Oponentsky posudek dizertacni prace Mgr. Kateriny Mikulikové

Posttranslacni modifikace proteinii -

jejich analyza a fyziologické aspekty

Pfredkladana dizertac¢ni prace si klade za cil vyvinout U¢inné metody a
postupy pro analyzu posttranslaénich modifikaci proteinl, zamé&fit se na
proteiny albumin a kolagen a studovat jejich reaktivitu s oxo-slouceninami

in vivo a in vitro.

Spojenim separacnich technik s hmotnostni spektrometrii, optimalizaci
podminek a vyuzitim informacnich databazi Ize ziskat informace nejen o
identité€ proteinl, ale také o jejich prim-érnl' strukture, existenci izoforem,
typu a lokalizaci posttranslacnich modifikaci, pfipadné kvantité a funkci
analyzovaného proteinu. Vzhledem k ohromné diverzité proteind se jedna
o velice naroCny a obsahly uUkol. Dizertantka se ve své praci zamérila na
studium neenzymatické glykace vybranych proteinl spolu se strukturni

analyzou latek pfi této reakci vznikajicich.

Mgr. Mikulikova v Gvodni casti své disertacni prace stru¢né a prehledné
informuje o struktufe a funkci albuminu a kolagenu. V ¢asti 2.2.1. bych
vytkla maly pofet a hlavné kvalitu literdrnich zdroji (cit. & 8-10).
Teoreticka cast obsahuje i zakladni prehled metod, které jsou nastrojem
pro realizaci zadanych cild prace. Vzhledem k analytickému zaméreni
prace povazuji kapitolu 2.5. (str. 52-55) za velice stru¢nou a nedostatecné
propracovanou. V této Casti textu bych ocekavala hlubSi rozbor obtizi
spjatych napf. s pFipravou vzorkl (stabilita PTM), s vlastni analyzou
posttranslacnich modifikaci, jaka je dostupnost databdzi apod., vzdy
s odkazem na plvodni prace a reerSe touto problematikou se zabyvajidi.
Nékteré informace podobného charakteru se objevuji az v kap. 6.2.2.2. na
str. 122-123. V zavérectné Casti prace (kap. 6, Diskuze) by se autorka
méla vice zaméfit na diskuzi o vlastnich vysledcich pravé v souvislosti se

spravnou volbou separacni(ch) metod(y).



Text je psan srozumiteln&, plsobi kompaktnim dojmem, bez vétsich
formalnich chyb. Pouze musim upozornit na nizéi kvalitu nékterych
prevzatych schémat a obrazkd (str. 42, 44, 45, 48,49, 54, 83), na
dasledné psani termin{ in vivo a in vitro kurzivou, na chyby v psani ¢arek
v souvéti (napf. uZz v podékovani), na nepfesny termin pro
elektroforeogram (str. 110), na anglikanismy (degasér, autosampler).
V experimentalni casti chybi charakterizace enzymu Proteindzy K,
nepresné psani 2000 x g pfi centrifugaci (str. 63), nestandardni termin

~kolonka byla promyta vzorkem™ (str. 62).

Jako vyznamné&jsi formadlni chyby povaZuji nedostatetné a nepresné

popisky u obrdzkQ obsahujici spektra (chybi uvedeni instrumentace,
parametr(l separace nebo MS analyzy, jako vzorovy pfiklad uvedu obr. &
37, tyka se to vSak témér vétsiny spekter véetné hmotnostnich). Také
nazev obrazku HPLC/MS, kde je zachyceno pouze spektrum HPLC (obr. &.
29-34), nebo CE-MS (str. 46) je nepfesny a matouci. Ve vysledkové &asti
prace nebo alespon v pfiloze postrddam MS spektra parentnich iontd,
ktere byly poté fragmentovany (napf. str. 110, 3 CML peptidy). V mnoha
pfipadech chybi informace o poctu opakovani analyz, pfip. statistické
vyhodnoceni ziskanych dat. Tabulka & 3 a 4 jsou zmého pohledu
neprehledné. V pfehledu publikaénich aktivit dizertantka cituje nepfesné

misto a nazev akce, kde byly vysledky prezentovany (str. 129).

V dalsi casti hodnoceni dizerta¢ni prace uvedu drobné pFipominky a

namety k diskuzi:

1) Co si dizertantka predstavuje pod terminem mikrocharakterizace
proteinl (str. 54)?

2) Provadé€la dizertantka identifikace a strukturni analyzy proteind
metodou hmotnostni spektrometrie sama?



3) ProC se dizertantka rozhodla pouzit pro fragmentaci analyzovanych
proteind  enzymy, které &épi v misté  oxo-sloudeninami
modifikovanych lysin(?

4) Na zakladé ¢eho byly voleny vychozi koncentrace modifikatord, byla
provedena optimalizace, v tabulce €. 7 chybi takeé udaj o typu pufru,
jeho molarité, pH. Na str. 69 chybi Udaj o vychozi koncentraci
kolagenu (,koncentrovany vzorek byl nafedén..").

5) Ke kapitole 5.2.3 a hlavné k interpretaci ziskanych vysledkd mam
vetsi vyhrady. U obr. €. 48-53 chybi informace, zda se jedna pouze
o vysek spektra ¢i absorpcni spektra byla mérena v celém vinovém
rozsahu, chybi Gdaje o vychozich koncentracich Idtek v mé&feném
roztoku obsazenych, (Gdaje o kontroldch a pfipadné interferenci
latek. Také oznaceni absorpcich maxim ve spektrech (napf¥. obr. ¢.
48 A,B,C) je nejednoznatny. Domnivam, Ze vyhodnoceni a
zavéretna tvrzeni tykajici se této kapitoly nejsou podloZend
dostatecnymi a adekvatnimi mérenimi. NepovaZuji zddvodnéni, proé
neni kolagendza vhodnym enzymem pro Stépeni proteinu
v souvislosti se zménami v absorpcnim spektru (,nema vyrazna
absorpcni maxima") za dostate¢né. Prosim o dizertantku o odpovéd’
na vySe uvedené pfipominky a na otdzku, ¢im si vysvétiuje posuny
v absorpcnich spektrech u modifikovanych molekul kolagenu.

6) Dizertantka se ve své praci malo zminuje o pozici bioinformatiky a
dostupnosti databazi pro identifikaci a strukturni charakterizaci
hledanych proteind. Zajimalo by mne, jaké jsou dnes v oboru
proteomiky dostupné databaze, zda jsou specializované databdaze
zameéfené na jednotlivé podobory proteomiky tj. expresni
proteomika, strukturni proteomika, funkéni proteomika, studium
protein-proteinovych interakci a tvorby multiproteinovych komplexd
jiz vytvofeny a zpfistupnény odborné verejnosti.

Uvedené pfipominky a naméty nesniZzuji odbornou Uroveh predloZené
prace. Redend problematika jednoznacéné odpovidd souéasnym trendim
v daném oboru. Autorka ve své préaci prokazala schopnost kompilace
odborného textu, zvladla naro¢nou instrumentaci (HPLC, CE, MS) a
prokazala schopnost validni vysledky nejen ziskat, ale i interpretovat. Jeji

prace vyznamné prispéla k FeSeni vybranych krokl analyz vysoce



heterogenni skupiny posttranslaénich modifikaci proteinli. Potvrzuje to i
pocet publikaci prezentovanych v zahrani¢nich ¢asopisech s vysokym
impakt faktorem. Autorka dospéla k zajimavym vysledkim a rozkryla tak

nove podnéty pro dalsi vyzkum v této oblasti.

Dizertantka splnila vytcené cile. Jeji védecka i publikaéni aktivita je
v souladu s pozadavky pro Uspésné obhdjeni a ukon&eni postgradualniho
studia spolu s udélenim titulu Ph.D.

Vzhledem k vySe uvedenému doporucuji praci pfijmout k obhajobé.
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