Posudek na dizertaéni praci Mgr. Zdeiky St'astné nazvanou Kapilarni metody pro analyzu
peptidu a proteini

Predkladana dizertaéni prace se zabyva problematikou optimalizace separacnich a detek¢énich
technik pro analyzu smési peptidi. Je zalozena na tfech publikacich v prestiznich ¢asopisech.

Prace je velmi obsazna.

Pro uvodni reerSni ¢ast dizertantka ¢erpala z 358 publikaci, coz svéd¢i o jeji snaze hluboce
proniknout do dané problematiky. V citacich by se vSak mély duslednéji respektovat zavedené
zkratky Casopist.

V teoretické &asti se Mgr. St'astna vénuje jak biochemické problematice s dosahem do mediciny a
vyuziti v diagnostice civiliza¢nich chorob, tak pfibliZzeni separacnich metod a pristupt k analyze
slozitych smési latek. Mozna se, v nékterych pfipadech, dostava do zbytecnych podrobnosti.

Podrobné zpracovani experimentalni ¢asti by spise odpovidalo charakteru diplomové préce.
Navic se nékteré informace opakuji jeste v casti vysledki a diskuze.

Vysledky a diskuze jsou roz¢lenény do tif kapitol, tematicky shodnych s publikovanymi ¢lanky.
Prace predstavuje velké mnozstvi experimentalni prace - biochemické i analytické.

Pii tak obsazné praci hednotim pozitivig, Ze obsahuje relativa¢ mélo preklept ¢i jinych chyb.
Obcas bych nesouhlasila s nékterymi ¢eskymi novotvary, napf. obaleni kapilary, separacni
vykon. Je v8ak tfeba Fici, Ze preklad vyrazi, které v ,,odborném slangu‘ nepfekladame, je Casto
problematicky. Ponékud bych vytkla né¢které nazvoslovné ,,prestupky” a nejednotnosti (celuloza
X agarosa, izopropanol X 2-propanol, aj.).

Dotazy resp. piispévky do diskuze:

Jak ovliviiuje oxidativni stres kone¢né produkty glykace (AGE)? (s. 20)
Jsou chloridy slabé disociované anionty pti pH 3? Proc? (s. 33)

Je chvala CEC opravdu odpovidajici jejimu uplatnéni v praxi? (s. 47)

U vysledkt modifikace BSA za pouziti oxosloucenin mé pfekvapil predevsim elektroferogram
11E. Vysvétleni chudym peptidovym profilem souvisejicim s vytvafenim navzajem propojenych
proteinovych molekul neni zcela odpovidajici. MizZete vysledek okomentovat? (s. 82)

Pii separaci v CE za pouziti Au ¢astic se lepsi separace v kyselém BGE a pii vy33i iontové sile
vysvétluje nizsi elektromigraéni disperzi. Jaky je vliv téchto faktort na EOF? (s. 95)



Mate vysvétleni, pro¢ je EOF v kapilate pokryté GNP dvakrat rychlejSi nez v nepokryté kapilare?
Je dimethylsulfoxid vhodny marker? )s. 98)

Lze dokladat separa¢ni u¢innost poctem pika? (s. 98)
Je opravdu separace na obr. 23A lepsi nez na 23B? (s. 99)

Je skute¢né reprodukovatelnost migracnich ¢ast pro vzorek BSA 2 — 5 %? Co se
reprodukovatelnosti mysli? (s. 106)

Uvedené pfipominky nemaji nikterak snizovat kvalitu predkladané prace, ktera je velmi peclivé
zpracovana a jeji kvalita je potvrzena tfemi publikacemi v renomovanych Casopisech. Prace Mgr.
Zdenky Stastné spliuje pozadavky kladené na dizertani praci, a proto ji mohu doporudit

k obhajob¢ a dal§imu fizeni.

V Praze dne 14.8.2013
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Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Zdenky St'astné

»Kapilarni metody analyzy peptidi a proteinu*

Mgr. Zdetika Stastna se ve své praci vénovala studiu glykace proteint rliznymi 0Xo-
slouceninami s cilem analyzovat jejich kone¢né produkty pomoci kapilarnich metod — CE a
nanoL.C v kombinaci s MS detekci, coz je dilezitd oblast nebot tyto reakce predstavuji
negativni doprovodné jevy u jedné z nejrozsitenéjsich civiliza¢nich chorob — u diabetu.

Vlastni prace ptindsi az ptili§ podrobnou teoretickou ¢ast na vice nez 60 strankach, ve
kterém je shrnuta nejen studovana problematika, ale i metody pouzivané k jejimu studiu.
Nasleduje experimentalni cast, ktera je zamétena na tfi oblasti — i) studium modifikace
albuminu oxo-slouceninani (gluk6zou, ribézou, glyoxalem a glutardialdehydem), ii) jeho
tryptické Stépeni, separaci ziskanych peptidd pomoci OT-CEC snavazanymi Ag
nanocasticemi a iii) identifikaci derivatli albuminu vzniklych po reakci s rib6zou. Zde jsou
nejdiive klasicky popsany jednotlivé metody. Co se tyce dosazenych vysledkd, ty jsou
dostatecné diskutovany a jsou z nich vyvozeny odpovidajici zavéry. Tato ¢ast si pfitom jisté
vyzadala obrovské mnozstvi prace s modifika¢nimi reakcemi, naslednou p¥ipravou vzorki pro
analyzy, jejich analyzu CE nebo nanoL.C v kombinaci s MS a vyhodnocovani naméfenych MS

spekter.

K vlastni pisemné ¢asti bych mél nekolik pfipominek:
- str. 26 a ddle, pozor na pouzivani pojmu mald versus nizka napt. v kombinaci s koncentra¢ni
citlivosti
- str. 32 ,,obaleni kapilar a dale, vhodnéjsi je ,,pokryti kapilar®.
- str. 45 princip CGE je opacny k GPC, tj. elektroforetickd mobilita je nepfimo umérna
velikosti respektive tvaru separovanych molekul.

- str. 54 vysvétlete pojem ,,kyvety s obalovym tokem*™ ?

Vzhledem ke skute¢nosti, Zze dosazené vysledky byly jiz publikovany a prosly tedy

piisnym oponentnim fizenim, mél bych pouze nékolik otazek:

1. Proc¢ jste si ve studii zvolili jako hlavni monosacharid pro glykace proteint ribdzu,

jedna se stejné jako v ptipad¢ glukosy o alddzu, sice aldopentdzu, jeji hladina v krvi



bude urcité nizsi nez dalsich monosacharidi pfijimanych potravou jako jsou fruktoza

¢i galaktéza? Jsou znamy jejich glykaéni produkty?

2. Pii glykacich byly pouzivany nefyziologické koncentrace oxo-sloucenin — 100 mM,

nemohlo to ovlivnit strukturu vyslednych produkti?

3. Pfiznam se, ze samotného mne nejvice zaujalo uplatnéni zlatych nanocastic u OT-
CEC, je néco znamo o reten¢nim mechanismu, ktery se uplatiiuje pfi separaci peptida

na této stacionarni fazi?

4. Ve své praci jste pouzivala kapilarni techniky — CE a nanoL.C v kombinaci s MS
detekci? Mohla byste srovnat vyhody a nevyhody téchto obou instrumentalnich

piistupt, a kterému byste Vy sama na zakladé svych zkusenosti dala pfednost?

Uvedené piipominky a dotazy se netykaji vlastni podstaty prace. Publikace v
renomovanych c¢asopisech, které z ni vzesly, svédéi o kvalite vysledkd a potvrzuji
mimo#adnou schopnost Mgr. Zdetiky Stastné k experimentalni védecké praci. Vzhledem k
tomu, ze cile prace byly v plném rozsahu splnény, doporucuji, aby tato byla pfijata za zaklad

dalsiho fizeni a po isp&§né obhajobé byl Mgr. Zdetice St'astné udélen titul doktor (PhD).

/ ,/f/:"jg/,./f/
V Brné 19. 8. 2013 prof. RNDr. Z. Glatz, CSc
Ustav biochemie pi.f MU Brno



