Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Evy Zatloukalové:

VyuZiti chelatovanych ionti kobaltu pro imobilisaci a separaci proteinii

Cilem ptedkladané disertaéni prace Mgr. Evy Zatloukalové bylo studium vyuZiti
schopnosti riznych proteint specificky interagovat s kovovymi ionty k jejich separaci a ndsledné ke
studiu jejich vlastnosti, Afinitni chromatografie na imobilisovanych kovovych iontech predstavuje
jednoduchou ale velmi i¢innou separaéni techniku, ktera tuto vlastnost proteinii umozZiiuje vyuZit.
Aplikace této methody neni omezena jen na isolace proteinit ale, coZ je velmi diileZité, je vyhodna
k analytickym t¢elim. Autorka ve své prici pouzila ionty kobaltu, jak dvojmocné tak trojmocné,
imobilisované pomoci kyseliny iminodioctové.

Pomoci afinitni chromatografie na imobilisovanych kobaltnatych iontech byly separovéany
mysi jaterni proteiny a proteiny adsorbované na tento nosi¢ vyly déle separovany pomoci SDS
polyakrylamidové elektroforesy a dvou-rozmérneé elektroforesy. Popsany postup byl pouzit
k porovnani sloZeni proteinii mySich jater po indukci chloridem kobaltnatym .

Afinitni nosié¢ obsahujici chelatované kobaltité ionty byl pouZit pro imobilisaci protilatek.
Tento typ imobilisace protilatek je velmi vyhodny, protoZe umoziiuje interakei protilatky s nosi¢em
danym zpiisobem (tzv. orientovana imobilisace) a pfitom protildtka neni chemicky modifikovana.
Autorka pfedkladané disertadni priace velmi detailng vypracovala novy postup imobilisace protilatek
na chelatovanych kobaltitych iontech. Prokdzala, Ze tento postup je mozZno pouzit pro imobilisaci
protilatak riznych tfid (krali¢i IgG, slepi€i IgY a lidske IgE). V modelovych pokusech prokdzala, Ze
protilatka (krali¢i anti-OV A IgG) imobilisovana na kobaltitych iontech je schopna rozpoznivat
antigen (ovalbumin); studovala podminky adsorpce antigenu i jeho eluce, stejné pak i stabilitu nosice.
Pro praktické vyuziti bylo dilezZité zjisténi, Ze popsany nosi¢ je opakované pouZitelny. Déle byla
v praci vénovana velka pozornost i theoretickym aspektim interakce antigenu s protilatkou
imobilisovanou na kobaltitych iontech.

Thema disertaéni prace je aktudlni, protoZe vypracovani nové separacni techniky umoziujici
separaci proteindi na zakladé danych vlastnosti proteindi, pfedstavuji velmi diileZity nastroj pro feSeni
proteinového sloZeni studovanych systémtl. Zvolené postupy k feSeni problematiky byly zcela
odpovidajici sou¢asnym znalostem a umozZnily prokéazat vyhodné vyuZiti popsanych method.
Predklddana disertaéni prace je sepsina pfehledng, dobfe €lenéna a doplnéna fadou obrdzkd, coz
umoziiuje ¢tenafi jednoduchou orientaci v textu. Ziskané vysledky jsou originalni, coZ naznacuje i ta
skutecnost, ze vétiina vysledk(l byla bud’ publikovéna v recensovanych zahrani¢nich ¢asopisech (2
publikované price) a nebo je pro publikaci pfipravovana (1 prace). Vedle toho byly vysledky

disertaéni prace presentoviny formou posterd (8x) na riiznych konferencich a symposiich.




Na zavér bych méla nékolik pfipominek nebo dotazi, které nesnizuji Zadnym zpisobem
kvalitu pfedkladané price.

a) trochu jsem postrdadala pfipojeni publikovanych praci k disertacni price;

b) dotaz se tyka eluce jaternich proteinii adsorbovanych na nosi¢ obsahujici immobilisované
Co(II) ionty: porovnavala autorka sloZeni frakee eluované zménou pH se sloZzenim frakce
eluované roztokem imidazolu;

c¢) byly adsorbovany né&jaké proteiny na nosié, ktery obsahoval pouze imobilisovanou
kyselinu iminodioctovou; , tento nosié byl pouZivdn k ,,piecisténi extraktu tkang;

d) pokusila se autorka o identifikaci proteinii, které byly indukovany chloridem kobaltnatym

a které se na afinitni nosi¢ adsorbovaly.

Podle mého nazoru piedkladana disertaéni prace Mgr. Evy Zatloukalové jednoznaéné

prokazuje piedpoklady autorky k samostatné tvotivé védecké praci a k udéleni titulu Ph.D:

Praha, 30. 8. 2006. A
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