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Oponentsky posudek diserta¢ni prace RNDr. Denisy Petrackové

Nézev préce:
Vyuziti gelové-zaloZzenych proteomovych technik pFi analyze genové exprese u
prokaryontnich a eukaryotnich modela

Cilem hodnocené disertacni prace bylo vyuziti klasické dvojrozmémé gelové
elektroforézy pro srovnavaci proteomové studie tfi riznych projektu.

Piedlozena disertacni prace ma 133 stran je standardné ¢lenéna na literarni Gvod,
metodiku, vysledky a diskusi. Prace neobsahuje Zadné pfilohy. V literarnim piehledu jsou
nejprve charakterizovany rizné typy proteomickych studii a poté je popisovana metoda
dvojrozmémé elektroforézy, vcetné moznosti detekce separovanych proteini a obrazové
analyzy. Z uvedeného textu je ziejmé, Ze autorka ma velmi dobry piehled o této problematice
a zna¢né zkuSenosti s jeji aplikaci. V dalsi ¢asti se pak vénuje dalsim metodikdm pouZivanym
v proteomice. Tato ¢ast je velmi stru¢na, coz na jedné stran¢ odrazi skute¢nost, Ze tyto
postupy nebyly v ramci experimentalni prace uplatnény, na druhé strané je ziejmé, Ze autorka
si je v této oblasti méné jistd. To se projevuje napiiklad na strané¢ 13, kde autorka spojila
dohromady dvé rtzné technologie ICAT a iTRAQ, Dale mi ve vy¢tu shotgun postupti chybi
zminka o SILAC analyze, kterd v soucasné dobé v pfipadé komparativnich shotgunovych
studii pfevlada. V této ¢asti by bylo rovnéZz vhodné zminit technologii Selective Reaction
Monitoring - SRM, kterd umoznuje soubéznou selektivni kvantifikaci stovek peptidu.

V ¢asti  vysledky je nejprve popisovana srovnavaci proteomova analyza
membranovych proteini mikroba Bacillus subtilis, jenz byl dlouhodobé vystaven nizké
hodnoté pH. Vysledkem této prace byla detekce 25 proteinovych zmén, z nichz 5 proteint
vykazovalo signifikantni zmény. Daéle byla prokdzana zména v uspofadani a rigidité
cytoplazmatické membrany mikroba.

Dalsi projekt pak byl zaméfen na proteomovou analyzu celkovych proteini

Escherichia coli s cilem odhalit proteinové zmény spojené se vznikem rezistence vuaci



antibiotiku erytromycin. Autorka sledovala zmény v pribéhu kontinualni kultivace, a to
v Casovych intervalech 43, 68 a 103 hodin od zacatku kultivace. Celkové bylo nalezeno 61
protein se zménénou expresi, dale byl prokazan vliv piitomného antibiotika na genera¢ni ¢as
a na vykonnost a piesnost translace.

Posledni ¢ast vysledki je vénovéana identifikaci proteinti v kostni plazmé, které jsou
charakteristické pro patogenezu akutni lymfoblastické leukémie u déti. Pro vyssi citlivost
detekce byly ze vzorkl nejprve imunoafinitni chromatografii odstranény proteiny, které jsou v
plazmé zastoupeny ve vysokych koncentracich. AvSak ani tato prefrakcionace nevedla
k identifikaci signifikantnich zmén v proteinovém sloZeni kostni plazmy ziskané od pacienti.
Rozdily v proteinovém sloZeni byly nalezeny pouze u Kkontrolni plazmy, nicméné
identifikované zmény se tykaji bézné se vyskytujicich proteind, coz dokladuje, Ze citlivost
provedené analyzy nebyla stale na dostateéné Grovni.

K diserta¢ni praci mam nasledujici dotazy:

1. Kolik technickych a biologickych replikati bylo pouzito pro srovnavaci proteomové
studie? Dale jaky typ softwaru byl pouzit pro identifikaci signifikantnich zmén
v koncentraci proteinii?

2. Pro komplexni srovnavaci proteomové studie je vhodné kombinovat rizné pH
gradienty v prvnim sméru, tak aby bylo postizeno co nejSirSi spektrum proteint.
V piipadé membranovych proteini se uvadi, Ze fada téchto proteinti vykazuje bazické
pH. Provedla nebo planuje autorka separace membranovych proteini také na
bazickych gradientech?

3. Jakym zplsobem autorka kontrolovala uspé$nost v extrakci membranovych proteint
pomoci lysozymu? Bioinformaticka analyza ¢ty z péti proteinti se signifikantni
zménou koncentrace v kyselém prostiedi, konkrétné AcoB, SOD, YjcH a YwaC, totiz
ukazuje, Ze se jedna spiSe o cytoplazmatické proteiny.

4. V piipadé proteomové studie kostni plazmy je zfejmé, Ze samotné odstranéni proteint
s vysokou koncentraci nestali pro detekci proteini vyskytujicich se v nizkych
koncentracich. U téchto proteint se pravé predpoklada, ze by mohly byt vyznamné pro
diagnostiku a monitorovani onemocnéni. M4 autorka v planu zavést néjaké dalsi

metodiky vedouci k obohaceni této proteinové frakce o velmi nizké koncentraci?

Zavér: Autorka prokazala schopnost adekvétné aplikovat metodiku gelové proteomiky na
rizné biologické modely a ziskala vysledky, jez jist¢ piisp&ji k pochopeni probihajicich

fyziologickych a patologickych dg&ju. Vysledky této prace byly publikovany ve dvou



Casopisech s impakt faktorem. Celkové lze tedy konstatovat, Ze RNDr. Denisa Petra¢kova
splnila pozadavky podle odstavce 4, paragrafu 47 Zakona o vysokych skolach. Tudiz

doporucuji piijeti jeji prace k obhajobé a po uspé$ném obh4jeni souhlasim s udélenim titulu
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