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Posudek na diplomovou praci Bc. Robina Krystifka nazvanou
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Robin Krystifek se ve své diplomové praci zabyval vyvojem metodiky a instrumentace pro automatizovanou
kombinatorialni chemickou syntézu peptidu a dale automatizovaného protokolu pro syntézu knihoven sekvenci mRNA
(tzv. MRNA display), ktera se rovnéz pouziva pro selekci biologicky aktivnich peptidi. Robin v ramci této prace vyvinul
pFistroj pro automatizovanou paralelni syntézu peptid(i a pro syntézu mRNA pfizpUsobil pipetovaciho robota, PCR cycler
a robotickou ruku. Metodiky a instrumentace byly validovany na binarni knihovné epitop pro modelové protilatky a dale
na nékolika kombinatorialnich knihovnach zahrnujicich celkem vice nez tisic peptidi. Vysledky byly peclivé
dokumentovany a diskutovany.

Celkové se domnivam, Ze Robin Krystlfek odvedl vynikajici praci, stanovené cile spinil a Ze pfedlozena diplomova
prace svou kvalitou a rozsahem vice nez spliiuje naroky obvykle kladené na diplomovou préci. Robin nejen, ze
optimalizoval a vyvijel chemické reakce potfebné pro syntézu knihoven peptidd a mRNA, ale i vyvijel, sestavoval a
optimalizoval potfebné pfistroje, coz svéd¢i o jeho mimofadném technickém talentu. Robin se béhem FesSeni ukoll
diplomové prace setkal s fadou technickych ¢i chemickych komplikaci, které se mu vétSinou podafilo UspésSné prekonat.
Jediné, co mohu préaci trochu vytknout, je, Ze je sepsana dosti zhusténé, a jelikoZ obsahuje fadu specialnich technickych
termind a obratl, klade na ¢tenare, zvlasté kdyz neni ve vdem popsaném odbornik, znacné naroky, aby se v préci
orientoval. Na této praci je také dobfe vidét jak se CesStina ponékud tézko vyrovnava s anglickymi terminy a trochu
kostrbaté pro né hleda ekvivalenty (napf. véty ,, ... k dekonvoluci pacientské protilatkové odpovédi v pribéhu infekce..”
¢i ,validace vysoko-propustnostniho mRNA display protokolu...“). MoZna by tato situace mohla byt inspiraci pro ¢eské
chemickeé ¢i biochemické spole¢nosti, jak do Eeského nazvoslovi vnést nové pojmy. Celkové hodnotim diplomovou praci
Robina Krystivka velmi vysoko a jednoznaéné navrhuiji jednicku.

Nékolik specifickych otazek a komentari:

1. Str. 24, druhy odstavec odspoda: co znamena ,realizované v C# “ ?

2. Str. 31, Tabulka 5, neméla by ,pfesnost” byt spiSe definovana jako nepfesnost nebo chyba?

3. Str. 33, druhy odstavec: ,pro aminokyseliny Asp a Asn pfipojené v daném cyklu byl na misto roztoku 2 pouzit

odchranovaci roztok 1“. Pfedpokladam, ze méné bazicky roztok 1 byl pouzit s cilem zabranit tvorbé aspartimidu.
Jen chci upozornit, Ze aspartimidy mohou vznikat nejen pfi odchrafiovani Fmoc skupiny toho daného aspartatu,
ale kdykoliv pfi bazické deprotekci béhem syntézy peptidu ¢i stani peptidu v bazickém prostfedi. Pozorovali jste
CastéjSi vznik aspartimidd? Pozorovali jste pozitivni vliv chranici skupiny OBno? ZkouSeli jste OEpe?

4. Str. 64, zmirfujete, Ze v MS spektrech cyklizovanych peptidi nebyly nalezeny necyklizované peptidy. Pozorovali
jste vznik dimerua ¢i multimer(? Pfi cyklizaci na pryskyfici bych je pfedpokladal.

5. Jestlijsem dobfe pochopil, zaznamenali jste ztraty na vytéZcich peptidu pfi extrakci Stépici smeési diethyletherem.
Vynechani extrakce naopak mélo negativni vliv na &istotu peptidi. Ve vaSem pripadé bych zvazoval pouziti
acidostabilniho a bazicky Stépitelného linkeru pro pfipojeni peptidu k pryskyfici (viz napf. Picha et al.
ChemPlusChem 2020).

6. Co brani spojeni obou vyvijenych metod, tzn. syntézy peptidl na peptidového syntetizatoru a protokolu pro
mRNA display, pro jeden tzv. ,ostry“ projekt, ktery by mohl vyustit ve vyvoj novych ligandd pro néjaky relevantni
target?
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