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Oponentsky posudek na diplomovou préci
Bc. Simona Pospiila
Fenotypizace proteolytickych aktivit pomoci fluorogennich knihoven

Pan Simon Pospiil ve své diplomové prici mél za tikol vyvinout metodiku fenotypizace
peptidovych knihoven a to dvéma zpisoby: (1) fluorogennimi knihovnami obsahujicimi
fluorofor a zhé43e¢ a (2) DNA kédovanim knihoven. Oba tyto piistupy jsou v principu zndmé,
ale jejich aplikace pro konkrétni peptidové knihovny na pevné fazi bylo netrividlni a v
laboratofi Skolitele se jednalo o zcela nové téma, kde chybély zkuSenosti. Z tohoto hlediska se
mi téma jevi aZ nepfiméfen¢ obtiZné a riskantni pro diplomovou praci (odpovidalo by to spise
préci diserta¢ni). Diplomant se musel nauc¢it mnoha novym technikdm a obrnit se trpélivosti a
odolnosti vici frustraci z nedspéSnych experiment.

V prvni &asti zkonstruoval knihovnu (1,4 milionu) peptidi na pevné fazi, které
obsahovaly fluorofor a zhéd3e¢, kde Gspésné Sté€peni peptidového fetézce pepsinem rozsvitilo
fluorescenci. BohuZel se nepodatilo peptidy identifikovat pomoci MS kviili nizkému mnoZstvi
vzorku a nepodafilo se tyto peptidy §tépit furinem a faktorem Xa. Z obou téchto diivodi byla
strategie zménéna na DNA-kédovani knihoven napied na pevné fdzi a potom v roztoku. To
vyzadovalo zvladnuti dalSich technik, napf. DNA ligace a PCR. U vzorového peptidu na
pevné fazi se podafilo DNA-tag amplifikovat PCR a osekvenovat. Nakonec se podafilo i
syntetizovat DNA-kédovanou knihovnu v roztoku, byt v nizkém vytéZzku. V projektu bude
skupina Dr. MiSka pravdépodobné pokracovat a studovat proteolytické enzymy. Pan Pospisil
udé€lal prvni (velice nevdéEnou) ¢ast projetu tim, Ze prozkoumal a pro§lapal rizné cesty, které
k cili nevedly, a nakonec zfejmé ukdzal cestu, kterd po optimalizaci bude fungovat (DNA-
kédované knihovny v roztoku).

Diplomovad préce je napsdna klasickym zpisobem a na nékterych mistech je vidét, Ze
byla psdna ve spéchu (pravdépodobné se diplomant snaZil do posledni chvile rozchodit
syntézy v roztoku). Nicméné¢ jde o praci velmi kvalitni a vysledky, pfestoZe nedotaZené do
kone¢né aplikace, jsou pro dalsi vyzkum ve skupiné Dr. MiSka nepochybné velmi dileZité.
Diplomant se naucil Sirokou paletu technik od organické syntézy po biochemii a prokézal, Ze
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umi prekondvat prekdzky a GspéSné fesit i obtiZny projekt.
Pro diskuzi mdm jednu otdzku, aby diplomant vysvétlil design peptidové knihovny ze
Schematu 8 — neni ziejmé, pro¢ bylo v druhém fetézci pouZito 20% D-aminokyselin a jak se

to projevi ve vysledné fluorescenci po §tépeni protedzou.

Celkové 1ze jednozna¢né diplomovou préaci hodnotit jako velmi kvalitni a zcela odpovidajici
ndroktim na tento typ praci. Diplomovou praci doporucuji k obhajobé a navrhuji

hodnoceni vyborné.
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