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Pfedlozend diplomovd prace se zabyvd pfipravou imunosorbentu tvofeného
specifickymi protildtkami vdzanymi na vybranych superparamagnetickych casticich pro
prikaz kalretikulinu v plodové vodé souvisejiciho s rizikem vzniku zanétu. Optimalizovana
byla predevsim pfiprava imunosorbentu zahrnujici vybér vhodnych ¢astic a protilatek s cilem
zajistit maximalni vazebnou kapacitu a specifitu.

Diplomova prace ma 139 stran, cozZ je na tento typ prace spiSe nadprlimérné. Zminény
rozsah je predevSim diky obsahlé teoretické casti zahrnujici 60 stran. Teoretickd ¢ast se
vénuje popisu plodové vody a patologickych stavi v téhotenstvi, dadle pak biomarkeriim
intrauterinniho zanétu véetné kalretikulinu, ktery je specifikovan podrobnéji, a nakonec je
pfiblizena problematika imunomagnetickych separaci. Nasleduje konkretizace cili diplomové
prace a na ni navazuje experimentalni ¢ast, ktera na 21 strankach podrobné popisuje pouzité
metody pfipravy imunosorbentl s modelovymi a specifickymi protilatkami, ddle kontrolni
metody SDS-PAGE a dot-blot a nakonec postup ovéreni funkénosti specifického
imunosorbentu. Vysledky jsou shrnuty na 20-ti strankach, kde jsou doloZzeny formou obrazk(
Ci tabulek a jsou patfi¢né diskutovany.

Prace pusobi ucelenym dojmem s pfimérenym mnozstvim preklepl a pouze obcéasnych
stylistickych neobratnosti. Po formalni strance spliiuje pozadavky na ni kladené. Z pohledu
Ctenare bych moind jen uvitala zkraceni nékterych ¢asti prace napf. kapitola 1.2, kterd ma
oproti ostatnim kapitoldm stejné urovné dvojnasobny rozsah presahujici 20 stranek, by
mohla byt o néco stru¢néjsi. Ocenuji ovsem studentéinu peclivou praci s literaturou, kterou
dokazuje uctyhodnych 266 literarnich zdrojl citovanych spravné podle cita¢nich norem.

K praci mam par drobnych pfipominek: v obsahu nejsou uvedeny seznamy ilustraci,
tabulek a zkratek; v kapitole 1.2 je chyba v Cislovani podkapitol; nékteré zkratky nejsou
presné definovany (napf. gRT-PCR, HNP); prevzaté obrdzky s anglickymi popisky nejsou
prelozeny do cestiny.

Na studentku mam pak jesté nasledujici doplnujici otazky:

1) Na strané 95 mate uvedeno, Ze se po oxidaci roztok protilatek a jodistanu sodného
zakoncentruje na AMICON filtrech, nasledné se pak vzorek opét doreduje, Slo tedy
v tomto kroku pouze o zakoncentrovani nebo byl i jiny divod jeho provedeni?

2) Na strané 100 v postupu ovérovani funkcnosti specifického imunosorbentu neni
zminén objem, ve kterém probihala vazba antigenu. Dale je zde uvedeno, Ze se



vazebna frakce po inkubaci zakoncentrovavala na AMICON filtrech 100K/10K, prosim
o upresnéni cut-off hodnot pouzivanych filtrd v souvislosti s molekulovou hmotnosti
cilového antigenu v zakoncentrovdvané frakci?

3) Na strané 101 je uveden seznam castic pouzitych pro vazbu nespecifickych 1gG. U
jednotlivych typu castic jsou uvedené parametry dostupné od vyrobce, ne vidy je
definovana velikost ¢astic pfipadné jeho vazebna kapacita. Jaky je obecné vztah mezi
témito dvéma parametry?

4) Na str. 106 je neprfesna formulace v ndzvu kapitoly 4.1.3, kdy se nejednd o
magnetické c¢astice s modifikovanym Proteinem A ale magnetické Castice
modifikované Proteinem A. Na str. 107, kde hodnotite ucinnost vazby protilatek na
tyto castice, uvadite, Ze se jedna o neorientovanou imobilizaci, jinde v textu je ale
zminéno, Ze by mélo jit o vazbu orientovanou. Prosim o ujasnéni a vysvétleni rozdilu
mezi orientovanou a neorientovanou vazbou protilatek. V uvodu této kapitoly je jesté
zminka o tom, Ze vznika kovalentni vazba, v teoretické &asti na str. 74 je vSak
uvedeno, Ze vazba pres Protein A je nekovalentni, prosim také vysvétlit.

5) Na str. 102, jsou nedostatecné zhodnoceny vysledky dot-blotu, je pouze uvedeno, Ze
byla prokdzdna reaktivita u tfi vybranych klonl protilatek, ale chybi zhodnoceni
ostatnich. Navic je uvedeno, Ze vybrané klony 9B4 a 4D4 jsou purifikované a klon 5.1
nepurifikované protilatky. Na Obr. 23, 24 a 25 to ovSem vypada opacné, prosim o
vysvétleni.

Zavérem bych rada konstatovala, Ze studentka evidentné udélala velky kus prace a
ziskané vysledky budou zajisté pfinosné pro feseni projektu, jehoZ byla tato prace soucasti.
Praci proto doporucuji k obhajobé a hodnotim ji znamkou C.
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