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	Komentáře k diplomové práci:

	Předkládaná bakalářská práce Lenky Böhmová se zabývá testováním a optimalizací metody Stanovení DNA fluorimetricky. Bakalářská práce je vypracována na 36ti stránkách, které zahrnují 6 stran teoretické části a 18 stran metodiky a výsledků spojených s diskuzí a zbývající počet stran seznam použité literatury a dalších přílohových materiálů. Bakalářská práce obsahuje 22 obrázků a 7 tabulek a jednu přílohu – Návod na fluorimetrické stanovení. V diplomové práci bylo použito 11 literárních zdrojů z nichž je 8 ve světovém jazyce. 

Abstrakt i úvod jsou napsány výstižně a logicky. V teoretické části studentka použila optimální množství literatury a přehledně popsala princip fluorimetrie, princip stanovení DNA fluorimetricky a pozitiva i limitace této metodiky. Teoretická část je prosta gramatických či formálních chyb, jen u obrázků č. 2 a 5 jsou ponechány anglické popisky. Teoretická část podává potřebné podklady pro praktickou část práce. 

Praktická část je rozdělena do dvou kapitol: Materiál a metody a Výsledky a diskuze. Část Materiál a metody obsahuje výčet použitých materiálů, popis použitého přístroje a dvou použitých metod – UV/VIS a Fluorescenční spektroskopie. Chybí zde popis denzitometrie, která byla v praktické části používána pro kontrolní stanovení koncentrace DNA. U všech vzorců a vztahů v teoretické části chybí číslování pořadí. 

V části Výsledky a diskuze studentka popisuje optimalizaci metodiky, konstrukci 6ti kalibračních závislostí pro jednotlivé vzorky a stanovení obsahu DNA v reálných vzorcích – produktech PCR reakcí. Obsah DNA byl pro kontrolu stanovován také denzitometricky, popis a princip denzitometrického stanovení v bakalářské práci chybí.

Metoda stanovení DNA fluorimetricky byla testována pro použití produktů PCR reakcí při použití dvou Hot Start Mastermixů. Studentka experimentálně prokázala, že při použití GoTaq Green Hot Start Mastermixu dochází k negativnímu ovlivnění fluorescenční spektrometrie. Dobrých výsledků studentka dosáhla při testování PCR produktů získaných při použití Go Taq Colorless Hot Start Mastermixu. Studentce se také podařilo minimalizovat množství vzorku na 2 μl, což je při práci s PCR produkty velmi výhodné. Úspěšně metodu testovala u 3 reálných vzorků. Správnost metody ověřila porovnáním s metodou UV/VIS spektrometrie. Výsledky jsou zpracovány přehledně formou tabulek a grafů a jsou v dostatečné míře diskutovány v textu. Velmi dobře pak také studentka formulovala závěry a doporučení, na základě svých výsledků.

V praktické části postrádám bližší specifikaci reálných vzorků. Označení „PCR produkt pro  vzorek č. 14“ je nedostačující, mělo by být uvedeno o jakou DNA se jednalo, jakou délku má předpokládaný produkt atd. Grafy na obrázcích č.11, 14 a 17 nemají popsány osy y a tím je snížena kvalita podané informace. V praktické části se nachází 3 gramatické chyby (str. 15 -“roztoky vzorků byli“ , str. 16 – „…pro nás byli PCR směsi..“ str. 20 – „naměřené signály se pohybovali“. 

Po formální stránce je diplomová práce napsána velmi dobře s malým množstvím chyb a je prosta formulačních nedostatků. 

Závěrem je možno uvést, že předkládaná bakalářská práce byla vypracována podle stanovených zásad v přiměřeném rozsahu, a že byly úspěšně naplněny zadané cíle. 



	Otázky oponenta bakalářské práce:

	1.
O jaké PCR produkty se jednalo v případě reálných vzorků? 

2.
Jaký je detekční limit Vámi testované metody? 

3.
Popište princip denzitometrického stanovení a správně vysvětlete graf na obrázku č. 36. 
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