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Cile prace

Diplomova prace se zaméfuje na optimalizace metodickych postupl vhodnych pro izolaci
proteind nebo peptidi posttranslaéné modifikovanych fosforylaci. K tomuto uéelu student
pouzil ti1 rlizna usporadani: (1) vsadkové, (2) kolonové a (3) mikropriitokové. Metody byly
nejprve optimalizovany na standardnich vzorcich a po dosaZeni pozitivnich vysledkd byly
aplikovany na realny bakteridlni vzorek.

Struktura (¢lenéni prace)

Prace je ¢len€na do kapitol, které na sebe logicky navazuji. V ivodu autor krétce zminuje
dileZitost identifikace posttranslaéng modifikovanych proteint. Teoreticka &ast je vénovana
pfehledu proteinovych modifikaci se zamé&fenim na fosforylace, metodam separace a izolace
proteini. V této Casti je pfehledné zpracovana kapitola o afinitni chromatografii. Déle je
popisovana metoda hmotnostni spektrometrie, kde v§ak je piili¥ mnoho informaci o typech
lonizaci ¢i funkcich hmotnostnich analyzatori. Zbyteéné je uvedeno schéma hmotnostniho
spektrometru LTQ Orbitrap (obrazek ¢&. 10), ktery obsahuje mnoho anglickych popisek, které
dale v textu nejsou komentovany. Navic tento typ hmotnostniho spektrometru nebyl pouZit
pro mé&feni vzorkli. Na druhou stranu zde chybi jiné diileZité informace napi. o vicenasobng
nabitych iontech (rozdil mezi MALDI a ESI ionizaci, princip MS?, MS? nebo analyzu peptidi
s vicenasobnou fosforylaci). V textu se vyskytuji nepfesné formulace, napt. na str. 38 uvadite:
,, Pro identifikaci fosfopeptidii vyuzivaime mimo jiné radu MS metod. Jednou z nich je primé
porovnavani spekter pred a po inkubaci vzorku s alkalickou fosfatdzou....“. Zde se pouZiva
stale stejna MS metoda, jen mé&fime jinak pfipraveny vzorek. Posledni kapitola teoretické
Casti je vénovana mikropritokovym systémim a je, podle mého nazoru, nejlépe zvladnutym
tématem v diplomové praci. Do teoretické ¢asti by bylo vhodné zahrnout kapitolu o bakterii

Francisella tularensis, ze které byly pfipraveny vzorky a identifikovany fosfoproteiny.



V experimentalni &4sti Jsou popsané pouzité metody a jednotlivé modifikace v pracovnich
postupech. Text je psan strukturovang, prehledns a srozumitelns. V této ¢asti chybi metoda
pro stanoveni koncentrace proteinti. Dale by sem mély byt pfesunuty informace o
kapalinovém chromatografu BioLogic uvedené v kapitole Vysledky a diskuze na str. 73 a74.
Ve vysledkové &asti jsou uvedeny a ziroveii diskutovany pozitivni i negativni vysledky
optimalizace obohacovacich technik. Interpretace jednotlivych vysledkii jsou doloZeny
obrazky, tabulkami, hmotnostnimj spektry, coZ usnadiiuje pochopeni celé problematiky.
Pravdépodobné nepozornosti se do textu dostaly zavaZné formalni nedostatky (uvedené nize),
které vynikajici vysledky snizuji. V zavéru Jsou shrnuty vSechny dosazené vysledky, které
dokladaji splnéni cilg diplomové prace.

Literdrni odkazy

V predkladané diplomové praci je citovano 134 literarnich odkazg z toho 17 jsou odkazy na
internetové stranky. U viech typl citaci jsou dodrZeny citaéni normy. Rozsah prace je 132
stran, v textu je uvedeno 6 tabulek a 86 obrazkd.

Formalni viroveri prdce:

Formélnich chyb a preklepl v textu je velké mnoZzstvi, uvedu jen ty nejzavaznéjsi. Nazev
bakterie F. tularensis je vmnoha p¥ipadech psany nespravné (bez kurzivy, zkomoleng).
Nézev hmotnostniho analyzatoru s Fourierovou transformaci je uvadén v celé praci $patné
(Fournierova transformace). Tabulka &. 5 se v textu vyskytuje 2x (str. 84 a 85). V legendach
obrazkd ¢. 43 a 44 se vyskytuje stejny popis zkumavky 2 a 4 (dvoukrokova se S-NHS), stejny
problém je u obrazku &. 45. Popis hmotnostnich spekter obrazky 73, 74, 75, 77, 79 maji
Spatné uvedeny rozsah m/z. Hodnoty m/z z MS spekter diskutované v textu by mély byt
uvedeny na dvé desetinna mista (ne na &tyfi desetinna mista — pouZity hmotnostni spektrometr
nema takovou citlivost). Na str. 56 je formulovén postup pro odsoleni eluénich frakei, ktery je
jen t&Zko pochopitelny. Student by si mél davat véts pozor na néktera uvadéna tvrzeni napt.
definice proteomiky na str. 12: »Véda, kterd se zabyvi identifikaci proteinu vietne jeho
kvantifikace....“ nebo »Fosforylace bakteridinich proteinii md vziah kjejich virulenci.. .
Vztahy fosfoproteinii k virulenci bakterii nejsou zcela probadang, proto je lepsi vyslovit
hypotézu, pokud nejsou po ruce pfesvédCivé diikazy, které napt. u bakterie F. tularensis
nemame.

Otazky

1. Na strang 25 své diplomové prace uvadite, ze »kolona s reverzni fazi (RP) je spojena ptimo
s hmotnostnim spektrometrem (MS) pomoci elektrospreje (ESI)“. Mohl byste vysvétlit
propojeni HPLC s hmotnostnim spektrometrem, ktery ma MALDI ionizaci?



2. Vramci své diplomové price se vam podafilo identifikovat proteiny F. tularensis
posttranslaéng modifikované fosforylaci. Jsou znadmy dal8i informace o téchto proteinech
(funkce, lokalizace, protein-proteinové interakce, zapojeni v signalnich cestach)? Lze n&ktere

vlastnosti predikovat a jak?

Zavéreéné hodnoceni: Bc. Rudolf Kupéik uisp&§né optimalizoval metody slouZici k izolaci a
koncentraci fosforylovanych proteini/peptidii. Vysledkem byly identifikace a charakterizace
fosforylovanych proteinil bakterie Francisella tularensis do té¢ doby nepopsanych. Jedna se o
zcela originalni vysledky. Doporuduji, aby student dal pokradoval v této problematice a snaZil
se ziskané vysledky publikovat ve védeckém asopise a prezentovat na konferencich.

I kdyz student v8echny zadané cile splnil, formalni stranka diplomové prace nebyla zcela

zvladnuta. Z tohoto diivodu navrhuji znamku velmi dobfe.
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