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UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI, PRIRODOVEDECKA FAKULTA
CENTRUM REGIONU HANA PRO BIOTECHNOLOGICKY
A ZEMEDELSKY VYZKUM
ODDELENI BIOCHEMIE PROTEINU A PROTEOMIKY

Oponentsky posudek na diplomovou préci Be. Jitky Vitové s ndzvem
Metody sekvenovani peptidi pomoci hmotnostni spektrometrie

Diplomovou praci jsem mél k dispozici pro posouzeni v elektronické podobé. Jde o text o
celkovém rozsahu 137 stran vypracovany na zaklad® literarni reSerSe a experimentalnich
datovych podkladi pod vedenim kolitele RNDr. Pavla Rehulky, Ph.D. z Ustavu molekularni
patologie Univerzity Obrany v Hradci Kralové. Prace je obhajovana na Fakulté chemicko-
technologické Univerzity Pardubice.

Svoje navrhy oprav, pfipominky a komentdfe jsem ucinil pfimo v elektronickém textu
s pouzitim revizniho mddu a pfedal autorce a $koliteli. Po strance formadlni je diplomova prace
v poradku. Zahrnuje prohlaseni o samostatném vypracovani, kratké anotace v jazyku Ceském i
anglickém, ivod, teoretickou ¢ast, experimentdlni ¢ast s materidlem, metodikou, vysledky a
diskusi. Kone¢n¢ je k dispozici zavér se shrnutim vysledki a jejich vyznamu, seznamy
obrazkd, tabulek a zkratek a také nezbytny pfehled citované literatury, ktery ¢ita 117 polozek
a dodrZuje citaéni normy. Myslim si v3ak, Ze¢ prace ma pfili§ velky rozsah a napliiuje tak
nechtic slovi o tom, Ze méné n€kdy byva vice.

Teoreticka ¢ast doklada vysokou turoven autorliny reSerSe odborné literatury. Zminuje se
proteomika jako védni disciplina, jeji stru¢na historie a vyznam, ktery ma pro identifikaci a
kvantifikaci proteinii v biologickém materidlu ¢i pro analyzu jejich struktury a funkce.
Pokracuji kapitoly o aminokyselinach, jejich vlastnostech a metabolickych rolich, jde se dale
k tvorbé peptidové vazby a peptidim ¢&i proteinim. Opét se zminuji strukturni aspekty,
rozdé€leni, funkce a posttranslaéni modifikace proteind. Velka Cast teorie je v€novana
separa¢nim technikam pro proteiny a peptidy (kapalinova chromatografie, elektroforéza), pise
se o hmotnostni spektrometrii a zdaraznuje se jeji napojeni na separa¢ni techniky
v instrumentaci analyzy proteinti a peptidid. Popsdny jsou ioniza¢ni techniky v hmotnostni
spektrometrii, zakladni sou¢dsti hmotnostniho spektrometru (s diirazem na typy hmotnostnich
analyzatoril). Kone¢né je shrnuto vyuziti této metody pro identifikace proteinii cestou nepiimé
¢i prfimé analyzy aminokyselinové sekvence. Takto se autorka v zdvéru dostava i k pouziti
modifika¢nich ¢inidel, jejichz vyznam se projevuje ve snadnéj$i interpretaci fragmentace
modifikovanych peptidt (tj. usnadnéni ¢teni sekvence) pfi tandemové hmotnostni
spektrometrii. Tato ¢ast diplomové prace je ucelenym spisem a je velmi zdafila s kvalitou
ptehledového ¢lanku. K nedostatkim patfi nepfesnosti a chyby v chemickém a
biochemickém néazvoslovi, zdména seznamu gluko- a ketogennich aminokyselin a nékolik
jazykovych chyb. Doporudil bych v teoretické ¢asti diisledné uvadéni zdroji pro obrazky a
tabulky (n¢kde chybi), byt autorka obsah pfevzala v pozménéné formé. Zobrazend informace
v3ak musela byt odnékud ziskana.
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Experimentalni ¢ast obsahuje vyCerpavajici pichled pouzitych chemikalii a materialu a taktéz
podrobny popis metodik pouzivanych v laboratofi. Vzhledem k tomu, Ze experimenti byla
provedena fada (coZz je bezesporu velké pozitivum této prace), je vSak metodickd Cast
s podrobnymi ,,kuchafskymi recepty* pro modifikace dosti rozsahla (téméf 20 stran) a obtizné
stravitelna. Doporucoval bych proto pro pfisté uvadét tabulku, ktera by piehledng shrnovala
veskeré experimenty na jedné strané textu a fungovala jako uréita navigace. Pfedmétem byla
pfiprava digestu standardu myoglobinu (s optimalizaci prib&hu S$tépeni v piitomnosti
detergentu a jeho odstranéni) a testovani rtuznych variant chemické modifikace vzniklych
peptidi. Slo o inkorporaci t&Zkého izotopu kysliku '*0 z vody H,'*0, guanidylaci lysinovych
zbytkii O-methylisomocovinou a modifikaci N-konce ¢inidlem SPITC (provadéno v roztoku i
s peptidy vazanymi na stacionarni chromatografickou fazi v mikrokolonce). Guanidylace byla
nakonec kombinovana s derivatizaci Cinidlem SPITC a v optimalizovaném uspofadani
aplikovana na modelovy i redlny vzorek. Ve druhém piipadé $lo o protein z lyzatu bakterie
Francisella tularensis, kmen Schu S4, separovany pomoci dvourozmémé gelové
elektroforézy. Tato kombinovana derivatizace vedla k zjednoduseni interpretace tandemovych
hmotnostnich spekter peptidi z redlného vzorku, coz pii ureni sekvenéni informace ve
spojeni s databazovym vyhleddvanim umoznilo Gspénou identifikaci. Nezndmym proteinem
byl genovy produkt z genu oznaceného jako FTT 1441 (Q5NF13_FRATT) z gramnegativni
bakterie Francisella tularensis subspecies tularensis, jehoz funkci je vazba iontl Zeleza.
Vysledkova ¢ast je podana velmi detailné, stejné jako diskuse, coZ je dokladem peclivého
zpracovani a vyhodnoceni experimentdlnich dat. Moje vytky se opét tykaji pfedev§im
nazvoslovi a nékterych jazykovych prohfeskti (nespisovné vyrazy, sklofiovani), jde o
analogické chyby jako v teoretické Casti.

K praci nemam zadné dotazy.

Po pfecteni mohu konstatovat vysokou troven teoretickych znalosti autorky a jeji schopnost
vyuzit je pro samostatné provadéné experimenty v laboratofi. Diplomantka musela zvladnout
jak metody piipravy vzorku, tak i vlastni analytické postupy, které jsou sice promyslené a v
provedeni relativné jednoduché, nicméné naro¢né na peclivost provedeni a trpélivost pfi
optimalizaci. Prace splnila stanovené cile zadani, v celkovém hodnoceni je velmi kvalitni a
propracovana. Doporucuji ji proto k obhajobé bez zasadnich vyhrad a navrhuji znamku A.
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