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Slovni vyjadreni, komentafe a pfipominky oponenta:

Diplomova prace Bc. Simony Zatloukalové Priprava nestrukturovanych proteinii zapojenych do
tvorby matrice zubni sklovin s celkovym poctem 77 stram a s 32 obrazky se zprvu jevi jako
standardni diplomova prace. Nicméné po jejim dikladném pro¢teni musim kostatovat, Ze je velice
nevyvazena.

Prace ma rozséhlou a velice zajimavou teoretickou ¢&ast, ke které bych méla dotazy k nékterym
formulacnim nepfesnostem. Autorka uvadi na strané 11... funkce proteinu se odviji od jeho presné
definované a neménné trojrozmérné struktury. Mohla by tuto vétu, prosim, rozvést ve spojeni
s enzymatickou aktivitou proteinti, dale autorka piSe na strané 14 ...Spoleéné se ityto krystaly
shlukuji do prizmat zubni skloviny a do tzv. interprizmatické hmoty, oboji je viditelné na obrdzku
3....chtéla bych se zeptat z ¢eho se sklada interprizmatickd hmota.

Na druhé strané ¢ast experimentalnich vysledki je velice chaoticka a vysledky nejsou systematicky
prezentovany. Vzhledem k tomu, Ze autorka méla experimovat tii proteiny a nasledné
optimalizovat jejich ptipravu, je piekvapivé, ze jednotlivé vysledky analyz, jak chromatogramy,
tak i SDS-page gely po vSech provedenych operacich nejsou prezentovany v jednotlivych
kapitolach tak, jak by ¢tenat predpokladal a to vzdy v Gplné trojici. Neni tedy mozné dusledné
porovnat vysledky experimovanych proteini AMBN, AMBNAS5S a AMBN-c-term dle zadani
diplomové prace jak s vysledky publikace WALD, et al. Intrinsically Disordered Enamel Matrix
Protein Ameloblastin Forms Ribbon-like Supramolecular Structures via an N-terminal Segment
Encoded by Exon 5. The Journal of Biological Chemistry. 2013, 288 (31), 22333-22345 jak v
piipadé opakovani procedury (viz zadani dipl prace), natoz v pfipadé optimalizace celé procedury.
V obr. 12 v jeho popisu neni deklarované, co prezentuje modra a ¢ervena kiivka, stejné jako popis
nefika o jaky z protein se jedna. Osobné bych v této fazi otekavala tii chromatogramy pro proteiny
AMBN, AMBND5 a AMBN-c-term, po kterych budou nasledovat tfi obrazky SDS page geld
uvedenych proteinti a ne pouze 2 obrazky geld protein AMBN, AMBNAS5. Podobné se lze vyjadiit
o kapitole 4.1.3., kde je pouze vysledek tykajici se proteinu AMBN.

V kapitole 4.1.4 je naopak pouze vysledek tykajici se proteinu AMBNAS. V této souvislosti bych
chtéla od autorky vysvétlit, co zpisoblo takovy barevny rozdil pravé v tomto obrazku ¢.17 mezi
kontrolou M a sloupci jednotllivych eluci 1, resp.2, resp3 2/2. Pro¢ neni v této ¢asti prezentovam
také vysledek tykajici se proteinu AMBN-wt, ptipadné AMBN-c-term..

Autorka v experimentalni ¢asti prace uvadi, ze ve spolupraci s Mrg. Sylvou Janovskou, Ph.D. byly
také proteiny analyzovany pomoci hmotnostni spektromerie (dale MS). Pro¢ v tomto piipadé
nebylo provedeno porovnani s publikovanymi daty?

Chaos v prezentaci a popisu obrazkti popsanych na strané 57 v kap. 4,.2.2.1. (obr 17, 19, 20) uvadi
¢tenare v dojem, Ze prace vznikala ve spéchu, pficemz k obr 18 méam stejné vyhrady jako k obr 12.
V této kapitole autorka prezentuje vysledky tykajici se vSech proteinti, na druhé strané bych se
chtéla zeptat pro¢ jednotlivé obrazky maji riizna barevna provedeni.

V Kkapitole 4.2.2.2 v obr 22 (SDS-PAGE AMBN wt po IMAC ve vsadkovém uspoiadani) chybi
sloupec odpovidajici téeti eluci, data ve srovnani s obrazkem 23 (SDS-PAGE AMBN c-term po
IMAC ve vsadkovém uspotadani), kdy oba proteiny jsou zpracovany stejnym zpisobem, neplisobi
vérohodné.

V kapitole 4.2.3 neni jasné, zda autorka pracovala jen s proteinen AMBN-wt, nicméné na zakladé
predchozi kapitoly lze predpokladat, Ze tomu tak nebylo. Opét bych ocenila aspoii pokus o
provedeni MS experimentu.

Vysledky kap.4.2.4. jsou velice nekompletni. Zde uvadi autorka na obr 26 porovnani vysledka
SDS page a western blotu tykajici se proteinu AMBN-c-term, pti¢emz o ostatnich proteinech se
v textu zmitluje a tedy lze predpokladat, ze mely i ostatni proteiny byt predmétem studie a tedy
podobné porovnani by mélo byt provedeno. Rada bych pozadala autorku o detailn&j$i vysvétleni



tohoto obrdzku a porovnani zejména pak ve spojeni s obr. 27, kde jsou uvedeny pouze SDS page
gely — tedy aponii se tak domnivam nebot’ to neni v popisu uvedeno. V této souvislosti bych také
chtéla vidét originalni vysledky a ne jen jejich vyfezy - v pfipadé AMBNAS vysvétlit co bylo v
jamce 2-5, pro AMBN—c-term sloupce El resp. E2.

V kapitole 4.2.6. by bylo vhodné uvést, k Cemu je vztahovan vytézek. Lze predpokladat, Ze je
vztahovan k vytézku AMBN-wt presentovanému v publikaci WALD, et al. Intrinsically
Disordered Enamel Matrix Protein Ameloblastin Forms Ribbon-like Supramolecular Structures
via an N-terminal Segment Encoded by Exon 5. The Journal of Biological Chemistry. 2013, 288
(31). Nelze vsak stejnym zptisoben poéitat i mutanty AMBN, nebot’ jejich vytézky v ptvodni praci
nejsou uvadeény a proteiny se jisté neexprimovaly ve stejném vyt&zku jako AMBN-wt.

Ani v tomto pfipad€ jsem nenalezla zminku o vysledcich z hnotnostni spektroskopie, ktera by byla
vhodna pro pfipad exprese AMBN-wt, ktery jak autorka spekuluje, byl exprimovan v kombinaci s
AMBN-c-term. V praci mi chybi aspoii uvaha, jak by oba tyto proteiny by bylo mozné
odseparovat, ovSem v piipadé, Ze by se dle MS ukazalo, Ze se skuteéné jedna o jejich kombinaci.
Uvedena mnozstvi ziskanych proteint se piimo k této Givaze nabizi. V této souvislosti bych se
chtéla autorky zeptat, jakymi metodami by bylo mozné ovéfit, zda se skute¢né jedna o dany
protein, jak by bylo mozné ovéfit jeho primarni a pFipadné sekundarni strukturu, coz
predpokkladam by mélo byt logickym pokra¢ovanim tohoto projektu.

K celkové neusporadanosti prace piispiva také stalé opakovani sloZeni pouzitych roztoki, které je
ale velice prehledné presentované v kap.3.1. V ptipadé kapitol 4.2., kde se autorka zabyva
optimalizaci by pro piehlednost bylo vhodnéjsi uvést pouze skute¢nou zménu podminek nez stalé
opakovani jiz napsaného.

Prace ma nékolik jazykovych piekleptl, které mohou souviset se zjevnym spéchem pfi jejim vzniku.
Celkkové jsem nabyla dojmu, Ze autorka piili$ neprokazala schopnost peélivé a cilevédomé prace
v laboratofi stejné jako i vyhodnoceni vysledka dle jejich prezentace v praci vysledki je na hrané
uznani prace jako vzhovujici parametrim diplomové prace..

Praci pies vyhrady doporucuji uznat jako diplomovou.
Navrhuji hodnoceni stupném dobfe.
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