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Slovni vyjadreni, komentare a pripominky vedoucihe/oponenta:

Hlavnim tématem diplomové prace Bc. Martina Vancury je detailni studium struktury
polyprolinu PPI v€etné mutarotace (pfechodu PPI v PPII) ve vodé pomoci spektroskopickych metod
doplnénych kvantové-chemickymi vypocty, které umoziuji detailni interpretaci naméfenych dat.
Autofi se krom¢ Ramanovy spektroskopie soustiedili i na jeji chirdlni variantu — Ramanovu
optickou aktivitu (ROA), pro niz doposud nebyla publikovéana spektra PPI. Ani prib¢h mutarotace
neni dosud pIné objasnén. Jedna se tedy o aktualni téma.

Prace o rozsahu 106 stran je psana v dobie srozumitelné anglicting, obcas chybi ¢leny, jinak
s minimem pieklepii. Prace je logicky roz¢lenéna do 5 kapitol — po stru¢ném tivodu (8 stran), ktery
je resersi o struktufe proteinil s diirazem na prolin a strukturu polyprolin I a II, nasleduji cile prace
(1 strana) a teoretické zéklady pouzitych spektroskopickych metod (14 stran) vcetné uvedeni
zakladnich vztahli a postupli pouzivanych k simulacim spekter. V metodické ¢asti je popsana
piiprava a métfeni vzorka a postup vypoctu spekter (13 stran).

Vlastni vysledky a diskuze jsou uvedeny na 47 stranach. Nejdiive jsou prezentovéana
experimentalni data, poté nasleduji simulace spekter. Autor postupuje logicky od ovéfeni spravnosti
ptipravy struktury PPI pomoci metody elektronového cirkuldrniho dichroismu (ECD), ptes
Ramanova spektra PPI rtzné délky v pevné fazi, ktera mohou byt srovnana s meéfenim v
organickych rozpoustédlech a ve vodé€. Zatimco v organickych rozpoustédlech zlstava struktura PPI
dlouho stabilni, ve vodé¢ dochazi k mutarotaci — pfechodu ve strukturu PPII. Tento ptechod byl
studovan za riiznych teplot. Méfeni mutarotace byla statisticky zpracovana faktorovou analyzou a
fitovanim kinetickych parametrii byla ziskéna tzv. spektra Cistych forem. Vyznamna je i ¢ast
simulovani spekter a zavéretné porovndni experimentilniho a vypocteného Ramanova a ROA
spektra PPI struktury. VSechna ziskand data jsou peclivé zpracovana a vyhodnocena. Vzajemné
podobnosti ¢i odlisnosti spekter jsou korektné a peclivé vysvétlovany.

Préace obsahuje velké mnozstvi obrazkt (37 + 7 v dodatcich), které jsou graficky velmi pekné
zpracované. V nékterych ptipadech je vSak obrazek ¢i tabulka uveden diive nez odkaz na ngj
(obr. 1.1, obr. 5.20 a tabulka 5.2). Déle v kapitole 5.7.1 je na tabulky 5.4 a 5.5 odkazovdno mnohem
diive (str. 72/73), nez jsou uvedeny - az v kapitole 5.7.2 na str. 74/75. V kapitole 5.4.2 je dfive
diskutovan obr. 5.18 nez obr. 5.17. Pocet referenci (55) je dostatecny, v textu je na n¢ korektné
odkazovano. Pouze v referenci [15] bych rada vidé€la plnou internetovou adresu misto ,,Web page
of prof. Petr Boui* a reference [18] pochazi z roku 1996, nikoliv 1998.

Pies vSechny dalsi drobné nesrovnalosti zminéné v zavéru posudku hodnotim praci velmi
kladné. Myslim, ze po vylepSeni zejména experimentalni ¢asti by méla byt snadno publikovatelna
v odborném impaktovaném Casopise. Za nejvetsi piinos této prace povazuji, Ze se autorovi prace
podafilo ziskat ptivodni data — ROA spektra struktury PPI. Autortiv zabér byl Siroky - vyzkousel si
praci v laboratofi pfi pfipravé vzorki, spektroskopickd méfeni, statistické zpracovani faktorovou
analyzou a kvantové-chemické vypocty spekter. Samostatné vytvofil tfi nové programy v Pythonu,
které mu vyrazné zjednodusily praci s dlouhymi polyprolinovymi fetézci. Tyto programy budou
uzite¢né 1 do budoucna pfi studiu delSich peptid obsahujicich vice prolinovych rezidui a také pti
navrhu mozné struktury intermediati vznikajicich pii mutarotaci, které jsou kombinaci PPI a PPII
geometrii. Pozitivné hodnotim i spolupraci s dal§imi pracovisti — UOCHB a UPOL.

Pripominky:
- str. iii — u vedouciho prace je uvedeno ,,department misto konkrétni katedry
- drobnou vytku bych méla ke kapitole 1.5, ve které se objevuji dosud nepopsané
spektroskopické metody a jsou rovnou uvedeny pouze jako zkratky (CD, ECD, VCD, FTIR).
- pouzitd organicka rozpoustédla by mohla byt uvedena jiz v ¢asti 4.1 (Vzorky) misto v
kapitole 4.3 tykajici se ECD méteni



v rovnici (3.30) by mé&lo byt v Citateli wy misto wly

v kapitole 4.2 je zminéno, Ze pro rekrystalizaci vzorki po pfevedeni do konformace PPI bylo

vhodnéjsi vyparovani nez lyofilizace, zatimco v kapitole 5.2 jsou uvedena Ramanova

spektra v pevné fazi pro lyofilizované vzorky

jednotliva méfeni vzorkl jsou ditkladné popséana jak v metodické casti, tak ve vysledcich,

avSak n€kdy dochazi k nesrovnalostem, napt. koncentrace vzorku PPI pro méteni ECD ve

vodé¢ byla 0.2 mg/ml podle kapitoly 4.3 (str. 29), zatimco podle kapitoly 5.3 (1. odstavec na

str. 47) byla 0.25 g/I. Dalsi odlisnosti se tykaly délky ROA méteni:

- mutarotace ve vodé¢ 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 pfti teploté 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. fadek)

- vzorek PPc pii teploté 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, Ze pocet parametrii pouzitych k popisu systému

v Case je roven poctu boda ve spektru. Nemelo by byt spiSe, ze je roven poctu zméfenych

spekter?

v kapitole 4.6.3 je pted rovnici (4.7) uvedeno, Ze rovnice (4.6) byla zkombinovéna s rovnici

(4.9) — ptedpokléadala bych spise s rovnici (4.5)

v kapitole 4.7 tykajici se softwaru pro analyzu spekter postradam odkaz na ¢lanek J. Palacky,

P. Mojzes, 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, ze byl pouzit program Gaussian09. Ocekévala bych verzi

Gaussianl6

v kapitole 4.8.5 je odkaz na tabulku 5.5 misto tab. 5.4 pro heptamer.

na str. 55, 5. fadku je odkaz na "fig.“ bez uvedeni ¢isla obrazku

v kapitole 5.4.2, 1. odstavec, je uvedeno, ze autor pii ECD méteni potvrdil, Ze proces

mutarotace je velmi pomaly pii nizkych teplotach, avSak zadné méteni pii nizké teploté

(5°C) v préci neni — pouze pii 35°C v kapitole 5.3

na obr. 5.14 nahote chybi specifikace, kterému méfeni (PPal, PPall a PPc) odpovida ktera

barva spektra

byl obr. 5.17 vytvoten z dat ziskanych z 33.5 hodin méteni vzorku PPa, které nasledovaly

az po uvodnim meéteni (48 + 38 minut) nebo z dat od zacatku méteni (i kdyz prerusovaného)?

Kdyby to byla data az po skoro 2 hodindch od ptipravy vzorku, nemél by byt pocatecni stav

v ¢ase 0 vyhodnocen jako 100% PPI

v kapitole 5.5, posledni odstavec na str. 65, by mél byt odkaz na obrazek 5.23, nikoliv 5.24.

v kapitole 5.6 jsou na str. 69 pieklepy: (ii) 800-100 cm™ misto 800 — 1000 cm™'; (iv) Amid

IV misto Amid I; v ¢asti (i) je diskutovan +-+ V-pattern jako charakteristicky pro PPII misto

pro PPI

na nékolika mistech jsou v préci pieklepy ve vinoctech a pfifazeni past:

- na str. 52, posledni fadek, 1229/1273 cm™! misto 1259/1273 cm™ podle obr. 5.11 a tab. 5.2

- na obr. 5.11 by mél byt vino¢et u Ramanova pasu PPI 4 366 cm™! misto uvedenych 336
cm’!, stejné tak ve 2.odstavci na str. 52 (podle tab. 5.2)

- na obr. 5.15 by pas oznaceny jako 2 mél byt 1

- na obr. 5.21 by nemusela byt dvé podobn¢ modré spektra a legenda by mohla byt psédna
odshora dolt ve stejném potadi jako spektra na obrazku. Jediny pas 34 je oznacen vinocty,
které jsou navic uvedeny nespravné: pro 1-propanol ma byt 1641, pro 1-butanol 1642 a pro
vodu 1633 cm™ (podle tab. 5.2 a obr. 5.12). Dale 1634 pro kladny ROA pas v 1-propanolu.

- v tab. 5.3 mé byt srovnavan Ramantv pas €. 4 misto 5



Pripadné otazky pri obhajobé a naméty do diskuze:

1. Jak by autor vysvétlil téméf dvojnasobnou velikost ECD signalu PPI v 1-propanolu oproti
I-butanolu (obr. 5.1, 80 deg vs. 40 deg pro kladny pas 215 nm)?

2. Pro dalsi ROA méteni vypada jako zdsadni rozpustnost a také chovani vzorkt pfipravenych
v PPI konformaci. Bude potieba nalézt parametry experimentu tak, aby byly neménné pfi
celém méfeni mutarotace. Jaky byl rozdil v ptipravé vzorku pro ROA z roku 2011? Tento
vzorek vypada nejlépe - bylo mozné jej rozpustit ve vodeé na koncentraci 20 mg/ml, byl
dlouhodobé méfitelny pii vysokém vykonu 1 W a jeho méteni bylo v kapitole 5.5 vybrano
jako nejvhodnéjsi pro zpracovani faktorovou analyzou. V préci jsem nenasla informaci, pii
jakém vykonu byla méfena ROA spektra v Olomouci.

3. Jsou nécim vyznacné Cisté komponenty odpovidajici podle srovnéni spekter metastaviim
s 50 a 90% obsahem PPI, Ze byly fitovanim dat z méfeni mutarotace PP ve vodé pii 5°C
nalezeny praveé ony?

4. Dalsi vibra¢ni spektroskopickou metodou, ktera by mohla ptispét ke studiu mutarotace, je
komplementarni metoda k ROA - vibracni cirkularni dichroismus. Zvazuje autor do
budoucna rozsifeni studia i o méfeni na VCD aparatufe, kterd je na jeho pracovisti dostupna?
Dosud publikovana VCD spektra se soustfedila na oblast Amidu I. Autofi by také mohli
vyuzit statistické zpracovani aplikované v této praci na ECD a Ramanova spektra.

5. Pro¢ byl pro simulace delSich fetézcii PPI (100AA, kapitola 5.8.2) zvolen pomér prolinti
A:B 3:2 misto 1:1? V referenci [41] byl pomér 3:2 pfedpovézen pro kratsi fetézce, zatimco
obecnéji je pomoci metod NMR, rentgenova difrakce a ROA ptredpokladan blize 1:1 (ref.
[24], [27] a [51]).
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