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Posudek oponenta

Predlozend diplomova prace se zabyva proteomickou analyzou membranovych
proteinti bakterie Mycoplasma hominis. Za timto ucelem byly pfipraveny frakce obohacen¢ o
membranové proteiny pomoci karbondtové extrakce. Proteomicka analyza pak byla
provedena klasickym gelovym pristupem, spocivajici v separaci proteini pomoci
dvourozmérné gelové clektroforézy s naslednou identifikaci proteind z  jednotlivych
proteinovych skvrn prostiednictvim hmotnostni spektrometrie. Nad ramec vymezenych cili

byly piipraveny i 2-D proteinové mapy celobunééného lyzatu.

V teoretické ¢asti diplomové prace se jedna kapitola zabyva popisem bakterie M. hominis a
v dalsi casti jsou popsany zdkladni metodické postupy v proteomice. Teoretickd ¢ast ma
dobrou uroven — text je srozumitelny, logicky usporddany a obsahové zcela dostacujici. V
experimentalni ¢asti autorka prehledné a vystizné uvadi metodické postupy, které pouzivala
pro kultivace bakterie M. hominis, ptipravu proteinovych vzorkd, provedeni dvourozmérné
elektroforézy a identifikaci protein hmotnostni spektrometrii. Ve vysledcich jsou pak
znazornény a popsany pripravené dvourozmérné gely jak celobunécného lyzatuM. hominid
tak 1 frakci obohacenych o membranové proteiny. Ddle je zde tabulka s identifikovanymi
proteiny a ukéazky spekter z hmotnostniho spektrometru. V diskuzi jsou shrnuty ziskané
vysledky; velka ¢ast je vénovana popisu nalezenych proteini. Zavérem autorka navrhuje i

dal$i postup v feSené problematice.

Diplomova prace splituje veSkeré zasady pro vypracovani. Rozsah prace je 77 stran, v textu je
uvedeno 10 tabulek a 9 obrazka. Prace obsahuje 130 citaci — u vSech jsou dodrZzeny cita¢ni

normy. Text je napsan dobfe — ¢tive a vystizng.




K celkovému provedeni a sepsani diplomové prace nemam 7adné zasadni pfipominky.
Dovoluji si uvést jen drobné&jsi spiSe stylistické piipominky k samotnému textu. Autorce se
nepodafilo zcela vyhnout pouzivani anglikanismu, nebo nékteré vyrazy nejsou zcela dobre
preformulovany do ¢eského jazyka. Vysledkem jsou pak ne zcela smysluplna souslovi &i
vyrazy s nevhodnym vyznamem, naptiklad: ,,...dradha vyuzZiva utilizaci glykolytické ¢asti....«
na str. 16, ,,...disulfidova ¢innost...* str. 60, ,, konfirmace metodou MS/MS* na str. 57 a
dalsi. Obcas je potfeba dbat zvySené pozornosti pii spravné interpretaci citovanych dat:
Jestlize autorka popisuje bakteridalni elongacéni faktor Tu, neni vhodné ve vyctu uvadét i
funkci, ktera byla popsana vyhradné u eukaryotického proteinu (vazba na aktinova vldkna a
mikrotubuly — dle citace Moore et al., 1998). Obdobn¢ neni zcela piesné oznacit schopnost
invaze M. hominis do hostitelskych bun¢k za faktor virulence. Faktorem virulence jsou spis$

molekuly nebo struktury, diky kterym ziskava bakterie tuto schopnost.
Diplomantce bych rada polozila nékolik otazek:

1. Cilem Vas$i diplomové prace byla piiprava vzorku obohaceného o membranové
proteiny a jeho nasledna proteomicka analyza. Pro¢ jste pfipravila i 2-D gely
z celobunéénych lyzatia?

2. Ve vysledkové c¢asti uvadite, ze MS analyza byla provedena jen s vybranymi
proteinovymi skvrnami. Na zdklad¢ ¢eho byl proveden jejich vybér?

3. Fosfoglyceratkindza ¢i DNA-dependentni RNA polymeraza jsou proteiny, u nichz se
bézn¢ uvadi cytosolicka lokalizace. Jak si vysvétlujete jeho pritomnost ve frakci

obohacené o membranové proteiny?

Diplomova prace je po strdance experimentalni i teoretické dobife vypracovana. Ziskané
vysledky jsou kvalitni a vyuZitelné v dalSich navaznych projektech. Celkové proto hodnotim

praci znamkou vyborng.
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