Oponentsky posudek disertacni prace

Obor: P1406 Biochemistry
Student: Mgr. Ivo Chamrad
Nazev prace: Affinity chromatography in proteomics

Oponent: doc. Mgr. Jan Havlis, Dr.

Pracovisté:

Masarykova univerzita, Stiedoevropsky technologicky institut, Mendelovo centrum
genomiky a proteomiky rostlin, Proteomika CF

Posudek:

Anglicky psana dizertaCni prace Mgr. Ivo Chamrada Affinity chromatography in
proteomics je slozena ze tfi zakladnich ¢asti - Gvodu (kap. 1 a 2), prezentace
vysledku (kap. 3 a 4) a zavérq.

Uvodni &ast obsahuje obecny (ivod do historie proteomiky a specializovanou &ast
zamérenou na aplikaci afinitnich separaci v proteomice. Shruti historie proteomiky,
alespofi co muZe oponent posoudit podle &asti zahmujicich jeho specializaci,
doktorand pojednal zajimave a pfiméfené struéné a informativng. Cast o aplikaci
afinitnich separaci v proteomice je skvéle a aktuainé zpracovanym piehledem jakych
je mélo (posledni publikovana pochazi z roku 2008).

Vysledkova Cast obsahuje dvé podéasti ~ jednu jiz publikovanou praci a druhou
praci v recenznim fizeni. Obé podCasti obsahuji kompletni popis prace a jako piilohu
v prvnim pfipadé kopii publikace a vdruhém pfipadé manuskript. Prvni prace
pojednava metodé mikroafinitni purifikace trypsinu pro proteomické Ucely. Toto
praktické téma je zpracovano velmi dobfe, SemuZ odpovida Usp&sné umistdnf
publikace do Casopisu Journal of Proteomics (IFapq = 5.074).

Druha prace, z oboru chemické proteomiky, tematicky i v&decky zajimaveéjsi, je
zamyslena pro jiny, stejné prestiZni asopis Journal of Proteome Research (IF2010 =
5.460). Studie nazorné ukazuje vyuZiti nastrojli chemické proteomiky pfi vyzkumu
interakci  proteind s nizkomolekulamimi  neproteinovymi, tzv. chemickymi,
interakénimi partnery. Jako cil si autofi vybrali afinitni hledani proteind, jez interaguiji
s analogem cytokininG Ns-benzylaminopurinem a vyhodnoceni poméru jejich obsahu
a biologické relevance z miry sekvenéni homologie. Prace je z hlediska afinitniho
obohaceni a metodického vyzkumu pfidruZzenych separaénich technik velmi dobr3,
spiSe doplfikové &asti relativni kvantifikace obsahu a sledovani biologické relevance
by snesly hlubSi zpracovani, byf' je jasné, Ze pro demonstraci vhodnosti metody
v tomto oboru jsou okrajové.

DizertaCni préci uzavira shmuti zavérd tématu i obou praci a nasleduji obsahla
pouZita literatura a vyGet autorovych védeckych praci a profesni Zivotopis.

Téma doktorské dizerta&ni prace povaZzuji za aktuaini jak z pohledu metodického,
tak [ bioanalytického. Ob& zmin&né prace piinaseji nové postupy a poznatky, které

aw

rozsifuji moznosti proteomické analyzy.



K textu prace oponent Zadné zasadni pfipominky nema. Prace je sepsana dobrou

anglictinou, nakolik to muZe pfirozeny miluvéi jiného jazyka posoudit, vécnd a-

prehledné.

Dotazy:

- 1) Jaka je prakiicnost postupu mikroafinitniho pfegisténi trypsinu v proteomickém
vyzkumu? V jaké éasti procesu pfipravy enzymu mé purifikace prob&hnout, stagi to
uz na strané vyrobce pred lyofilizaci, nebo aZ u koncového uZivatele?

2) Bylo by moZné afinitni metody separace vyuzit k vytvofeni n&jaké konstruované
formy proteolytického enzymu, néjakého ,minimainiho“ trypsinu, ktery by stale
disponoval pfisluSnou tryptickou aktivitou, ale mé&l minimaini velikost a maximaini
termostabilitu i odolnost vi¢i autoproteolyze?

3) Absence praktickych metod vyhodnoceni relevance nélezl je pfedevsim morem
expresni proteomiky. Nejenomze c&asto vidime jen zanedbatelnou &ast
exprimovaneho proteomu, Sasto pozorované proteiny a zmény jejich obsahu jsou
irrelevantni  studovanému problému. Chemicka proteomika musi &elit stejnym
problemdm. Existuji n&jaké metodicky dostateéné nastroje, které by byly schopny
uzitetné zhodnotit relevanci, nalezenych interakénich partnerti?

Doktorand prokazal schopnost samostatné a tvaréi védecké prace. PredloZena
prace spliuje poZadavky kladené na disertacni praci v oboru Biochemie a die § 47
VS zakona 111/98 Sb. doporuduji praci k obhajobé.
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