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Oponentsky posudek

Be. Jana Baronova si pii feSeni své diplomova prace predsevzala dosahnout uspé$né
imobilizace Clostripainu na magnetické ¢astice a porovnat vyuziti takto imobilizovaného
enzymu pii Stépeni proteinii s obecné zavedenym trypsinem. Pro imobilizaci clostripainu
studentka vyuzila n¢kolika odliSnych nosi¢li a porovnala i rtizné metody vedouci k samotné
vazbé. Predlozené vysledky demonstruji, ze Clostripain lze uspé$né imobilizovat a u¢innost
imobilizace je mozné kvantifikovat pomoci srovnani s kalibra¢ni fadou. Studentka piedlozila
srovnani jednotlivych variant a dvé vybrané varianty pouzila v nasledné analyze $té€peni dvou
vybranych proteind. Pro hodnoceni u¢innosti pouzila srovnani s obecné zavedenou protedzou
trypsinem. Srovnavala také U¢innost imobilizované formy s formou rozpusténou v roztoku.
Jako hodnotici kritérium pouzila kvantifikaci ubytku intaktniho proteinu a zaroven metodu,
kterd umoZnila monitorovat mnozstvi produktd enzymatické reakce, tedy vznikajicich
peptidi. Studentka predlozila vysledky umoziujici ucinit zavery a hodnoceni. Lze tedy
konstatovat, ze obou zakladnich cilti diplomové prace bylo v priib&hu feseni dosazeno.

Prace je rozdélena do Sesti kapitol, které respektuji zavedeny systém publikace
diplomové prace. V teoretické ¢asti se studentka podrobné vénuje vSem tematickym &astem
souvisejicim s feSenou problematikou, a to do odpovidajici hloubky. V experimentalni ¢asti
studentka popisuje pribéh pokustt zpisobem, ktery je vétSinou dobie srozumitelny a
pochopitelny. Vysledky a diskuze jsou spojené do jedné kapitoly. Nasleduje zavér, graficka
ptiloha a seznam literatury. Celkem byla diplomova prace sepsana na 108 stranach. Po
formalni strdnce prace spliiuje pozadavky na ni kladené. Studentka se vyvarovala
gramatickym a stylistickym chybam, prace je Ctiva a srozumitelnd. V pribéhu prace i
v seznamu literatury (celkem 131 citaci) studentka spravné pouziva a dodrzuje citaéni normy.

Pies zminéné klady se studentka nevyhnula nékolika nedostatkiim. Jedna se v nékolika
ptipadech o chybné nebo nespravné pouziti terminologie. Nékolika takovych chyb se
studentka dopustila v kapitole uvod. Hned prvni véta je stylisticky zpochybnitelna a navic
pouziva spojeni ,.exprese proteinti”, které je vécné nespravné. V nékterych pasazich hodnoti
skute¢nosti piili§ zkratkovité a nepodava uceleny souhrnny piehled, ktery vede k tématu
prace. Prikladem budiz konstatovani, Ze ,,zakladem stanoveni proteinii je jejich rozstépeni na
peptidové fragmenty pomoci proteolytickych enzymii. V tomto sdéleni se precefiuje vyznam




proteolytického Stépeni pfi analyze proteinii. Podobné se nadsazuje vyznam SRM pii stanoveni
proteinii. Podobné neptesnosti se objevuji i v teoretické ¢asti. Lze jen tézko souhlasit s tvrzeni, Ze
hlavni uplatnéni proteolytickych enzymil je v proteomice (str. 17). Stejné tak tvrzeni, ze
imobilizované enzymy maji obrovsky potencial pouziti v biotechnologické, imunologické,
biomedicinské oblasti a hlavné pak v jiz zmiflované proteomice (str. 26). Studentka smétuje
jednoznacné k vyuziti v priibéhu své prace, ale nelze pominout skutecnosti i mimo tento zaber.
Objevuji se i technicky nespravné tudaje. Na stran¢ 35, kde studentka popisuje Nanoelektrospre;j,
uvadi udaj pritoki kolem 20 pm/min, pfitom sama pfi své experimentalni praci pouzivala pritok
o téméf dva rady niz8i (360 nl/min). Jako posledni takovy nedostatek uvadim neptesnou definici
terminu MRM. Studentka ddvd do kontrastu SRM a MRM a uvadi rozdily v jejich
instrumentalnim uspofadani, pfitom tyto techniky vyjadiuji shodny jev.

V experimentalni ¢asti studentka operuje s terminem ,,rozvolnéni. Ac¢koliv je nakonec
celkem ziejmé, co pod tim terminem vyjadiuje, kombinuje vtomto smyslu pisobeni
detergentu a reakei vedouci k redukei a alkylaci disulfidickych vazeb. Z tohoto diivodu nelze
tedy pouzit pro ndzev kapitoly 4.7 Rozvolnéni proteinii pomoci RapiGestu. Studentka dale
v textu sama spravné hodnoti, Ze pro umoznéni piistupu proteolytickych enzymu k proteinu
BSA ma kli¢ovy vyznam alkylace thioskupin Cysteinu.

Vysledky experimentll jsou celkem srozumitelné podany. K drobnym vytkdm patfi
piipominka, Ze se v kapitole popisujici vysledky objevuji nekteré useky, které spise patii do
teoretické Casti (napt obr. 15). Ocenuji vybér hodnoticich metod. SDS-PAGE a kvantifikace
pomoci denzity skvrn pro hodnoceni ubytku intaktniho proteinu a hodnoceni piirtistku
Steépenych peptidi pomoci SRM kvantifikace dava moznost kvalitniho popisu jevi. Stejné tak
porovnani solubilni a imobilizované formy a srovnani stejné podoby trypsinu nabizi v ramei
danych experimentdlnich podminek pokus o objektivni hodnoceni ucinnosti Stépeni.
Prezentovana data jsou dobfe zpracovana a svédéi o kvalitni experimentalni praci. OvSem
z popisu experimentii ani z popisu vysledki neni ziejmé, jestli se jedna o hodnoceni
jednotlivych pokust, nebo jestli byly experimenty opakovany. Jednd se jak o udaje
kvantifikace na gelu tak pomoci MS. Pokud tomu tak neni, jednd se o nedostatek, ktery
snizuje jinak kvalitni praci. Lze ztoho divodu obtiZn€ ucinit zavéry, které by byly
jednozna¢né. V tomto sméru si dovolim studentce vytknout nedostatek diskuze vysledkid a
ptili§ pfimocaré zavéry. Vyjadieni ze zavéru, kde studentka konstatuje, Zze solubilni a
imobilizovana torma Clostripainu $tépi srovnatelné, pisobi rozpadité. Jedna se podle mne o
jeden z klicovych zavéra a studentka nehodnoti, v jakém ohledu srovnatelné §té€peni probiha,
jestli se jednéd o udaj podpofeny daty zjedné nebo obou hodnoticich technik a na které
vysledky se tento zavér odvolava. Pro vyznéni celé diplomové prace by bylo vhodné, aby
ziskané vysledky byly srozumitelngji zformulovany, pfipadné diskutovany a v zavéru dopady
téchto zjisténi jednoznacnéji vyhodnoceny. Je dobré ovSem zminit, Ze hodnoceni takovych
experimentii neni trividlni a mnoZstvi dat, kombinace technik a pfistupt, ¢ini z vyhodnoceni
komplikovanou zélezitost.

Studentka prokéazala schopnost experimentalni prace a jejiho zpracovéani do podoby publikace.
Pies ptipominky k poctu opakovani a vyhodnoceni vysledkli, mizu piedloZzenou praci
doporucit k obhajobé a doporucuji ohodnotit znamkou chvalitebng.

Dopliyjici otazky:
1. Souvisi interference materidlu zkumavek pii stanoveni kalibra¢ni kiivky s pouzitym
enzymem, nebo se stanovovanym produktem reakce? Byla stejna data dosazena i pii
stanoveni kalibra¢ni kiivky trypsinu?
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Vtab. 6 se objevui Udaje nd - nedetekovano, v kolonkach pro charakteristiku
imobilizace a imobilizovaného mnozstvi Clostripainu pro riizné postupy imobilizace a
na casticich PGMA a HEMA. Znamena tento Udaj, Ze imobilizace nebyla vibec
tspesna? Jak tento vysledek souvisi s hodnocenim ,z testovanych postupt se jako
nejlepsi jevila jednokrokova karboimidova metoda s pfidavkem S-NHS* (str. 64)?
Vysvétlete, pro¢ by bylo zadouci efektivngjsi $tépeni Clostripainem pro rutinni
aplikace (idaj uvedeny na str. 71).
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