Diplomova priace Markéty Pleschnerové ., Testoviani pouZzitelnosti nové vyvinuté anti-c-
Myb protilitky* je zam&fena i) na ovéfeni pouzitelnosti nové vyvinuté anti-c-Myb
protilatky, ziskané imunizaci kura domaciho fragmentem mysiho proteinu c-Myb v laboratofi
AV CR v Kolgi, ii) na ovéfeni jeji specificity pomoci western blot metody, iii) na vytipovani
struktur exprimujicich gen c-Myb s pouzitim jednak in situ hybridizace (ISH) mRNA pro c-
Myb nacelych mysich embryich, jednak na detekci proteinu  c-Myb pomoci
imunocytochemického barveni u transfekovanych fibroblastd a jednak na fezech embryi
pomoci imunohistochemie. Vysledky potvrdily jak specificitu protilatky anti-c-Myb tak i
prokazaly dobrou pouZitelnost protilatky pro imunocytochemii a imunohistochemii.

Pomoci ISH mRNA ¢-Myb v my8ich embryich ED 13,5 a 14,5 byla detekovana exprese
genu v riznych tkdnich embrya a provedeno srovnani s literarnimi udaji. Byly ukazany urcité
rozdily v lokalizaci ve srovnini s [SH metodou vyuzivajici radioaktivniho znaCeni a tyto
rozdily jsou, pravdépodobné spravneé, piicitiny nedostatecné penetraci sondy pro ISH mRNA
¢-Myb do hlubich &asti embrya. Otazkou potom je, jak velké byly ve srovnani sondy
s radioaktivnim znacenim?

Dile se prace zabyvala optimalizaci imunohistochemického stanoveni na fezech celym
embryem. Diky tomu se podafilo detekovat protein c-Myb i na mistech, kde nebyla zjisténa
pomoci ISH pfitomnost mRNA (v neurdlni trubici a mezi paprsky prstil). Tento ndlez by si
zaslouzil urdity komentaf. Opacny vysledek, tj. negativni reakce na protein Vv mistech
pozitivni reakce na mRNA, nemusi nutné znamenat, Ze protein neni syntetizovan (jak je
navrhovéno jako vysvétleni), ale miZe jit i o falesnd negativni reakci. Pfesto se 1ze ztotoZnit
se zdavérem, Ze protilatka anti-c-Myb je velmi dobfe pouzitelna pro metodu western blot a
nakonec i pro imunohistochemti, pokud je pouzita optimalni varianta reakce.

Prace odpovida i po formalni strance pozadavkiim na diplomovou praci. Ma 87 stran, je
tlen¢na do obvyklych kapitol, literatura je spravné citovana, obsahuje seznam zkratek (chybi
ale Myb) i podrobny rozbor pouzitych chemikalii, roztokl, pfistrojd a metod v pfiloze.
Vysledky jsou dobfe popsany a dokumentovany kvalitni fotodokumentaci.

Jsou znamy vysledky s pouZitim této protilatky na nefixovanych tezech? Méla jste
moZnost pouzit pro srovndni i protilatku pouzitou jingmi autory? Jaké fedéni jini autofi
pouzivali?

Nekteré &asti tvodu, ktery je celkové pfili8 dlouhy, se mi zdaji byt nadbytedné (napf. tFidy
Ig), podobné i rozbor monoklonalnich protilatek, kdyz tyto nebyly pro detekci pouZity.
Ke kapitole o WB bych jen podotkl, Ze expozice signalu na film neni jedinou moZnosti (dal3i

je zaznam pomoci CCD kamery). O uvadéné moznosti pfenosu na filtraéni papir nic nevim,



nikdy jsem ani o tom neslySel. Teoreticky, princip pfenosu je stejny, ale nevim zda-li se
proteiny uchyti na oby&ejny papir nebo jak protein projde relativné velkymi pory. Navic je
papir dost nehomogenni s riznou strukturou povrchu, silou i hustotou, takze asi jen tézko lze
ziskat na papiru idedlni otisk proteinu.

V préci neni vysvétlen mozny vyznam c-Myb mimo krvetvornou tkan. Nic se o tom nevi?

Celkové hodnotim praci jako vybornou, predevsim diky zvladnuti fady obtiznych metod.

Prace podle mého nazoru plng spliuje podminky pro vypracovani diplomové price.

Doporucuji proto tuto praci k obhajobé a navrhuji znimku 1 (vybornou).

V Praze dne 7.9.2007
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