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Hydrofilna interakéna kvapalinova chromatografia v analyze intaktnych glykopeptidov

Disertacni prace Mgr. Katariny Molndarové se zabyva analyzou glykopeptid(, produktli enzymatického
Stépeni glykoproteinl. To jsou latky, které hraji roli v mnoha biologickych procesech, napfiklad
bunécéné signalizaci nebo imunitni odpovédi, a jsou proto studovany v souvislosti se zdvaznymi
chorobami. Rozvoj analytickych metod otevira nové mozZnosti pro hlubsi porozuméni strukture a
fungovani glykoprotein(, coz je klicové pro vyvoj novych IéCebnych pristupll a diagnostickych metod.
Téma disertacni prace je proto velmi aktudlni a dllezité.

Disertacni prace je napsana ve slovenském jazyce a je koncipovana jako komentovany soubor sedmi
odbornych publikaci. Ma celkem 72 stran, obsahuje 23 obrdzku a cituje 141 literarnich pramend. Jeji
soucdsti jsou kopie sedmi autorcinych publikaci, z nichZ 5 jiZ bylo otisténo, 1 byla pfijata k publikovani
a 1jevrecenznim fizeni.

V prvni kapitole disertacni prace jsou definovany jeji cile, které sméfuji k analyze a pfipravé vzorkd
glykopeptidli. Nasleduje literdrni prehled, ve kterém autorka predstavuje glykoproteiny, jejich
strukturu a biologické funkce, a podrobné rozebird chromatografické metody v glykoproteomickych
aplikacich. Text je formulovan srozumitelng, &tivé a je vhodné doplnén obréazky. Ctendie nenecha na
pochybach o autorciné rozhledu ve studované problematice. Dalsi kapitola je sestavena z komentaru,
ve kterych jsou shrnuty nejdaleZitéjsi vysledky a zavéry publikovanych praci. Obrazky, grafy,
chromatogramy, spektra a tabulky pfispivaji ke snadnému pochopeni prezentovaného materialu.
Vysledky plsobi presvédcivé a jejich interpretace je spravna, coz je bezpochyby i nazor recenzentd,
ktefi doporucili pfijmout diskutované prace k otisténi vrenomovanych casopisech. Predposledni
kapitola je zavére¢nym shrnutim, ze kterého je zfejmé, Ze bylo dosazeno hodnotnych a zajimavych
vysledk(. Posledni kapitola je seznamem citovanych praci a dale nasleduji pfilohy s plnymi verzemi
autorcinych publikaci.

Po formalni strance nemam k disertacni praci vyhrady, v praci jsem objevil jen minimum preklep(l a
chyb. Dovolim si vSak upozornit na pomérné Siroce rozsiteny nazvoslovny prohresek, kterému se
neubranila ani autorka této prace. Je jim pouziti ndzvu rozpoustédla izopropanol. Podle ndzvoslovnych
pravidel IUPAC se jednd o 2-propanol, pfipadné Ize pouzit nazev isopropylalkohol. Nazev izopropanol
(isopropanol) je nespravnou kombinaci riznych nazvoslovnych systém. Jde vsak jen o drobnost, ktera
nikterak nesniZuje vysokou uUroven zpracovani disertacni prace.

Celkové hodnotim disertacni préci velmi kladné. Vysledky ukazaly prednosti systému HILIC pro
chromatografickou separaci a prekoncentraci glykopeptidl a odhalily faktory, které ovliviiuji interakce
mezi analyzovanymi molekulami a stacionarnimi fazemi. Ziskané poznatky jsou dilezZité pro analytické
aplikace v oblasti glykoproteomiky.



K predloZené disertacni praci mam nékolik dotazii:

1/ Prosim o blizsi objasnéni Stépeni PNGasou F v pfipadé metody zaloZzené na reakci s hydrazidem
zminéné v kapitole 2.4.2. Z textu vyplyva, Ze po odmyti neglykosylovanych protein a proteolyze se
peptidy uvolni plisobenim PNGasy F. Jedna se enzymatické stépeni hydrazonu, tedy C=N vazby?

2/ Disertacni prace se zabyvala spiSe chromatografickymi separacemi, presto bych se chtél zeptat na
hmotnostné-spektrometrickou detekci. Hmotnostni spektra na obrazku 10 ukazuji, Ze mnoho
dilezitych fragmentl je na Urovni Sumu. Interpretace takovych spekter je zfejmé obtizna. Jakym
zpUsobem byla tato spektra interpretovana, byl k dispozici néjaky specializovany software? Jaké ionty
byly fragmentovdny (tj. co byl prekurzor)? Je moziné ze spekter ziskat také informace o sekvenci
aminokyselin?

3/ V disertacéni praci jsou pro nékteré dvojice pikd vypocitany hodnoty rozliseni, napf. pro piky na
obrazku 11F bylo spocitano rozliSeni R=0,43. Prosim o vysvétleni, jak se tyto hodnoty pocitaly. Mam za
to, ze obé koelujici latky mély stejnou hmotnost a nebylo tedy mozné vyuzit rGznych hodnot m/z pro
vykresleni kazdého piku zvlast.

4/Velmise milibila prace zabyvajici se predikci retenéniho ¢asu N-glykopeptidd. Relativni retenéni ¢asy
byly vztazeny ke glykoformé A2G2, coz bylo vysvétleno dobrym zastoupenim této formy ve vzorcich.
Nabizi se otazka, pro¢ nebyla jako reference pouzita neglykosylovana forma peptidu. Zajimalo by mne,
jestli by bylo mozné vytvorit podobné spolehlivy predikéni model i pokud by se RRT pocitaly
k neglykosylované formé.

5/ Posledni dotaz je obecného charakteru. V praci je znacna pozornost vénovana vysvétleni reten¢niho
chovani glykopeptidd na rdznych typech stacionarnich fazi, pficemz se bere v Uvahu polarita i
hydrofobicita peptid(. Zajimalo by mne, jestli je mozné polaritu ¢i hydrofobicitu peptidu vyjadfit
néjakym ciselnym parametrem, ktery by se dal vypocitat ze struktury (glyko)peptidu.

Zavérem konstatuji, Ze predloZzend diserta¢ni prdce Mgr. Katariny Molndrové je vyznamnym
prispévkem k rozvoji separacnich véd a jejich aplikacim v analyze glykopeptidd. Uchazecka podle mého
nazoru plné prokazala pfipravenost k samostatné tvlrci Cinnosti, a proto jeji disertacni praci
doporucuji prijmout k obhajobé.
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