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Disertaéni prace predstavuje komentovany souhrn deviti ¢lanki vzniklych v pribéhu
doktorského studia Ing. Zdeiika Timy souvisejicich s aplikaci proteomickych metod

sledujicich zmény proteomu bunék p¥i orgdnovych dysfunkcich.

Autor uvadi dva hlavni cfle prace: (1) vyvinout vhodné metodické pristupy pro
monitorovani zmén mitochondridlnich proteini svyuZitim centrifugace,
dvourozmérné gelové elektroforézy a hmotnostni spektrometrie; a dale aplikovat
proteomické pFistupy pro analyzy plazmy a tkani u praselich modeld sepse, (2)
izolovat a identifikovat proteiny navdzané na membrany, které jsou pouZivany u

mimotélnich hemopurifika¢nich metod.

Diserta&nf prace je predlozena v ¢eském jazyce v klasickém formatu, ktery obsahuje
ivod, popis soucasného stavu problematiky, piedstavenf experimentélni prace a
klinickych studif, zavér a literarni odkazy. Prace mé 36 stran, bez obrazk a tabulek.

Na komentované predstaveni prace navazuje pifloha s originaly ¢lankid v plném
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znéni. Préace se zabyva studiem rdznych typi onemocnéni a vlivu 1é¢by, jenZ spojujf

proteomické pristupy.

Uvod disertaéni prace je vsouladu s tématem prace a je zaméfen na stru¢ny popis
sou¢asného stavu proteomiky v mediciné. Dale je zde uveden krétky popis Sesti studif
z experimentélntho i klinického prostiedi, u nichZ byly vyuZity proteomické pristupy.
V experimentalni &4sti jsou uvedeny zdméry a cile jednotlivych studif s naslednym
rozborem vysledkii a diskuzi. Zavér kratce shrnuje data ziskana z proteomickych
experimentélnich i klinickych studif. Zinformaci uvedenych v disertacni praci je
patrné ziskani novych, unikdtnich poznatkd, které lze vyuZit pfimo v praxi, nebo
budou tvofit podklad pro dalsf studie. Ing. Tima tedy doloZil splnénf cild disertacni

prace.

K textu disertaéni prace mam v3ak nékolik pfipominek. Ve vétich se vyskytuji
anglicismy, které lze nahradit ¢eskymi vyrazy, napf. ,abundantni proteiny” (str. 11)
Ize nahradit ,proteiny p¥itomné ve vyssich/vysokych koncentracich®, ,akvizice
fragmentaénich spekter (str. 13) lze nahradit ,méfeni fragmentacnich spekter”.
Celkové text by mohl byt &tivéjsi, pokud by na sebe lépe navazovaly véty a myslenky
v jednotlivych odstavcich, kapitolach (napf. str. 6, pfedposledni odstavec - informace
o podilu prace autora by mohla byt vZdy uvedena na zatitku nebo konci odstavce; str.
13, prvni odstavec - nenavazuje text ve vété&: ,Mezi vyhody dvourozmérné
elektroforézy patii uvddény robustnost...“; stejné jako na str. 15, prvni odstavec
v podkapitole 3.3. - ,Schopnost proteomiky v rychlém, presném a reprodukovatelném
kvantifikaci velkého mnoZstvi proteinii....“; dale na str. 10, 2. odstavec a na str. 14, 1.
odstavec v podkapitole 3.2.4. - se vyskytuje opakujici se text o ionizacnich technikach
véetné citaci a zkratek). Déle jsou v textu uvedena nepiesnd tvrzeni, napf. str. 13,
podkapitola 3.2.2. - autor tvrdf, Ze ,Pomoci hmotnostniho spektrometru jsou zméreny
hmotnosti peptidii..., coz neni pravda. Hmotnostni spektrometr je schopny mérit
pouze litky prevedené na ionty (kladné nebo zdporné nabité ¢astice vznikajici
v ionizatnich zdrojich) a ty dale fragmentovat, pfi¢emZ principy fragmentalnich

spekter nejsou v praci viibec zminény. Déle je uvedeno: ,K identifikaci pak slouZi
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fragmentacéni data a na zdkladé pFifazeni aminokyselinovych sekvenci k peptidiim jsou
pak identifikovdny proteiny.“ Proces identifikace se neskldd4 pouze z tohoto tvrzeni,
ale je tfeba k tomu dodat dal3{ informace, napt., Ze musi byt zadény parametry, podle
nichz dany program je schopny data zhmotnostniho spektrometru vyhodnotit.
V praci mély byt uvedeny napf. tyto parametry FDR, chyba méfeni v MS a MS/MS
modu, fixni a variabilni modifikace proteinu, pofet povolenych mist neStépenych
enzymem. Dale v tomto odstavci je napsano: , Tato akvizice fragmentacnich spekter je
klicovd pro identifikaci a kvantifikaci proteinii.“ Opét toto tvrzeni je nepfesné. Je
pouZivano vice metod pro kvantifikaci proteind (napf. znaceni proteinti/peptidd
miiZze byt enzymatické, chemické nebo metabolické). U chemického znaceni peptidi
(napt. TMT, iTRAQ) se khodnoceni vyuZivaji fragmentacni spektra, ale u SILAC
metabolického znaéeni proteint, se ke kvantifikaci vyuZzivaji peptidova (MS) spektra.
Autor prace by si dale mél davat pozor na tvrzeni, kterd neobsahuji uvedeni
podminek, za kterych plati. To se, napt. tyka textu o SRM metodé uvedené na str. 15
v prvnim odstavci: ,Hmotnostné spektrometrickymi metodami monitorovdni vybranych
reakci (SRM/MRM) Ize cilené stanovit peptidy svelmi vysokou citlivosti...“. To je
pravda, ale musi tam byt také uvedeno, Ze je nutné najit prototypické unikatni
peptidy, které dobfe ionizuji a maji dané parametry (pfechody) jinak tato metoda
nenf funkéni. V praci jsou pouZivané zastaralé vyrazy, napf. izoformy proteinti (str. 19,
podkapitola 6.2.2., 1. odstavec). JiZ v roce 1996 Peter Jungblut uvedl, Ze je spravné
pouziti spojeni ,protein species (Jungblut P et al. Resolution power of two-dimensional
electrophoresis and identification of proteins from gels. Electrophoresis. 1996, 17: 839-47) pro
proteiny, které se na gelu 2-DE vyskytuji vriznych proteinovych skvrnach a jsou
pravdépodobné posttranslaéné upraveny. Vroce 2009 byl publikovan ¢lanek, ve
kterém informuji o vzniku nomenklatury v proteomice pro ,protein species”
s vysvétlenim, Ze vyraz izoforma je pouZivan pro genetickou variability, jako je, napf.
alelickd heterogenita (Schliiter H. et al. Finding one's way in proteomics: a protein species
nomenclature. Chemistry Central Journal20093:11), proto neni vhodné stejny vyraz

pouzivat pro proteinovou variabilitu.
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Dotazy oponenta k obhajobé disertaéni prdce
1) Vysvétlete propojeni proteinovych ¢ipti se SELDI a MALDI-TOF analyzou a vyuZiti
tohoto propojeni pro hledani a validaci biomarkert (mate uvedeno v textu na str. 14,

podkapitola 3.2.3.). Zvlasté by mé zajimal postup identifikace biomarkert z ¢ipt.

2) Jaké podminky musi byt splnény, aby mohly byt publikovany identifikace proteini
ziskané metodou peptidového mapovani (jednd se o soubor parametrli urcujicich
spravnost identifikace, v textu prace na str. 14, podkapitole 3.2.4. tato informace
chybi).

3) Velmi zajimavé jsou uvedené klinické studie, u kterych byly identifikovany
proteiny interagujici s materialy adsorp¢nich kolon systému Prometheus. Zajimalo by
mé, zda bude mozné vysledky uplatnit v praxi, napf. u studie V - analyza interakce

krve s kapilarami dialyzatord.

Zaveér

Ing. Zdenék Tima ve své praci prokazal tviréi védecké schopnosti, je autorem ci
spoluautorem 9 ¢lankd publikovanych v ¢asopisech s IF. Ziskal kvalitni originalni
vysledky a splnil cile disertaéni prace. Tato predloZena prace spliiuje poZadavky
standardné kladené na diserta¢ni prace voboru Vnitini nemoci a i ptes velké
mnozstvi nepiesnosti, které se vyskytuji vtextu, doporucuji jeji postoupeni

k obhajobé a dal$imu Fizeni.

V Brné 18.7. 2016

Clyrss,

: Hernychova, Ph.D.
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