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»Purifikace viru mozaiky jetele bilého (White Clover Mosaic Virus) s naslednou pfipravou antiséra a
izolaci 1gG pro sérologickou detekci viru pomoci ELISA”,

vypracované na Piirodovédecké fakulté Jihoceské univerzity a oddéleni Virologie, Ustavu molekuldrni
biologie rostlin, Biologického centra Akademie véd CR, v C. Bud&jovicich.

Cil prace je patrny z nazvu prace. Diplomantka pouZila 4 rGzné metody purifikace viru. Jedna z metod
vedla k ziskani dostate¢ného vytézku Cistého izolovaného viru. Po imunizaci kralikd se ji podafilo
pripravit kvalitni specifické antisérum proti viru. Po stanoveni titru protilatek izolovala IgG a po jejich
konjugaci s alkalickou fosfatdzou stanovila optimaini fedéni IgG a konjugatu pro ELISA. MnoZstvi
naro¢nych experiment( svéd¢&i o tom, Ze pracovala mimoiadné pilné a s velkym zaujetim. Vzhledem

k tomu, Ze protilatky maji vy$si kvalitu neZ komerc¢né dostupné protilatky od Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen v Braunschweigu v Némecku, neni pochyb o tom, Ze planovanych cil(i diplomové
prace bylo dosaZeno. Doporuduiji protildtky nabidnout napf. firmé Bioreba AG ve Svycarsku pro jejich
celosvétovou distribuci. Na pozitivnim vysledku se jisté projevilo i zodpovédné vedeni diplomantky ze
strany Skolitelky Dr. Franové a skutecnost, Ze téma bylo soucasti feSeni grantu NAZV QH71145, z
néhoZ byla podstatna ¢ast prdce financovana.

Autorka se béhem velmi naroc¢né prace detailné seznamila s celym procesem pfipravy protilatek
proti rostlinnym virCim, které i nadale zUstavaji zdkladem komeréni imunodiagnostiky vir( pfi
ziskdvani viruprosté sadby a osiv. Zvladla celou fadu zédkladnich a pokrocilych laboratornich metod
rostlinné virologie a elektronové mikroskopie.

Prace ma celkem 49 stran, je napsana péknou ¢estinou a je prehledné ¢lenéna do jednotlivych kapitol
s vybornou grafickou upravou. Vyborné a prehledné je zpracovan teoreticky Gvod prace, véetné
nejnovéjsich poznatk( o molekularni biologii viru v rostlinnych burikach. Popis pouZitych metod je
pfesny a detailni. Vysledky jsou vhodné dopinény precizné zpracovanymi tabulkami, grafy a
fotografiemi, zdroje informaci jsou fadné citovany. Velmi pékna je diskuze prace a z ni vyvozené
zévéry. V priloze prace jsou uvedeny 2 abstrakty pfispévkd, které budou prezentovény na 4th
Conference of the International Working Group of Legume and Vegetable Viruses v kvétnu 2011 ve
Spanélsku.

Zésadni pfipominky k praci nemam. Nalezl jsem jen drobnou gramatickou chybu na str. 6 (byli
objeveny), a pfeklep na str. 40 (byly tetovany/testovdny) a v popisech tabulek 8 a 9 na strané 38, kde
je v nadpisu uvedeno fedéni vzorku 1:10-1:100000, zatimco v tabulkach jsou uvedena max. fedéni
1:1000. To v8ak neméni nic na tom, Ze se jedna o vynikajici diplomovou praci, navic s moznym
aplikovanym vystupem.

Vzhledem k vy3e uvedenym skute¢nostem hodnotim diplomovou praci -Vyborné -.
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Posudek na diplomovou prici Be. Klary Kolarové Purifikace viru mozaiky jetele bilého (white
clover mosaic virus) s naslednou pripravou antiséra a izolaci IgG pro sérologickou detekci viru

pomoci ELISA

Diplomova prace je velmi petlivé zpracovana, obsahuje vSechny pozadované &sti a plné odpovida
rozsahu téchto praci. Kapitola Uvod dostateéné uvadi &tendre do studované problematiky. Cile prace
Jsou stanoveny stru¢né, ale jasn€. V kapitole Literarni piehled je popsano podle recentnich publikaci
zatazeni studovaného viru do systému, podrobné jsou také uvedeny strategie rozmnoZovani tohoto a
piibuznych vird. Velmi vyznamnou soucast tvofi podkapitoly tykajici se tvorby protilatek a principu
ELISA testu.

V &asti Material a metody je hlavni pozornost vénovana popisu &tyf srovndvanych purifikaénich
metod a nasledné hustotni gradientové centrifugaci. Vybér spravného purifikaéniho postupu je totiz
nezbytny pro dostateCny vytézek virovych patogenii. Podrobn& jsou také popsany metody purifikace
kralika, imunodifuzniho (Outerchlonyho) testu v agaru, izolace IgG a jejich nasledné konjugace
s alkalickou fosfatazou. Nasledné byly optimalizovana detekce WCMV pomoci ELISA testu. V této
podkapitole nebylo podle mého nazoru nutné uvadét konkrétni sloZeni pufri, nebot’ to je vieobecné
Znamo.

Jako nejlepsi vhodna metoda ziskani Cistého viru byla vyhodnocena purifikace s pouzitim
pro detekci WCMYV. Jako vhodné podminky detekce touto metodou byly doporugeny pouziti IgG o
koncentraci 1,5 pg/ml IgG-AP fedéné v poméru 1:1000 za inkubace substratu 30 minut pfi pokojové
teploté. Optimalizovany postup DAS-ELISA testu byl porovnan s komeréné dostupnym kitem firmy
DSMZ (Némecko) a bylo prokazano, Ze je vhodnéjsi jak z hlediska pozadi reakei, tak vys$ich hodnot
absorbance. Vzhledem k této skutenosti mam dotaz, zda se pocitd s komercionalizaci tohoto
produktu? Ziskané vysledky jsou nasledné vhodné diskutovany a struéné a vystizn& uvedeny v zavéru.
problematiky, je pomérné ctivd. Pouze v ojedinélych piipadech nebyla piekontrolovana shoda
piisudku s podmétem — napf. na strané 6 ,kde byli objeveny sekvence®, str. 40 ,,Byli hodnoty
absorbance™ apod. Zcela ur€it¢ se jednalo o prstovou chybu béhem psani a nasledné nepozornosti pfi

kontrole textu.

Doporucuji diplomovou praci pfijmout a klasifikovat znamkou A
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