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PredloZena diplomova prace se zabyvé analyzou fosforylace proteinu ovalbuminu
technikou kapilarni zénové elektroforézy s UV-detekci. Pfiprava vzorku zahrnuje
proteolytické 3tépeni, obohaceni o fosfopeptidy a defosforylaci. Porovnani zaznamu
elektroforetické separace takto zpracovaného vzorku pred a po defosforylaci by mélo slouzit
k potvrzeni pfitomnosti fosforylace. Jednotlivé kroky byly optimalizovany a paralelné
analyzovany hmotnostni spektrometrii.

Diplomova préce ma pfiméfeny rozsah (81 stran) a klasické ¢lenéni, zahrnuje kratky
uvod, teoretickou Cast (22 stran), nasleduje konkretizace cild diplomové prace a
experimentalni &ast (17 stran), vysledky jsou shrnuty na 22 strankach a zavéry pak na
necelych dvou. V priibéhu préce i v seznamu literatury (celkem 63 citaci) studentka spravné
pouZiva a dodrzuje citaéni normy.

Teoreticka €ast je zpracovana pfehledné a vénuje se struktufe a vlastnostem protein(
vCetné jejich posttranslaénich modifikaci se zaméfenim na fosforylaci, principu a
instrumentaci kapilarni elektroforézy (CE) a hmotnostni spektrometrie (MS), a struéné je
popsan také studovany protein ovalbumin véetné zminky o mosnostech vyuziti CE a MS pro
jeho analyzu. V experimentdlni ¢asti jsou podrobné popsany metodické postupy, které si
studentka vramci této diplomové prace zvladla osvojit. Zahrnuji jednak metody pfipravy
magnetickych nosi¢i pro proteolytické Stépeni a defosforylaci, déle pak pracovni postupy
pfipravy jednotlivych vzork ovalbuminu ($tépeni defosforylaci a obohacovani) a postupy
analyzy pfipravenych vzorkd pomoci kapildrni zénové elektroforézy a hmotnostni
spektrometrie. V kapitole vysledky a diskuse jsou pFedeviim interpretovany ziskané
vysledky, které jsou dolozeny formou tabulek, grafi a obrazka (MS spekter a
elektroforegramil), za nedostateénou oviem povaiuji diskusi, ktera by zde mohla byt
obsahlejsi.

Prace je sepsana peclivé a srozumitelné s minimem stylistickych neobratnosti (napt.
str. 75 "nejoptimalné;jsi") a pfeklepd (napf. str. 49 "pfed kazdym mé¥eni", str. 47 Tabulka 3 je
nazvana "Kalibracni fada trypsinu”, pfitom se jedna o kalibra¢ni fadu ALP). Po formalni

strance prace spliiuje poZadavky na ni kladené a na velmi dobré urovni je také graficka
uroven textu.
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Na autorku mam nasledujici dotazy:

1) Ve vysledkové Casti na str. 55 je uvedeno, Ze ze ziskané rovnice regrese (vychazejici z
kalibraéni zavislosti proteolytické aktivity trypsinu stanovené pomoci substratu
BAPNA) bylo vypoéitano mnoZstvi trypsinu imobilizovaného na magnetickych
nositich. Ve skuteénosti se viak zfejmé jedna pouze o podil navazaného enzymu
vykazujici enzymovou aktivitu. Stanovovali jste i celkové navazané mnozstvi enzymu
popf. mate pfibliznou pfedstavu o poméru aktivni a neaktivni slozky enzymu po
imobilizaci?

2) Neuspésna detekce obohacenych defosforylovanych peptid@ pomoci CZE je na str. 74
pfisuzovana pravdépodobnym ztratam peptid@ pfi defosforylaci, ¢im si tyto ztraty
vysvétlujete a bylo by pfipadné mozné jim néjakym zpGisobem predejit?

3) Na str. 74 je dale uvedeno, se koncentrace peptidd ve vzorku vlivem ztrat zfejmé
klesla pod limit detekce CZE. Jaké bylo mnoistvi vzorku (proteind, peptidd)
davkovaného pii CZE (tento udaj neni uveden v experimentalni Castia u jednotlivych
elektroforegrami je uvedena pouze koncentrace vzorku)?

74vérem lze konstatovat, ze prace neobsahuje zasadni chyby & nedostatky, bylo dosazeno
stanovenych cild, praci hodnotim jako zdatilou, doporuéuji ji k obhajobé a hodnotim
znamkou vyborné.
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