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PfedloZena diplomova prace studentky Andrey Richterové se zabyva zpracovanim vzorku
modelového fosfoproteinu a-kaseinu zahrnujicim jeho proteolytické $tépeni, obohaceni o
fosfopeptidy a naslednou defosforylaci. Jednotlivé kroky byly analyzovany jednak
hmotnostni spektrometrii a pfedevsim pak kapilarni zénovou elektroforézou ve spojeni s UV-
detekci, u které byly optimalizovany podminky separace.

Teoreticka cast je zpracovana prehledné a vénuje se principu a instrumentaci kapilarni
zénové elektroforézy, popisuje strukturu a vlastnosti protein( véetné jejich posttranslacnich
modifikaci se zamérenim na fosforylaci, a v neposledni fadé jsou uvedeny moznosti vyuZiti
kapilarni zénové elektroforézy pro analyzu proteind a peptidd. V experimentalni ¢asti jsou
podrobné popsany metodické postupy, které si studentka zvladla osvojit vramci této
diplomové prace, zahrnujici jednak metody pfipravy vzorku jako je imobilizace enzymu
trypsinu a alkalické fosfatdzy na magnetické mikrocastice, stanoveni jejich enzymatické
aktivity, Stépeni a-kaseinu trypsinem, defosforylace alkalickou fosfatazou ¢i obohaceni
fosfopeptidii pomoci TiO, a dale pak pracovni postupy pro kapildrni zénovou elektroforézu
zahrnujici pokryti kapilary, méfeni elektroosmotického toku a vlastni separaci pripravenych
vzorki. Ve vysledkové a diskusni ¢asti jsou podrobné interpretovany ziskané vysledky, které
jsou dolozeny formou tabulek, grafd a obrazka.

Diplomova prace obsahuje 96 citaci, které jsou zpracovany podle citatnich norem, a jeji
rozsah je 89 stran. Prace je napsana stylisticky dobie a Ctivé. Nevyskytuji se zde hrubé
pravopisné chyby a je zde pouze minimalni mnoZstvi pieklepd (napf. str. 34 - thiolitické, str.
18 - diftize, str. 55 - pritok 1 pl/ml, str. 29 - kDA, str. 51 - 0,8 rpm).

K diplomové praci mam par drobnych pfipominek a dotazu:

1) Drobné vyhrady mam k nékolika nepfesnym formulacim napf. v ndzvech kapitol 4.4.1 a
4.4.5 je pouiito spojeni Imobilizace trypsinu/alkalické fosfatazy na SiIMAG-COOH/NH,
magnetickych casticich, doporucovala bych spiSe spojeni Imobilizace na magnetické
Castice, dale pak nadpis kapitoly 5.5 Separace $tépeného a-kaseinu imobilizovanym
trypsinem by mohl byt formulovan piresnéji, a to Separace a-kaseinu 3Stépeného
imobilizovanym trypsinem.

2) Zkratka LIF je vysvétlena jako laser indukovana fluorescence, toto oznaceni se opakuje i
v textu (napf. Tab. 2.2, str. 33), spravné by mél byt pouZit nazev laserem indukovana
fluorescence.

3) Vtextu neni sjednoceno spravné psani procent, procenta by méla byt oddélena
mezerou, pfi tésném sazeni pak maji vyznam sloZzeného pfidavného jména (napf¥. str. 39
Kap. 4.2 Chemikalie).
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Jsou pouZivany nespravné koncovky pridavnych jmen slovesnych napf. fedici (str. 42),
délici (str. 46 Tab. 4.2), koncovka —ici vyjadfuje dé&j, méla by byt spiSe pouZita koncovka —
ici vyjadfujici ucel.

U chemikalii od firmy Sigma-Aldrich by mélo byt uvedeno spise jako misto uréeni St.
Louis, MO, USA, kde je hlavni sidlo spolecnosti, nez Steinheim, Némecko.

U tabulky 5.5 bych doporucovala uvést i rozsah sekvence jednotlivych peptidd v ramci
sekvence plivodniho proteinu, pro snadnéjsi vyhledani teoretického mista fosforylace.
Ne vSechny piky oznatené v MS spektu na obrazku 5.6 koreluji stabulkou 5.5., napf.
peptid o hmoté 2080,0 oznaceny ve spektru jako fosforylovany, je vtabulce oznaden
jako nefosforylovany, bylo by vhodné Iépe popsat.

U spektra na obrazku 5.11 je velice hezky a detailné popsan pozorovany déj deamidace,
doporucovala bych ale u tohoto spektra zvyraznit a vice okomentovat také fosforylaci,
zda a v jaké mire k ni dochazelo.

V tabulce 2.1 na str. 19 je v pfipadé typu pokryti adsorpci polymert jako prvni vlastnost
uveden pojem nizkd, prosim o vysvétleni.

V Tab. 2.3 na str. 25 chybi v pfehledu moznost vyskytu fosforylace u nékterych zde
uvedenych aminokyselin, napf. u lysinu a argininu, u nichZ je zminén moZny vyskyt
fosforylace v textu na str. 26. Jak je to s kyselinou glutamovou, mazZe se u ni vyskytovat
fosforylace?

Co znamena Scr homologni doména zmifovana na str. 28, zkratka Scr neni vysvétlena?
Chybi vysvétleni zkratky HPMC, ktera je pouzivana jako souddst pracovniho elektrolytu
pfi CZE separacich, prosim o vysvétleni zkratky a vyznamu pouZiti této latky pfi
separacich.

Jednou zpodminek sloZeni pracovniho elektrolytu pro dynamické pokryti pfi
elektroforetické separaci kaseint je pH v kyselém prostiedi, pro¢ byl zvolen pravé
fosfatovy pufr, pro néjz pH 2,5 neni zrovna typické. Bylo by mozné poutzit i jiny typ pufru
napf. glycinovy nebo citratovy, které se béiné pouZivaji vtakovychto hodnotach pH?
Jaky by to pfipadné mélo vliv na separaci?

Defosforylace imobilizovanou ALP byla vyhodnocena jako vhodna metoda pro modifikaci
peptidd pfed CZE-UV analyzou, protoZe separace v tomto pfipadé byly Gspé&3né. Aviak
dostatecna ucinnost defosforylace nebyla vtomto pfipadé prokazédna ani technikou
MALDI-TOF-MS, ¢&im si tento fakt vysvétlujete a jakym zplisobem bude pfipadné
probihat optimalizace podminek, aby bylo docileno lepsiho vysledku defosforylace
imobilizovanym enzymem?

Prace spliiuje stanovené cile zadani. PfestoZe podminky analyzy bude potieba jeité dale
optimalizovat, aby mohly byt pouZity i pro redlny vzorek, je diplomova prace pfinosem
v daném vyzkumu a vy3e uvedené pfipominky a nedostatky jsou vétsinou formalni a vyrazné
nesnizuji jeji kvalitu. Proto hodnotim vyborné.

V Pardubicich 21.5.2012 Mgr. Barbora Janko

vi¢ova; Ph.D.
Dk M‘/



