Posudek Skolitele na diplomovou praci Be. Petry Buridnkové

Analyza, charakterizace a separace dipeptidovych derivati methionin-statinu
kapilarnimi elektromigra¢nimi metodami

Bc. Petra Buriankova zafala pracovat na své diplomové praci v Laboratofi
elektromigraénich metod Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd Ceské republiky
od ¢&tvrtého roéniku svého studia v magisterském studijnim programu Klinicka a toxikologicka
analyza, ve $kolnim roce 2006/2007. V jeho prib&hu se vénovala prevazné studiu teoretickych
zékladG kapilarnich elektromigrainich metod a postupné se seznamovala i s pfistrojovym
vybavenim laboratofe a s metodikou jednotlivych kapilarnich elektrosepara¢nich technik, zejména
zénové elektroforézy (CZE) a micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC). Jiz od pocatku
projevovala o tématiku diplomové prace velky zajem a snazila se seznamit se sdanou
problematikou co nejpodrobn&ji. Zpracovala rozsahly prehled vyuZiti téchto metod pro
kvalitativni i kvantitativni analyzu syntetickych peptidovych preparatt i pro stanoveni biologicky
aktivnich peptidd v t&lnich tekutinach a tkaflovych extraktech, ktery tvofi samostatnou piilohu
diplomové prace. Separalni principy i teorii té&chto metod si velmi dobfe osvojila a od po¢atku
patého roéniku se jiz plné vénovala experimentalni ¢innosti. Cilem jeji diplomové prace byl vyvoj
a vyuziti kapilarnich elektromigra¢nich metod, zénové elektroforézy a micelarni elektrokinetické
chromatografie, pro analyzu, separaci a fyzikalné-chemickou charakterizaci biologicky aktivnich
peptidl, konkrétné dipeptidovych derivatd methionin-statinu. Tyto latky jsou na naSem pracovisti
syntetizovany, purifikovany a testovany jako inhibitory vyznamnych proteolytickych enzymd,
methionin aminopeptidas, které patii mezi kli€ové enzymy v biosyntéze bilkovin a mj. se také
inhibitori aminopeptidas je proto jednou z potencidlnich strategii pro lébu rakovinovych
onemocnéni. Pro biologické testy je nezbytné, aby testované peptidy byly pfipraveny ve vysokém
stupni Cistoty, nebot piimé€si mohou biologickou aktivitu vyznamné€ ovlivnit v pozitivnim i
negativnim smyslu. Vypracovani novych kapilarnich elektromigra¢nich metod pro kontrolu ¢istoty
peptidovych preparatti, oproti dosud nejCastéji pouzivanym chromatografickym metodam, je
proto velmi zadouci, nebot elektromigracni metody jsou k chromatografickym metodam
vzhledem k rozdilnému separanimu principu tzv. ortogonalni a jsou tak jejich vhodnym
prot&jskem resp. dopliikem. Téma diplomové prace je tedy aktualni a prakticky i1 veédecky
vyznamne.

Vyvoj novych kapilarnich elektromigracnich metod pro kvalitativni i kvantitativni analyzu
nové syntetizovanych peptidovych preparatt pfedstavoval narocny ukol, nebot tyto peptidoveé
preparaty byly syntetizovany poprvé a jejich vlastnosti a charakteristiky nebyly znamy a jejich
standardy nebyly dostupné. Diplomantka se s obtiznosti tohoto ukolu vyborn€ vyrovnala,
postupovala podle racionalné vypracované strategie, kdy podminky analyzy byly voleny na
zékladé spoltené zavislosti efektivniho a specifického naboje peptidi na pH. Vzhledem ke
specifické struktufe téchto peptidi (volna ionogenni amino skupina na N-konci, neionogenni
amidova skupina na C-konci) byly tyto peptidy analyzovany metodou CZE jako kationty v kyselé



oblasti pH, a to v riznych elektrolytovych systémech, aby se minimalizovala moznost ndhodné
ko-migrace piimési peptidovych preparatd s hlavnimi syntetickymi produkty. CZE analyzy byly
provadény nejen v klasickych, ale nové i v izoelektrickych zakladnich elektrolytech, jejichz nizka
elektricka vodivost umoznila pouziti vysokych intenzit elektrického pole a dosazeni vysokych
separa¢nich ¢innosti (obvykle v fadu stovek tisic teoretickych pater) a kratkych dob analyzy (3-5
min). Metoda CZE byla vyuzita nejen pro analytické wcely, ale i pro fyzikaln€-chemickou
charakterizaci analyzovanych peptidd. Byly urleny efektivni pohyblivosti peptidi v riznych
elektrolytovych systémech pri standardni teplot&, 25°C, tj. experimentaln€ zji§téné hodnoty
efektivnich pohyblivosti pfi aktualni teplot& uvnitf kapilary, ktera je pii riznych experimentalnich
podminkéch riizna, byly korigovany na zakladé experimentalné zméfené zavislosti vzrustu teploty
na piikonu.

Velka &ast diplomové prace byla vénovana vyvoji a testovani novych elektrolytovych
systémi s cilem posoudit jejich schopnost pro déleni smési dipeptidovych derivati methionin-
statinu. Pfi tom se ukazalo, Ze vétsi separa¢ni schopnost pro separaci téchto strukturné blizkych
peptid ma metoda MEKC nez CZE. Poprvé byly v metodé MEKC testovany kysel¢ izoelektrické
pufry v kombinaci s aniontovym detergentem, dodecylsulfitem sodnym, a s organickymi
modifikatory (methanolem a acetonitrilem), které prokazaly vysokou separaCni schopnost pro
déleni strukturné blizkych peptidu.

Ocefiuji, ze pfi vyvoji novych metod diplomantka postupovala racionalné a cilevédome,
s vyuzitim svych velmi dobrych znalosti jak v oblasti elektroseparaCnich metod tak i v obecné a
analytické chemii a ve vypoCetni technice. Jeji experimentalni prace se vyznaCovala zru€nosti,
vysokou petlivosti a smyslem pro piesnost. Jeji pracovni nasazeni bylo vysokeé, praci si velmi
dobie organizovala, takze i kdyz se o pfistroj musila délit s dalSimi Cleny pracovni skupiny,
dokazala v daném &ase provést mimoiadné vysoky pocet experimentl. Experimentalni data
priibézné bezprostiedné vyhodnocovala a vysledky prehledné tidila. Velkou pozornost vénovala i
sepisovani diplomové prace a to po vécné i formalni a estetické strance.

S pot&Senim konstatuji, ze cile diplomové prace byly uspésné spln€ény. Diplomova prace
pfinasi nové cenné poznatky o istoté a elektromigra¢nich vlastnostech vyznamnych biologicky
aktivnich latek, nové syntetizovanych dipeptidovych derivati methionin-statinu. Vyvinuté metody
kapilarni zonové elektroforézy a micelarni elektrokinetické chromatografie budou dale vyuzivany
pfi analyze t&chto peptidd pfi studiu jejich inhibi¢nich aktivit a antiangiogeneznich GCinkd, které
by potencialné mohly byt vyuzZity i pfi 1écbé rakovinovych onemocnéni.

Diplomovou préaci Be. Petry Buriankové proto jednozna¢né doporucuji k obhajobg.
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