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PredloZena diplomové prace se zabyva Src-kinasou, jeji imobilizaci na magnetické
partikule a moznosti vyuZitf imobilizované formy pro fosforylaci proteind in vitro. Prace
je na diplomovou prdci pomérné rozsdhla (127 str.), je standardné ¢lenéna na
teoretickou, experimentalni ¢ast a ¢ast vysledky a diskuse. Teoreticka ¢ast na 64
strandch dava uceleny prehled tyrosinkinas, jejich ¢lenéni do skupin a vétsi prostor dava
kinase Src, v dal${ ¢asti se pak diplomantka zabyva moznostmi imobilizace a také
aplikaci tyrosinkinas ve fosforylacich in vitro. A¢koliv teoreticka ¢ast obsahuje velké
mnozstvi cennych a zajimavych informaci, bylo by vhodnéjsi 1épe selektovat informace a
lépe vybrat témata tykajici se obsahu prace, tak aby teoretickd ¢ast nebyla p¥ili§ dlouha.
Nékteré obtiZnéjsi pasdZe tykajici se napt. struktury ¢i regulace aktivity Src kinas

s predklddanou praci prili§ nesouviseji (nejsou sledovany napt. zmény ve struktuie po
imobilizaci, vliv ukotveni pies riizné domény na aktivitu atd.) a spi$ jen zanas{ do prace
vice nejasnosti/Spatnych formulaci. V druhé ¢ast teorie (imobilizace, vyuziti) je zfejmé,
Ze diplomantka tématu vice rozumi a tato ¢4ast je kvalitnéj$i. Experimentaln{ ¢4st je
velice peclivé, do detaili popsand véetné pouzitych roztokd v kazdé kapitole. Je ziejmé,
Ze studentka musela zvladnou mnoho rtiznych typd experimentd. V kapitole vysledky a
diskuse jsou pak jednotlivé vysledky vhodné znazornéné na grafech a podrobné
popsany. To co této kapitole chybf, jsou alesponi zakladni rysy diskuse. A¢koliv existuje
jen omezené mnozstvi praci, kde byly imobilizovany kinasy, jsou jisté ¢4sti diplomové
préce, které by se alespon ¢astecné diskutovat daly napt. jiZ popsané vyuziti solubilnich
Src kinas v in vitro fosforylaci rliznych proteint (napt. Cable J et al. (2012) Biochemistry,
51(11), 2213-2222 ¢i Xu Y.Z. et al. (2018) Plos One, 13(5), e0196230) ¢i problémy

se sorbci proteinti a mozné vyuZiti imobilizované Src kinasy. V zavétu autorka shrnuje
dosazené vysledky.

Pripominky:

e Dle enzymového nazvoslovi se v ¢estiné nazvy enzymi pi$f dohromady napf.
tyrosinkinasy, proteikinasy, coz v praci nenf dodrZeno

e Vteoretické ¢asti zejména v obtiZenéjsich oblastech zabyvajici se strukturou a
regulaci tyrosinkinas/Src kinasy jsou véty nejasného vyznamu ¢i nespravné
formulované (napft. str 29 - ,myristoylova skupny Src kinas je vyuZivana
v procesu myristoylace“, ,SH3 doména méa schopnost vazat se na sekvence, které
mohou prijimat levostrannou Sroubovicovou konformaci“). Bylo by vhodné;jsi
zamerit se na vétsi selekci informact, které by byly uvedeny zcela spravné

e Vteoretické ¢asti bych uvitala vice obrazki zejména v ¢astech, kde je popisovana
struktura domén SH2, SH3, mechanismus Src kinasy atd. kdy samotny slovn{
popis nestaci pro dobré pochopeni. TéZ v sekci imobilizace by obrazky mohly

zlepSit ndzornost



V experimentalnf €asti, kterd je jinak velmi podrobn4, bych uvitala u proteini ¢i
protilatek lepsi identifikaci, napr. objednaci ¢islo, tak aby bylo mozné dany
protein/protilatku jednoznacné identifikovat

Dotazy:

Na str. 46 v teoretické ¢asti je uvedena metoda imobilizace proteinu zapouzdien{
do lipidovych vezikul. Je uvedeno, Ze se tato metodika vyuZzivaji pii substitu¢nich
terapiich - transportu enzymu na vhodné misto v organismu. MiiZete vysvétlit,
jak se enzym na misté ucinku z vezikuly uvolni?

Vzhledem k tomu, Ze pouZita Src kinasa nenf jednoznacné identifikovan4, chtéla
bych védét, zda je o protein plné délky nebo protein zkraceny obsahujici jen
nékteré domény? Obsahuje fizni znacku? Jakou? Podle popisu v experimentalni
casti tipuji, Ze jde o Src kinasu S1076, kterd ma GST znacku. NemtzZe takto velka
znacka ovlivnit aktivitu?

Bylo by moZné k pripravé imobilizované Src kinasy pouzit rekombinantni protein
obsahujici pouze kinasovou doménu? Je zndmo, zda je takovy zkraceny protein
stale enzymaticky aktivni?

Vazba Src kinasy na partikule neni orientovana. Mohou byt nékteré orientace
neaktivni? Bylo by mozné navazat protein orientované?

Ke stanoveni kinasové aktivity Src se v praci pouZziva stanoveni fosforylovaného
peptidu pomoci hmotnostni spektrometrie. Jde ale jen o relativni metodu. Znate
néjaké metody (mimo radioaktivni metody, kterou doporucuje Sigma-Aldrich),
kdy by se dala stanovit aktivita Src kinasy v absolutnich ¢islech? Pro¢ se Zadna
takovd metodika pii optimalizaci a fosforylaci peptidového substratu
nepouzivala? Bylo by vhodné na zacatku aktivitu deklarovanou vyrobcem ovérit.
Proc se pri fosforylaci tau proteinu a MBP pouZivaji riizna mnozstvi Src kinasy?
Jak by se dala zlepsit operacni a skladovaci stabilita imobilizované Src kinasy?

K ¢emu je vztahovana residualni mira fosforylace v grafu 3 a 4? Proc¢ je v grafu 4
ve dni 0 cca 50%7?

Navrhnéte, na jaké aplikace by se dala imobilizovana Src kinasa pouZzit?

I pres pripominky k praci musim konstatovat, Ze piedloZena prace je velmi kvalitni a
nadstandardné obsazna. Diplomantka predloZila nejen velmi uceleny popis tyrosinkinas
a metod imobilizace proteind, ale hlavné provedla velké mnoZzstvi experimentd, které
jsou nezbytné pro pripravu kazdého funkcéniho imobilizovaného enzymu na nosici.
Studentka splnila vSechny zadané tkoly a jeji diplomové préce je jisté prinosem pro
domovské pracovisté. Diplomovou prdci doporucuji k obhajobé a hodnotim zndmkou
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