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Diplomova prace Be. Sarky Bednafové je zaméfena na imobilizaci proteinkinazy na
magneticky nosic, fosforylaci proteint na tyrosinu a jeji detekci. K detekci jsou pak vyuzivany
jak protilatky proti fosforylovanému tyrosinu (pTyr) tak dendrimer pIMAGO. Nedilnou
soucasti je i analyza vzorkd pomoci hmotnostni spektrometrie (MS).

Teoretickd Cast prace je psana piehledné, s malym mnozstvim stylistickych chyb ¢i
pieklept a podle doporuceného stylu. V teoretické Casti se studentka vénuje detailné kinazam,
jejich prehledu a konkrétné se poté na tyrosinkinazy a Src kinazy. Déle jsou popisovany metody
imobilizace proteind, jejich vyhody a nevyhody. Stejné tak jsou poté popisovany metody
detekce fosforylace na proteinech a vybrané proteiny, u kterych je znam, nebo se predpoklada
vyznam jejich fosforylace in-vivo. ZavéreCnd kapitola se pak vénuje multifosforylovanym
peptidim, i1 kdyz samotny text se vénuje spiSe proteinim. Tato Cast by také mohla byt 1épe
provazana se souvisejicim textem v teoretické Casti. Bylo by také vhodné 1épe vyuzit potencial
této Casti a diskutovat napt. vliv pfemiry fosforylace proteint pfi onemocnénich, skali jejich
detekce a ptipravy in vitro.

Obecny vycet a pocet kinaz je v textu n€kolikrat opakovan, napt. na strané 17: ,Dnes je
znamo asi 90 ruznych kinaz specifickych pro rezidua tyrosinu“; na str. 19: ,)'V dnesni dob¢ je
znamo asi 518 ruznych proteinkinaz. Z toho je vice nez 90 tyrosinkinaz.“; na str. 19:... Znamo je
sice zatim jen necelych 100 tyrosin kinaz...*.

Vtextu je minimum nepresnosti, avSak na str. 43 se uvadi: ,,...Specifické anti-
fosfoprotilatky se jsou schopné navazat pouze na urcité aminokyselinové sekvence. Pokud misto
fosforylace neni znamé, nejsou dostupné prislusné protilatky. Proto tuto metodu lze pouzit pouze
na znamé fosforylace...“. Toto tvrzeni je bohuzel zavadéjici, jelikoz existuje cela tfada protilatek
obecné proti pTyr bez nutnosti rozpoznavat urcitou sekvenci proteinu. V experimentalni praci jsou
zminény napt. anti pTyr protilatky SLBV4381 (Sigma Aldrich) na str. 62 ana str. 70 je popisovana
detekce anti-pTyr protilatkami pomoci Western blotu.

Celkove je ale teoreticka cast prehledna a dobfe zpracovana i pres vyse uvedené drobné
nedostatky.

Na vécné a srozumitelné psanou metodickou ¢ast navazuje prvni ¢ast vysledkové Casti,
ktera popisuje postup optimalizace protokolu detekce fosforylovanych proteini pomoci
Western blotu. Na rozdil od dal3ich kapitol vysledkoveé ¢asti je tato kapitola (4.1.) bohuzel mélo
diskutovana, a zaveéry z této kapitoly jsou tak nejasné. Byla uspésn¢ detekovana fosforylace na
serinu pomoci pIMAGO avSak prikaz moznosti detekovat fosforylaci na tyrosinu nebyl
spravné proveden.

Na str. 70-71 jejiz soulasti je 1 Obr. ¢. 8 totiz ukazuje optimalizaci detekce
fosforylovaného tyrosinu s pouzitim lidského IgG jako standardu. Lidské IgG, ale bohuzel
fosforylaci tyrosinu, podle dostupnych informaci, neobsahuje. K ovéfeni je mozné vyuzit
databéazi PhosphoSite https://www.phosphosite.org. Navic v databdzi Uniprot, ktera je v praci
zmingna, se pTyr nenachazi ani na konstantni Casti tézkého fetézce gamma 1-4 (proteiny



https://www.phosphosite.org/

P01857, P01859, P01860, PO1861) ani konstantnich ¢astech lehkych fetézct kappa ¢i lambda
u manualné anotovanych proteina. JelikoZz je IgG sekretovany protein, je nepravdépodobné, ze
by obsahoval pTyr, ktery je asociovan predevsim s intercelularnimi proteiny. Signal detekovany
na obrazku ¢. 8 je tak pravdépodobné zpusoben zkiizenou reaktivitou sekundarni protilatky s
molekulou lidského IgG namisto IgG mysi primarni anti-pTyr protilatky. Jedna se o pomérne
beézny jev. FunkCnost metody tedy timto testem nebylo mozné ovéfit i kdyz v ¢asti 4.4. je
prokazano, ze funkeni je.

Nastr. 72 a 73 s detekci fosforylaci pomoci pIMAGO jsou spravn€ detekovany proteiny
a- a P-casein s fosforylaci na serinu. Lehké fetézce protilatek mohou dle nékterych studii
vykazovat fosforylaci na serinu (DOIL: 10.1038/s41587-019-0344-3), coz pravdépodobné
zpusobilo slabou odezvu pomoci pIMAGO. Metoda je tedy funkéni i kdyZz na obrazku ¢. 11C
jiz fosforylace IgG detekovana neni.

Dalsi ¢asti kapitoly jsou jiz metodicky spravné provedeny a napt. v Casti 4.2.2. je
velkym ptinosem pro dalsi praci vliv ptidavku bovinniho sérového albuminu, ktery se ukazal
jako kli¢ovy pro zachovani aktivity imobilizované Src kinazy. Hodnoceni a vysledky v této
Casti prace jsou logicky uspotradany, a i ovéfeni miry vazby na Castice je velmi dulezité. I presto,
ze pravdépodobné dochazelo k rozpadu magnetickych ¢astic, dopadly experimenty v kapitole
423, velmi dobfe a aktivita kinazy je z velké miry zachovana min. po dobu 4. tydnu.
Experimenty jasn€¢ potvrzuji moznost imobilizovat enzymy na ¢astice a zachovani jejich
aktivity.

V Casti 4.3. je jiz vlastni fosforylace pomoci Src. I pfes problémy s pfenosem proteind
na membranu a detekci pomoci Western blotu bylo jednozna¢né prokazano promoci
hmostnostni spektrometrie, ze MBP byl opravdu uspésné nafosforylovan a to jak volnou, tak
imobilizovanou formou Src kinazy.

V kapitole 4.4. jiz bylo pfistoupeno k fosforylaci lidského alfa synukleinu, kde
fosforylace mohou hrat dialezitou roli v ovlivnéni konformace tohoto proteinu. Tato ¢ast prace
je tedy naprosto klicova.

Pomoci Western blotu byla uspésné prokazana fosforylace solubilni Src kinazou jak
detekénim systémem s pIMAGO detekci, tak s vyuzitim anti-pTyr protilatek. Nasledn€ byla
lokalizovana 1 fosforylace na Tyr39. Bohuzel u imobilizované kinazy fosforylace potvrzena
nebyla i pfesto, ze alfa-synuklein byl pfitomen na membrané.

V kapitole 4.4.3. nebyly bohuzel detekovany zadné fosforylace pomoci MS. Za moznou
pii¢inu byla uvedena nedostatecnd koncentrace vzorku. Velmi negativné pravdépodobné
pusobila i pfitomnost SDS ve vzorku, ktery je s MS nekompatibilni a je obtizné jej z roztoku
odstranit. Standardni extrakce na reverzni fazi totiz bohuzel nepoméha.

I pres nékteré nedostatky hlavné v kapitole 4.1. bych chtél nicméné vyzdvihnout
experimentalni piinos prace, ktery muze byt v budoucnu vyuzit pfi dal$i analyze in-vitro
fosforylovanych proteint

Dotazy:

1) Na str. 39. se uvadi v souvislosti vSeobecné s se vSemi kindzami: ,,...Zarover 1 jejich
skladovaci stabilita v Case vyrazné klesa... . Je to mozné uvést takto obecné? Pokud ano,
prosim o uvedeni validnich literarnich zdroju.

2) Str. 42: ... Existuji i ¢astice s aldehydovymi, Ni*, Co* funkénimi skupinami...“. Jsou
&astice s Ni*" a Co®" funkénimi skupinami komer&né dostupné nebo je tieba je piipravit
v laboratofi? Jaky je rozdil mezi Co*" a Co®" funké&nimi skupinami v souvislosti
s imobilizaci?



3) Nebyly detekovany zadné fosforylace u nativniho MBP pomoci WB (Obr. 11C a 12),
mohla za to jiz zminénd fragmentace? Jak4a molekulova hmotnost byla u MBP
o¢ekavana a jakou jste stanovili na membrang?

4) Jak si vysvétlujete, ze na Grafu €. 3 je vidét, ze po 1 tydnu doslo dle méfeni k poklesu
mnozstvi enzymu a po 2 tydnech zase k jeho navyseni?

5) Str. 79 — Jakou roli hraje okyseleni odebranych vzorkl z reakéni smeési pomoci 5%
trifluoroctové kyseliny?

Zavér: Zvolené téma je pomérne slozité a jeho zvladnuti vyzadovalo velké usili studenta.
Presto se podarilo prokazat uspésné fosforylace na modelovych proteinech, 1 kdyz ptinos
imobilizace enzymu na nosi¢ je v tomto piipade je prozatim jednoznacné prokazan nebyl.
Bylo by tak vhodné se tomuto tématu vénovat v navazujici praci. Prace vsak polozila zéklad
pro budouci uspésnou fosforylaci alfa-synukleinu jako modelového proteinu pro studium
vlivu fosforylace na jeho konformaci a s tim spojena onemocnéni. Studentka jednozna¢ne
splnila pozadavky kladené na diplomovou préci, a proto ji doporucuji k obhajobé.
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