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Pfedlozena diplomova prace Bc. Elisky Stovigkové se zabyva fosforylaci proteind, dulezitou
posttranslacni modifikaci, ktera muze vyznamné ovlivnit funkci/regulaci urcitych protein( a stat
tak na pocatku rozvoje nékterych onemocnéni jako je napf. Alzheimerova nemoc. Diplomova
prace je pomérné rozsahla (137 str.), pfesto pomérné ¢&tivé napsana prace bez chyb a
preklepu. V teoretické €asti pomérné obsirné rozebira fosforylaci proteint, typy kinaz a
fosforylaz, metody detekce fosforylovanych proteind a diagnosticky vyznamné fosforylované
proteiny. Mozna by neskodilo teoretickou ¢ast vice zaméfit a hloubéji se zabyvat napr. pouze
vybranymi kinazami, které jsou pak experimentalné vyuzivany, tak aby ¢tenar nebyl zbyteéné
zahlcen premirou informaci. Konkrétnim experimentalnim cilem byla pfiprava magnetickych
¢astic s navazanymi vybranymi kindzami a zavedeni metod pro kontrolu Gcinnosti fosforylace
proteint takovymi &asticemi ev. rozpustnymi formami enzymu. Diplomantka musela, pro
spInéni cile prace zvladnou velké mnozstvi rliznych metodik, které jsou dobie, podobné a
prehledné v diplomové praci popsany. BEhem prace bylo tfeba fadu metod také optimalizovat
(zejména ty pro kontrolu uéinnosti fosforylace). BEhem experimentalni prace bylo ziskano
velké mnozstvi vysledkU, které jsou podrobné popsany a zobrazeny pomoci vhodnych obrazki
a grafu v sekci vysledky a diskuse. Jedina vytka k praci se tyka diskuse, bohuzel zde neni
pfitomna ani v naznacich. Ackoliv vazba kinaz na magnetické ¢i jiné cCastice je tématika
pomerné nova (omezeny pocet studii, napf. Li et al. 2015, J Chromatography A, 1425, 8-16.),
nékteré dalSi aspekty prace by se urcité diskutovat daly (napf. metodiky detekce peptidi &i
fosforylovanych proteinG, aktivity kinaz). Cile prace se podafilo spinit, byly pfipraveny
magnetické Castice s navazanou kinazou PKA a GSK-3B, které si po imobilizaci zachovaly
aktivitu a byly také zavedeny vhodné metodiky na hodnoceni Ucinnosti fosforylace protein(
pfipravenymi ¢asticemi.

Dotazy:

Je mozné vyuziti pfipravené magnetické castice s PKA ¢i GSK-3 i jinde nez v pfipravé
fosforylovanych proteinovych standardd pro diagnostiku?

Vedle imobilizace kindaz na magnetické partikule byla snaha také imobilizovat alkalickou
fosfatazu. Pro jaké experimenty byl tento nosi¢ uvazovan?

Je znamo kolik je na PKA ¢&i GSK-3B volnych aminoskupin vyuzitelnych pro pouzivany typ
vazby na Castice? Pfipraveny nosi¢ je smési rlizné navazanych PKA/GSK-3B? Mlze néktera
orientace byt neaktivni? Existuje moznost orientované vazby?

Byla pfed pouzitim PKA, GSK-3B a alkalické fosfatazy testovana jejich aktivita a porovnana
s deklarovanou hodnotou? Byla aktivita po imobilizaci srovnatelna?

U obrazku 31 a 32 uvadite, Ze teoretickd molekulova velikost tau proteinu je 45,9 kDa. Na
SDS-PAGE ale mate zaramovany prouzky o velikosti cca 70 kDa. Cim si vysvétiujete tento
rozdil? Jaky narust molekulové hmotnosti se ocekava po fosforylaci? Nebylo by lepsi pouzit
meéneé % gel?




V zavéru diplomové prace byl testovan nosi¢ s PKA s ,realnym vzorkem* proteinem tau. Pro¢
nebyl stejné testovan nosi¢ s GSK-337 Jak by ho bylo mozné testovat?

Je mozné pripravit partikule, na které by byla imobilizovana smés riznych kinaz tak aby mohl
byt jejich u€inkem pfipraven protein s riznymi typy fosforylace? Nebo je pro tyto pfipady lepsi
pouzit smés nosicu nesouci jednotlivé imobilizované kinazy?

Zaverem lze fici, ze se jedna o velmi kvalitni, nadstandardni diplomovou praci, ktera navic
jisté pfinesla dulezité vysledky pro domovské pracovisté. Student spinil véechny zadané
ukoly. Diplomovou praci doporucuji k obhajobé& a hodnotim znamkou

vyborné
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