Posudek oponenta diplomové préce

Jméno a piijmeni uchazece/ky : Bc. Vaclav Havelka

Nazev prace:

Vyzkum DNA kompatibilnich reakci a jejich vyuziti pii pfipravé DNA kdédovanych knihoven

A. Bodové hodnoceni jednotlivych aspekti prace (oznadte pravé jednu z moZnosti)

1. Rozsah DP a jeji ¢lenéni

X

A - pfiméfené, odpovidaji charakteru DP a vyznamu jednotlivych &asti

B - nevyrovnané, ¢lenéni neni logické n. rozsah jednotlivych ¢asti nekoresponduje s jejich vyznamem

C - uspokojivé, rozsah nékterych &asti nedostaduje

N - nedostateéné

2. Odborna spravnost

X

N

B - velmi dobr, s ojedinélymi drobnymi zavadami (nejasnost vykladu, chyby ve vzorcich nebo chemickych
nazvech, nedokonaly popis metod nebo vysledkil)

C - uspokojiva, s ¢etn&j§imi drobnymi zdvadami

N - nevyhovujici, s hrubymi chybami

3. Uvedeni pouZitych literarnich a j. zdroju

X

A - bez pfipominek, vechny pfevzaté udaje s citaci zdroje, celkovy pocet citaci odpovida charakteru prace

B - uspokojivé, s ob8asnymi neobratnostmi zejm. v umisténi odkazi, nebo s celkové niz§im poctem citaci

C - s vazngjsimi zavadami, napf. pfevaZuji "nestandardni" odkazy na ucebnice, pfednasky, webové stranky,
nebo se ojedinéle vyskytuje opominuti odkazu na zdroj ptevzatych dat

N - nevyhovujici, velmi malo citaci, ev. rysy plagidtu (¢asté opomijeni odkazu na zdroj pievzatych
dat, pop¥. opsani velkych ¢asti textu)

4. Jazyk prace

X

vev T

B - velmi dobry, ojedinélé stylistické neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby

C - upokojivy, Cetngj§i slohové neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby, ojedinéle se vyskytuji
obtizné srozumitelné n. nejednoznaéné formulace

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami

5. Formalni a grafickad droven prace

X

A - vyborn4, bez pteklepl a chyb ve formatovani

B - velmi dobra, ojedinélé chyby formatu citaci, pieklepy, chybé&jici zkratky apod.

C - uspokojiva, s ojedinélymi vétsimi (napf. vynechani stranky) nebo Getn&j§imi drobnymi chybami

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami




Piipadny slovni komentaf k bodim 1. aZ 5. :

Piedkladand diplomova prace Bc. Vaclava Havelky shrnuje nejprve tématiku DNA
koédovanych knihoven, pfedevsim jejich praktické vyuziti pfi identifikaci funkénich fenotypl
(peptida ¢i proteind) na cilovy protein. Popsal zékladni techniky vyuZivajici tyto knihovny, tj.
phage display, ribosome display a bunééné display techniky vyuZivajici bakterie E.coli ¢i
kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Detailné se nasledné zameéfil na popis tzv. chemickych
DNA kdédovanych knihoven, kterych se tykala ptedkladand prace. Béhem ni syntetizoval
konstrukt oligopeptidu a testoval rizné podminky odstrafiovani chranicich skupin a vliv téchto
podminek na degradaci DNA. Bylo zjisténo, Ze i mirmé¢j$i podminky odchratiovani jsou stale
agresivni k DNA a uchaze¢ tedy pfistoupil k zalenéni 7-deasa purinovych nukleotiddi do
oligonukleotid®, které zustavaji substraity DNA polymeras a jsou stabilni v kyselych
podminkach béhem odchratiovani peptidd. Pfipravil modelovy konstrukt sestavajici se z DNA
oligonukleotidu, spojky a biotinylované¢ho lysinu, konstrukt ze smési separoval pomoci
streptavidinovych magnetickych kuli¢ek a nasledné peptidovou ¢ast §tépil trypsinem.

Piedkladand diplomova prace je napsana srozumiteln€, c¢tivé, s malym mnoZstvim
stylistickych chyb a pteklepti, dokumentovana péknymi grafickymi materialy. Na zavér bych
rad shrnul, Ze se jedna o kvalitni praci, kterd jist€ poslouzi k dal§imu vyzkumu DNA
kédovanych knihoven a jejich vyuZiti napt. pii studiu posttranslaénich modifikaci. Pln€ ji
doporucuji k obhajobé.

B. Obhajoba

Dotazy k obhajobé

1) Béhem afinitni selekce chemickych DNA kdédovanych knihoven s cilovymi proteiny je nutné,
aby modifikovany peptid efektivn€ interagoval s proteinem, zatimco pfipojend DNA by se méla
chovat inertn€ a neovliviiovat vazbu peptid-protein. Mohl byste zminit, jak moc pouZita spojka
mezi DNA a peptidem zarucuje ,,inertnost DNA na vazbu peptid-protein? Lze chemické DNA
kédované knihovny pouzit i pro cilové proteiny, které maji vazebné misto pro rozpoznavajici
molekulu ukryté uvnitt struktury nebo se tato metoda hodi spiSe pro proteiny s vazebnym motivem
na povrchu proteinu?

2) U biotinylovaného konstruktu 1e byla zhodnocena separace konstruktu na streptavidinovych
magnetickych kulickdch. Bylo zjisténo, Ze vétSina konstruktu 1e¢ byla na kuli¢kach imobilizovana,
piesto ale ¢ast konstruktu 1e ziistala v roztoku a na kulicky se nevazala. Mohl byste navrhnout, jak
by bylo mozZné zlepsit tento pomér ve prospéch navazaného konstruktu na kuli¢ky a zlepsit tak
jeho purifikaci?

3) Béhem ciSténi modelovych peptidd na preparativnim HPLC byl prib&éh monitorovan pomoci
vinové délky 254 nm. Peptidy nebyly derivatizovany ani konjugovany s oligonukleotidy. Mohl
byste fici, pro¢ jste zvolil pravé tuto vinovou délku a ne standardné pouZivanou detekci pfi 220
nm, popfipadé 280 nm?

Stanovisko k opraveé chyb v praci:
opravny listek/oprava v textu JE /zakrouikujte) podminkou pfijeti prace



C. Celkovy navrh

Navrhovana celkova klasifikace (vyborng, velmi dobte, dobfe, neprospél) : viborng

Datum vypracovani posudku: 8.7.2020
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