Oponentsky posudek
doktorské disertaéni prace

Ing. Katefina Novakova: Studium transportu latek vyznamnych v Zivotnim
prostiedi pFes biologické membriny a vyvoj metod pro jejich stanoveni

Cilem ptedlozené disertatni prace bylo studium chovani vymezenych typi fosfolipidovych
membran zejména ve vztahu k jejich zékladnim charakteristikam a ke zvolenym transportnim
procestim, pomoci technik elektrochemické impedancni spektroskopie (EIS), DC-voltametrie
(DCV), diferenéni pulzni voltametrie (DPV), mikroskopie atomarnich sil (AFM), hmotnostni
spektrometrie s ionizaci elektrosprejem a optické mikroskopie.

Uvodni pasaZe vénovala autorka pojednani o vyznamu biologickych membran zejména ve
vztahu k bun&énym (a subceluldrnim) strukturdm a k transportu biologicky vyznamnych resp. i
gkodlivych latek, cestou uplatnéni riznych mechanizmi (difzi, iontovymi kandly, aktivnim
transportem, endo- a exocytozou). Popsala zékladni slozky zmin&nych biologickych membran
(fosfolipidy, cholesterol, vnitfni a vn€j8i proteiny, cukry), jejich roli a orientaci, zpilsoby jejich
modelovéni, vytvafeni jednoduchych, stabilizovanych, ukotvenych lipidovych dvojvrstev,
strukturu liposomt a micel. BliZsi Pozomost vénovala téZ protoplastim a jejich izolaci z rostlin,
transportu sledovanych ionti Cd *, roli fytochelatind (PC, a PCs), uplatnéni transportnich
bilkovin (transportanu TP10 a mastoparanu X), vazebnym schopnostem mé&di na fosfolipidy a
pienosu $favelanu pfes modelovou membranu.

V experimentdlni &asti popsala nejen vyse zminéné techniky, které byly pfi praci vyuZity, ale i
bliz&i informace o pouZitém ptisluSenstvi, o specidln& upravenych nadobkach, amalgamovych
elektrodach, o nalezenych a zvolenych postupech pfipravy a charakterizaci modelovych
membran, rostlinnych protoplasti apod.

Do prezentace vysledkl pak zahrnula zejména vyrazné zmény EIS-diagrami v zévislosti na

parametrech a modifikaci pouZité membrany, jeji stabilité, na &ase a na piitomnosti sledovaného

transportnfho procesu. Slo zv14sté

—> o poznatky o aplikaci fosfolipidoveé membrany s extrahovanymi ¢astmi redlnych protoplast
a o jejich interakci s ionty Cd ¥, ve spojeni s jejich transportem pfes membranu

— o poznatky o transportu PC, pfes modelovou membranu za pfitomnosti TP10 a mastoparanu
X

—s o interakei iontd Cd>" s lecitinem a nasledn& kyselinou $t'avelovou v souvislosti s otdzkou
transportu $t'avelanu pfes membranu

a v neposledni fad& o vlastni praktické poznatky ziskané pii optimalizaci pfipravy membrén, pfi

jejich charakterizaci a pouZiti.

V zavéru prace shrnula autorka nalezené poznatky, doplnila seznam pouZité literatury i kopie
vlastnich publikaci, vesmés v impaktovanych védeckych ¢asopisech.

Celkové mé prace vysokou odbornou troveii. V réamei studovaného tématu pfinasi systematicky
ziskané a ové&Fované, logicky fazené nové poznatky. Z jejiho textu je zfejmé, ze dosaZené
vysledky si vyZadaly namnoze kreativni feSeni, potiebu kooperace s dal$imi specializovanymi
pracoviiti a sezndmeni se s prislusnymi technikami. RovnéZ formalni stranka préce je pro
tenére zcela srozumitelnd a pfehledna.



K praci mam tyto dotazy resp. poznamky, které viak hodnoceni disertace nijak nesnizuji:

1. Na str. 69 (v horni &asti) se piSe o ,modelové membrang s extrahovanymi &4stmi redlnych
protoplastii* a na str. 79 (v horni Casti) o ,,zaClenéni protoplasti, které obsahovaly mnozstvi
redlnych transportéri*, Zjevné byly testovany rizné postupy; miiZe autorka zkuenosti z nich
verbalné shrnout?

2. Otazka (ndmét mimo vytéené cile): Z obr, 24 vyplyvé, Ze pfipraveny soubor protoplasti
zahrnuje jak ,2ivé", tak i ,neZivé“ protoplasty. Pfedpoklddejme, Ze by se v G¢innosti u
sledovanych procest mohl projevit rozdil mezi nimi. Nedalo by se napf. pfi opakované
procedufe ptipravy (pfi jeji modifikaci nebo modifikaci podminek) dospét k vysokému
zastoupeni ,,Zivych“ protoplasti? Porovnani s jinym souborem s jejich vyrazné niZ$im
zastoupenim by pak poskytlo odpovéd’ na otizku platnosti nebo neplatnosti zminéného
ptedpokladu. (V ptipadé platnosti by Slo o velmi vyznamny poznatek samo o sobé, i pro dalgi
vyzkum.)

3. Da se fict, Ze v pfipads komplexti médi s kyselinou $tavelovou nebylo dostate¢né pritkazné,
zda doslo k jejich transportu pres membranu z lecitinu?

4. Na str. 77 je uvedeno, Ze mez stanovitelnosti Stavelani na m-CuSAE je piili§ vysokd. Med’
vykézala mnohem vys3i citlivost, V Jaké oblasti potenciéli se nachazel méfeny voltametricky
signal?

5. Drobné poznémky:

— str. 41 uprostfed, misto R zfejmé R,
= str. 72 (nahote): , Linedrni &4st ..... az (do) od koncentrace 1-10”7 mol.dm™ PCy*?

PredloZend doktorska dizertadni price je velmi kvalitni, pFind$i nové poznatky a svym
provedenim a zpracovinim dokumentuje zaujeti autorky, jeji schopnosti védecky pracovat
a ziskané vysledky v kontextu s literaturou nileZité prezentovat. Doporuéuji ji prote k
obhajobé, na zdklad& niz by mohl byt Ing. Katefin& Novikové udélen titul PhD.

V Praze dne 24. 7. 2015
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Doc. Dr. Ing. Ladislav Novotn¥, DrSc.
oponent



Oponentsky posudek disertac¢ni prace

STUDIUM TRANSPORTU LATEK VYZNAMNYCH V ZIVOTNIM
PROSTREDI PRES BIOLOGICKE MEMBRANY A VYVOJ METOD
JEJICH STANOVENI

Autorka: Ing. Katefina Novakova

Piedlozena disertatni prace sestava ze 105 stran vlastniho textu vcetné
literatury a &asti priloh se 4 opublikovanymi a 1 podanym pGvodnim sdélenim
v odborné literature. Struktura disertaéni prace odpovida zvyklostem v oboru, je
klasicky ¢lenéna do logickych ¢asti a je napsdna s minimem nedostatki jako
preklepti ¢i urcitych kostrbatych vyjadreni, jez vSak nijak nesnizuji jeji
odbornou uroven.

Cast uvodu s teoretickou Casti se zda byt na prvni pohled piili obsahla,
pii ¢teni ale poskytne Ctenafi dikladny piehled o problematice biologickych
membran, moznostech studia transportu biologicky vyznamnych latek pies
membrany a rGznych elektrochemickych, mikroskopickych metodach a
metodach hmotnostni spekirometrie k charakterizaci lipidovych membrin a
stanovovani mnozstvi pres né proslych latek.

Na teoretickou ¢ast navazuje experimentalni ¢ast, kierd je sepsana strucne,
ale vrozsahu Umérném jejimu vyznamu pro disertacni praci. Pfipadné
podrobngjsi informace lze dohledat v pfipojenych kopiich vyslych ¢lankd
v piiloze.

Cast vysledkii a diskuze je vénovana optimalizacim piipravy
fosfolipidové membrany, izolacim protoplastt, mikroskopickym
charakterizacim membran a protoplastl, aplikacim protoplasti na nosi¢e a
sledovanim transportu Cd** a fytochelatinu pres membrany za pouZziti riznych
elektrochemickych a dalSich metod. Literatura je velmi obsahla (220 polozek),
aktudlni a citovana velmi peclivé a jednotné. Daéle jiz nasleduje seznam
dosavadnich odbornych vystupti autorky diserta¢ni prace a ¢ést ptiloh.

Téma disertaéni prace je velmi aktudlni, zvolend instrumentace odpovida
plnéni cilG disertatni prace. Disertaéni prace je napsana peclivé, jen s malym
mnozstvim pieklept., ponechanych anglickych slovicek v piekladanych
legendach k obrézkim & méné $ikovnych obratll, které vSak Ctenafe neuvadeji v
omyl. Snad je jen mozné uvést nékteré ndzvoslovné prohfesky, které jsou
zminény v ¢asu poznamek dale.

K disertaéni prici mam nasledujici poznamky, komentare a otazky:

1. Pro termin collision-induced dissociation §lo pouzit ¢esky ekvivalent, dtto
pro tapping mode napi. v seznamu zkratek nebo u zkratky DFT.

2. Nazvy enzymd se v ¢edtiné pisi dohromady, zrovna tak u organickych
slouCenin jako napt. u fluoresceindiacetatu.
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3. Obrazku 15 by svédcil ¢esky popis (totéz obr. 29).

4. Str. 48: 21-aminokyselinovy peptid je Uplné stejny jako 14-
aminokyselinovy peptid. Peptid TP10 asi neni uveden spravné.

5. Str. 69, tabulka 1: Jaké byly smérodatné odchylky ¢i v procentech lépe
relativni smérodatné odchylky u méfeni kadmia v kotenech a listech?

6. Obr. 30: Jde néco vycist z posunu potencialu vySky piku s dobou
akumulace?

7. Obr. 31 a predchozi text: Pro¢ se akumulovalo zrovna pfi -280 mV? Co
zplsobuje zisk vvsledného signdlu typu piku?

8. Nadpisy sloupct v tabulce 2 nejsou tplné sikovné, rovnéz indikace
opakovatelnosti by byla uzite¢na.

9. Legenda obr. 21 by vzhledem k obéma osam mohla byt analogicka
legendam u obrazki 19 a 20?7

Zavérem chei konstatovat, ze predlozena disertaéni prace Ing. Katefiny
Novékové spliuje vSechny néaroky kladené na prace v oboru. Stanovené cile
byly splnény a zjisténé vysledky standardné opublikovany. Autorka ukazala, Ze
je schopna ziskat nové informace, vyhodnotit je a zobecnit a je tedy schopna
samostatné védecké prace.

Rad konstatuji, Ze disertaéni praci Ing. Katefiny Novakové mohu
doporuéit k prijet k obhajobé a dalSimu fizeni.

V Praze, 15. 7. 20158
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Oponentsky posudek disertaéni prace Ing. KateFiny Novikové

wStudium transportu ldtek vyznamnych v Zivotnim prostredi pres biologické membrany

a vyvoj metod pro jejich stanoveni*

PredloZens disertagni prace se zabyvi pfipravou a charakterizaci modelovych planarnich
fosfolipidovych membrin s vyuZitim metod elektrochemické impedanéni spektroskopie a
mikroskopickych technik a studiem membranového transportu latek vyznamnych z hlediska procesti
probihajicich v Zivotnim prostfedi, pfedevsim v rostlinach. Ke stanoveni modelovych latek autorka
pouZila citlivé voltametrické metody s rliznymi pracovnimi elektrodami,

publikaci obsahujicich stéZejni vysledky disertagni préace,

Text prelozené prace je &lenén klasickym zplisobem. V teoretické ¢asti (sepsané na 30
stranach) autorka podava uceleny vyklad o stavbeé g funkcich biologickych membran a
mechanismech transportu latek pres tyto buné¢né bariéry. Prehledns a dostate¢né podrobné se vénuje
riznym modelim biologickych membran, metodam jejich ptipravy a diskutuje jejich
vyhody/nevyhody z hlediska VyuZiti pro studium transportu latek. Nasledujici kapitoly 1.3 a 1.4
vénované latkém, jejichz transport pies modelové membrany autorka studovala v experimentalni
Casti prace, pfedstavuji strugny a vystizny souhrn souCasnych poznatkii v této oblasti. Zavére¢ns
kapitola 1.5 popisuje velmi struéne principy metod pouzZitych v praktické &4sti. V této ¢asti mohla
autorka vénovat vty prostor prehledu vyuziti tachto metod pro analyzu ldtek a charakterizaci
objekth studovanych v disertagni préci.

V experimentalni &4sti (10 stran) jsou uvedeny pouZité chemikélie a materidly, pfistroje a
pracovni postupy. Vlastni vysledky jsou shrnuty a diskutovéany v kapitole 3 (20 stran). Za st&zejni 1ze
povaZovat vysledky studia vlivy riznych parametrti na stabilitu modelové plandrni membréany
Vv porech polykarbonatového nosi¢e a rovnéy pfipravu a charakterizaci modelii biomembran

obohacenych o protoplasty ¢&i jejich slozky izolované z rostlin je¢mene. Zajimavé Jje zjisténi zcela

pfipravenych modelovych biomembran ke sledovéni prichodu jonti Cd2
resp. jeho sloudenin smédi, Zde bych chtéla upozornit na fakt, Ze rovnovahy v roztocich
obsahujicich médnaté a $tavelanove ionty mohou byt heterogenni v déisledky tvorby sraZeniny
CuC,0q, jejiz vznik lze Pfi pouzZitych koncentracich ionti (0,01 mol/l) o&ekévat. K tomuto faktu je
tfeba piihlédnout pfi intepretaci experimentalnich vysledk. Kapitola 3.6.2. vénovana studiu
komplexti médi a lecitinu za pouziti MS S ionizaci elektrosprejem je zafazena ponékud bez
navaznosti na pfedchozi problematiku a poznatky v ni uvedené by mohly byt vice diskutovény
Vv souvislosti se studiem pfenosu &i interakei kovovych iontg § modelovymi membranami. Pro
studium transportu Cd pfes PLM by bylo rovngs uelné prozkoumat pfipadnou tvorby komplext

Prace md dobroy Jazykovou trroverj a necetné chyby &; pieklepy v textu neovliviiuji jeho
srozumitelnost ani smys| a vyznam popisovanych poznatki.

K praci mam nasledujici poznamky, komentafe a naméty k diskusi:



kvalitativng stanovit.* je tfeba upozornit na zékladni analytické pojmy: ,,stanoveni* pouZivany pro
urovani mnoZstvi (kvantity) slozek analyzovaného vzorku a »dikaz* pouzivany v kvalitativnj
analyze. Z tohoto pohledu je uvedend ¢4st Vety paskvil,

3. Obr. 8 na str. 36 obsahuje zna¢né mnozstyi zkratek nevysvétlenych ani v textu, ani v Seznamu
zkratek a symbolii, Dale chybi vysvétleni zkratky MES pouzité v texty na str. 55,

4. V legendé obrazk 9 a 10 na str. 38 by mél byt uveden odkaz na literaturu, z niz byly obrazky
pfevzaty. ‘

5. Nastr. 46, 2. . by misto ,,téme¥ shodné piky* mé&lo spravne byt ,,témé&F shodné potencialy pika“,

6. Str. 56, odst. 3, 1. f.: Vyraz ,kadmiové ionty* je nespravny, nebot’ koncovka »~OVY*“ se v
chemickém nazvoslovi PouZiva pro prvky v oxidagnim stupni VI,

7. Na str. 48 v popisu proteinu TP10 je uveden fetézec 14 aminokyselin stejné jako u mastoparanu X,
Je to v pofadku?

kapildry v cele, JejiZ schéma je na obr. 15. Mohla by autorka vysveétlit, jak byla membréna pfipravena
a jakd byla jeji stabilita pii relativné velkém priméru kapilary v porovnani s velikosti péri

9. Obr. 22 na str. 63 m4 v legendé uveden »moldrni pomér lecitiny a cholesterolu®, kdesto v textu
Jsou uvedeny &fselns stejné poméry, ale jako hmotnostni. Co je spravné a jaky je rozdil mez;
molérnim a hmotnostnim pomérem téchto dvou litek?

10. Legenda k obr. 25 na str. 66 je ziejmé netiplna,
11. Legendy k tabulkém (str. 69 a 74) se obvykle uvadéji nad, nikoliv pod tabulkami.

12. Kapitola 3.6.1: Pro pouZiti analytickych metod je dilezité znat jejich parametry, jako jsou mez
detekce, mez stanovitelnosti, p¥ip. linedrni rozsah a také mozné interference. Byly metody DPAdSV
s HMDE nebo s m-AgSAE pouzité pro stanoveni PC, takto charakterizovany? Jaké jsou meze
detekce pouzitych metod?

Celkové Ize shrnout, Ze vysledky disertagni prace ing. Katefiny Novakové, prevazng jiz
publikované, pfinaseji noveé poznatky k aktudlni problematice a maji vyznamny aplikaéni dopad.
Rozsah a zaméfeni prace, po&et publikaci i prezentaci vysledkd na konferencich svédéi o velmi

dobré orientaci autorky v dané problematice a schopnosti samostatné védeckeé prace. Price spliiuje
poZadavky kladené na doktorskou disertaci, a proto doporuéuji jejf prijeti k obhajobg,

./‘I:;') q}- / /
V Olomouci 10, 8. 2015 St ;—_;7%

P =

VA
RNDr. Jana Skopalova, Ph.D.

Katedra analytické chemie
Prirodov&decka fakulta

Univerzita Palackého v Olomouci

17. listopadu 1192/12, 771 46 Olomouc



