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Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Lenky Novotné ,.Studium fosforylace lidskvch
pepsing*

Diserta¢ni prace Mgr. Lenky Novotné je zaméfena na vysoce dilleZitou oblast
vyzkumu, na studium fosforylace lidskych pepsint. Stupeti fosforylace souvisi s mnoha
zdvaznymi Zaludeénimi onemocnénimi, jako je napf. rakovina. Pro praktické vyuziti tohoto
poznatku k diagnostickym tceltim bylo nutné vypracovat jednoduché a spolehlivé metody,
pouZitelné i pro velmi mala mnozstvi vzorku.

Autorka se spravné zaméfila na vysoce selektivni afinitni chromatografii k isolaci a
separaci fosforylovanych forem pepsinu. Nejprve bylo tteba vypracovat metodu isolace a
separace fosfopeptidd a fosfoproteinii. Zvolend metoda, afinitni chromatografie na
imobilizovanych kovovych iontech (IMAC), umoziiuje selektivni zachyceni fosforylovanych
forem peptidii a proteint. Mgr. Novotna testovala riizné sorbenty, které jsou stabilni za
vysokych tlaki v HPLC, riizné ligandy i rizné kovové ionty pro dosaZeni optimalnich
vysledkil. Jako modelové latky byly zvoleny kufeci ovalbumin a praseci pepsin A. Déle byly
testovany rizné adsorpéni a desorpéni pufry a nalezeny optimalni podminky pro isolaci
testovanych latek.

V dalsim kroku byla vypracovana IMAC metoda separace fosforylovanych a &4stegné
defosforylovanych forem prasetiho pepsinu A a aplikovana na lidské pepsiny isolované
ze ZaludeCni $t'dvy a Zaludeé&ni sliznice pomoci iontové vyménné chromatografie. Byl
prokazan vy3si stupeti fosforylace pepsinu u vzorku od pacienta s rakovinou Zaludku.

Vyznamného vysledku bylo dosaZeno v dalsi &asti disertace. Podatilo se uréit misto
fosforylace v sekvenci aminokyselin, nejprve u praseé¢iho pepsinu A i pozdé&ji i u lidského
pepsinu A, coz doposud nebylo publikovéno. Vyvinuté metody byly spojeny s hmotnostni
spektrometrii MALDI-TOF, intensivni piky byly podrobeny analyze MALDI-TOF/TOF MS.
Podatilo se identifikovat nékolik fosfopeptidil pochazejicich z riznych proteind pfitomnych
v lidské zaludeéni §tave a uréit polohu fosforylace.

Cile disertace byly splnény. Autorka vykonala pozoruhodné mnoZstvi naro¢nych
experimentt s biologickymi vzorky s vyuZitim nejmoderngjsich analytickych metod (HP-
IMAC, MALDI-TOF-MS).

Na praci ocefiuji systematicky piistup autorky k feseni zadanych vikold. Po metodické
strance je vyznamné vypracovani metody isolace a separace fosforylovanych pepsint
s vyuZitim selektivni afinitni chromatografie na imobilizovanych iontech. Velmi cenné,
dosud nikde nepublikované, jsou poznatky o uréeni polohy fosforylace a identifikace
fosfopeptidl z pepsinu A pfitomného v Zalude&ni §tavé. Autorka tak dosahla vyznamnych
pivodnich vysledkd, které jsou pfimo aplikovatelné v Iékaiské praxi.




Prace byly publikované v presitiznich &asopisech (Journal of Chromatography A,
Journal of Separation Science, Chromatographia, Enzymes) (celkem 4 publikace, ve tfech je
pvrni autorkou Mgr. Novotn4, v jednom druhou), kde proily recensnim ¥izenim. Vyznamna
je ucast Mgr. Novotné na mezindrodnich konferencich (celkem 10 krat, vyhrala 1. cenu v
sout&Zi o nejlepsi poster v roce 2007 na 13" International Symposium on Separation Science
na Strbském plesu).

Prace je velmi dobfe sepsana. Obsahuje velmi p&kny tivod s rozsahlou literarni
reSersi. Je logicky ¢lenéna, vysledky jsou spravné interpretovany. Po formalni strance neni
praci co vytknout.

K autorce mam pouze dva dotazy:
- Je zndmo, Ze u afinitni chromatografie (a nejen u nf) se negativné projevuje
nespecifickd sorpce. Zajimalo by mne, zda tento jev také pozorovala u testovanych
IMAC sorbentil a jaké jsou moZnosti potlaeni nespecifické sorpce.
- Z vlastni zkuSenosti znim problémy spojené se ziskanim vzorku lidskych pepsin.
Jaka je soucasna situace?

Zaver;

Vysledky disertace pfedstavuji vyznamny prispévek k problematice fosforylace pepsinti i k
vyvoji novych vysoce selektivnich pristupt k isolaci a charakterisaci biologicky vyznamnych
latek obecné. Vysledky jsou pfimo vyuZitelné v praxi. Autorka prokéazala velmi dobré
teoretické znalosti zkoumané problematiky a schopnost tviréi védecké prace. Doporuguii,
aby disertatni prace Mgr. Lenky Novotné byla pfijata k obhajobg a aby se stala zdkladem pro
udéleni védecké honosti Ph.D.




