Oponentsky posudek k diplomové praci Be. Ladislava Kuchare:
Tandem mass of sphingolipids and its application and related diseases.

Diplomova prace svySe uvedenym ndzvem si vzala za cil pfipravit specificke
sfingolipidni standardy pro tandem MS pro kvalitativni a kvantitativni analyzu sulfatidii u
lysosomalnich stfddacich onemocnéni spojenych s hromadénim sulfatidi.

K tomu diplomant zvolil nasledujici postup: pfipravil enzymovy reaktor imobilizaci
sfingolipid ceramid deacylasy na magnetickou perlovou celulosu a SiMAG carboxyl
nasledovalo otestovani a srovnani parametrii enzymovych reaktori, byla provedena
enzymaticka semisyntéza internich standardti pro MS nevyskytujicich se v lidskych tkanich a
komeréné nedostupnych, tj, sulfatidd sacylem C17:0. PouZiti enzymového reaktoru a
piiprava standardu pomoci enzymatické semisyntézy vedla k dobrym vytéZkiim standardu bez
vedlejsich pfimési, ke kterym dochdazi pfi chemické syntéze.

Pfipraveny standard byl pouzit pii analyze isotypové skladby sulfatidd u pacienti
s poruchami katabolismu sulfatidii a kontrolnich pacientil.

V diagnostické praxi jako piedbézny test pfi podezfeni na stfadani sulfatidi se
provadél jejich priikaz v mo¢ovém sedimentu chromatografii na tenké vrstvé. Pouziti tandem
MS s ptipravenym standardem C17:0 sulfatidi pfedstavuje velmi moderni postup, pomoci
néhoz bylo mozno prokazat nejen celkovy obsah sulfatidd, ale i jednotlivé isotypy v riznymi
acyly. Srovnanim isotypl u pacientd se stfadanim (metachromaticka leukodystrofie a defekty
saposintl) proti kontrolnim vzorkim se diplomatovi podafilo prokézat nejen hromadéni
sulfatidd, ale i posun isotypt sulfatidi k t€m s delSimi mastnymi kyselinami. V této ¢asti
prace otevira moznost pokracovani ve vyzkumu.

V diplomové praci jsem nachdzel minimum chyb: pro gangliotetraosyl ceramid
(asialogangliosid GM1) je nevhodné pouzivat jako zkratku AGM1, v literatufe je pouzivano
GA1 (jak je v této praci na obr. 5) piijatelné je asialo-GM1, nejlepsi je GgsCer. Na str. 34 je
NaCNBH; misto NaCNBH, . Na str. 69 , 6-7 tadka zdola:k textu ...was newly studied by
tandem MS in this work nepatii odkaz na préci Philippart M., et al. [100].

Moje otazka: Popisujete ptipad suspektniho deficit prosaposinu s 3x vySSim stfadanim
sulfatidd neZ u metachromatické leukodystrofie s tim, Ze potvrzeni diagnosy je potieba jeste
potvrdit. Na jakych zji§ténich je zatim zalozeno podezieni na deficit prosaposinu.

Zvlaste kladné hodnotim to, Ze diplomant pouzil pii vypracovani diplomové prace
fadu modernich postupti, spravnost a reprodukovatelnost jednotlivych kroki postupu pecliveé
proveéfil, pfinesl vlastni varianty postupl. ZjiSténi posunu isotypu sulfatidi s del$imi
mastnymi kyselinami ma $anci po urcitém dopracovani na publikaci v dobrém impaktovaném
casopise.

V poslednim odstavci diskuse se diplomant zamysli nad tim, Ze podobnou
enzymatickou semisyntézou lze ptipravit isotopicky znacené isotypy sulfatidd a dalSich
sfingolipidt pro dynamické metabolické studie. Spolu s dal$imi metodami zde navrhovanymi
je to dobré téma dalstho vyzkumu v kterém, doufdm, bude jmenovany pokracovat
v postgradudlnim studiu pod vedenim svych Skolitel.
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