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Por. - . Body
&islo Kritérium hodnoceni (0-5)
1 | Naplnéni cilG prace 5
2 | Ucelenost a aktualnost reSersni ¢asti prace 5
3 Kvalita avodni ¢asti prace (mnozstvi pouzitych pivodnich pramennych 5

zdrojh, vhodnost vybéru)
4 | Logika postupu pfi vlastni reSersni praci 5
5 | Uplnost popisu navrzenych (pouzivanych) metodik a postupti 1
6 | Graficka uprava textu a obrazku 5
7 | Jazykova a stylisticka uroven, respektovani platného nazvoslovi 3
8 Spravnost a uplnost legend u obrazku a tabulek (srozumitelnost bez 5
zietele k ostatnimu textu, vysvétleni znaéek, jednotky uvadénych veli¢in)
Spravnost pouzivani citaénich odkazu (pfitomnost necitovanych udaja,
9 |dodrzovani jednotného stylu citaci, pouzivani oficialnich zkratek 5
Casopist)
Celkem bodu: | 39

Konkrétni pripominky a dotazy (mozno pripojit samostatny list)

Teoreticka Cast prace je rozsahla a reprezentuje souhrn vice nez 200 odkazl, coz je

obdivuhodné. K této ¢asti bych mél hlavni vytku tykajici se relativné volného uzivani pojma
biomolekula / protein / peptid. Nékteré vysvétlované pojmy a procesy se tykaji pfedevsim
proteinli, ale jsou uméle doplfiovany i pojmem peptid. Také jsou v nékterych Castech textu
nespravné pouzivany ve vétach carky.

Pripominky:
1. V textu je vyznam nékterych vét nepfesné definovan, napf. str. 12 — ,Jejich funkce jsou

Sirokospektré. Jsou to zakladni stavebni kameny proteind, které samy o sobé tvori
konkrétné u ¢élovéka pétinu jeho télesné hmotnosti (Stern, 2011).“ Jedna se o peptidy
nebo aminokyseliny?

Kapitola 4.2.2. — Modifikace biologicky aktivnich peptidd — vysvétlované procesy
prevazné bézi na dudrovni proteinO nebo nukleovych Kkyselin. VétSina peptidl
pravdépodobné vznika az finalni fizenou proteolyzou.

Str. 20, prvni fadek - Co je mySleno pojmem ,zénova elektroforéza?

Str. 20, kap. 4.3.3 — Ve spodni €asti odstavce nerozumim pFesné formulaci ,AmPs
ovSem také mohou zpUsobit jen ztenceni této membrany, jelikoz mohou byt cileny na
konkrétni metabolity a molekuly uvniti bakterialni bunky.“ Je mozné vysvétlit blize
propojeni jednotlivych vyznam( — zten€eni membrany vs cileni AmPs na proteiny nebo
DNA/RNA?

Str. 24, kap. 4.3.5.2., druha véta — dovolil bych si navrhnout pfiSté nahrazeni pojmu
,odtrhnuti“ vhodnéjSim pojmem enzymatické odStépeni nebo néco podobného.
Enzymatické odstranéni ¢asti proteini nebo peptidi neprobiha trhanim dané molekuly.
Str. 25, kap. 4.3.5.3 — druha véta — Co je za aminokyselinu ,trosin“?
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Str. 35, kap.4.4.3.1 — fadek 11 — Opét bych navrhoval lepSi formulaci misto ¢asti véty
.nejprve syntetizovan a az naslednou kotranslaéni modifikaci dojde k odtrzeni
prohormonu AKH.

Str. 47, kap. 4.5.1.1. — Ke kapitole zabyvajici se pouzitim AMICON filtrd bych mél
poznamku. Amicon filtrace je vhodnéjsi pro sbér a zakoncentrovani proteinu pravé proto,
Ze se koncentruji na horni strané filtru a do filtratu odchazi kromé malych peptid Ci
proteinovych fragmentl vétSina nizkomolekularnich latek pfitomnych ve filtrovaném
materialu. Filtrat obsahuje vSechny necistoty a také neni zakoncentrovan, ale je spiSe
jesté nafedén béhem promyvani AMICON filtru.

Str. 49, kap. 4.5.1.3, fadek 7 — Co je mySleno pojmem ,neporuSenych® proteinua?

. Str.50, prvni odstavec, fadek 4 — Co je mysleno vétou ,Pii RP-LC je také moZnost

zamény solventu za jiny, ktery je nasledné také pouzitelny pro hmotnostni spektrometrii?
Také bych upozornil, ze je jsem pfesné nepochopil vyznam nasledujici véty ,JEC ma
jako ,offline“ metoda vyhodu ve sbéru samotnych vzorku, kvili éemuz je mozna analyza
vzorku nezavisla na Case, dale v ruznych fragmentacnich technikach vzorku a urcité
flexibilité celého procesu — je mozno zasahovat do eluce (neni automatizovana jako u
RP-LC), mozZna néasledna injekce vzorku do hmotnostniho analyzatoru“?

Str. 50, kap. 4.5.2.1 — Nejsem si jist vyjadifenim uvedenym v prvnim odstavci, Ze
technika ESI-MS umoziiuje pfimo uréit strukturu dané molekuly, zvlasté pro peptidy
nebo proteiny to neni zrovna jednoducha zalezitost. Také ESI-MS se nespojuje
s plynovou chromatografii, ale pouze s kapalinou chromatografii nebo kapilarni zé6novou
elektroforézou. Plynova chromatografie se kombinuje s ionizaci pomoci elektrond, tzv.
electron impact (EI).

Str. 50, kap. 4.5.2.1 — Také véta popisujici vstup vzorku z chromatografické kolony do
ESI zdroje neni spravné ,Vhodné pfipraveny vzorek, nebo spiSe poZadovana frakce k
analyze, je rozpustén v tékavém solventu a putuje z chromatografické aparatury do
kovové, ¢i sklenéné mikrostfikaCky s kovovym pistem.”

Str. 52, kap. 4.5.2.1, posledni véta v poslednim odstavci kapitoly — Jak vede pouziti
internich izotopové znacenych standardi ke zvySeni citlivosti pfi detekci pomoci ESI-
MS?

Str. 54, kap. 4.5.2.2 — posledni odstavec, prvni véta — Pro€ si myslite, Zze pouziti peptidd
jako internich standardd vede k nizsi citlivosti kvantifikace?

Str. 55, kap. 5.1.1.2 — Myslite, Ze je mozné jednoduSe odstranit lipidy ze vzorku
hemolymfy pomoci centrifugace?

Str. 57, kap 5.1.2.1 — posledni véta v poslednim odstavci — ,Sesbirané frakce jsou
vysuSeny ve vakuu za nizSich teplot (45 °C).“ Teplotu 45°C bych neoznacoval jako nizsi
teplotu.

Str. 58, kap 5.1.2.2 — posledni véta v poslednim odstavci kapitoly — ,Pro eluci
poZadovanych peptidd je pouZzita mobilni faze B, kdy je pfi rychlé gradientové eluci (25
minut, pratokova rychlost 400 nL.min-1) dle eluénich ¢asu standard( apidaecinu |
sbirana frakce vzorku pro ESI-Qq TOF detekci.“ Kapilarni kapalinova chromatografie je
pfimo on-line spojena pres ESI ionizaci s hmotnostnim analyzatorem. Takze nedochazi
ke sbéru frakci, ale pfimo k on-line analyze eluatu vytékajiciho z chromatografické
kolony.

Nékolikrat v experimentalni &asti je uvedeno, ze se pouziva proud suchého plynu, coz je
nespravneé interpretovano. Spravné je vyraz ,proud susSiciho plynu®.

Str.60, kap. 5.2.1.2 — prvni véta v prvnim odstavci — Extrakce vzorkd pomoci 80%
metanolu? Je urcité Apm-AKH dobfe rozpustny v 80% metanolu?

Str. 61, kap. 5.2.2.1 — tfeti véta v prvnim odstavci — ,Tento gel propousti molekuly mezi
molekulovymi hmotnostmi 100 az 1 800 Da (Bio-Rad, 2000).“ Principem SEC
chromatografie je zadrz pfipadné Caste¢né déleni menSich molekul v pérech nosice.
Molekuly s molekulovou hmotnosti vétsi nez je definovana velikost poru obtékaji Castice
gelu. Nevim, co je ve vété mysleno pojmem ,propousti®.

Str. 61, kap. 5.2.2.1 — posledni véta vdruhém odstavci — Co znamena oznaceni
.Sesbirané frakce dvojiho typu“?

Str. 62, kap. 5.2.2.2 — tfeti véta v prvnim odstavci — ,Stacionarni faze kolony RP-nLC je
tvofena silikagelem, na ktery je v souladu s prepurifikacnimi kroky a SEC purifikaci
mozno navazat alkylsilan o délce C18.“ Smyslu této véty nerozumim.

Str. 62, kap. 5.2.2.2 — posledni véta v druhém odstavci kapitoly — ,Probiha vysokotlaka
kapalinova chromatografie s gradientem mobilnich fazi. Frakce vzorku jsou sbirany k



ESI-Qqg TOF detekci v zavislosti na elu¢nim ¢ase standardu ApmAKH.* Viz. bod 17 —
kapalinova chromatografie je pfimo on-line spojena pfes ESI ionizaci s hmotnostnim
analyzatorem. Nedochazi ke sbéru frakci.

24.Str. 62, kap. 5.2.3.1 — kapitola ,Externi kalibrace” — nepochopen princip kalibrace

pomoci standardu analyzovaného analytu a jeho interniho standardu, viz bod 5. v ¢asti
,Chyby, které je nutno opravit.*

Chyby, které je nutno opravit

1.

2.

Str. 50, kap 4.5.2.1. — Véta vysvétlujici prGbéh ESI-MS neni fakticky spravné. Prosim o
korekci.

Str. 51, kap. 4.5.2.1 — Cely &tvrty odstavec vénovany hmotnostnim analyzatorim je
velmi nepfesny, matouci a kombinuje dohromady informace, které spolu pfimo
nesouvisi. Mozna by staCilo jednoduSe napsat vétu, zZze s ESI ionizaci |ze obecné
kombinovat i také tandemové hmotnostni analyzatory jako napfiklad QqQ, QqTOF a
dal$i. Tento odstavec by mél byt pfeformulovan.

Str. 56, kap. 5.1.1.2 — posledni véta v hornim odstavci — Tato véta pravdépodobné neni
spravné formulovana ,Proteiny i peptidy se v tomto pripadé nachazeji v jedné spolec¢né
frakci, ktera je obsaZzena v supernatantu — skladovani pfi nizké teploté (-80 °C) do doby
dalSiho vyuziti.“ Pouziti kombinace acetonu a TCA povede ke srazeni proteind a
peptidu, takze predpokladam, Ze obé slozky se budou vyskytovat v precipitatu a nikoliv
V supernatantu.

Str. 56, kap. 5.1.2 — posledni véta na strance — NesmysIna formulace véty ,Je v nich
zahrnuta slaba iontoméni¢ova chromatografie na katexu provadéna v reverzni fazi, na
kterou navazuje kapalinova chromatografie v reverzni fazi a nanokapilarnim provedeni
(RP-nLC), jez umozriuje dukladnéjsi analyzu za sou¢asného pouZiti snizeného objemu
vzorku®

Str. 58, kap. 5.1.3.1 — Kapitola externi kalibrace je velmi nepfesné formulovana. Je
nutné prepracovat. Z textu neni jasné, jak probiha samotna kalibrace.

VySe uvedené pfipominky nijak nesnizuji kvalitu sepsané prace a doporucuji praci
k obhajobé. Experimentalni ¢ast prace je sice jen teoreticka, ale doporucoval bych
hlubSi teoretické seznameni s technikami a postupy, které student chce pouZzivat ve své
budouci praci.

Moje navrhovana znamka odpovida celkovému poctu bodového hodnoceni dle

tabulky.

Zavér: praci doporucuji / nedoporuéuji k obhajobé.

V Olomouci dne: 28.5. 2021 Podpis

Hodnoceni

A —41-45 / ; /
B — 36-40 A '

C-31-35

D - 26-30

E — 20-25

F-20 améné



