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Nazev: Optimalizace pouziti trypsinu imobilizovaného na magnetickych
mikrocasticich pro proteomické ucely

Enzymatickd digesce je nedilnou sou¢asti mnoha proteomickych experimentii a kritickym zptisobem
ovlivije UspeSnost nasledné analyzy. Tato prace ma za cil aplikovat vyhody pouZiti magnetickych &stic
s imobilizovanym trypsinem pro digesci proteinii v roztoku a porovnat tento ptistup s klasickou metodou §t&peni
proteind v roztoku pomoci metod MALDI-TOF MS a RP-HPLC,

K predkladané praci mam nasledujici pripominky, resp. dotazy:

— Cisla stranek by mohla byt uvedena od kapitoly ,.Anotace* az po ,,Obsah* v&etné

— kap. ., Anotace®, I. 2: specifickou — specifitou

— v celé praci by misto oznaceni , MALDI-TOF* bylo [épe pouZivat oznageni , MALDI-TOF MS*

—  kap. ..Summary*: f. 2: Lysine — lysine, ¥. 20: onbound — unbound, . 21: leas — least

— kap. ,Zkratky*: 2D neznamena ,,dvourozmémy gel*; . BNPS-skatol — na konci fadku je prebyteéné ,u;
f. LC - Liguid — Liquid; ¥. SIMAG — v souslovi ,.karboxylovoufunkéni* chybi mezera

— kap.,Obsah": nazev kapitoly 2.6.3.2: kapalinovd — kapalinové

— Cislovéni citaci by mohlo byt dle pofadi, v jakém byly poprvé pouzity v textu (napf. str. 13, citace [1], [5])

— str. 19, 1. 1: Jak vyplyva z predchozi rovnice, Ze reakéni rychlost je pfimo imérna koncentraci enzymu?

— str. 20, I. 4: rychlost — rychlosti

— str. 31, . 3-4: u koncentraci molekul chybi jednotky

— str. 32, 1. 8: Co se mysli pod pojmem . plamenova ionizace™?

— str. 33, 1. 11: V metod€ FT-ICR: co musi byt supravodivé a za jakym ticelem?

— str. 34, 1. 9: tandemovy hmotnostni spektrometr neni vzdy jen spojeni dvou analyzatorti pres kolizni celu

— str. 35, F 30: liguid —liquid

— str. 40, T, 3: Jaky byl pouZit trypsin? Hovézi nebo vepiovy?

— str. 40, . 18: Jaka zde byla pouZita kolonka?

— str. 40, nazev kapitoly 3.3: Nejednd se spiSe o stanoveni aktivity trypsinu?

— str. 42, kap. 3.4.3: Jednd se skute¢né o odsoleni, jestlize nakonec frakce obsahuji 0,1 M fosfatovy pufr?

— str. 44, f. 12: Stépeni BSA brani 34 cysteind spojenych disulfidickymi muistky, a-casein v procesované
form& neobsahuje zadny cystein a cytochrom ¢ obsahuje cysteiny dva (s navazanym hemem)

— str. 44, T. 15: Probihala redukee a alkylace BSA v pfitomnosti n&jakého pufru?

— str. 47, tab. 3.1: rozsah hmotnostniho spektra byl pravdépodobné vét3i

— str. 48, f. 19: sloZeni mobilni faze B pravdépodobné obsahovalo v&tsi podil acetonitrilu

— str. 50, I. 6: pro lep3i orientaci by bylo vhodné jednotlivé frakce naredit (vysoka hodnota absorbance >3)

— str. 51, posledni fadek: ,,11,95 ng/100 ul neni aktivita, ale koncentrace

— str. 53, obr. 4.3: Je n&jaké vysvétlen{ pro ..zmizeni* piku 1168 po celono¢ni digesci?

— str. 63, tab. 4.4: Pro¢ se peptid VLASSAR se vyskytuje dvakrét pro riizné hodnoty m/z?

— str. 65, obr. 4.17: oznaceni jednotlivych piki v hmotnostnim spektru neni vzdy spravné, napi. cytochrom ¢
[2ZM+H] je oznagen pik s m/z ptiblizng 18 000

— str. 69, tab. 4.5b: Pro¢ maji ptky 3209,71 a 3211,17 stejnou sekvenci?

~ obr.4.27, 434, 4,41, 4.47: neni jasné, zda uvedené poméry znaéi pomér enzym/protein nebo protein/enzym

— str. 84, F 1-2: Daji se uvedené hmotnosti protein( pouzit v piipadé kalibrace hmotnostnich spekter?

— citace [43]: spravné ma byt ., Trends in Analytical Chemistry*; citace [54]: spravné ,.Proteomics*

— =

Pres uvedené pripominky predkladana price spliuje stanovené cile zadani. Zpracovany piehled literatury je
v pfiméfeném rozsahu a dodrzuje citacni normy. Obsahova a formalni stranka prace je az na nékolik malo
vyjimek v pofadku. Autorka téz prokazala aktivni pristup k samostatné praci a proto doporuduji pfedloZenou
diplomovou praci k obhajobé a navrhuji hodnoceni vyborné.

V Hradci Kralové dne 19. kvétna 2009 Loamt et o SR
RNDr. Pavel Rehulka, Ph.D.
Ustav molekularni patologie FVZ UQ
Trebedska 1575
500 01 Hradec Kraloveé



