Profesor Ing. Jan Ka§, DrSc.

Ustav biochemie a mikrobiologie
Vysok4 skola chemickotechnologicka
Technicka 3

16628 Praha 6

Oponentsky posudek

disertaéni prace Mgr. Lenky Novotné
s nazvem

Studium fosforylace lidskych pepsinii

Disertaéni prace v doktorském studijnim programu biochemie a
pathobiochemie, byla Mgr. Lenkou Novotnou vypracovéana na 1.LF UK v Praze
pod vedenim pi. Ing. Zdenky Kucerové, CSc. Téma doktorské disertacni prace
je obtizné, velmi zajimavé a aktuélni. Fosforylace, jako jeden z nejvyznaméjsich
typi posttransladnich modifikaci proteini, ovliviiuje fadu vyznamnych
fyziologickych i pathologickych procesii probihajicich v lidském organismu a
stupeti fosforylace miiZe byt tedy vyuZit v diagnostice riznych chorob. Autorka
disertace si se svou &kolitelkou vybraly problematiku fosforylace pepsini, ale
pouzité a vyvinuté metodiky mohou byt aplikovany i na studium fady dalSich
biologicky aktivnich proteind, takze prace vlastné svym vyznamem presahuje
vytyéeny ramec vyzkumu a ma v mnoha smérech obecny charakter.

Soudasny stav problematiky (v praci uvedeny jako teoreticka Cast) je
velmi dobfe, prehledné a &tivé popsan. Popis fosforylace proteind 1
charakterizace pepsind by mohl byt pouZit do ucebnice ¢i malého piehledného
&lanku. Metody separace a izolace fosfoproteint a fosfopeptidd, jakoZ 1 zpusoby
jejich detekce a identifikace jsou popsény velmi fundované a ukazuji dobfe i na
problémy, které se vtéto oblasti vyzkumu vyskytuji. Vtéto &ésti prace
disertantka prokézala, Ze je s FeSenou problematikou velmi dobfe obeznamena.
Pouze na str.5, 2 £ zdola ma byt uvedeno proteinkinasy misto proteinfosfatasy
(doporuduji opravit) a na str. 6 ,abnormalni zména v jejich aktivit€* je vyraz
vagni netikajici zda se aktivita zvysila ¢i sniZila. U Tab.1 (str.9) by neskodilo
uvést v legendd vyznam pouzitych jednopismekovych symbold aminokyselin.
Kazdy &tenaf si ihned nevzpomene, Ze napf. K je lysin. Bilkoviny maji strukturu
terciarni a ne tercidlni (1.F. pod Tab.1.1) To jsou viak jen drobnosti.

Cil prace je v disertaci jasné formulovan. Je mozZno konstatovat, Ze
vyty&ené cile disertatni prace byly splnény.

V experimentalni Casti prace jsou dostatecné charakterizovany a popsany
pouzité chemikalie, pfistroje a aplikované metody tak, aby bylo mozZno praci
reprodukovat.




Spojeni presentace vysledkli s diskusi vidim v tomto piipadé jako
positivni, nebot autorka dobfe konfrontofala vysledky své prace s vysledky
ostatnich autort. Cilem disertace bylo nejen stanoveni stupné fosforylace, ale i
identifikace fosforylaénich mist. Pro vypracovani a ovéfeni vhodnych metod
byly pouzity modelové fosforylované proteiny (prase¢i pepsin A a kufeci
ovoalbumin) u nichZ byl zndm jak stupeii fosforylace, tak i fosforylacni mista.
Ovéiené techniky pak byly aplikovany pro separaci a charakterizaci riznych
lidskych pepsini. Pro separaci fosforylovanych a nefosforylovanych forem
pepsint pak byla pouzita vysokotlakda afinitni chromatografie na
imobilizovanych Zelezitych a galitych iontech. Pepsiny pacienta s karcinomem
zaludku vykazovaly vy$si stupeni fosforylace nez pepsiny zdravého jedince. Po
rozitépeni pepsinu  o-chymotrypsinem a  separaci fosfopeptidi  na
imobilizovanych Zelezitych nebo galitych iontech a naslednou analyzou
MALDI-TOF/TOF a za pomoci proteinové database se podafilo identifikovat
prisluiny fosfopeptid a urit misto fosforylace v lidskeém pepsinu.

Problémy s hodnocenim stupn& fosforylace proteinli autorka disertace
v zdsadé formulovala na str. 12 (1.3), navic neni zcela jasné kolik molekul
proteinu je pii abnormalni fosforylaci skutetné fosforylovano a zda fosforylace
nutné probihd do stejnych fosforyla¢nich mist. Proto by bylo jisté zajimavé
pokradovat v tomto vyzkumu a analyzovat pathologické vzorky vice jedinct.

Zavérem mohu konstatovat, Ze disertantka ma ve svém oboru
hluboké teoretické znalosti, pii FeSeni prokdzala znafnou zrucnost a
napaditost, experimentalni dovednosti a tviirci schopnosti. Je vyzralym
védeckym pracovnikem. Zadany iikol FeSila zpisobem, ktery odpovida
viem pozadavkim kladenym na disertaéni prace doktorského studijniho
programu zdkonem a piedpisy Karlovy univerzity v Praze. Z hlediska
pozadavku § 47, odst. 4, zakona ¢.111/1998 Sb. prace prinasi pivodni a
publikovatelné vysledky (viz seznam publikaci v piednich zahrani¢nich
Zasopisech). Na zakladé tohoto hodnoceni doporucuji diserta¢ni praci Mgr.
Lenky Novotné k obhajob& a udéleni titulu PhD pro obor biochemie a
pathobiochemie.
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