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Optimalizace preanalytické ipravy vzorki pro analyzu fosfopeptidii pomoci CZE

V piedlozené diplomové praci se diplomantka v souladu se zadanim zabyvala optimalizaci
kroku pripravy vzorki pro naslednou analyzu fosfopeptidi pomoci kapildrni zonové elektroforézy
(CZE) ve spojeni s UV detekei. Jako modelovy fosfoprotein, na kterém byly testovany postupy
upravy vzorku, byl vybran o-kasein, ktery byl proteolyticky $tépen. Dalsi tpravy spocivaly v
obohaceni fosfopeptidd a jejich defosforylaci tak. aby porovndnim ziskanych elektroforegrami
vzorku pied a po defosforylaci bylo mozné usuzovat na pfitomnosti fosforylace, coz by piispélo ke
zvySeni potencidlu pouzitelnosti CZE pii analyze fosfoproteini v redlnych vzorcich véetné
komplexnich smési.

V pfiméfene rozsahlé teoretické ¢asti diplomantka popsala principy CZE a MS a jejich
instrumentaci. Dale se struéné vénovala obecné charakteristice proteint véetné popisu fosforylace
Jakonejcastéji se vyskytujici posttranslaéni modifikace proteinti. Na zavér pak shrnula nékteré dosud
publikované vysledky o vyuziti CZE a dal3ich technik pro analyzu fosforylovanych proteint a
peptidi a detailné popsala mozné preanalytické faze upravy a zplisoby obohacovani vzorkt
fosfopeptidu.

V ramci experimentdlnich praci diplomantka zpracovala modelové vzorky podle navrzenych
preanalytickych tGprav, které zahrnovaly $tépeni o-kaseinu trypsinem imobilizovanym na
magnetickych mikrocasticich ve dvou riiznych prostiedich, obohaceni ziskanych fosfopeptidi na
Ti0, casticich a v neposledni fadé i defosforylaci fosfopeptidi pomoci alkalické fosfatazy.
imobilizované na magnetickych mikro¢asticich, kdy byla provedena optimalizace postupu
defosforylace. Ptipravené vzorky pak byly analyzovany pomoci CZE a navic byly viechny kroky
Upravy modeloveého vzorku ovéfovany pomoci MALDI-MS za ucelem ziskani dopliujicich
informaci o pfipravenych vzorcich. Ziskané vysledky pak diplomantka piehledné zpracovala formou
obrazka, grafii i tabulek a diskutovala je v pfiméfené rozséhlé vysledkové ¢asti prace.

Sle¢na Konec¢na po celou dobu pracovala na své diplomové praci velmi svédomité a
samostatn¢ a prokazala potfebnou zru¢nost nejen pfi obsluze pristroje pro CZE, ale zejména pii
vlastni priprave vzorki nastépeného a-kaseinu pro MS analyzy a elektroforetické separace. Veskeré
pracovni postupy si velice rychle osvojila a pfitom k nim pfistupovala s maximalni pe¢livosti.

Z pohledu vedouciho diplomové prace nemam k feSer$ni a experimentalni praci diplomantky
zadné pripominky, stejné tak ani k predlozené diplomové préci, kter je sepsdna pichledné a
srozumiteln€. Snad bych jen podotknul, Ze mohla byt vénovéana vétsi pozornost opravé preklepd.
Piesto mohu konstatovat, Ze Michaela Koneéna splnila zadani diplomové prace, kterou hodnotim
znamkou

- vyborné -.
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