Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Kateriny Mikulikové

»Posttransla¢ni modifikace proteinu — jejich analyza a fyziologické aspekty*

Po zdarném ukonceni projektu lidského genomu se soucasny molekularné biologicky,
biochemicky a medicinsky vyzkum zamétuje na kvalitativni a kvantitativni analyzu vSech
proteinii pfisluSného organismu, na oblast proteomiky. Jeji nedilnou soucasti je studium
posttransla¢nich modifikaci danych proteini. A pravé do této oblasti spadd odborny zabér
disertacni prace Mgr. Katefiny Mikulikové. Zaméfila se pfitom na dualezitou posttranslacni
modifikaci, kterou je tzv. glykace t.J. neenzymova modifikace zakladniho skeletu bilkovin
cukernymi zbytky. Jeji studie je pfedevSim orientovana na nejrozsifencjsi protein lidského
organizmu, kterym je fibrilarni kolagen, u kterého jsou vzhledem k pomalému metabolickému
obratu dané modifikace charakteristickym rysem probihajici ontogeneze, piipadné
patologickych stavii. Druhym zastupcem studovanych proteint je globularni protein lidsky
albumin, ktery pfedstavuje nejrozsitenéjsi protein plazmy a plni v ni celou fadu dulezitych
funkci.

Pisemna prace pfinadsi ve svém teoretickém tvodu podrobnou charakterizaci
studovanych protein. Hlavni pozornost je pifitom vénovana kolagenu, a to i s ohledem na
jeho strukturalni a funkéni rozmanitost. Je zde popsana jeho struktura a nasledné jeho
jednotlivé typy, a podrobné pak posttranslacni modifikace, které se u néj uplatituji. Nasleduje
experimentalni ¢ast, kde jsou jednotlivé experimenty velice podrobné popsany. Posloupnost
jednotlivych etap vlastni experimentélni prace pfitom svéd¢i o orientaci doktorandky v dané
problematice. V prvni ¢asti se doktorandka vénovala in vivo pokustim, kde pracovala
s potkany jako modely hypertenznich organismi s doprovodnymi poruchami metabolismu
sacharidl a lipidd, pficemz byla sledovdna koncentrace produktu posttranslacni modifikace
pentosidinu v zavislosti na slozeni potravy. Druha mnohem rozsahlejsi ¢ast je vénovana
pokusim in vivo kdy jsou glykace modelovych proteinii riznymi latkami analyzovany
pfedev§im pomoci modernich separanich metod — vysokouc¢inné kapalinové chromatogatie
(HPLC) a kapilarni elektroforézy (CE), a to i v kombinaci s detekci hmotnostni spektrometrii
(MS). V obou castech byly ptitom dosazeny velice dobré vysledky, které jsou dostatec¢né
diskutovany a jsou z nich vyvozeny odpovidajici zaveéry. V mnoha ptipadech pfitom jde o
unikatni vysledky nebot’ takova komplexni studie za vyuziti komplementéarni technik HPLC a

CE v kombinaci s MS jesté nebyla na danych proteinech provedena.



K vlastni pisemné ¢asti, kterd osahuje minimum chyb a pteklepl, bych mél nékolik
piipominek :
- str. 29 — mohla byste podrobngji vysvétlit vétu ,,Prvnim kolagennim typem, ktery se
vyskytuje v ontogenezi je kolagen I*.
nahromadén v tkénich podlé€hajicich starnuti a jeho tvorba v téchto tkanich urychluje pribéh
diabetu mellitus a urémii. Dale studie ukazuji pentosidin jako glykooxida¢ni marker pokrocilé
Maillarsovy reakce starnuti, diabetu mellitus a urémii.* ?
- str. 47 — opravdu se konjugat pyralinu pouziva jako monoklonalni protilatka ?
- str. 54 — jaké znate typy gelové permeacni chromatografie ?
- str. 55 — opravdu je zde minéna ,,polyakrylamidova gelova elektrochromatografie™ ?

- str. 66 — m¢l by byt uveden typ pouzité Coomassie Brilliant Blue.

Prace ma péknou celkovou upravu a proto vzhledem ke skutecnosti, ze dosazené vysledky
byly jiz publikovany, piipadné jsou pfijaty k publikaci ve velmi kvalitnich ¢asopisech a prosly

tedy pfisnym oponentnim fizenim, mél bych pouze jedinou otazku:

Mohla by doktorandka fict, ktery vysledek ze své prace povazuje z medicinského hlediska za

wevr

Uvedené piipominky a dotaz se netykaji vlastni podstaty prace. Publikace v
renomovanych Casopisech, které z ni vzeSly, svéd¢i o kvalit¢ vysledki a potvrzuji
mimotadnou schopnost Mgr. Mikulikové 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 UspesSné obhajobe byl Mgr. Mikulikové udé€len titul doktor (PhD).
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