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PfedloZena diplomova prace studentky Michaely Konecné se zabyva optimalizaci pFipravy
vzorku modelového fosfoproteinu a-kaseinu zahrnujici jeho proteolytické $tépeni, obohaceni
o fosfopeptidy a defosforylaci pro naslednou analyzu technikou kapildrni zénové
elektroforézy s UV-detekci. Porovnani zaznamu elektroforetické separace takto
zpracovaného vzorku pred a po defosforylaci by mélo slouZit k potvrzeni pFitomnosti
fosforylace, coi by pfispélo ke zvy3eni potencidlu pouZitelnosti této techniky pfi analyze
fosfoproteinl v redlnych vzorcich véetné komplexnich smési. Jednotlivé kroky byly paralelné
analyzovany hmotnostni spektrometrii.

Diplomové prace ma klasické ¢lenéni, zahrnuje kratky tdvod, obsdhlou teoretickou &ast (31
stran), nasleduje jednostrankova konkretizace cili diplomové prace a experimentdlni &ast
(16 stran), vysledky jsou diskutovany na 15 strankdch a zavéry shrnuty na necelych 2
strankéch. Celkovy rozsah prace je véetné pfiloh, seznamu pouZitych zkratek a literatury 94
stran. V priibéhu prace i v seznamu literatury (celkem 72 citaci) studentka spravné pouziva a
dodriuje citacni normy. Po formalni strance prace spliiuje poZadavky na ni kladené a je
napsana stylisticky dobfe a ¢tivé, za drobny nedostatek v tomto sméru povaZuji pouze vyskyt
zbyte¢né hodné pfeklept, coz mlze byt pfisuzovano nepozornosti pfi rychlém psani textu.

Teoreticka Cast je zpracovana prfehledné a vénuje se principu a instrumentaci kapilarni
zonové elektroforézy a hmotnostni spektrometrie, popisuje strukturu a vlastnosti proteind
vCetné jejich posttranslacnich modifikaci se zaméfenim na fosforylaci, a nakonec jsou
uvedeny moZnosti analyzy fosforylovanych proteinl a peptidd. V experimentélni &asti jsou
podrobné popsany metodické postupy, které si studentka zvlddla osvojit vramci této
diplomové prace, zahrnujici jednak metody pfipravy vzorku a déle pak pracovni postupy v
ramci analyzy pfipravenych vzorkd pomoci kapildrni zénové elektroforézy. Ve vysledkové
Casti jsou interpretovany ziskané vysledky, které jsou doloZeny formou tabulek, grafi a
obrazk(. Pfedlozené vysledky umoiZriuji ucinit zévéry a hodnoceni a Ize tedy konstatovat, ze
zékladnich cilt diplomové prace bylo v pribéhu Fe$eni dosazeno.

K pfedloZené praci mam nékolik pfipominek:

e vpraci se vyskytuji nékteré nespravné vyjadiené anglicismy, které plsobi rugivé,
napf. clustery (str. 25) nebo miss cleavage (Tabulka 5.4 —str. 69, Tabulka 9.1 — str. 86)

e vkapitole 2.3.5.1 vénované charakteristice fosforylovanych proteinii chybi v piehledu
aminokyselin, které mohou byt v proteinech fosforylovany, threonin, u néhoi je
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fosforylace pozorovana daleko €astéji (cca 10 %) ve srovnani napf. s tyrosinem (cca
0,05 %), ktery je zde uveden

e v kapitole 2.3.6 je nespravné tvrzeni o existenci ,Ctyf podjednotek kaseinu®, nejedna
se o podjednotky ale varianty proteinu, kdy jde o samostatné pIné funkéni proteiny
lidici se strukturou a vlastnostmi, jako podjednotky se oznacuji polypeptidické
struktury, které svym vhodnym uspofadanim tvofi jednu funkéni bilkovinu (opakuje
se na str. 62), na obrazku 2.12 na str. 33 nazvaném jako ,Struktura a-kaseinu“ je
navic nespravné znazornéna struktura tzv. a-kasein exorfinu, coZ je pouze peptid
izolovany z a-kaseinu tvofeny 5-ti aminokyselinami (AMK 90-95 v ramci sekvence o-
kaseinu)

e nékteré nazvy kapitol nejsou zcela pfesné vyjadieny napf. kap. 4.4.1 ,Imobilizace
trypsinu na SIMAG-COOH magnetickych ¢asticich” misto ,Imobilizace na magnetické
Castice” (opakuje se v kap. 4.4.4), u kapitoly 4.4.3 by bylo vystizngjsi misto nazvu
,Stépeni a-kaseinu v roztoku” pouZit nazev ,Stépeni a-kaseinu imobilizovanym
trypsinem”

e v kapitole 2.5.4 ,Zplsoby obohacovani vzorkl fosfopeptid(“ by bylo vhodnéjsi vedle
kapitoly ,IMAC“ a ,Imunoprecipitace pomoci protildtek” zafadit kapitolu ,Afinitni
chromatografie s vyuZitim kovového oxidu“ (angl. metal oxid affinity
chromatography, MOAC), do které by bylo moiné zahrnout zbyvajici uvedene
kapitoly — tj. 2.5.4.3 (Nano¢astice TiO,) a 2.5.4.4 (Kompaktni nanocastice Fe;04/TiO,)
pfip. i oxid hlinity z kap. 2.5.4.2

e v piipadé kalibrace trypsinu byla pfipravena dle tabulky 4.1 na str. 48 koncentracni
fada trypsinu v rozmezi hodnot 1-15 ug/100 pl, dle ndvodu na str. 49 pak do reakce
bylo pouZito pouze 20 ul z pfipravenych kalibracnich roztokl, coZ by mélo byt
zohlednéno v kalibra&ni kfivce u hodnot uvadénych na ose x (str. 63)

Doplfujici otazky pro studentku jsou nasleduijici:

1) Vteoretické ¢asti chybi zminka o imobilizovanych enzymech, enzymy jsou zde
popsany pouze obecné, na jejich pouZiti pfitom byla prace zaloZena, jaké jsou hlavni
vyhody jejich pouziti? Potvrdila se vdm néktera ze zminénych vyhod i pfi vasich
experimentech?

2) Zpostupl v experimentalni &asti vyplyvd, Ze separace vzorku nativniho a-kaseinu
(kap. 4.5.2) a naStépeného a-kaseinu (kap. 4.5.3) byly pfi CZE méFeny v prostfedi 20
mM fosfatového pufru o pH 2,5 s pfidavkem 0,05% HPMC a 6M mocoviny, ktery se
osvédcil, pfi separaci obohaceného vzorku nastépeného a-kaseinu (kap. 4.5.5) a
separaci defosforylovanych vzorkl jiz pfidavek HPMC a mocoviny neni uveden,
z jakého divodu tomu tak bylo?

3) V préci se pouZival trypsin TPCK, co toto oznaceni znamena a pro¢ se pouZivala prave
tato forma enzymu?

4) Vtabulce 5.4 je mezi nalezenymi fosfopeptidy kaseinu identifikovanymi pomoci MS
po obohaceni na TiO, &asticich uveden peptid o hodnoté m/z 1482,615, ktery neni



uveden mezi ofekdvanymi teoretickymi fragmenty v tabulce 9.1 v pfiloze, jedna se
tedy také o nové identifikovany fragment?

5) Zjakého dlvodu byla v pfipadé imobilizace ALP provadéna 1-krokova a 2-krokova
metoda, jaky je mezi témito pfistupy rozdil?

Zavérem lze konstatovat, Ze navzdory pfipominkdm, prace dosahuje dostateéné kvality a
spliuje predpoklady potfebné pro doporuéeni k obhajobé. Praci doporutuji ohodnotit
znamkou velmi dobre.
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