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Predlozena diplomova prace se zabyva identifikaci proteinli reagujicich
s autoprotilatkami obsazenymi v sérech pacientd s mnohocetnym myelomem, které by
mohly mit diagnosticky ¢i terapeuticky potencidl. PouZita byla serologicka proteomova
analyza, v ramci niZ byla optimalizovana predevsim 2-D elektroforéza bunéénych lyzatd
spolu s metodami vizualizace separovanych protein na membrdané. Vybrany protokol byl
pak aplikovan pfi imunodetekci s pouZitim pacientskych sér.

Diplomova prace ma priméreny rozsah (99 stran) a klasické ¢lenéni, zahrnuje kratky
uvod, nasleduje teoreticka ¢ast (34 stran), konkretizace cil( diplomové prace, experimentalni
Cast (17 stran), vysledky jsou shrnuty a diskutovany na 18 strankach, a zavér pak na jedné
strance. V pribéhu prace i vseznamu literatury (celkem 162 citaci) studentka spravné
pouZiva a dodrzuje citacni normy.

Teoreticka cast se podrobné vénuje charakterizaci mnohocetného myelomu zahrnujici
patogenezi, klinické priznaky, diagnostiku a terapii onemocnéni, a dale pak zdkladnim
metodam analyzy proteinG a imunoproteomu. V experimentdlni ¢asti jsou popsany pouzité
metodické postupy stanoveni koncentrace proteinl, jednorozmérné a dvourozmérné
elektroforetické separace protein(, dale metody vizualizace separovanych proteind na gelu a
membrané, imunoblotovani s pouzitim pacientskych sér a nakonec postup pfipravy vzorku
pro zavérecnou hmotnostné spektrometrickou analyzu véetné uvedeni podminek vlastniho
méreni a vyhodnoceni dat, které bylo provadéno pracovnikem katedry. Ziskané vysledky jsou
dolozeny formou obrazkd a tabulek ve vysledkové ¢asti.

Prace je sepsana srozumitelné s pfiméfenym mnoZstvim stylistickych neobratnosti a
preklepl. Po formalni strance spliiuje pozadavky na ni kladené a Ize také konstatovat, Ze bylo
dosazeno zadanych cil( diplomové prace.

K predloZené praci mam par drobnych pripominek:

e V prdci neni ocislovana kapitola Cile diplomové prace a Zavér. Tyto dvé kapitoly jsou
uvedeny jak v Obsahu, tak vtextu volné bez zadlenéni do Ciselné rfady ostatnich
kapitol.




Nezdaji se mi hodnoty odpovidajici pfipravé kalibraéni Ffady pro stanoveni
koncentrace proteini uvedené v tabulce 6 na strané 56, je-li zasobnim roztokem ve
tfetim sloupci myslen 7,5 mM roztok BSA.

V anotaci a ve vysledkové &asti na str. 74 je uvedeno, Ze cilem serologické
proteomové analyzy bylo identifikovat reaktivni proteiny v sérech pacientd, pfesnéjsi
by byla formulace, Ze cilem bylo identifikovat proteiny reaktivni s protilatkami
obsazenymi v sérech pacienta.

Ve vysledkové &asti by mély byt detailnéji popsany kritéria vybéru proteinovych skvrn
a tyto skvrny by bylo vhodné oznalit i na obrézcich zobrazujicich vysledky
imunodetekce. V seznamech na str. 78 a 83 uvadéjicich vyskyt proteinovych skvrn
v jednotlivych pacientskych sérech by pak chtélo uvést kritérium oznaceni nékterych
skvrn jako vyznamnych.

V tabulce 11 na str. 79 chybi udaj o Cetnosti vyskytu identifikovaného proteinu
glukéza-6-fosfat-1-dehydrogenazy.

Na strané 82 je uvedeno tvrzeni, Ze se podafilo identifikovat v bunéném lyzatu RPMI
10 z 12 skvrn, z tabulky 12 oviem vyplyva, Ze bylo identifikovano 9 z 12 skvrn, u tiech
vzorku (20,22 a 27) je uvedeno, Ze se je nezdafilo identifikovat.

Dopliujici otazky pro studentku jsou nasledujici:

1)

2)

Pro stanoveni koncentrace protein( je v praci pouZivana bicinchoninova metoda. Jak
je uvedeno na strané 56, pracovni roztok byl pfipraven smichanim tfi reagencii z kitu.
Neni uveden vyrobce kitu ani specifikace jednotlivych reagencii. Mohla byste upresnit
slozeni pracovniho roztoku a nastinit princip stanoveni?

Pfi opakované imunodetekci na membrané je v protokolu na str. 63 uvedena pouze
hodinova inkubace membrany s primarni protilatkou, zatimco v zakladnim protokolu
imunodetekce je inkubace pfes noc. Je hodinova inkubace dostacujici? Byly
pozorovany néjaké rozdily ve vysledné imunodekci pfi prvnim a opakovaném pouZiti
membrany? Byla provadéna kontrola odmyti protilatek pfed daldim pouzitim
membrany?

Zavérem lze konstatovat, e navzdory pfipominkam, prace dosahuje dostatecné kvality a
splituje predpoklady potfebné pro doporuceni k obhajobé. Sohledem k uvedenym

skute¢nostem praci hodnotim znamkou ve}mi jobfe.
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