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Predlozena diplomova prace studentky Lucie Senkové se zabyva piipravou
imunofluorescen¢nich sond uréenych pro zna¢eni vybranych biologicky vyznamnych molekul
a jejich naslednou detekci pomoci fluorescenéni mikroskopie.

Teoreticka ¢ast je zpracovana piehledné a vénuje se zakladim a principu fluorescence,
popisuje fluorescenéni mikroskopii a jeji jednotlivé modifikace, principy Kkapildrni
elektroforézy a afinitni chromatografie a vneposledni fad¢ je uveden piehled
imunofluorescen¢nich sond spolu s metodami jejich syntézy. V experimentdlni ¢asti jsou
podrobné popsany metodické postupy, které si studentka zvladla osvojit vramei této
diplomové prace, zahrnujici rizné techniky konjugace, pres nasledné vazby na pfipravené
konjugaty, az po vlastni znageni cilovych molekul v redlnych vzorcich. Ve vysledkové a
diskusni ¢asti jsou podrobné interpretovany ziskané vysledky, které jsou dolozeny formou
tabulek, grafti a obrazka.

Diplomova prace obsahuje 81 citaci, v&etné odkazl na rizné internetové zdroje, které jsou
zpracovany podle citaénich norem. Rozsah prace je 102 stran. Prace je napsana stylisticky
dobfe a ¢tivé. Nevyskytuji se zde hrubé pravopisné chyby, ale je zde zbytecné hodné
preklept, kdy chybi nebo piebyva pismeno (napi. viskozit — viz. Seznam pouzitych zkratek,
persira amonny — str. 56, episfluorescenéni — str. 18, aminokyslelinami — str. 33,
metamfetamamin — str. 29), popf. je nespravné potadi pismen ve slové (napf. anit-
ovalbuminové IgG — str. 43), coz muze byt pfisuzovano nepozornosti pii rychlém psani textu.
V textu by dale mélo byt sjednoceno pouzivani s/z ve slovech napf. myozin (str. 18) vs.
plasmovy (str. 22) a déle pak pouzivani mezer mezi odstavci (napt. viz. str. 18).

K diplomové praci mam par drobnych ptipominek a dotaza.

1) Neni spravné vysvétlena zkratka BCA, jedna se o kyselinu bicinchoninovou, nikoliv
bicinchoninikovou jak je uvedeno, zkratku ELISA by bylo vhodngjsi vysvétlit ceskym
ekvivalentem oznaceni.

2) Je pouzito duplicitné oznaceni kapitol 2.5.4 (2.5.4 Zelené fluoreskujici protein a 2.5.4
Kvantové tecky), toto oznaceni se vyskytuje jak v obsahu tak i ve vlastnim textu na
str. 33 a 34.

3) Vtextu je pouzito nékolik riznych oznaceni pro pouzité magnetické mikrocastice:
SiIMAG, SiMag (4.2 — Obsah), Si-MAG (str. 48).

4) Je nespravné pouzivan zapis Autor et. al (napf. str. 36) - misto Autor ef al.

5) Nespravné je také pouzit vyraz tens (str. 19) misto tenci, vyraz biomedicialni (str. 24,
36, 40) by bylo vhodné&jsi nahradit vyrazem biomedicinsky, a spojeni na str. 33:
viditelny pod ozafenim nahradit spojenim viditelny pii ozafeni. Na nékolika mistech
v textu se také vyskytuje nespravny zapis: .....text .[X]. (str. 30, 37).

6) V kapitole 4.2 experimentdlni Casti je popisovana konjugace anti-ovalbuminu na
magnetické ¢astice SIMAG-hydrazid, chybi zde udaj o pouzitém mnozstvi ¢astic.

7) U popisu dodavajici firmy Sigma-Aldrich je nespravné uzivano St. Luis (napf. str. 48)
misto St. Louis.



8) U grafu ¢. 1 jsou nespravné uvedeny jednotky u koncentrace na ose x, misto mg/ml by
melo byt pug/ml.

9) Pii ov€fovani mnozstvi navazanych anti-ovalbuminovych protilatek na magnetické
¢astice v kapitole 5.1 je uveden BCA test jako metoda pro zjisténi kvantitativniho
mnozstvi nenavdzan¢ho anti-ovalbuminu, je zahrnuta i kalibra¢ni kiivka pro vypocet
ale nejsou zde uvedeny zadné vypocitané hodnoty, pro¢?

10) V kapitole 5.2 popisujici vazbu ovalbuminu na piipraveny konjugat by bylo vhodné&jsi
pii SDS-PAGE detekci nanaset originalni vzorek ovalbuminu na gel spole¢né se
supernatantem po vazbé, aby bylo mozné porovnat pfipadny ubytek ovalbuminu po
vazbé.

11) Pro fluorescencni znaceni apoptotickych lidskych lymfocytd byly pouzity tfi postupy,
v kapitole 5.6.1 je popisovan t¥eti postup jako nejlepsi, rada bych se studentky zeptala,
¢im si tento fakt vysvétluje?

12) Dale mam dotaz, zda a pfipadné jakym zptsobem je ovéfovana u¢innost modifikace
(. mnozstvi zavedenych hydrazidovych skupin) QD pomoci ADH?

Prace spliiuje stanovené cile zadani. Prestoze vysledky ziskané pti znaceni redlnych vzorki
bude potieba jeste dale optimalizovat, je diplomova prace pfinosem v daném vyzkumu a vySe
uvedené pripominky a nedostatky jsou vétSinou formalni a vyrazné€ nesnizuji jeji kvalitu.
Proto hodnotim vyborné — M.
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V Pardubicich 21.5.2010 K’?Igr. Barbora Jankovicova



