Oponentsky posudek na diplomovou praci Ivana Petrika

Nazev prace: Optimalizace protokolu extrakce a stépeni rostlinnych proteinti
pred LC-MS analyzou

V predlozené diplomové praci jsou optimalizovany metody pripravy rostlinnych
vzorkt pro analyzu proteint pomoci LC-MS/MS. V jednotlivych optimalizaénich kro-
cich jsou porovnany vysledky dosazené po odstranéni sekundarnich metabolitil, extrakei
a precipitaci proteint v riznych roztocich. Duraz je kladen na jejich vzajemnou kompa-
tibilitu a vhodnost pouziti pro naslednou analyzu proteini pomoci LC-MS/MS. V praci
je vyuzito dvou riznych metod stépeni (ve zkumavce a na centrifugac¢nim filtru) pred sa-
motnou identifikaci proteinii na hmotnostnim spektrometru. Pozornost je také vénovana
identifikaci fosfoproteint zkoumanymi metodami ve spojeni s afinitni chromatografii na
oxidu titanic¢itém.

Diplomova prace je ¢lenéna do tii kapitol, kterym predchazi struc¢ny popis cilua
prace. Na 15 stranich teoretické ¢asti jsme uvedeni do problematiky proteomiky rostlin
a jednotlivych metod, jez jsou pouzivany pro identifikaci proteini. Text se v souladu
se zamérenim celé prace zabyva teoretickym vykladem a problémy metodiky, presto
nechybi odkazy na literaturu, kde jsou probirané metody vyuzity pri zkouméni rostlin-
ného proteomu. V Experimentalni ¢asti jsou nejprve podrobné popsany pouzité metody
a nasledné na 18 stranach jsou diskutovany dosazené vysledky prace doplnéné grafy a
obrazky. Vse je shrnuto v Zavéru, kde je také vycet celkového mnozstvi spotiebovaného
rostlinného materidlu a peptidové smeési HeLa, poctu provedenych separaci a replikatii.

V textu je vyskyt formélnich chyb a rtiznych neptresnosti minimalni. Napt. zkratka
FASP je v textu vysvétlena nékolikrat (str. 36, 52, 54). Na str. 62 jsou t¥i citace bez ¢arky
mezi jménem autora a rokem, jak je to v ostatni ¢asti textu zvykem. Slova kompetuji
a bovinni bych v ¢estiné radéji nahradil jinymi slovy. Pozor také na metody, které pii
praci pouzivame, resp. obrat pouzity v textu. Neni mozné zmérit objem vzorku pipetou.

Téma diplomové price povazuji za aktudlni, LC-MS/MS nabizi rychlou a velmi
uc¢innou moznost charakterizace proteini. Pri¢emz priprava vzorku (extrakce, proteo-
lytické Stépeni proteint) je pro uspéch klicova. Zavéry prace budou podle slov autora
dale vyuzity pri studiu rostlinnych proteinti. Mohou také slouzit dalsim laboratorim pti
optimalizaci metod spojenych s identifikaci proteini pomoci LC-MS/MS. Student splnil
vytycené cile diplomové prace. Praci doporucuji k obhajobé a hodnotim jako vybornou.

Otéazky k zamysleni a pripadné odpovédi:

1. V teoretické ¢asti (str. 16) je pséno, ze k tandemové hmotnostni spektrometrii je
zapotfebi dvou analyzatora. Je mozné vyuzit pro MS/MS také jeden hmotnostni
analyzator?

2. Je krok odsoleni po afinitni chromatografii na oxidu titani¢itém potirebny?

3. Na strané 55 je pfi porovnani poctu identifikovanych proteint a peptidu jednotli-
vymi metodami psano, ze rozdil nebyl staticky vyznamny. Byla statistickd vyznam-
nost testovana? A pokud ano, jakd metoda byla pro testovani pouzita?
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