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Slovní vyjádření, komentáře a připomínky vedoucího/oponenta: 
 
 

Hlavním tématem diplomové práce Bc. Martina Vančury je detailní studium struktury 
polyprolinu PPI včetně mutarotace (přechodu PPI v PPII) ve vodě pomocí spektroskopických metod 
doplněných kvantově-chemickými výpočty, které umožňují detailní interpretaci naměřených dat. 
Autoři se kromě Ramanovy spektroskopie soustředili i na její chirální variantu – Ramanovu 
optickou aktivitu (ROA), pro niž doposud nebyla publikována spektra PPI. Ani průběh mutarotace 
není dosud plně objasněn. Jedná se tedy o aktuální téma. 

Práce o rozsahu 106 stran je psána v dobře srozumitelné angličtině, občas chybí členy, jinak 
s minimem překlepů. Práce je logicky rozčleněna do 5 kapitol – po stručném úvodu (8 stran), který 
je rešerší o struktuře proteinů s důrazem na prolin a strukturu polyprolin I a II, následují cíle práce 
(1 strana) a teoretické základy použitých spektroskopických metod (14 stran) včetně uvedení 
základních vztahů a postupů používaných k simulacím spekter. V metodické části je popsána 
příprava a měření vzorků a postup výpočtu spekter (13 stran).  

Vlastní výsledky a diskuze jsou uvedeny na 47 stranách.  Nejdříve jsou prezentována 
experimentální data, poté následují simulace spekter. Autor postupuje logicky od ověření správnosti 
přípravy struktury PPI pomocí metody elektronového cirkulárního dichroismu (ECD), přes 
Ramanova spektra PPI různé délky v pevné fázi, která mohou být srovnána s měřením v 
organických rozpouštědlech a ve vodě. Zatímco v organických rozpouštědlech zůstává struktura PPI 
dlouho stabilní, ve vodě dochází k mutarotaci – přechodu ve strukturu PPII. Tento přechod byl 
studován za různých teplot.  Měření mutarotace byla statisticky zpracována faktorovou analýzou a 
fitováním kinetických parametrů byla získána tzv. spektra čistých forem. Významná je i část 
simulování spekter a závěrečné porovnání experimentálního a vypočteného Ramanova a ROA 
spektra PPI struktury. Všechna získaná data jsou pečlivě zpracována a vyhodnocena. Vzájemné 
podobnosti či odlišnosti spekter jsou korektně a pečlivě vysvětlovány.  

Práce obsahuje velké množství obrázků (37 + 7 v dodatcích), které jsou graficky velmi pěkně 
zpracované. V některých případech je však obrázek či tabulka uveden dříve než odkaz na něj 
(obr. 1.1, obr. 5.20 a tabulka 5.2). Dále v kapitole 5.7.1 je na tabulky 5.4 a 5.5 odkazováno mnohem 
dříve (str. 72/73), než jsou uvedeny - až v kapitole 5.7.2 na str. 74/75. V kapitole 5.4.2 je dříve 
diskutován obr. 5.18 než obr. 5.17. Počet referencí (55) je dostatečný, v textu je na ně korektně 
odkazováno. Pouze v referenci [15] bych ráda viděla plnou internetovou adresu místo „Web page 
of prof. Petr Bouř“ a reference [18] pochází z roku 1996, nikoliv 1998. 

Přes všechny další drobné nesrovnalosti zmíněné v závěru posudku hodnotím práci velmi 
kladně. Myslím, že po vylepšení zejména experimentální části by měla být snadno publikovatelná 
v odborném impaktovaném časopise.  Za největší přínos této práce považuji, že se autorovi práce 
podařilo získat původní data – ROA spektra struktury PPI. Autorův záběr byl široký - vyzkoušel si 
práci v laboratoři při přípravě vzorků, spektroskopická měření, statistické zpracování faktorovou 
analýzou a kvantově-chemické výpočty spekter. Samostatně vytvořil tři nové programy v Pythonu, 
které mu výrazně zjednodušily práci s dlouhými polyprolinovými řetězci.  Tyto programy budou 
užitečné i do budoucna při studiu delších peptidů obsahujících více prolinových reziduí a také při 
návrhu možné struktury intermediátů vznikajících při mutarotaci, které jsou kombinací PPI a PPII 
geometrií. Pozitivně hodnotím i spolupráci s dalšími pracovišti – ÚOCHB a UPOL. 
 
Přípomínky: 

- str. iii – u vedoucího práce je uvedeno „department“ místo konkrétní katedry 
- drobnou výtku bych měla ke kapitole 1.5, ve které se objevují dosud nepopsané 

spektroskopické metody a jsou rovnou uvedeny pouze jako zkratky (CD, ECD, VCD, FTIR). 
- použitá organická rozpouštědla by mohla být uvedena již v části 4.1 (Vzorky) místo v 

kapitole 4.3 týkající se ECD měření  



- v rovnici (3.30) by mělo být v čitateli 𝜔  místo 𝜔  
- v kapitole 4.2 je zmíněno, že pro rekrystalizaci vzorků po převedení do konformace PPI bylo 

vhodnější vypařování než lyofilizace, zatímco v kapitole 5.2 jsou uvedena Ramanova 
spektra v pevné fázi pro lyofilizované vzorky 

- jednotlivá měření vzorků jsou důkladně popsána jak v metodické části, tak ve výsledcích, 
avšak někdy dochází k nesrovnalostem, např. koncentrace vzorku PPI pro měření ECD ve 
vodě byla 0.2 mg/ml podle kapitoly 4.3 (str. 29), zatímco podle kapitoly 5.3 (1. odstavec na 
str. 47) byla 0.25 g/l. Další odlišnosti se týkaly délky ROA měření:  
- mutarotace ve vodě pro vzorek z roku 2011: 70 h (podle kapitoly 4.5, str. 31) vs. 66 h 
   (kapitola 5.5, str. 65) vs. 64 h (kapitola 5.6, str. 69)  
- vzorek PPc při teplotě 5°C:  ~ 2 hodiny (kapitola 4.5, str. 31) vs. 164 minut (kapitola 5.4.2, 
  str. 55) vs. 131 minut (kapitola 5.4.2, str. 61, 1. řádek) 

            - vzorek PPc při teplotě 25°C: 20 + 45 h (v kapitole 4.5, str. 31) vs. 100 h (kapitola 5.5, str. 
              65 a 66) vs. 70 h (kapitola 6.6, str. 69) 

- v kapitole 4.6.2, 1. odstavec, je uvedeno, že počet parametrů použitých k popisu systému 
v čase je roven počtu bodů ve spektru. Nemělo by být spíše, že je roven počtu změřených 
spekter? 

- v kapitole 4.6.3 je před rovnicí (4.7) uvedeno, že rovnice (4.6) byla zkombinována s rovnicí 
(4.9) – předpokládala bych spíše s rovnicí (4.5) 

- v kapitole 4.7 týkající se softwaru pro analýzu spekter postrádám odkaz na článek J. Palacký, 
P. Mojzeš, and J. Bok. SVD-based method for intensity normalization, background 
correction and solvent subtraction in Raman spectroscopy exploiting the properties of water 
stretching vibrations. Journal of Raman spectroscopy, 42(7): 1528-1539, jul 2011. 

- v kapitole 4.8 je uvedeno, že byl použit program Gaussian09. Očekávala bych verzi 
Gaussian16 

- v kapitole 4.8.5 je odkaz na tabulku 5.5 místo tab. 5.4 pro heptamer. 
- na str. 55, 5. řádku je odkaz na "fig.“ bez uvedení čísla obrázku 
- v kapitole 5.4.2, 1. odstavec, je uvedeno, že autor při ECD měření potvrdil, že proces 

mutarotace je velmi pomalý při nízkých teplotách, avšak žádné měření při nízké teplotě 
(5°C) v práci není – pouze při 35°C v kapitole 5.3 

- na obr. 5.14 nahoře chybí specifikace, kterému měření (PPaI, PPaII a PPc) odpovídá která 
barva spektra 

- byl obr. 5.17 vytvořen z dat získaných z 33.5 hodin měření vzorku PPa, které následovaly 
až po úvodním měření (48 + 38 minut) nebo z dat od začátku měření (i když přerušovaného)? 
Kdyby to byla data až po skoro 2 hodinách od přípravy vzorku, neměl by být počáteční stav 
v čase 0 vyhodnocen jako 100% PPI 

- v kapitole 5.5, poslední odstavec na str. 65, by měl být odkaz na obrázek 5.23, nikoliv 5.24. 
- v kapitole 5.6 jsou na str. 69 překlepy: (ii) 800-100 cm-1 místo 800 – 1000 cm-1; (iv) Amid 

IV místo Amid I; v části (i) je diskutován +-+ V-pattern jako charakteristický pro PPII místo 
pro PPI 

-     na několika místech jsou v práci překlepy ve vlnočtech a přiřazení pásů: 
- na str. 52, poslední řádek, 1229/1273 cm-1 místo 1259/1273 cm-1 podle obr. 5.11 a tab. 5.2 
- na obr. 5.11 by měl být vlnočet u Ramanova pásu PPI 4 366 cm-1 místo uvedených 336  
  cm-1, stejně tak ve 2.odstavci na str. 52 (podle tab. 5.2) 
- na obr. 5.15 by pás označený jako 2 měl být 1 
- na obr. 5.21 by nemusela být dvě podobně modrá spektra a legenda by mohla být psána  
  odshora dolů ve stejném pořadí jako spektra na obrázku. Jediný pás 34 je označen vlnočty,  
  které jsou navíc uvedeny nesprávně: pro 1-propanol má být 1641, pro 1-butanol 1642 a pro 
  vodu 1633 cm-1 (podle tab. 5.2 a obr. 5.12). Dále 1634 pro kladný ROA pás v 1-propanolu. 

      - v tab. 5.3 má být srovnáván Ramanův pás č. 4 místo 5 



Případné otázky při obhajobě a náměty do diskuze: 
 
 

1. Jak by autor vysvětlil téměř dvojnásobnou velikost ECD signálu PPI v 1-propanolu oproti 
1-butanolu (obr. 5.1, 80 deg vs. 40 deg pro kladný pás 215 nm)?  

2. Pro další ROA měření vypadá jako zásadní rozpustnost a také chování vzorků připravených 
v PPI konformaci. Bude potřeba nalézt parametry experimentu tak, aby byly neměnné při 
celém měření mutarotace. Jaký byl rozdíl v přípravě vzorku pro ROA z roku 2011? Tento 
vzorek vypadá nejlépe - bylo možné jej rozpustit ve vodě na koncentraci 20 mg/ml, byl 
dlouhodobě měřitelný při vysokém výkonu 1 W a jeho měření bylo v kapitole 5.5 vybráno 
jako nejvhodnější pro zpracování faktorovou analýzou. V práci jsem nenašla informaci, při 
jakém výkonu byla měřena ROA spektra v Olomouci. 

3. Jsou něčím význačné čisté komponenty odpovídající podle srovnání spekter metastavům 
s 50 a 90% obsahem PPI, že byly fitováním dat z měření mutarotace PP ve vodě při 5°C 
nalezeny právě ony?  

4. Další vibrační spektroskopickou metodou, která by mohla přispět ke studiu mutarotace, je 
komplementární metoda k ROA - vibrační cirkulární dichroismus. Zvažuje autor do 
budoucna rozšíření studia i o měření na VCD aparatuře, která je na jeho pracovišti dostupná? 
Dosud publikovaná VCD spektra se soustředila na oblast Amidu I. Autoři by také mohli 
využít statistické zpracování aplikované v této práci na ECD a Ramanova spektra. 

5. Proč byl pro simulace delších řetězců PPI (100AA, kapitola 5.8.2) zvolen poměr prolinů 
A:B 3:2 místo 1:1? V referenci [41] byl poměr 3:2 předpovězen pro kratší řetězce, zatímco 
obecněji je pomocí metod NMR, rentgenová difrakce a ROA předpokládán blíže 1:1 (ref. 
[24], [27] a [51]).  
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