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Oponentsky posudek disertaéni prace ing. Evy Zbornikové
Vyvoj nové metody analyzy nukleotidového fondu v bakteridlnich burikdch

Predkladand dizertacni prace se zabyva stanovenim nukleotidli v bakterialnich
buiikéch. Informace o jejich zastoupeni jsou dulezité pii studiu vlivu internich i externich
podminek na latkovou pfeménu bakterii, nebot’ nukleotidy hraji kli¢ovou tlohu ve vétSing
metabolickych déjh.

Cilem této prace bylo vypracovat jednoduchou a robustni HILIC-MS metodu pro
rutinni analyzu nukleotidd, ktera by byla aplikovatelnd ve vétSin€ biologickych a
biochemickych laboratofi. Za tim ucelem byly optimalizovany podminky tpravy vzorku,
separace i detekce.

Vyvinutda metoda byla aplikovana na bunééné extrakty bakterii Escherichia coli
kultivovanych jednak za standardnich podminek a jednak za pfitomnosti antibiotika
mupirocinu, ktery u E. coli vyvolava stringentni odpovéd’, coz se projevi mj. zménou
koncentraci nékterych nukleotidi. Dale byla vyvinutda metoda aplikovana na extrakty
bakterialniho rodu Mycobacterium smegmatis.

Prace je zalozena na jedné publikaci v ¢asopise mBio s impakt faktorem 6.747, druhé
zaslané do tisku. Celkové je Ing. Zbornikova spoluautorkou 13 publikaci, dvou patentt a 4
posterti.

Vyhodou vyvinuté metody je zjednoduSeny pracovni postup, jednoducha selektivni
detekce bez nutnosti optimalizovani MS/MS piechodt a kvantifikace s pomoci neznac¢eného
externiho vnitiniho standardu, ktery je mozné ptidat az po extrakci. Umoziuje v jednom
a GDP, kter¢ jsou obtizn¢ stanovitelné vedle sebe a je proto mozné vyuzit metodu jako
screeningovou pro biologické ucely, ktera je schopna stanovit a bezpe¢né odlisit nukleotidy
od jinych intracelularnich metabolitl a zachytit i mensi zmény v koncentracich alarmonti
béhem stringentni odpovédi.

Prace obsahuje obsirny 22 strankovy uvod, ktery je dolozen 140 citacemi a
predstavuje velmi uzite¢ny soubor informaci, nasledovany vysledky a jejich diskuzi. Prace je
dobfte sepsdna. Je logicky ¢lenéna, vysledky jsou spravné interpretovany.

Otazky do diskuse:

1) Str. 18: €\ je molarni absorp¢ni koeficient, pod tabulkou a v seznamu zkratek je
uveden jako extink¢ni koeficient (&)

2) Pouzita zkratka pro Anion Exchange Liquid Chromatography (AEX) je neobvykla,
béZzné pouzivanou zkratku AEC nelze pouZzit, protoze je v praci pouZita pro
adenylatovou energii. V literatui'e se pouziva i zkratka AIEC.

3) Syntéza ppGp, pGpp, pGp V laboratoii — provadéla je autorka sama?

4) Pro¢ neni uvedena cela publikace 2?



5) Bylo by mozné pro stanvoeni nukleotidii v bakterialnich bunkach vyuzit rovnéz
kapilarni elektroforézy, ktera se uplatnila napf. pii stanoveni nukleotid v Krvi?

Zavér:

Vytéené cile byly splnény. Vysledky disertace ptedstavuji vyznamny piinos pro fadu oborq.
Autorka prokazala velmi dobré teoretické znalosti zkoumané problematiky a schopnost tvurci
veédecké prace. Doporucuji, aby disertacni prace Ing. Evy Zbornikové byla pfijata k obhajob¢
a aby se stala zakladem pro udéleni védecké hodnosti Ph.D.



