Oponentsky posudek na doktorskou dizertaéni praci Mgr. Evy Zatloukalové:

VyuZiti chelatovanych iont kobaltu pro imobilizaci a separaci proteind.

Ptedklddana prace popisuje nékteré teoretické a zejména experimentalni
aspekty pfipravy a charakterizace nosi¢e pro afinitni chromatografii na
imobilizovanych kobaltnatych iontech. Hlavni cile préace byly vymezeny: separace
a charakterizace mysich jaternich proteind pomoci IMAC-Co**, nalezeni vhodné
metodiky pro imobilizaci protilatek na chelatované ionty kobaltu, definovat
podminky sorpce a desorpce vazanych protilatek, antigen( a zaméFit se na popis
vazebnych interakci mezi protilatkou a chelatovanymi ionty kobaltu. Prace byla

vypracovana pod vedenim Ing. Zdenky Kucerove, CSc.

Zvolené téma velice dobfe reaguje na soucasny stav a trendy v oboru
chromatografie a proteomiky. Préace je prehledné ¢lenéna a podava strucny avsak
plné dostaéujici pfehled o struktufe protilatek, moZnostech vazby proteind na
pevnou fazi a pfipravy nosi¢d pro tzv. bioafinitni chromatografii. Autorka se
nejvice zamé&fila na jednu z modifikaci metody, kde se vyuZiva specifické
interakce proteind, jejich vybranych funkénich skupin, s chelatovanymi ionty
kovl, tzv. IMAC. Autorka vyzdvihla vyznamné prednosti této varianty nosice
oproti jinym nosié¢im béZné v bioafinitni chromatografii pouzivanych. Jednd se o
velikou vazebnou kapacitu nosi¢e (az 200mg proteinu/ml nosice), selektivitu pro
vybrané latky a rezistenci v(¢i bakteridlni degradaci.

Text je psan srozumitelné, plsobi kompaktnim dojmem. Autorka zmiriuje
celkem 143 ¢&lankl vénujicich se danému tématu. Chci upozornit na drobné
faktické chyby uvedené v teoretické Casti prace: (str. 18) protilatky jsou
produkovany plazmatickymi bufikami, ne B-lymfocyty, dale B-lymfocyty (ne
protildtky) sice z kostni diené pochazeji, avSak k jejich diferenciaci ve zralé B-
lymfocyty dochazi aZz v sekundarnich lymfatickych organech a teprve po kontaktu
s antigenem se stavaji producenty protilatek; (str. 20) zdrojem diverzity
vazebnych mist protilatek neni mechanismus izotypového prepnuti, tento déj
ovlivni pouze izotyp protilatky tj. jeji pfislusnost k tfidé, podtFidé.

Kapitola 2.2.5. vé&novand protildtkdm ptadiho plvodu obsahuje
z praktického hlediska velice zajimavé informace. Skoda, Ze autorka nevénovala
vétsi prostor popisu struktury protilatky IgY na molekularni drovni. Jak je to

s dostupnosti téchto informaci v odborné literature? Tato data by urcité




napomohla zhodnotit mechanismus vazby téchto molekul na nosi¢ a vysvétlit
pri¢iny omezené reakce imunosorbentu s antigenem, tak jak je to popséano

v experimentalni ¢asti prace.

V experimentdlni ¢asti autorka prokazala schopnost prakticky vyuzivat
Sirokého spektra metodik, a to nejen jiz b&Zné pouZivanych, ale i tvaréim
zplisobem vyvijet nové. Experimentdini ¢ast je velmi pedlivé a prehledné
popsana a logicky vede jednotlivymi kroky pfipravy imunosorbentu a ovéreni

jeho kvality.

V dalsi ¢asti posudku uvedu pouze drobné pripominky a nameéty k diskuzi:

1. Doporucuji informace o proteinech separovanych na kolon& Co?*IDA
Sepharosa z mysiho jaterniho homogenatu (Mr, pI, viz kap. 5.1.3.) doplnit
o dalsi charakteristiku napf. hmotnostni spektrometrii a identifikovat tak o
jaké funkcni proteiny se jedna a zda maji vztah k premedikaci pokusnych
zvirat. Bude vyzkum v této oblasti pokracovat?

2. Volba spravneého poméru latky urcené k imobilizaci a mnoZstvi nosice je
velice vyznamna. Zjistovala dizertantka maximalni kapacitu nosi¢e Co>*-
IDA-Agarosa a byl pomér ligand:nosi¢ ve vazebném roztoku
optimalizovan? S tim souvisi také otdzka, jak si autorka vysvétiuje pokles
uéinnosti vazby anti-OVA protildtek (str. 51) na nosi¢ a jaké faktory
mohou ovlivnit vazebnou schopnost, kapacitu imunosorbentu.

3. Budou ovlivnény zakladni vlastnosti nosice tj. kapacita, vytéZznost (str. 55)
a regenerace, jsou-li k pfipravé imunosorbentu pouZity protildtky rGzného
plvodu, tj. polyklonaini nebo monoklonalni?

4. Jak dizertantka stanovovala mnozstvi navazanych protildtek na nosi¢?
V textu je zminéna metoda BCA, kde autorka vychazela z obsahu proteinu
ve vazebné frakci pfed a po vazbé. Je tato metoda pro tento Ucel
dostatecné validni? Existuji i dalS$i metody kvantifikace ligandu na nosiéi a
ktere z nich mohou byt pouZity pro kvantifikaci protilatek?

5. Metodu SDS-PAGE s barvenim gelu pomoci Coomasie Briliant Blue je nutné
povaZovat pro prlkaz a stanoveni obsahu proteinl ve frakcich pouze za
orientacni. V nékterych pfipadech doporucuji zvysit citlivost detekce napf.
barvenim gelu stffbrem tak, aby byla interpretace vysledk( podepiena

daty s odpovidajici validitou. PFi vyhodnocovéni vysledkd doporucuji dévat




prednost formulaci ,ve frakci nebylo nalezeno detekovatelné mnoZstvi

ovalbuminu (str. 72) nez formulaci ,Zadny ovalbumin nebyl nalezen™ (str.
71).

6. V zavéreéné casti prace (kap. 5.2.2.) autorka popisuje vlivy vybranych
latek na tvorbu a stabilitu vazby ptacich protilatek IgY na nosic. Byl vybér
savCich IgG protilatek pfi sledovani Uéinku chelataéniho Cinidla zamérny?
MUze rozdilnd struktura téchto protildtek ovlivnit chovani a kvalitu

pripraveného imunosorbentu?

Po formalni strance je prace sepséna peclivé, pouze doporucuji: ujednotit
psani ,s" a ,z" v celém textu disertaéni prace, upozoriiuji na psani slov typu
glykozylace x glykosilace (str. 19), Konkanavalin A x Concanavalin A (str. 27),
Macromolecules x Makromolekuly (str. 83). Pro metodu HPLC se pouZziva spravné
¢esky ekvivalent vysokoucinna kapalinova chromatografie a metoda gelové
permeacni chromatografie je dnes oznacovana jako metoda SEC (Size Exclusion
Chromatography), tj. chromatografie na molekulovych sitech; pro metody ze
skupiny RIA pouzivame termin radioimunanalyza (viz seznam zkratek). Pro
snadnéjsi interpretaci vysledkl bych doporuéila v komentafi tabulek & 3 az 7

uvadét mnozstvi nosi¢e pouZitého k imobilizaci definovaného mnozstvi protilatek.

Uvedené pfipominky a naméty nikterak nesnizuji odbornou droven
predlozené prace. Redend problematika jednoznaéné odpovidd soucasnym
trenddm v daném oboru. Vybér protildtek ptaéiho plvodu pro pFipravu
imunosorbentl a vysokd specifita vazby proteinl pomoci chelatovanych iontd
kobaltu otvira nové moznosti nejen v oboru afinitni chromatografie.

Autorka prokazala schopnost samostatné resit sloZité védecké problémy. K
jejich Feseni pristupovala zodpovédné a precizni praci dospéla k zajimavym a
podnétnym vysledklm. Dizertantka splnila vytéené cile. Jeji védecka i publikaéni
aktivita je vsouladu s pozadavky pro Uspé&Sné obhdjeni a ukonéeni

postgradudiniho studia spolu s udélenim titulu PhD.
Vzhledem k vySe uvedenému doporucuji praci pFijmou}Jj oﬁ)hag/o/)Lé.
] /l/ ‘
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