za danych podminek
nedochazi k poSkozeni biologické aktivity reagencii.

Diplomova prace mé klasické ¢lenéni, zahrnuje kratky Gvod, obsahlou teoretickou ¢ast (24
stran), nasleduje jednostrdnkovd konkretizace cilG diplomové prace a experimentalni ¢ast (9
stran), vysledky jsou diskutovany na 36 strankach a zavéry shrnuty na 1 strance. Celkovy
rozsah prace je v€etné pfiloh, seznamu pouZitych zkratek a literatury 110 stran. V pribéhu
prace i v seznamu literatury (celkem 83 citaci) studentka spravné pouziva a dodriuje citacni
normy. Po formalni strance préce spliiuje pozadavky na ni kladené a je napsana stylisticky
dobre a Ctivé s minimem preklep.

Teoreticka Cast se vénuje podrobné charakterizaci antigend a protilatek véetné popisu jejich
reakce, dale je zpracovan prehled zékladnich imunoanalytickych metod spolu s metodami
pouZivanymi pro stanoveni avidity protilatek a nakonec je uveden popis chaotropnich latek a
detergentl. V experimentalni Casti jsou popsdny metodické postupy, které si studentka
zvladla osvojit vramci této diplomové prace, zahrnujici jednak optimalizaci testu ELISA,
testovani udinku vybranych chaotropnich latek a detergentd metodou ELISA doplnénou o
tzv. rozvoliovaci krok, a dale pak stanoveni aktivity a-chymotrypsinu v rizném usporadani.
Ve vysledkové &asti jsou interpretovény ziskané vysledky, které jsou prehledné dolozeny
formou tabulek a grafii. VSechna stanoveni byla provadéna ve dvou na sobé nezavislych
méfenich a pro dplnost jsou veskera naméfena data pouzita pro sestrojeni grafi uvedena v
pfiloze. PfedloZené vysledky umozZriuji uéinit zavéry a hodnoceni a lze tedy konstatovat, ze
zékladnich cild diplomové préce bylo v prib&hu fedeni dosazeno.

K predloZené praci mam nékolik drobnych pfipominek:
e v teoretické Casti bych doporucovala pro lepsi pfehlednost a orientaci v textu

Vv

problematiku a jsou natolik rozsahlé, ze by tomu tak mohlo byt ucinéno
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u nékterych obrazkd prevzatych z cizojazy¢né literatury (obr. 1 a 5) chybi uprava do
cestiny, ktera by byla pro jednoznacnost Zadouci

v ramci optimalizace podminek ELISA metody bylo testovéno rGzné fedéni konjugétu
(1 : 2000 - 1 : 64000), v experimentalni ¢asti je ovSem v popisu metody (kap. 4.6)
nespravné uvedeno, Ze timto zplUsobem bylo fedéno vySetfované prasedi sérum a
konjugat byl pouZit v konstantnim fedéni 1 : 8000

v textu je pouZivano nepresné oznaceni "praseci konjugat" pro kraliéi protilatky proti
prasecim 1gG znacené HRP, pro vyjadieni zjednoduseného oznaceni této reagencie by
pak bylo presnéjsi pouZit vyraz krali¢i konjugat vzhledem k jeho pGvodu

Dopliiujici otazky pro studentku jsou nasleduijici:

1)

2)

3)

U tabulek €. 28, 31 a 34, v nichZ jsou uvedeny naméfené hodnoty pH testovanych
roztokd, neni jasné, pro¢ jsou pro kazdou koncentraci roztoku uvedeny dvé hodnoty
pH, jedna se o dvé nezdvisla méreni, z nichZ je pocitan pramér, ktery je pak v textu
dale pouzivan pfi hodnoceni vysledki nebo jde o opakované méfeni pH téhoz
roztoku po 15 minutach jak je to vyjadreno v tab. 25? V textu neni uvedena tabulka
hodnot pH jednotlivych roztokd TFA s 1% SDS, z vysledk( (napf. obr. 40) vyplyva, Ze
tyto hodnoty byly totoZné jako v roztocich odpovidajici koncentrace TFA bez ptidavku
SDS, bylo tomu skuteéné tak?

Ve vysledkové ¢&asti v kapitole vénované optimalizaci (kap. 5.2) neni dostate¢né
popsan princip hodnoceni, neni zde jasné, co znamena srovnavany pomér P/N a co
bylo pouZito v tomto experimentu jako negativni kontrola. Navic zde neni zcela jasné
vysvétleno, pro¢ byly jako optimalni podminky vybrany koncentrace antigenu 30
pg/ml a fedéni konjugatu 1 : 8000, kdyZ na pfedchozi strance v souvislosti s tabulkou
¢. 9 je uvedeno, Ze nejvysSiho poméru P/N je dosazeno pfi pouziti koncentrace
antigenu 15 pg/ml a fedéni konjugatu 1 : 160007?

Pro stanoveni aktivity a-chymotrypsinu byl pouZit nizkomolekuldrni substrat
SUPHEPA, ktery oviem za testovanych podminek napf. pfi stanoveni ve zkumavkach
(kap. 5.4.2) nevykazoval dostatecnou citlivost, bylo by v tomto pfipadé mozné pouzit
néjakou alternativni metodu, ktera by citlivost stanoveni zlepsila?

Zavérem lIze konstatovat, Ze navzdory pfipominkdm, préce dosahuje vysoké kvality. Je
zfejmé, Ze prace vyzadovala vzhledem k objemu dat vysoké pracovni nasazeni a dosazené
vysledky jsou zajisté prinosné pro daldi vyuZiti. Praci proto doporuéuji k obhajobé a
doporuduiji ji ohodnotit zndmkou vyborné.
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