Oponentsky posudek k diplomové praci

Syntéza imunofluorescenénich sond pro analyzu vyznamnych
biologickych molekul

Bc. Aneta Smerdova

Diplomov4 prace o rozsahu 106 stran se zabyva optimalizaci syntézy fluorescenénich
sond pro analyzu biologickych vzorkii. Jako fluorofory byly pouzity CdTe kvantové tecky a
fluorescein. Syntéza fluorescen&nich sond byla kontrolovana pomoci kapilarni elektroforézy a
hmotnostni spektrometrie.

V teoretické &asti o rozsahu 29 stran jsou vysvétleny principy fluorescence, kapilarni
elektroforézy a hmotnostni spektrometrie. Je zde také vypracovan piehled fluorescencnich
sond a metod p¥ipravy kvantovych tedek a jejich konjugace s dalSimi molekulami.

Experimentalni &4st na deseti stranich popisuje pouZité pristroje, pfipravu roztokd,
syntézu fluorescen¢nich sond a konjugaci proteinii a protilatek s fluorofory a konjugaci dvou
proteind. Kapitola Vysledky a diskuze (50 stran) obsahuje separace kvantovych te¢ek od
zbytkii reakéni smési pomoci gelové permealni chromatografie, pripravu fluorescen¢nich
sond riiznymi konjuga¢nimi reakcemi, jejich optimalizaci a sledovani pomoci kapilarni
elektroforézy. Daldi velkou rozsahlou &asti je sezndmeni s metodou hmotnostni spektrometrie
a jeji vyuziti pro kontrolu konjuga¢nich reakci myoglobinu s fluoresceinem a s glutathionem a
optimalizaci podminek syntézy. V zavéru této kapitoly je aplikace pfipravene fluorescen¢ni
sondy na redlny biologicky vzorek. Namé&fend experimentdlni data jsou nedostatecné
diskutovana a komentovana a v textu nejsou odkazy na obrazky a tabulky. V Zavéru
studentka shrnula viechny provedené experimenty a jejich vysledky. Chybi mi v3ak obecngjsi
zavéry a poznatky vyplyvajici z naméfenych dat.

Diplomova prace obsahuje 48 literarnich odkazli. Z toho 40% tvofi odkazy na
internetové stranky. Jsou to zejména odkazy na vyrobce fluoroforli a jejich internetové
katalogy s vlastnostmi a charakteristikou nabizenych produktd a vysokoSkolska skripta
zp¥istupnéna jejich autory ve formétu pdf, coz je v souladu se souc¢asnym trendem. Jako
problematické bych ozna¢ila odkazy na oteviené internetové encyklopedie, kde neni zarucena
spravnost informaci (napf. citace 45). Dale bych predlozené diplomové praci vytkla
nedodrzovani citagnich norem, kdy je uvadén pouze prvni autor a u nékolika citaci chybi
nékteré bibliografické udaje.

Predlozena diplomova préace spliiuje cile stanovené v jejim zadani a je zpracovana na
arovni znalosti studenta magisterského studia. Prace obsahuje velké mnoZstvi pieklept,

gramatickych a formalnich chyb. V praci neni dodrzovano jednotné oznalovéni jednotek,



naptiklad molarni koncentrace je uvadéna v jednotkach M, mol/l nebo neni uvedena viibec, a
veli¢in, napiiklad pro kvantovy vytézek je na stran€ 16 pouzit symbol qr a na stran€ 17 ®@. Je

Casto pouzivan laboratorni slang a anglické terminy (napf. triplexovy stav, kadmium telurid).

Dalsi pfipominky a dotazy:

Str. 12 — Uvadite, Zze luminiscence se déli na fluorescenci a fosforescenci. Jaké jsou
dal$i druhy luminiscence?

Str. 25 — Uvadite, Ze smichanim roztokti CdCl, a kyseliny 3-merkaptopropionové
vznikne prekurzor kyanidového roztoku.

Str. 27 — Opakuje se cely odstavec.

Str. 28 — Popis orientované vazby s fluorescenéni latkou neni jasny a kompletni,
mobhla byste ho upfesnit?

Str. 31 — V kapitole 2.5.2. Elektroosméza popisujete vznik elektroosmotického toku a
mimo jiné uvadite, cituji: ,, Ke stén& je pfitazena vrstva kladn& nabitych kovovych ionti
z pufru.“ Mohla byste upfesnit o jaké kovové ionty se jedna?

Str. 44, kapitola 4.3.1.3. — U pfipravy roztoku kvantovych te¢ek neni uveden objem
pufru, ve kterém byly rozpust€ny.

Str. 44, kapitola 4.3.1.4. — Roztok jakého proteinu byl ptipraven? Cituji: ,,Pfipravila
jsem si zasobni roztok myoglobinu (Sigma-Aldrich, USA) o koncentraci 5,89* 10 mol/l.

V 1 ml 0,1 M fosfatového pufru jsem rozpustila 10 mg ovalbuminu (Sigma-Aldrich, USA).*

Str. 46 — V popisu aparatury pro kapilarni elektroforézu uvadite, cituji: ,,Fluorescen¢ni
signdl prochdzi pres optické filtry (Oriel, Newport, USA) do mikroskopového objektivu (Orel,
USA) a je detekovan pomoci fotonasobi¢e (Hamamatsu, Japonsko) a zpracovan zafizenim pro
sbér a vyhodnoceni signalu (CSV, DataApex Dobfichovice).” Mohla byste uvést spravné
poradi optickych prvka?

Str. 55 — V kapitole 5.2.1.2. uvadite, Ze vé&tsi roli nez zkoumany vliv teploty méla
koncentrace reaktantil. Pro¢ nebyly koncentrace pro vSechny reakce stejné?

Str. 59 — V popisku obrazku 32 je uvedeno &islo vzorku 1 misto 2.

Str. 61 - Odkaz na obrazek 36 misto 34.

Str. 65 — Tabulka 7 a nasledng také 9 a 11 je pojmenovéana jako Popis vzorku
myoglobinu pomoci vzorce. Mohla byste uvést jaky vzorec popisuje tyto tabuky?

Str. 69 — V textu je uveden odkaz na obrazek 39 misto 40.

Str. 75 — PiSete, cituji: ,,Pf jednadvacetindsobné nadbytku FITC roste mnoZstvi
nezreagovaného FITC, ktery se ionizuje vice nez myoglobinu. Diky vysoké ionizaci FITC
jsem schopna zobr. 48 urgit obalky konjugitu.“ Mohla byste tento zajimavy jev blize

vysvétlit?



Str. 98 — PiSete, Ze v obrazku 65 jsou zfetelné obalky proteind myoglobinu a
transferinu, zatimco po jejich konjugaci je pozorovéna pouze jedind obéalka — obrazek 66.
Tento obrazek ma vSak osu x pouze do m/z asi 1900, zatimco obdlka transferinu byla

naméfena az pti m/z asi 2500.

Studentka prokézala schopnost fesit zadany ukol, vysledky zpracovat a prezentovat pisemnou

formou. Préci doporuduji k obhajobg a navrhuji hodnoceni: 2
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