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Prace je: experimentalni
a) Cil prace je: zcela spinén
b) Jazykova a graficka uroveri: velmi dobra
c) Zpracovani teoretické ¢asti: vyborné
d) Popis metod: velmi dobry
e) Prezentace vysledku: velmi dobra
f) Diskuse, zavéry: velmi dobré

g) Teoreticky Ci prakticky pfinos prace: vyborny
Doporuéuji diplomovou praci k uznani jako praci rigorézni [_]

Pfipadné poznamky k hodnoceni: Pfedlozena diplomova prace se zabyva optimalizaci
kapilarné elektroforetické metody pro peptidové mapovani a enzymatického $tépeni proteinu
pomoci trypsinu. Byly testované dvé metody Stépeni za pomoci komeréné dostupného kitu a
klasického Stépeni v roztoku. LC metoda byla vyuzivana pro kontrolu $tépeni dvou
modelovych latek — koriského myoglobinu a modelového bioléCiva. Prace je zpracovana po
odborné a gramatické strance na velmi dobré urovni. Teoreticka ¢ast je sepsana struéné a
vystizné. V diplomové praci se objevuji preklepy a nékolik chyb v textu, které je tfeba opravit.

Dotazy a pfipominky: Dovolim si vytknout nékolik pfipominek k textu:

Orientaci v textu ponékud komplikuje rozdéleni postupl pfipravy vzorkl na nékolik ¢asti,
napf. Stépeni protilatky, fedéni a SPE precisténi digestu jsou popsané zvlast.

K rovnici 5 by mohlo byt uvedeno, Ze se jedna o Lambert-Beertv zakon.

Na obrazku 3 ve struktufe protilatky chybi znazornéni disulfidickych muastku, které jsou
kliCové jak pro funkci protilatky, tak i pro klasifikaci protilatek.

s. 31 nékteré chemikalie chybi v seznamu pouzitych napfiklad iodacetamid. Cistota
deoxycholatu sodného neni uvedena.

s. 35, bod g) - neni uvedeno, které Cinidlo zapficini tvorbu srazeniny. Je to jedna z nevyhod
jeho pouziti. Nesouhlasim, Ze vysledna koncentrace vzorku je 1 ug/uL, protoze pfi
odstfedéni a odebirani supernatantu vzdy dochazi ke ztraté vzorku. Bud by méla byt
uvedena koncentrace "kolem 1 pg/uL", ale pfesnéjsi by bylo odebrany objem méfit a
nasledné koncentraci prepocitat. V kroku eluce se obvykle dodava i TFA.

s. 34, ¢) — SMART kit pouziva imobilizovany trypsin na €astice, tudiz reakéni smés tvofi
nestabilni suspenzi. Domnivam se, Zze odbér alikvotli béhem Stépeni vede k mozné zméné



mnozstvi enzymu anebo poméru E/P v reakéni smési. V téchto pfipadech doporuduiji
pfipravit 7 vzorku a kazdy pouzivat ke zkoumani urcité doby Stépeni.

s. 58 — misto kapitoly 5.4.6.1 ma byt 5.4.5.1

s. 70, Obr. 21 — chyba v uvedené koncentraci vzorku. Ma byt 0,10715 ug/uL.

Odkaz na zdroj [28] v textu diplomové praci chybi. Pro odkaz [1] nejsou uvedeni autofi S.
Shaikh a P. Jaiswal.

Sjednotila bych v textu: pouZiti pro koncentraci kyselin bud % anebo mM; pouziti mM a
mmol/L; poCet desetinnych mist v uvedenych koncentracich; CH3COOH a kyselina octova.
Dotazy:

s. 21 - v diplomové prace uvadite, ze hlavnim faktorem limitujicim citlivost UV-VIS detekce v
pribéhu CE separace je mala délka absorpcni vrstvy. Chybi vSak alespori zminka o
zpusobech feseni tohoto problému. Jaké jsou znamé?

Obrazek 6 a 9B ukazuji chromatogram peptidové mapy myoglobinu po dvouhodinovém
Stépeni. Peptidovy profil vypada UpIné jinak. Nejedna se o chybu?

Pro¢ se v metodach pouzivaji jiné vinové délky pro UV-VIS detekci - 214, 280 a 200 nm.
Ukazte prosim chromatogram peptidové mapy protilatky pfi 214 a 280 nm.

S. 49 — vysvétlete prosim vétu ,kolona Halo Peptide o porozité 160 A neni vhodna pro
analyzu intaktnich protein( kvuli riziku ucpani kolony*.

ProC se pro optimalizaci on-line zakoncentrovani nepouzival vzorek myoglobinu, ktery slouZil
pro optimalizaci celé metody CE?

Jak se provadélo stanoveni presnosti? Pro¢ se pro pik fibrinopeptidu B stanovila hodnota N,
a pro vzorky Cp?

Vyrazny rlst zakladni linie je pozorovan na elektroferogramech s dobou nastfiku 70 s (obr.
18) a 60 s (obr. 16), ale ne u 80 s (obr. 19), pro¢ tomu tak je?

Elektroferogram na obr. 17 a 20 se vyrazné liSi. Jako mozny divod uvadite vznik EOF. Bylo
provedeno odsoleni a SPE precisténi tohoto vzorku?

Celkové hodnoceni, prace je: velmi dobra, k obhajobé: doporucuji

V Hradci Kralové dne 18.9.2020
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