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Konkrétni pfripominky a dotazy (moZno pripojit samostatny list)

Diplomova prace Bc. Markéty Budinské je zaméfena na modifikaci cysteinu
alkylaénimi &inidly a jejich vyuZiti pii analyze jadernych proteinii je€mene s cilem jejich
analyzy pomoci hmotnostni spektrometrie. Prace je psana piehledné, s minimem stylistickych
chyba ¢i pieklepti a podle doporuCeného stylu. V teoretické Casti se studentka vénuje
vyznamu chemické modifikace cysteinil, konkrétnim alkylaénim ¢inidlim a jejich vyuZiti pro
vznik novych $tépnych mist pro trypsin. Déle studentka popisuje rostlinné jaderné proteiny,
které hraji roli v mnoha bun&¢nych procesech, jsou viak stale malo prozkoumané. Teoreticka Cast
dale popisuje analytické metody, predevsim se zamérenim na hmotnostni spektrometrii a pripravu
vzorkd pro naslednou analyzu. Teoretickd ¢ast je psana pfehledné a dostateéné vystihuje soucasny
stav poznani v dané oblasti. Pouze v posledni ¢asti bych ocenil, kdyby autorka prace vénovala
vétsi pozornost separaénim technikam, které byly v praktické ¢asti vyuZivany jak pfi optimalizaci
protokolu, tak pro analyzu realnych vzorkl jader jeCmene a mazového povlaku tvartizki.
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V posledni ¢asti teoretického tvodu bylo nalezeno nékolik drobnych neptesnosti, viz.
napt. dotaz €. 1. Prace se opird o celou fadu literarnich zdrojt, které jsou zpracovany jednotnym
stylem. Drobnou vyhradu mam Kk pouziti webového odkazu na stranky Thermo Fisher Scientific,
ktery je zde uveden ve dvou variantach a v textu neni rozliseno, o ktery odkaz se jedna.

Na vécné a srozumitelné psanou metodickou ¢ast navazuje prvni ¢ast vysledkové ¢asti,
ktera popisuje postup optimalizace protokolu s vyuzitim hovéziho sérového albuminu a
jednoduché proteinové smési. V této Casti se podafilo nalézt nejvhodné€jsi podminky pro
aminoethylaci cysteinu a to svyuzitim 2-bromethylaminu v prostitedi Tris (pH 8,2)
s ptidavkem 6M guanidin hydrochloridu provedené pti laboratorni teploté. Vzhledem
k n¢kolika rozdilnym pfistupim, by v této ¢asti bylo vhodné, pro lepsi piehlednost, zatradit
schéma optimalizace. Soucasti této cCasti je n€kolika tabulek s nalezenymi peptidy dale
v piehledové tabulce ¢. 20 v kapitole diskuze, ktera vhodné shrnuje celkové vysledky, které
byly dosazeny pii optimalizaci protokolu. Ve vysledkové ¢asti na ni, ale bohuzel chybi odkaz.
Nalezené optimalni podminky byly vyuzity pro realné vzorky piedstavujici bunecna jader
v Gl a G2 fazi bunééného cyklu. Celkové lze vyzdvihnout identifikaci 30 (22) novych
stépnych mist pro trypsin. To potvrzuje spravné zvoleny protokol aminoethylace, kterd mutize
slouzit k dodate¢né identifikaci proteini bez dostatetného poctu K/R aminokyselinovych
zbytku.

Je Skoda, ze u dopliujici analyzy mazového povlaku tvarizku se nepodafilo nalézt
vyssi pocet identifikovanych peptidit pro vzorek modifikovany 2-bromethylaminem nez pro
vzorek modifikovany 2-jodacetamidem. Metoda tedy ma potencial pfedev§im u proteint
s nizkym poctem K/R, kde predstavuje moznost zvyseni pokryti sekvence ¢i moznost vlastni
identifikace, jak sama autorka uvadi v zavéru. V nékterych piipadech by mohlo byt vhodné
oba pfistupy kombinovat, a paralelné analyzovat vzorky modifikované bud
2-jodacetamidem nebo 2-bromethylaminem za vzniku aminoethylace. To by sice znamenalo
vetsi Casové naroky na analyzu, ale tento pfistup by mohl pifinést vyssi pokryti jaderného
proteomu.

Na zacatku diskuze je zminén vliv pufrového sytému elektroforézy na nezadouci
adukty sakrylamidem. Co se ty¢e optimalniho pH u Tricine vzorkového pufru namisto
Laemmliho vzorkového pufru, po kroku odbaveni a po ,,vysuSeni“ gelu Cistym acetonitrilem
bude pravdépodobné pH rovno pufru v kterém je rozpusténo samotné alkylacni ¢inidlo a efekt
puvodniho vzorkového pufru bude zanedbatelny. Riziko je tedy spise v blokaci cysteinovych
zbytkt akrylamidem, jak je také uvedeno v diskuzi. Ocenuji, Ze byla provedena manualni
lokalizace proteinli a u proteini bez znamé lokalizace byla toto odvozena na zakladé
homologie s dalsimi proteiny pomoci programu BLAST. Touto metodou se podatilo potvrdit
lokalizaci identifikovanych proteini v Gl a G2 fazi. Jsou diskutovany priniky jak mezi
jednotlivymi fazemi, tak mezi rozdilnymi algoritmy pouZzitych softwaru. V této Casti by
graficka reprezentace dosazenych vysledki napf. pomoci Vennovych diagrami pusobila
piehlednéji.

Celkové 1 pres drobné neptesnosti, ¢i jiné nedostatky v piehlednosti vysledkové ¢asti,
bych chtél vyzdvihnout pfedevsim experimentalni piinos prace, ktery mize byt v budoucnu
vyuZit pti dalsi analyze jadernych proteini.

Studentka jednoznacné splnila pozadavky kladené na diplomovou préci, a proto ji
doporucuji k obhajob¢.



Dotazy:

1)

2)

3)

4)

V kapitole 2.3.2.4 se uvadi, Ze pro vSechny zptlisoby piipravy peptidovych fragmentii
(Stépeni v roztoku, $t€peni v gelu a pfiprava vzorku za pomoci filtru (FASP)) plati, Ze
se pii nich zaroven odstraniuji detergenty. Plati toto tvrzeni i pro uvedené Stépeni
v roztoku nebo je zde nutné pouzit dalsi postup, napi. extrakei?

Jak autorka vysvétluje, Ze v G2 fazi bunééného cyklu mnohem vice identifikovanych
peptidi/proteind nez v G1 fazi?

Proteiny zvolené pro optimalizaci maji znamou aminokyselinovou sekvenci. Mohla
byste u nich uvést celkovy pocet cysteinovych zbytkii? Koreluji tyto pocty s celkovym
mnoZstvim Gspé&&né modifikovanych peptida?

Na str. 77 se uvadi, Ze guanidin plisobi denaturaci proteini a zarovén i redukci
disulfidickych mistkl. Pokud tedy plisobi jako redukéni Cinidlo, jak lze vysvétlit, ze
se pied alkylaci pouziva reduk¢ni ¢inidlo samostatné, konkrétné dithiotreitol &1 tris(2-
karboxyethyl)fosfin?

Chyby, které je nutno opravit

Zavér: praci doporuduji / nedeporuduii k obhajobé. oy 7 /!»f’f" \
; - ‘--,”-‘(:‘LH’“_
V Pardubicich dne: 2. 6. 2020

Hodnoceni:

A-
B-
=
D-
E-
F-

56-60
51-55
46-50
41-45
36 -40
35 améne



