Posudek oponenta Ing. Vaclava Stanka, Ph.D. na diplomovou praci Be. Petra Yilmy nazvanou
Priprava proteinu v umélych expresnich systémech a analyza proteinovych interakei

V piedlozené diplomové praci se diplomant zabyva pfipravou proteina AIR-2 a BIR-1 v
expresnich systémech a jejich izolaci pomoci afinitni chromatografie. Detekee obou proteinu po
separaci gelovou elektroforézou byla provedena s vyuzitim nespecifickych vybarvovacich metod
a v pripadé proteinu BIR-1 také pomoci hmotnostni spektrometrie. Diplomat se rovnéZ snazil
prokizat vzijemné vazebné interakce sledovanych proteinii.

V teoretické asti se diplomant vénuje obecné charakteristice proteinu véetné pHprav}f
rekombinantnich proteinii v expresnich systémech a vzijemnych proteinovych interakci. Dale
struéné popisuje principy afinitni chromatografie a gelové elektroforézy. Na zavér se diplomant
vénuje principu stanoveni a detekce proteini.

Jak vyplyva z experimentilni Casti price, diplomant zvladl velmi naroéné postupy
pievedeni obou proteinli z pivodniho organismu do buneéné¢ho lyzatu. nasledné purifikace
rekombinantnich proteini a jejich detekce. Na druhou stranu je ale ponékud zardZejici, ze
vysledkova a diskuzni ¢ast neni rozsihlejsi. DosaZzené vysledky by si urcité zaslouzily hlubsi
komentaf, protoZe se jedna o velmi zajimavou praci.

K diplomové praci mam nékolik pripominek a dotazi do diskuze:

L je Skoda, Ze diplomant nevénoval vice pozornosti formalni strance pfedlozené prace, v
textu se asto vyskytuji chyby a preklepy. pfitom spoustu z nich by urgité eliminoval
pouzity textovy editor.

= v praci Gplné chybi seznam zkratek, které se v textu vyskytuji ve velkém mnozstvi.
= v souhrnu jsou rozdilné uvadéné zkratky sledovanych proteini (velka a mala pismena).
- mél bych zasadni pfipominku k prici s literaturou. Literarni odkazy nemaji jednotnou

upravu. U skript amonografii nejsou uvedeny strany, ze kterych diplomant ¢erpal. Odkazy
na internetové zdroje jsou nejednotné, u nékterych chybi datum staZeni.

= prot nebylo v teoretické ¢asti citovano vice pivodnich védeckych ¢lanka? Pouze tii
literarni odkazy ([17]. [19] a [20]) z dvaceti tfi uvedenych jsou publikace v
impaktovanych Casopisech, navic nejsou uvedeny ndzvy cCasopisu ani zikladni
bibliografické udaje. Ve lze pfitom snadno dohledat napf. na Web of Science.

& odkazy na literami zdroje v textu diplomové prace jsou &islovany nahodile, u néktervch
dokonce chybi odkaz v textu.
= mezi kapitolou 2.1 (struktura proteini) a 2.3 (fyzikalné -chemické vlastnosti proteinu) je

nelogicky zafazena kapitola 2.2 o pfipravé rekombinaénich proteini. Stejné tak nelogicky
pusobi zafazeni kapitoly 2.5 (interakce proteinti) mezi kapitolami o afinitni chromatografii
(2.4) a elektromigra¢nich metodach (2.6).

- str. 15, jak je myslena véta na Sestéem fadku “Pro vzdjemné interakce proteinu se
nejcastéfi pouziva jiz zminéna (hiojafinitni chromatografie ”? Pouziva se pro detekci
interakce proteini nebo je interakce vyuzita pro izolaci jedné ze sloZzek metodou afinitni

chromatografie?

= str. 19 a 23, doporucuji pouZivat spravné oznaceni kolony s nikelnatym nosi¢em namisto
“niklova kolona ", jedna se o slangovy vyraz.

= str. 21, v kapitole 3.1.2 chybi informace o teploté kultivovani.

L] str. 22, oznadeni “agarozové kulicky " doporucuji nahradit za agar6zovy nosic, opét se
jedna o slangovy vyraz.

= diplomant pouZiva v experimentalni ¢asti pfilidné anglikanismy (fixing, sensitising,
staining, developing, atd.), pfitom viechny maji své ekvivalenty v ¢estiné a bézné se
pouzivaji.

= v experimentalni ani vysledkové ¢asti jsem nenadel Zadnou zminku. zda byly experimenty

provadény nékolikrat po sobé nebo jen jednou.



L str. 29. obrazek kalibraéni pfimky neni otislovan. V jakych jednotkach jsou uvedene
koncentraéni hodnoty. jedné se veelku o dulezity udaj, ktery neni v obrazku uveden. Stilo
by za tivahu uvést i hodnotu korelagniho koeficientu dané zavislosti. kdyz uz je uvedena
jeji rovnice.

= Pro¢ nejsou pod obrazkem kalibrace uvedeny hodnoty koncentraci BIR-1 a AIR-2 pro
prvni frakei?

" Skoda, Ze se diplomantovi z asovych divodi nepodafilo identifikovat protein AIR-2
pomoci hmotnostni spektrometrie, vysledkova ¢ast by pak pusobila ucelengj$im dojmem.

I pres viechny uvedené piipominky mohu na zavér konstatovat, Ze diplomant splnil zadani
diplomové préce. Doporucuiji ji tedy k obhajobé a hodnotim znamkou

- velmi dobfe-m -.

V Pardubicich, 28. kvétna 2010 Ing. Vaclav Stanék. Ph.D—



