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Vyuziti kapilarni elektroforézy pro analyzu proteinovych fosforylaci

V predlozené diplomové praci se diplomantka v souladu se zadanim zabyvala optimalizaci
pripravy magnetickych nosi¢ii pro proteolytické Stépeni a defosforylaci standardniho vzorku
a-kaseinu pro naslednou analyzu fosfopeptidii pomoci kapilarni zonové elektroforézy (CZE)
ve spojeni s UV detekei. Zoptimalizované podminky pripravy vzorku a-kaseinu pak byly testovany
i pro standardni vzorek rekombinantniho tau proteinu. Prace koncepéné zapadd do komplexni
problematiky analyzy proteinovych fosforylaci, fesené v ramci vyzkumné skupiny imunochemie
na KBBV.,

V ramci teoretické Casti prace diplomantka popsala principy kapilarni elektroforézy
ahmotnostni spektrometrie a jejich instrumentaci. Dle se vénovala obecné charakteristice strukury
a vlastnosti proteinii vetné popisu fosforylace jako nejast&ji se vyskytujici posttranslacni
modifikace proteint a rovnéz detailngji charakterizovala vlastnosti a funkce tau proteinu. Na zavér
pak shrnula nékteré dosud publikované vysledky o vyuziti CZE a MS pro analyzu fosforylovanych
proteint a peptidi. V pribéhu experimentalni préce diplomantka zpracovala standardni vzorky
a-kaseinu podle navrzenych metodickych postupl, které zahrnovaly optimalizaci §tépeni
fosfoproteinu trypsinem, obohaceni ziskanych fosfopeptidia na TiO, ¢asticich a defosforylaci
fosfopeptidii pomoci alkalické fosfatdzy. Pro imobilizaci trypsinu a alkalické fosfatazy byly pouzity
dva typy magnetickych nosi¢t, pro které byla vyhodnocena G¢innost imobilizace a stabilita
imobilizovaného enzymu. V pripadé imobilizace alkalické fosfatazy bylo dale testovano i riizné
prostiedi a doba provedeni imobilizace. Piipravené vzorky byly analyzovany pomoci CZE a navic
byly v8echny kroky tpravy standardniho vzorku ove€fovany pomoci MALDI-MS za G¢elem ziskani
doplitujicich informaci o ptipravenych vzorcich, Nakonec byly zoptimalizované podminky ptipravy
vzorku aplikovany také na rekombinantni tau protein. Ziskané vysledky pak diplomantka ptehledng
zpracovala formou obrazkd, grafi i tabulek a diskutovala je v piiméfené rozsahlé vysledkové ¢asti
prace.

Aneta Kyralova po celou dobu pracovala na své diplomové praci samostatné a velmi
svedomité. Velice rychle si osvojila veskeré metodické postupy ptipravy vzorki a pfistupovala k nim
s maximalni pe¢livosti. Rovnéz prokazala pottebnou zruénost pii obsluze ptistroje pro CZE a také
bez probléml zvladala vyhodnocovani namétenych elektroforegrami a hmotnostnich spekter.
Po ukonteni experimentalni prace se mnou pak pravidelné konzultovala obsah i formu jednotlivych
kapitol.

Z pohledu vedouciho diplomové prace nemam k federsnia experimentalni praci diplomantky
zadné pripominky, stejné tak ani k pfedlozené diplomové préci, kterd je sepsina piehledné a
srozumitelné. Mohu tedy konstatovat, e Aneta Kyralova splnila zadani diplomové préce, kterou
hodnotim znamkou

- vyborné -.
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