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PfedloZena diplomovd prace se zabyvé optimalizaci dvou vybranych metod pro
stanoveni koncentrace proteint, konkrétné metody dle Bradforda a metody s kyselinou
bicinchoninovou (BCA). Pro srovnani metod bylo pouZito nékolik standardnich proteinu (BSA,
fibrinogen, y-globuliny), komplexni biologické vzorky (tkafiové homogenaty mysich jater a
ledvin), a nakonec byla studovdna také interference stanoveni pouzitim rlznych
aminokyselin a farmak.

Diplomova prace ma pfiméreny rozsah (95 stran) a klasické &lenéni, zahrnuje kratky
Uvod, teoretickou ¢ast (32 stran), nasleduje jednostrankova konkretizace cild diplomové
prace a experimentalni ¢ast (14 stran), vysledky jsou shrnuty na 17 strankach, diskuze je
uvedena na 3esti strdnkdch a zavér pak na jedné strance. V pribéhu prace i vseznamu
literatury (celkem 93 citaci) studentka spravné pouziva a dodrzuje citacni normy.

Teoretickd Cast se vénuje struktufe, vlastnostem a déleni protein(i, véetnd popisu
vybranych zéstupcl (napf. hovéziho sérového albuminu), a déle metodam stanoveni
koncentrace proteind. V experimentalni ¢asti jsou popsany pouZité metodické postupy,
zahrnuji optimalizaci metody dle Bradforda a BCA, postupy stanoveni v rliznych vzorcich a
testovani interference. Ziskané vysledky jsou doloZeny formou tabulek a grafl ve vysledkové
Casti popf. v pfiloze a jsou patfiéné diskutovany.

Prace je sepsana srozumitelné s minimem stylistickych neobratnosti a pFeklepd, po
formalni strance splfiuje pozadavky na ni kladené a lze také konstatovat, Ze bylo dosazeno
zadanych cild diplomové préce.

K pfedloZené praci mam par drobnych pfipominek:

e nékteré obrazky uvedené v rdmci teoretické ¢asti jsou v anglictiné (Obr. €. 6 a 16), u
Obr. 16 navic neni uveden zdroj,

* vobsahu chybi cislovani hlavnich kapitol (1, 2, 3,..), text je misty neuspofadany ale
predevSim mam pfipominku k &lenéni kapitol v ramci teoretické prace, kdy veskeré
podkapitoly jsou zafazeny pod kapitolu ,2.1 Stavba bilkovin“, véetné metod
stanoveni koncentrace bilkovin, které by bylo vhodnéjsi vyclenit zvlast,
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v praci je uvedeno nékolik nepfesnosti: napf. na str. 35 je v nepiesném formatu
vyjadfena molekulovd hmotnost BSA (66.430 Da); na str. 51 v tabulce VIII je chyba
v pripravé roztoku o koncentraci 10 pg/ml; na str. 59 chybi popisek u obrazku 18; na
str. 60 v tabulce XIV neni spravné nazvan prvni sloupec (nejedna se o koncentrace
zasobniho roztoku ale mnozZstvi acetaminofenu v pmol); na str. 61 je uvedeno, Ze u
kalibrace (graf 2) pfi laboratorni teploté jsme zaznamenali vy33i po&ateéni absorbanci
nez v pfipadé stanoveni pfi 37°C (graf 3), co? z grafil nevyplyva a vyjadreni neni
presné; na str. 63 je chybné uveden odkaz na grafy 5 a 6 misto 4 a 5.

Doplfujici otazky pro studentku jsou nésleduijici:

1)

2)

3)

V praci neni uvedeno presné slozeni roztoku kyseliny bicinchoninové, ktery se pro
stanoveni micha s 4% roztokem siranu médnatého v poméru 50:1. Nenf tak jasné, zda
je pfi reakci zasadité prostfedi pozadované pro redukci médnatych iont(?

Na str. 14 vteoretické casti je uvedeno, Ze bilkoviny jsou slozeny z mnoha
aminokyselinovych zbytkd. Mohl by byt tento udaj upfesnén a je n&jaka limitace ve
velikosti stanovovanych molekul u jednotlivych studovanych metod (BCA a dle
Bradforda)?

Na str. 38 vtabulce VIl je uvedeno, e metoda BCA je vétdinou nezavisla na
aminokyselinovém sloZeni, ve srovnani s metodou dle Bradforda. Prosim o blis&i
vysvétleni, ¢im je to ovlivnéno?

Zavérem lIze konstatovat, Ze navzdory pfipominkam, prace dosahuje dostatecné kvality a
spliuje pfedpoklady potifebné pro doporuéeni k obhajob&, a sohledem k uvedenym
skute¢nostem praci hodnotim znamkou velmi dobfe. /
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