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Disertacni prace Mgr. Michala Rosllka se zabyva pfipravou a charakterizaci proteolyticky aktivnich
povrchl vhodnych pro aplikace ve strukturalni proteomice, zejména pro metody ¢astecné
proteolyzy a vodik-deuteriové vymeény (HDX). Tato prace je velmi dobfe strukturovana a detailné
popisuje jak teoretické zaklady, tak experimentalni postupy a vysledky.

V teoretické ¢asti, autor peclivé popisuje sou¢asné metody a techniky pouzivané ve strukturalni
proteomice a jejich omezeni. Jeho cilem bylo vyvinout nové proteolytické povrchy kompatibilni s
MALDI hmotnostni spektrometrii, které by mohly zjednodusit a zefektivnit experimentalni postupy.
Tento cil se mu podafilo naplnit, jak je patrné z péti pfedlozenych publikaci v kvalitnich
recenzovanych védeckych ¢asopisech i dosud nepublikovanych vysledkd.

Po formalni strance je anglicky psany text prace dobfe strukturovany, logicky uspofadany a
srozumitelny s minimalnim poc¢tem drobnych gramatickych a stylistickych chyb.

Metodika je peclivé popsana a experimentalni prace na Spi¢kové Urovni. Autor vyuzil Sirokou Skalu
metod, v€etné ambientniho soft-landingu, castecné proteolyzy, HDX, chemického cross-linkingu,
bioinformatiky a hmotnostni spektrometrie. Tento unikatni interdisciplinarni pfistup je jednim z
hlavnich pfinosUl prace.

Vysledky jsou prezentovany jasné a presvédcivé. Autor spravné interpretuje data a diskutuje jejich
vyznam v kontextu sou¢asnych poynatkt z oboru. Zvlasté oceriuji ¢ast vénovanou ¢asteéné
proteolyze, kde autor demonstruje aplikaci svych proteolytickych bio¢ipl na modelovém systému
myoglobinu a transkripéniho faktoru FOXO4. Tento pfistup ukazuje potencial bioCipl pro rychlou a
efektivni analyzu proteind.

PrestoZe je prace velmi kvalitni, mam drobné vyhrady ke kvalité nékterych obrazk( (napf. Fig. 9-11
nebo Fig. 13), které jsou v PDF verzi prace velmi obtizné Citelné. Nékteré experimentalni postupy by
mohly byt popsany podrobnéji. Napfiklad na strané 34 podrobnéjsi popis optimalizace HDX
experimentu, véetneé specifikace pfesnych podminek. Na strané 45 podrobné;jsi popis softwarovych
nastrojd a algoritm( pouzitych pro zpracovani dat z hmotnostni spektrometrie, véetné specifikace
parametrl pro LinX. Nebo na strané 46 podrobnéjsi popis funkce Alternative Search a jakym
zpUsobem uzivatel definuje pravidla pro vyhledavani, véetné konkrétnich prikladl aplikace této
funkce na skute¢na data. Rozumim, Ze vzhledem k neexistenci softwarovych nastrojl pro anotaci
cross-linking dat bylo tfeba investovat vyznamné usili do vyvoje nastroje vlastniho. Proto by tomu
méla byt vénovana patfi¢na pozornost v ramci disertacni prace, protoze je to také velmi zajimavé
téma pro dalsi odborniky v dané oblasti. Dale by bylo vhodné vénovat vice prostoru diskuzi o
omezenich pouzitych metod a moznych zdrojich chyb.



Zaverem bych se rad zeptal na nékolik otazek:

1. Mohl byste podrobnéji vysvétlit, jakym zplsobem jste optimalizoval podminky pro
ambientni ion-landing proteaz na ITO sklicka? Jaké konkrétni parametry (napf. teplota, Cas,
tlak) jste musel upravit, aby bylo dosazeno maximalni i¢innosti imobilizace enzym(?

2. Ve své praci uvadite, Ze metoda HDX na MALDI bioCipech vykazovala vysokou miru zpétné
vymeény deuteria, coz vedlo k nizké reprodukovatelnosti vysledkd. Jaké konkrétni kroky byste
navrhl pro minimalizaci tohoto problému v budoucich experimentech?

3. Jaké jsou podle vas nejperspektivnéjsi aplikace proteolytickych biocipl ve strukturalni
proteomice a jaké dalsi vyzkumné otazky byste chtél v budoucnu pomoci téchto bioc¢ipl
fesit?

Disertacni prace Mgr. Michala Rosllka pfedstavuje vyznamny pfispévek k oboru strukturalni
proteomiky. Autor prokazal vysokou uroven odbornych znalosti a schopnost aplikovat je v praxi.
Navrhované proteolytické povrchy maji potencial zefektivnit a zjednodusit experimentalni postupy
ve strukturalni proteomice. Prace je hodnotna a doporuduiji ji k obhajobé.
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