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Predlozena bakalarska prace Lucie Hrubcové se zaméiuje na problematiku odstranéni
bakterialniho lipopolysacharidu ze vzorkli rekombinantnich proteinu. Bakteridlni expresni
systtm je hojné vyuzivan pro produkci rekombinantnich proteinii a odstranéni
lipopolysacharidt ze vzorkil je nezbytné pro nasledné imunologické studie. Prace je sepsana
na 49 stranach a je rozdélena na tivod (11 stran), cile prace, Materidl a metody (8 stran),
vysledky (19 stran), diskuzi (4 strany), zavér, seznam zkratek a literaturu.

Uvod prace je zaroveii i reSersi na téma lipopolysacharidii a jejich dekontaminace z
biologickych vzorkl. Autorka zde, dle mého nazoru, dobfe pracovala s literaturou a zadané
téma je pomérn¢ dobfe zpracovano. Kvalitu uvodu mimé sniZuje Spatnd kvalita pouzitych
obrazkil, které jsou pomérné rozmazané (Obr 1, 3, 4). Ctendf je po piedteni ivodu seznamen
s feSenou problematikou i jednotlivymi postupy pro odstranéni LPS.

V kapitole materidl a metody autorka popisuje jednotlivé kity pro dekontaminaci a detekci
LPS v biologickém vzorku, které pouzila béhem své bakalarské prace. Tato kapitola je dle
mého nazoru sepsana az moc detailn€, ¢imz se stava neptehlednou a informace o jednotlivych
postupech se ztraci. Pro pfisté bych autorce doporucil, Ze postaci, pokud uvede: Ze vzorek
tedila dvojkovou fadou a nemusi uvadét presné, kolik mikrolitrd smichala, ¢i Ze postupovala
podle doporuceného manualu vyrobce a neopisovala cely manual.

Ziskané vysledky jsou prezentovany formou 14 tabulek a 4 grafa. Jelikoz se jedna o
metodickou praci, autorka zde porovnava jednotlivé kity na pfedem piipravenych
standardech. Prezentované vysledky naznacuji urCity trend dekontaminace jednotlivych
vzorkll, ale pro komparativni studii bude zapotiebi je zopakovat s provedenim lepSich
kalibra¢nich kiivek a kontrol.

Diskuze je sepsana jasnou formou. Autorka zde konzultuje ziskané vysledky s dostupnou
literaturou, srovnava vyhody a nevyhody jednotlivych kit a navrhuje “optimalni postup” pro
dekontaminaci vzorkti od LPS v laboratofi.

Dotazy a komentate na autorku:

1: V tivodu piSete, Ze jednou z metod pro odstranéni LPS ze vzorku je gelova chromatografie.
Bohuzel jsem se nikde nedocetl, jak velky LPS je. Mohla byste mi to specifikovat?

2: v kapitole 3.2.3 piSete, ze jste upravovala hodnotu pH u PBS pomoci 0.1M NaOH a 0.1M
HCI na hodnotu cca 7.5, nebot’ rozmezi mezi pH 7-8 je optimalni pro vazbu LPS na
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polymyxin B. PBS je fyziologicky roztok, ktery ma standardné hodnotu 7.2 ¢i 7.4 a tudiz
muze byt vyuzit bez nutnosti Upravy pH. Pro¢ jste pfistoupila k upravé hodnoty pH? A na
jakou presnou hodnotu bylo pH upraveno?

3: Mizu se zeptat, v jakych technickych replikatech byly provadény kalibracni kiivky? (obr.
7,8,9,10)

4: pro¢ byly kalibra¢ni kiivky provadény jen do hodnoty 1EU? Spousta vasich méteni je
mimo kalibracni kfivky a tudiz mize byt vypoctend hodnota nepiesna (napi. Tabulka 4, u
vzorku s koncentraci SEU byla vypocitana hodnota 9.3EU)

5: Zaujalo mé¢, ze u kontrolniho vzorku bez LPS byla namétena hodnota 1.640 (tab. 4). Bylo
toto méteni opakovano?

6: z prezentovanych dat mi neni upln¢€ jasné, jak byly jednotlivé hodnoty EU ziskavany. Co je
kontrolni vzorek? Ja bych za kontrolni vzorek povazoval vzorek bez LPS.

7: v tabulce 10 mate naméfené hodnoty pro jednotlivé vzorky, zde mé zaujalo, Ze namérena
hodnota pro vzorek bez LPS je vyssi nez hodnota testovaného vzorku i kdyz po
dekontaminaci.

Zavérem bych chtél fici, ze navzdory vSem mym dotaziim a pfipominkdm, ptfedlozena
bakalaiska prace Lucie Hrubcové spliiuje veskeré podminky kladené Ptirodovédeckou
fakultou JCU a tudiZ ji doporuéuju k obhajobé

V Ceskych Budgjovicich, 08.07.2020 Zdengk Franta
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