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Oponentni posudek disertacni prace Mgr. Zuzany Vosahlové
,Charakterizace a vyuZiti chromatografickych modu s vice interakénimi mechanismy“

Oponovana disertacni prace je zamérena na studium separacénich mechanism@ staciondrnich fazi
povahy mix-mdd a dale na vyvoj metod chromatografické separace ionizovanych ¢i ionizovatelnych
sloucenin. Price je zpracovana kumulativni formou a je zaloZena na Uctyhodnych 10 publikacich
v renomovanych ¢asopisech.

V Gvodu kolegyné struéné shrnuje separacni metody a nasledné se vénuje separa¢nim mechanismim
a interakcim analytd se stacionarnimi fazemi. Prehledné diskutuje testy, které v praci zvolila pro
charakterizaci studovanych stacionarnich fazi a ndsledné shrnuje mozZnosti analyzy cilovych sloucenin a
problémy, se kterymi je nutné se pfi analyze polarnich latek vypofadat. Uvod je pomérné strucny,
nicméné rozsahem odpovida typu disertacni prace. V cilech prace je shrnut obsah fesenych projektd,
které jsou nasledné ve trech kapitolach diskutovany v ¢asti vysledkové.

Prvni kapitola vysledkové Casti disertacni prace shrnuje data ziskand pfi screeningu interakéniho
potencidlu 10 vybranych stacionarnich fazi. Pro komplexni posouzeni interakénich vlastnosti
stacionarnich fazi kolegyné pouzila Waltersiv test a linear free energy relationship model. Komplexni
informace o interakcich poskytovanych staciondrni fazi jsou zasadni pro nastaveni podminek separaci
riiznych typ( analytd. Ziskané poznatky tak pomohou uZivatelm stacionarnich fazi charakterizovanych
v této praci zvolit optimalni separaéni podminky pro rGzné typy analytd — kyselé, bazické, zwitterionty.
Tim dojde k vyznamné Gspore rozpoustédel i ¢asu, a tedy snizeni naklad na provedeni potrebnych
analyz. K této kapitole mam nasledujici dotazy:

1) Zjakého divodu jste zvolila jako bazické analyty katinony? A kdyz uz katinony, proc jste volila
ty, které nepatri mezi aktualné nejcastéji zneuzivané stimulanty?

2) V Tabulce 3 uvadite struktury jednotlivych stacionarnich fazi. V pripadé C18 fazi jsou selektory
vyobrazeny zplsobem, ktery naznacuje Ze retézec obsahuje celkem 26 uhlikd. Je mezi tedy
mezi C18 alkylovym fetézcem a nosi¢em jesté néjaky spojovaci prvek?

3) U multimodalnich fazi pak neni zobrazen zpdsob navazani nabitého fragmentu. Uvadi vyrobce,
jakym zplisobem je nabity fragment navazan, pfipadné jsou idaje o ukotveni v literature?

Daldi ¢ast disertaéni prace je zaméfena na vyuZiti mix-méd chromatografie pro analyzu peptidd,
proteind a jejich §tépnych produktl. Kolegyné nejprve studovala optimalni podminky separace volnych
dipeptid( na tfech stacionarnich fazich. Prokdzala, Ze mix-mdd staciondrni faze jsou velmi slibné pro
tento typ analyz, kdy na jedné z nich bylo dosazeno rozliseni na zékladni linii pro 14 peptidd. Zaroven
zjistila, Ze vybornych vysledkd je dosazeno v bazickém pH, které je zdsadni pro spravnou funkci trypsinu
pfi stépeni protein(. Zaméfila se tedy na vyvoj on-line metody pro $tépeni a analyzu proteind. Metoda
vyuZivd tandemového spojeni trypsinové kolony, kde probiha stépeni proteinu, v kombinaci s mix-maéd
kolonou a ndslednou detekci hmotnostnim detektorem s jednoduchym kvadrupdlem. Celkové se jednd
o velmi elegantni metodu analyzy proteind, kterd bezpochyby najde Siroké uplatnéni. K této ¢asti mam
jen zvidavou doplnujici otazku:

1) Co se skryvd pod oznacenim ,C;BzO detergent“? Tato zkratka je pouzita bez vysvétleni jak
v disertacni préaci, tak v pfislusné publikaci.
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V posledni €asti prace se kolegyné vénovala analyze terapeutickych thiofosfatovych oligonukleotidd.
Nejprve studovala sloZeni mobilni faze v iontové-parové chromatografii na reverzni fazi, kde definovala
idedIni kombinaci amin-protiion, ktera pfi analyze poskytovala nejlepsi rozliSeni rizné modifikovanych
21meru cilového oligonukleotidu. Studii nasledné rozsifila o vyuZiti HILIC médu s vhodné zvolenou
staciondarni fazi, coz umoznilo vyuZit hmotnostni detekci k analyze vzorkd a v kone¢ném duisledku i
analyzu vzork( plazmy détskych pacientl lé¢enych oligonukleotidovym preparatem. Jednoznacné tak
prokézala vhodnost pouZiti mix-mdd kolon pro feSeni redinych separacnich problém( v praxi.

Prace je napsana srozumitelné a vécné, presto Ctivé a naprostym minimem formdlnich chyb. Dovolim
si poznamenat snad jen, Ze ndzvy soli by spravné mély byt psany s pomickou (napt. diethylammonium-
acetat) a Ze kyseliny zminéné na str. 18 jsou alkansulfonové nikoli alkylsulfonové.

Zavérem konstatuiji, Ze predloZena disertacni prace obsahuje mnozstvi plvodnich vysledkd, které byly
publikovany v prestiznich védeckych ¢asopisech. Mgr. Vosahlova pfi fesSeni disertacni prace prokdazala
potfebné tvardi a organizacni schopnosti. Disertacni prace splfiuje vSechny poZadavky nutné pro jeji
obhajobu.

V souladu s §47 odst. 5 zdkona ¢. 111/1998 Sh. disertacni praci doporucuji prijmout jako podklad k
dalSimu fizeni a po jeji obhajobé k udéleni titulu Ph.D.
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V Roudné, dne 14. 9. 2024

prof. Ing. Michal Kohout, Ph.D.
Ustav organické chemie
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