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Oponentsky posudek dizerta¢ni prace

Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka, Pardubice

Doktorsky studijni program: Analyza biologickych materialt
Uchazec¢ka: Mgr. Rudolf Kupcik
Nizev dizertaéni prace: New materials and techniques for separation and analysis

of clinically important proteins

Skolitel: prof. RNDr. Zuzana Bilkova, Ph.D.
Konzultant: RNDr. Pavel Rehulka, Ph.D.

Oponent: prof. Ing. Lenka Hernychova, Ph.D.

Pracovisté oponenta: Regionalni centrum aplikované molekularni onkologie,

Masaryktv onkologicky ustav, Brno

PiedloZena dizertaéni prace je vypracovéna v anglicting jako komentovany souhrn péti
publikovanych &lankd (soucet IF je vysoky 19,656), jednoho rukopisu a jednoho patentu. Prace
je ¢lenéna klasicky do péti kapitol (Uvod; Experimentélni ¢ast; Zavéry a vyhledy; Publika¢ni
aktivita uchaze¢e a Reference). V tivodu jsou popsany proteiny i jejich charakterizace, na to
navazuje detailni sezndmeni s materialy, které se pouzivaji k obohacovani vybranych typu
proteini/peptidti (rekombinantni nebo fosforylované), jejich analyza pomoci hmotnostni
spektrometrie. V této kapitole mi chybi jedna zasadni ¢ast pojedndvajici o hodnoceni a
interpretaci hmotnostn& spektrometrickych dat a aplikaci bioinformatickych nastroju, které
bezpochyby autor prace vyuzival. V dalsi kapitole, Experimentalni ¢ast, jsou komentovany
jednotlivé publikace a patent, na kterych Mgr. Kup¢ik spolupracoval. V kapitole Zavéry a
vyhledy jsou shrnuty dosazené vysledky spolu s daldimi moZnostmi vyuZiti magnetickych
astic, mikro- i nano- materialéi v separaénich a analytickych metodach, jeZ mohou dal
posunout hranice poznéni v biologickych procesech mikro- i makro- organismi. V posledni

&asti je uvedeno téméf 300 literarnich citaci, kterymi je dizertatni prace podpofena.

Cilem dizertaéni prace bylo vyuZiti novych materiald pro analyzu proteinti i peptidd, ustaveni
optimalnich postupti umozfiujicich jejich cilené obohaceni a studium jejich struktury (napt.

posttransla¢nich modifikaci). To povazuji za velice piinosné pro proteomickou obec. Oteviraji
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se tak dal$i moznosti detailngjsiho poznani proteomu eukaryotickych i prokaryotickych

organizmd.

Prace je psana srozumitelng, vysledky jsou jasn& interpretovany v navaznosti na ptiloZzené
originalni ¢lanky. V uvodu bych méla drobné vyhrady k podkapitole 1.3.3.1 The Orbitrap based
mass spectrometers (str. 41), ve které je uveden orbitrap jako analyzator. Pokud je myslen jako
hmotnostni analyzétor (coz vyplyva z dalsiho textu), pak je presn&jsi a spravn&j§i uvést nazev
orbitalni iontova past. Déle na té samé strance je uvedeno, e piistroj Orbitrap Elite ma
kombinaci kvadrupélového a orbitrapového hmotnostniho analyzatoru, coZ neni pravda. Jedna

se o kombinaci linearni iontové pasti a orbitalni iontové pasti.

Zavérem lze konstatovat, Ze vysledky z provedenych analyz jsou nové, kvalitni a originalni. To
dokazuje jejich zvefejnéni v Gasopisech s IF s pfisnym recenznim Fizenim. ZvI4ste bych chtéla
vyzdvihnout ¢lanek uvefejnény v prestiznim Sasopise ,,Applied Materials & Interferences®, ve
kterém jsou popisovany vysledky obohacovani fosfopeptidii s vyuzitim 1D TiO; nanotrubiéek
pokrytych nano¢asticemi Fe3Os, jenz lze také pouzit k purifikaci rekombinantnich proteinti.
Téchto vysledki bylo mozné dosahnout pouze ve spolupréci s dal§imi pracovisti, kombinaci
vhodnych experimentalnich pfistupi a pili studenta. Neni pochyb, Ze studie popsané
v dizerta¢ni praci byly naro¢né na ptipravu, provedeni analyz, hodnoceni dat a hlavné jejich
interpretaci, ktera by bez porozuméni a perfektni orientaci Mgr. Kupéika v této oblasti nebyla

mozna.

Dotazy k obhajobé dizertaéni prace

1) Pro¢ je prace psana v anglickém jazyce?

2) Lze popisované postupy vyuZit pro obohacovani fosforylovanych N-glykoproteini? Mohou
byt ocekavéana sterickd omezeni vysoce komplexnich glykana? Je snadnéj$i obohacovat

fosfoproteiny nebo fosfopeptidy?

3) V ¢lanku I, str. 65 (Kupcik R. et al. Selective isolation of hydrophobin SC3 by solid-phase
extraction with...) je popsana izolace hydrofobinu z modelové smé&si deseti standardnich

proteini. Byl vyvinut postup pfipravy vzorku snaslednou hmotnostné spektrometrickou
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analyzou. Kdyz byla zvladnuta tato ¢ast, bylo by mozn¢ izolovat a analyzovat tento protein
z redlného biologického materidlu? U nékterych peptidd identifikovanych MALDI Obitrap je
uveden v Tabulce 1 v origindlnim ¢lanku vétsi pocet nestépenych mist (3 nebo 4 missed

cleavages). Jak by se to dalo vysvétlit?

4) V clanku III (Slovakova M. et al. Application of trypsin FesO4@SiO: core/shell
nanoparticles for protein digestion.) popisujete vyvoj nového magnetického materidlu
vhodného pro enzymatické $t€peni proteinii trypsinem. Zajimalo by mé jaka je Zivotnost a
aktivita téchto castic, zda je mozné je pouzivat opakované, ptipadné jak probiha jejich
regenerace, zda je naro¢na manipulace pfi jejich pouZiti a zda aktivita a chovani materidlu zavisi

na $arzi ¢astic?

5) Mohl byste ukéazat jeden ptiklad bionformatického nastroje vhodného pro interpretaci
hmotnostné spektrometrickych dat fosforylovanych proteint (napt. lokalizace mist fosforylace

v peptidovych sekvencich)?

Zavér

Mgr. Rudolf Kupcik ve své praci prokazal tvurci védecké schopnosti, je prvnim autorem dvou
¢lankt a manuskriptu, spoluautorem tii ¢lankt a patentu s pfimym vztahem k tématu dizerta¢ni
prace (IF se pohybuje od 2,529 do 8,097). Béhem svého studia aktivné prezentoval ziskané
originalni vysledky na mnoha tuzemskych i zahrani¢nich védeckych konferencich. Pouzité
metodické pristupy byly adekvatni, vedly ke splnéni cilti disertaéni prace a ukazaly dalsi
moznosti studia dané problematiky. Mgr. Rudolf Kup¢éik prokizal tviréi schopnosti v dané
oblasti vyzkumu, a proto doporucuji predloZenou dizerta¢ni prici k obhajobé. Na zikladé
uspéSné obhajoby pak navrhuji udéleni akademického titulu Ph.D. dle § 47 Zikona o
vysokych Skolich ¢. 111/98 Sb.

V Brn¢ 14.6. 2019

pfof. ly‘é. Le?ﬂ(/a Hernychova, Ph.D.
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