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NAZEV PRACE: Kvantifikace proteinovych vzorki pomoci hmotnostni spektrometrie s vyuzitim
stabilnich izotopovych znacek

Predlozend diplomova prace Bc. Ivy Vykydalové ma celkovy rozsah 102 stran.

Teoretickd ¢dst (22 stran) ucelené pokryva vsSechny oblasti, které byly planovany béhem
diplomové prace. Zahrnuje elektroforetické a chromatografické techniky pro déleni proteini a peptidd,
principy proteomické pfipravy vzorkll a zaklady hmotnostné-spektrometrické analyzy peptid( a
proteinl a to jak z kvantitativniho, tak kvalitativniho hlediska.

Experimentalni ¢ast pak predstavuje témér 2/3 diplomové prace, z ¢ehoZ usuzuiji, Ze studentka
odvedla opravdu velky kus experimentalni prace a ziskané vysledky jisté budou tvofit cenny prispévek
k reseni grantového projektu uvedeného v diplomové praci. Studentka si v praxi vyzkousela radu
pokrodilych technik z oblasti proteomické analyzy proteint. Vyznamny pfispévek této predloZené
prace spociva ve vyuziti chromatografickych technik aplikovatelnych k off-line frakcionaci komplexnich
peptidickych smési. Tento postup vede k findlni hlubsi analyze proteom( ve vzorcich sloZitého
biologického materidlu, jakym bezpochyby lidska plazma je.

K frakcionaci peptid( byly vyuZity tfi odlisné typy chromatografickych nosi¢l a odpovidajici
podminky separace (reverzni faze za bazickych podminek, basicRP; hydrofilni chromatografie, HILIC; a
ionexova chromatografie na silném katexu, SCX). Frakcionacni postupy byly provedeny
v mikrogradientovém usporadani, které vyZzaduje znacnou experimentalni zru¢nost, jenZ studentka
béhem prace Uspésné prokdzala. Samotna optimalizace SCX frakcionace jako chromatografické
techniky, kterd doplnila jiz zavedené chromatografické frakcionace na basicRP a HILIC, byla feSena
logicky a vedla k optimalizovanému postupu vyuZitelnému v naslednych srovnavacich experimentech
s vyuzitim redlnych vzork( plazmy v ramci grantového projektu.

K diplomové praci mam nasledujici pfipominky tykajici se kvality prezentace nékterych
experimentalnich postupl a vysledkd.

1) kap.2.2 - Zkraceny popis pripravy modelovych vzork( peptidické smési je velmi povrchni.
Pokud je komplexni postup popsan ve zminéné publikaci, tak by mozna stacila zminka o této
modelové smési pred SCX optimalizaci.

2) Kap. 2.4 - Deplece plazmy - pfi uvedeni hodnoty centrifugace v rpm je nutné uvést i typ
centrifugy, pro kterou tento udaj plati. V soupisu technického vybaveni jsou uvedeny
minimalné dvé rizné centrifugy.

3) Kap2.5—Vzorek - depletovana lidska plazma - jaky byl finalni objem vzorku depletované lidské
plazmy pouZity v dalSich experimentech, mysleno ve spojeni s procesem deplece a s otazkou
findlniho objemu depletované plazmy po depleci? Tyto Udaje jsou poskytovany relativné
nepresné i v dalSich experimentalnich ¢astech diplomové prace.

4) Kap. 2.7 - Jaké byly koncentrace a objemy vzork( plazmy a depletované plazmy? Jaky objem
napfiklad predstavovalo mnozstvi 25 ug protein?

5) Kap. 2.8.1 - Nejednotné oznacovani zpracovavaného vzorku depletovana plazma - bunécny
lyzat vs proteinova smés (kap. 2.7).

6) Popisy obrazkd nejsou vidy dostate¢né informativni a v nékterych pfipadech je obtizné
pochopit celkovou podstatu zobrazenych informaci — napf. obrazek 12 - zobrazené



chromatogramy reprezentuji mnozstvi peptidi zachycenych nebo nezachycenych na SCX
nosic¢i? U nasledujicich obrazkd 13 az 16, 20 a plus obrazky v pfiloze bych ocenil ciselné
oznaceni typu gradientu dle tabulek 10 a 11 pro jednodussi orientaci podle textu.

7) Podkapitoly 3.5.1-3.5.4 — v textu chybi oznaceni typu vzorku, ktery byl frakcionovany. Az
z popisu obrazku je zfejmé, ze se jednd o TMT znacenou plazmu. Pfedpokladdm, Ze to je vzorek
TMT znacené depletované plazmy. Také ve vSech popisovanych chromatografickych
experimentech chybi informace o hmotnostnim mnozstvi nanaseného vzorku.

8) Opakovani informaci —tabulka 12, obrazek 22 a text v kapitole 3.6.2 — Identifikace proteinl —
popisuji opakované stale stejné informace bez dalsiho hodnoceni. V druhé ¢asti této kapitoly
se mluvi o identifikaci unikatnich proteinl a peptidl pro jednotlivé typy frakcionaci. Z hlediska
identifikace unikatnich proteind je nutné soucasné hodnotit kvalitu jednotlivych identifikaci
proteinl napfiklad se zamérenim na pocty identifikovanych unikatnich peptid( vztazené k
identifikovanym unikatnim proteiniim. Tato ¢ast vysledk( by si zaslouZila hlubsi interpretaci.

Rozsifujici otazky pro obhajobu prace:

1) Vysvétlete dlvod poufZiti kyseliny mravenci pfi chromatografické separaci peptidl na reverzni
fazi béhem kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci. Jsou i jiné alternativy?

2) Optimalizace SCX probihala, pravdépodobné, pfi pouZiti vzorkl peptid( z lyzatu bunék Jurkat
bez znaceni pomoci TMT, Ze? Pokud byly pouzity vzorky bez znaceni, |ze predpokladat, Ze TMT
znacené vzorky plazmy se mozna budou chovat pf¥i frakcionacich odlisné. Byla tato informace
brana v Uvahu a projevila se néjak v samotné mikrogradientové SCX frakcionaci?

3) V praci byly vyuzity tfi typy mikrogradientové frakcionace pro dva typy vzorkli TMT-
znacené/neznacené. Bylo by mozné navrhnout nejvhodnéjsi kombinace mikrogradientové
frakcionace pro dany typ vzorku na zakladé prezentovanych vysledk(? Volby kombinaci zkuste
zdlvodnit.

Zavérem bych potvrdil, Ze vSechny planované cile prace byly splnény a pfedloZenou diplomovou praci
doporucuji k obhajobé a navrhuji hodnoceni A.
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