Oponentsky posudek k disertaéni praci Mgr. Lucie Balonové

Investigation of the Franciscella tularensis glycoproteins

Disertacni price je predkladadna ve formé, kterd kombinuje piehled teorie, metodiky a diskutovanych vysledku
s pfilohou tvofenou publikovanymi pracemi uvadénymi in extenso. Celkovy rozsah cini mimo pfilohy 147 stran, z ¢eho?
dvodni ¢ast na podkladu literarniho prfehledu zabird 60 stran, metodicka &ast 25 stran a zbytek pripada na &ast
experimentalini s diskusi, zavéry a prehledem citované literatury. Pokud jde o formalni organizaci textu, v souladu s béZnou
zvyklosti obsahuje viechny potiebné pasaze. Cile prace byly spinény, jak je mozné posoudit nejen z vlastniho autorského
textu, ale i pfiloh, jejichZ soucasti je zejména kli¢ovy ¢lanek v Journal of Proteome Research (Balonova L et al., J. Prot. Res.
2010, 9: 1995-2005); tento Casopis je povaZovan za jeden z nejprestiznéjsich ¢asopisti v oboru proteomiky. Uchazecka déale
publikovala svoje vysledky ve formé pdvodniho ¢ldnku v odborné monografii (Sesty autor v pofadi) a pfispéla ke dvéma
prehlednym pracim (vzdy prvni autor). Jazykem disertace je anglictina a to na velmi dobré Grovni. V textu nenachazim
zadné komplikované a nesrozumitelné pasaze, objevuji se pouze formalni chyby, pfevainé v poufziti gramatickych &lend.
JelikoZ nejsem rodilym mluvéim, vychézel jsem pfi jazykovych opravdch ze svych zkusenosti a ndvrhy jsem vyznadil pfimo
v textu tuzkou. Preklepd je minimum stejné jako nespravny vyraz{ (schematics — scheme, aceton — acetone ...)

Text disertaéni prace shrnuje viechny aspekty studované problematiky, kdy 3lo o to prokazat existenci glykoproteint u
bakterie F. tularensis a popsat glykosylaéni mista a strukturu vazanych sacharidovych fetézcl. Teoreticka &ast prace je
velmi zdafilou kompilaci, ktera shrnuje informace o studovaném patogennim organismu a jeho vyznamu pro ¢&lovéka.
Zabyva se dale existenci glykoproteind, pfi¢emz? je detailné podana zélezitost rozmanitosti jejich sacharidovych retézca
(glykand) v€etné strukturnich rozdilt u prokaryot a eukaryot, rovné? tak jsou prezentovany odliSné principy biosyntézy
glykand a glykoproteini u téchto organisml. Zminéna je stabilizatni a rozpoznavaci funkce sacharidovych fetézcu
v glykoproteinech. Jediny nedostatek vidim v nedplném uvadéni citaci u obrazk( a schémat. V souladu s experimentalni
Casti disertacni prace je uveden piehled separagnich metod pro proteiny a peptidy a shrnujici informace o aplikaci
hmotnostni spektrometrie pro studium proteomu. Nésledujici kapitola o pouzitém materialu a metodice svéd&i o znaéné
Skale praktickych i teoretickych dovednosti, které musela autorka zvladnout, af jiz jde o kultivaci baktérii, extrakci
proteind, chromatografii, elektroforézu a pfenos (blotting) & hmotnostni spektrometrii.

Dotaz do diskuse — teoreticka &ast:
V teoretické Cdsti neni srovndno pouZiti elektrospreje a laserové desorpce/ionizace s pomoci matrice pro ionizaci
v hmotnostni spektrometrii oligosacharidi a glykand. Jaké jsou vyhody a nevyhody?

Pokud jde o zpracovani vysledkii a jejich diskusi, nemam zadnych zavainych pfipominek. Text &tivé shrnuje vysledky
elektroforézy a prenosu (blottingu) proteint ziskanych extfakci z F. tularensis s naslednou detekci domnélych
membranovych glykoproteint pomoci specifickych ¢inidel a jejich pfipadnou identifikaci pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie. Dalsi experimenty vychézely z afinitniho pretisténi glykoproteint ze smési v lyzdtu pomoci lektinti a
hydrazidovych gelovych &astic. U dvou proteind s domnélou glykosylaci byla tato potvrzena interpretaci spekter
glykopeptidd z tandemové hmotnostni spektrometrie na pfistroji s hmotnostnim analyzatorem FT-ICR. Vzorky byly ziskany
po separaci membranové frakce proteind F. tularensis 2D elektroforézou a proteolytickém Stépeni v gelu. Na zakladé
analyzy spekter byla popsana struktura sacharidovych fetézci, nepovedlo se v3ak lokalizovat glykosylaéni mista.

Dotaz do diskuse — vysledkova ¢ast:

Mezi domnélymi glykoproteiny, které byly izolovdny pomoci lektin & hydrazidové chemie Jjsou mj. i dehydrogenasy zndmé
z primdrniho metabolismu vyssich organismi i ¢lovéka, napt. sukcindtdehydrogenasa, pyruvdtdehydrogenasa, NADH
dehydrogenasa aj. Tyto enzymy se u eukaryot vyskytuji v mitochondriich, o kterych se predpokladd, Ze jako organely vznikly
ze symbiotickych mikroorganismd. Jsou mitochondridini enzymy tohoto typu glykosylovény? Dd se z analogie sekvenci
pfipadné odvozovat existence glykosylace téchto enzymu ve F. tularensis?

Po prostudovani spisu mohu konstatovat, Ze jsou spinény vSechny naleZitosti vyzadované pro kvalitni zavére¢né prace
studentli doktorského studia. Disertacni prace pfindsi origindni experimentéini vysledky, které byly publikoviny ve
védeckych Casopisech se standardnim recenznim Fizenim a monografiich. Vystupy svédéi o zvlddnuti pozadavki na
zpracovani informaci, planovani experimentl, samostatnou a reprodukovatelnou védeckou praci v laboratofi, spravné
vyhodnocovani vysledk( a formulaci zavér(. Jednoznaéné doporuéuji jeji pfijeti k obhajobé a po Usp&$ném obhdjeni
souhlasim s udélenim titulu Ph.D. v souladu s pfislu$nym zakonem o vysokych kolach.
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Diserta¢ni prace Mgr. Lucie Balonové je zaméfena do velice atraktivni oblasti
molekularni mikrobiologie vysoce nebezpe¢nych patogent s vyuzitim modelu gramnegativni
bakterie Francisella tularensis. Hned v ivodu je tieba fici, Ze pfi ¢teni prvnich kapitol jsem
mél dojem, Ze ¢&tu velice dobfe napsanou, vysoce specializovanou glykoproteomickou
monografii.

Autorka v kapitole o teoretickych zakladech své disertatni prace pracuje
s informac¢nimi bloky, které jsou fazeny logicky, a ¢tendf je velice Ctivym textem vtaZen do
problematiky virulence pouzitého mikroorganismu, ktera je kontrolovana geny ostrova
patogenicity a posttransla¢nimi modifikacemi proteint témito geny kodovanych. Zde spatiuje
autorka prostor pro vlastni vyzkum vyznamu glykosylace bakteridlnich proteind pro
patogenezu a virulenci. Glykosylace bakterialnich proteinti, ktera byla aZz do nedavné doby
povazovana za neexistujici vzhledem k neexistenci bakterialnich bunéénych organel typu
endoplasmatického retikula ¢i Golgiho komplexu. S pozndnim procestt probihajicich
v periplasmé gramnegativnich bakterii byl pfijat zékladni koncept mozné glykosylace
bakteridlnich proteind. S timto konceptem pracuje i autorka zdiiraziujic podstatné podobnosti
a rozdily mezi eukaryotickymi a prokaryotickymi proteiny. V tomto vynikajicim pfehledu
viak taktné zamlcuje fakt existence glykoproteinii u grampozitivnich bakterii, které nemaji
periplasmu. Proto bych si dovolil navrhnout toto téma k diskusi do vefejné védecké rozpravy.

V dalsi ¢asti teoretického zakladu prace, nyni jiz vénovaného metodickym postuptim
v praci pouzitych, mne autorka piesvédcuje o své schopnosti uvadét odpovidajici citace na
pravych mistech, viz napf. citace vztahujici se k vyvoji metody MALDI TOF spektrometrie.
Samotné zpracovani této kapitoly zasluhuje uznani v tom, ze autorka vlastné jiz zde diskutuje
samotné literarni udaje. Neni sporu o tom, Ze celd ivodni ¢ast disertaéni prace svym pojetim a
zpracovanim presvédéuje o vyzralosti autorky a podle mého nazory je vyuzitelnd jak
pro samostatnou publikaci, tak jako ucebni text.

Kapitola tykajici se vysledkid a jejich uvedeni do kontextu soucasnych nazorG na
zkoumanou problematiku je rovnéZ napsana velice obratné. Kazda kapitolka je uvedena
teoretickym zdGvodnénim a rozkladem moznosti, jak se dobrat novych informaci.



Ve vlastni experimentalni praci pouzila autorka &tyfi komplexni metodické postupy ke
zmapovani glykoproteomu Francisella tularensis. 7. provedenych experimentl uvadi ve své
préci pouze ty, které se tykaji subtypu Francisella tularensis holarctica, kmen 200. Stastné je
zvoleni membranovych frakei pro vlastni analyzy coz je vlastné jakési koncentrovani
pravdépodobnych glykoproteinti do vzorku umoziujici zvysit vysledkovou vytéZnost analyz.
RovnéZ je nutno ocenit konstrukei kontrolnich systémi, kdy jako negativni kontrola byl
pouzit dele¢ni mutant pro gen PilO2. Timto uspofadanim byla autorka schopna prokézat Ze
PilO2 protein se Gcastni glykosylace proteinovych substréti obecng, nikoli jen pilinovych
proteind, coz je v prokaryotické F{si zatim novum. RovnéZ zcela prioritni poznatky byly
ziskany z cilené studie zaméfené na dva vybrané glykoproteiny a to hypoteticky lipoprotein
FTH 0069 a protein rodiny thioredoxinu FTH 1071. Oba tyto proteiny byly identifikovany
jako glykoproteiny tfemi nezavislymi metodami. To, Ze byly v jejich sacharidovych Fetézcich
nalezeny dosud nezndmé sacharidy je zfejmé vlastni glykomickym studiim prokaryot.
Podobné byly pred c¢asem identifikovany zcela nové sacharidové jednotky pii glykomickych
analyzach Coxiella burnetii.

Samotné mapovani glykoproteomu Francisella tularensis predstavuje pravdépodobné
experimentalné i ¢asové nejnarocn&j§i ast prace a velice vystizné dokumentuje posetilost
spoléhani se na jednu vybranou techniku prikazu. Navic dokumentuje sloZitost celé
problematiky analyzy bakteridlnich glykoproteomii. Neni podstatné zde vypodéitavat kolik
protein( ktera technika umoznila zafadit do kategorie glykoproteinti. V zavéreéné kapitole
pak ostatn€ autorka porovnavéa vSechny pouZité techniky a z nich ziskané vysledky ve 4-way
Venn diagramu. VSechny ¢tyfi techniky identifikovaly pouze jeden jediny protein, tii ze &tyf
pak proteinii dvanact. Z toho vyplyva opravnénost autoréina oznaceni viech identifikovanych
proteind jako glykoproteiny piedpokladané, kdy toto oznaleni zcela systematicky pouziva
v celé disertaci. Nutno jesté zminit, Ze do té doby, nez byla publikovana prvni piivodni prace
Lucie Balonové v ¢asopise Journal of Proteome Research vroce 2009 byla popsana
glykosylace pouze jediného proteinu Francisella tularensis a to proteinu PilA. Tim je podan
diikaz vyznamu této studie obsazené v disertatni praci pro celou prokaryotickou
glykoproteomiku (viz pfiloha ¢&. 2).

Nyni mi dovolte nékolik pozndmek Kk textu prace. Ne nejitastn&ji je oznalena
lokalizace bakterialni N-glykosylaéni biosyntetické drdhy na ,cytoplasmic face of a
periplasm™ (viz str. 24). Jist¢ se jednd o cytosolovou stranu vnitfni membrany. Takovéto
uspofddani by mozna mohlo wvysvétlit i piitomnost cytosolovych proteini mezi
pravdépodobnymi glykoproteiny gramnegativni bakterie, jejichz lokalizace byla predikovéana
bioinformatickymi ndstroji a jsou uvedeny v tabulkach vysledkové ¢asti. Je vSak mozné, Ze
existuji i jiné divody pro existenci glykoproteini v cytosolu. O tom bychom méli rovnéz
diskutovat ve vefejné rozprave. Dal$i poznamka se tykd spektra funkci posttranslaéné
modifikovanych proteini. Informaci o tom, Ze rizné proteiny mohou vykonavat tutéZ funkei,
pokud jsou modifikovany identickym glykanem je nutné podlozit citaci, protoZe tato situace
je méné obvykla nez situace opacna (str. 28). Tyto poznamky, které jsou vzhledem ke kvalité
textu zcela nevyznamné, uvadim jen pro vnitini klid oponenta. Ostatné autorka testuje
oponentovu pozornost i jinak. Na strané 94, kde v textu pod obrazkem ¢&. 5.2. uvadi, Zze na
gelu pod oznacenim B byla provedena detekce glykoproteinii aZ po jejich excisi, zadné
znadmky vyfiznuti proteinti vSak na obrazku patrné nejsou. Posledni poznamka, a vlastné dotaz
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se tyka eliminace lipopolisacharidu, jehoz O-antigen komplikuje néasledné analyzy. Nikde
jsem se v praci nedocCetl, zda byla efektivita eliminace LPS kontrolovana & byla pouzita
metoda povazovana (a prokdzana jinymi) za tak efektivni, Ze kontrola nebyla nutna. Nékteré
poznamky v autor¢in¢ textu mne vedou k zavéru, Ze v analyzovanych vzorcich jisté mnozstvi
LPS ¢i jeho O-antigenu ziistavalo. Je n&jaky zptisob, jakym by se jesté daly vylepsit postupy
izolace membranovych (glyko)proteint.

Zaverem dovolte mné jako oponentovi, abych vyjadiil své hluboké presvédéeni o tom,
ze predloZend prace Mgr. Lucie Balonové je velice kvalitni co po strance formalni i strance
metodické, kdy pouzité metodické postupy jsou zcela vhodné voleny a po technické strance
Jsou na vrcholu sou¢asnych mozZnosti oboru molekularni mikrobiologie. Jsou skute¢né velice
naro¢né na zrucnost, zkuSenost a Cas experimentatora. Po vysledkové strance piinasi prace
Mgr. Lucie Balonové zcela prioritni poznatky dolozené jejich publikaci v ¢asopisech
s naroénym recenznim fizenim. Autorka prokazala, Ze je zru¢na experimentatorka schopné
velice poutavym zplsobem publikovat jak vlastni experimentdlni data, tak literarni udaje
zpracovan€ do specializovanych piehledt (viz Expert Review v ptiloze ¢. 1). Ze viech vyse
uvedenych divedii proto doporucuji disertaéni praci Mgr. Lucie Balonové k obhajobé a
pokladam ji za velice solidni zaklad pro udéleni titulu Ph.D.

V Nechanicich, 12. dubna 2011
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