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Pfedkladana diplomova prace studentky programu ,Specidlni chemicko-biologické
obory — Bioanalytik” Bc. Zuzany Dvorakové se zabyva optimalizaci mikrogradientové
metody separace fosfopeptidd na stacionarni fazi s oxidem titani¢itym za ucelem
zefektivnéni fosfoproteomické analyzy hmotovou spektrometrii.

Prace ma celkem 103 stran a tvofi ji teoreticky Uvod, cile, experimentalni cast,
vysledky a diskuze, zavér a seznam poutzité literatury. Prace obsahuje 39 obrazk( a 3 tabulky.

Teoretickd ¢ast je zpracovdna na 32 stranach a zachycuje danou problematiku velmi
Siroce a pfitom podrobné. Autorka se zabyva nejprve proteomikou a post-translacénimi
modifikacemi s logickym za mérenim pozornosti na fosforylace. Velmi detailné popisuje
separacni metody a princip hmotové spektrometrie. Celkové je tato Cast zpracovdna
prehledné a srozumitelné a jisté by si zaslouzila samostatné zpracovani napf. jako souborny

prehledovy ¢lanek typu ,review” do recenzovaného ¢asopisu.

V kapitole Experimentdlni ¢ast podava autorka opét velmi detailni popis pouzitého
materidlu a metodik vcetné pristrojového vybaveni a chemikadlii, a to zplsobem, ktery

umoznuje plnou reprodukovatelnost provedenych pokusl. Vysledky jsou popsany na 16-ti
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stranach a jsou zaroven diskutovany, coz neni u fosfoproteomickych optimalizacnich studii
podobného typu neobvyklé.

Autorka se nejprve vénovala optimalizaci pH a délky kolonky pfi mikrogradientové
separaci za pouziti smési peptidl a-kaseinu. Nejvhodnéjsi elu¢ni schéma pak pouzila pfi
dalSich optimalizacich separace. Byla prokdzana lepsi separace fosfopeptidl na delsi kolonce,
proto pro dalsi experimenty byly pouzity kolonky s délkou 40 - 53 mm. Poté se vénovala
moznostem opakovaného (az Sesti-ndsobného) pouZiti kolonky a optimalizaci objemu
eluénich roztokd pouzitych pfi tvorbé gradientu, k cemuz pouzivala smés peptidl z fosvitinu.

Ziskané poznatky pak aplikovala ve druhé casti experimentl provadénych na
komplexnim vzorku bunécného lyzatl linie Jurkat. Zde se autorka kromé porovndni riznych
frakci a gradientd vénovala srovnani ucinnosti tzv. vsadkového a mikrogradientniho
usporadani a vysledky prdce prokazaly, Ze optimalizovany pfistup vyuZivajici kolonky
s nosicem poskytoval ve smyslu celkového poctu detekovanych fosfopeptidl signifikantné

lepsi vysledky. Tyto poznatky pak studentka jasné formulovala v zavéru.

ZAVER:

Prace je koncizni, je sepsana dobrou cestinou a obsahuje minimum preklepa. Cile
prace byly vytyCeny realisticky, jasné definovany a byly také odpovidajicim zplsobem
naplnény.

V rdmci experiment(l byly pouZity moderni metodiky v souladu se soucasnymi
svétovymi trendy. Prace byla provedena védecky odpovidajicim zplsobem a pfinesla nové
poznatky tykajici se izolace fosfopeptidl z komplexni smési a ma dle mého nazoru potencial
byt publikovadna v Casopise s ,,impakt faktorem*.

Na zakladé vySe uvedeného konstatuji, Ze predlozend prace vyhovuje vsem
predpisim stanovenym pro diplomovou préci a navrhuji jeji prijmuti k obhajobé. Vzhledem

ke kvalité, rozsahu a zpracovani predkladané prace ji hodnotim znamkou ,,A - vyborné“.

DOTAZY OPONENTA:
1. Na zakladé ceho jste stanovila mnoistvi TiO, vkolonce pouZité ve Vasich
experimentech?

2. Lze podle Vas jesté néjak dale vylepsit problém tzv. nespecifické sorpce?
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3. Dala by se Vami optimalizovand metoda pouZit pro analyzu vicendsobné-

fosforylovanych peptidli nebo byste navrhovala jiny metodologicky pfistup?
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