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Posudek oponenta

Cíle práce

Diplomová práce se zaměŤuje na optimalizace metodick ch postupri vhodn;fch pro ízolaci

proteinri nebo peptidri posttranslačně modiÍikovanfch fosforylací. K tomuto ťrčelu student

pouŽil tÍi rť"zná uspoŤádání: (1) vsádkové, (2) kolonové a (3) mikroprutokové. Metody byly

nejprve optimalizovány na standardních vzorcích a po dosaŽení pozitivních qisledk byly

aplikovany na reálnf bakteriální vzorek.

Struktura (členění práce)

Práce je členěna do kapitol, které na sebe logicky navazqí'. V ťrvodu autor krátce zmiřuje

d ležitost identiÍikace posttranslačně modifikovan;ich proteinri. Teoretická část je věnována

pŤehledu proteinoqfch modifikací se zaméŤením na fosforylace, meto dárn separace a izolace

protein . V této části je pŤehledně zptacovaÍIá kapitola o afinitní chromatografii. Dále je

popisována metoda hmotnostní spektrometrie, kde však je pŤíliš mnoho informací o typech

ionizaci či funkcích hmotnostních analyzátori. Zbytečně je uvedeno schéma hmotnostního

spektrometru LTQ orbitrap (obrének č. 10), ktery obsďruje mnoho anglick ch popisek, které

dále v textu nejsou komentovány. Navíc tento t1p hmotnostního spektrometru nebyl použit

pro měŤení vzorkri. Na druhou stranu zde chybí jiné driležité informace napŤ. o vícenásobně

nabit;fch iontech (rozdíl mezi MALDI a ESI ionízaci, princip MS', MS3 nebo ata|yzupeptidri

s vícenásobnou fosforylací). V textu se vyskytují nepŤesné formulace' napŤ. na str. 38 uvádíte:

,,Pro identifikaci fosfopeptid využíváme mimo jiné Ťadu MS metod. Jednou Z nich je pžímé

porovnávání spekter pŤed a po inlalbaci vzorku s alkalickou fosfatázou....,,. Zde se používá

stále stejná MS metoda, jen měŤíme jinak pŤipraveny vzorek. Poslední kapitola teoretické

části je věnována mikroprutokoqim systém m a je, podle mého názoru, nejlépe zvláďnutym

tématem v diplomové práci. Do teoretické části by bylo vhodné zahrnout kapitolu o bakterii

Francisella tularensis, zekteré byly pŤipraveny vzorky a identiÍikovány fosfoproteiny.



V experimentální části jsou popsané použité metody a jednotlivé modifikace v pracovních
postupech. Text je psán strukturovaně, pŤehledně a srozumitelně. V této části chybí metodapro stanovení koncentrace protein . Dále by sem měly blrt' pŤesunuty informace o
kapalinovém chromatografu Biologic uvedené v kapitole V1fsledky a diskuze na str. 73 a 74.Ve v]fsledkové části jsou uvedeny a zárove,ř, diskutov ány pozitivní i negativní qizsledky
optimalizace obohacovacích technik. Interpretace jednotliqfch v.isledk jsou doloŽeny
obrázky, tabulkami, hmotnostními spektry což usnadřuje pochopení celé problematiky.
Pravděpodobně nepozorností se do textu dostaly závažnéformální nedostatky (uved ené níže),
které vynikající vysledky snižují. V závérujsou shrnuty všechny dosaŽené vfsledky, které
dokládají splnění cíl diplomové práce.

Literární odkazy

VpŤedkládané diplomové práci je citováno t34literárních odkazri z toho 17 jsou odkazy na
internetové strarrky. U všech ttpri citacijsou dodrženy citační normy. Rozsah práce je |32
stran, v textu je uvedeno 6 tabulek a 86 obrá',ktt.
Formální rovež práce:

Formálních chyb a pŤeklep v textu je velké množství, uvedu jen ty nejzávažnější. Název
bakterie l'. fularensls je v mnoha pŤípadech psan;f nesprávně (bez kurzívy, zkomoleně).
Název hmotnostního ana|yzátoru s Fourierovou transformací je uváděn v celé ptáci špatně
(Fournierova transformace). Tabulka č. 5 se v textu vyskytuj e 2x(str. 84 a 85). V legendách
obtázkič.43 a44 se vyskytuje stejnypopis zkumavky2 a4 (dvoukroková se S-NHS), stejn;f
problém je u obránku č. 45, Popis hmotnostních spekter obtěnky 73, 74, 75, 77, 7gmají
špatně uveden;f rozsah m/z. Hodnoty m/z zMS spekter diskutované v textu by měly b;Ít
uvedeny na dvě desetinná místa (ne na čtyŤi desetinná místa - pouŽity hmotnostní spektrometr
nemá takovou citlivost). Na str. 56 je formulován postup pro odsolení elučních frakcí, kter]f jejen těžko pochopiteln)f. Student by si měl dávat větší pozorna některá uvádě ná twzení napŤ.
definice proteomiky na str. t2: ,,Věda, která se zabyvd identifikací proteinu včetně jeho
kvantifikace....,, nebo ,,FosÍorylace bakteriálních proteint) m vztah kjejich virulenci..,,,.
Yztahy fosfoproteinri kvirulenci bakterií nejsou zce|a probádané, proto je 1epší vyslovit
hypotézu, pokud nejsou po ruce pŤesvědčivé d k azy, které napŤ. u bakteri e F. tularensis
nemáme.

otázlq,

l. Na straně 25 své diplomové práce uvádíte, že ,,kolona s reverz ní fází(RP) je spojena pŤímo
s hmotnostním spektrometrem (MS) pomocí elektrospreje (ESI)... Mohl byste vysvětlit
propojení HPLC s hmotnostním spektrometrem, kte.y má MALD I ionizaci?



2, V rámci své diplomové práce se vám podďilo identifikovat proteiny F. tularensis

posttranslačně modifikované fosforylací. Jsou zrrirrrry další informace o těchto proteinech

(funkce, lokalizace, protein.proteinové interakce, zapojení v signálních cestách)? Lze některé

vlastnosti predikovat a jak?

Zátvérečné hodnocení: Bc. Rudolf Kupčík spěšně optim a|izovalmetody sloužící k izolaci a

koncentraci fosforylovan;fch proteinrVpeptídri. Vfsledkem byly identifikace a charakterizace

fosforylovan;ich protein bakterie Francisella tularensl.s do té doby nepopsan;ich. Jedná se o

zce?aoriginální v;isledky. Doporučuji, aby student dál pokračoval v této problematice a snažil

se získané qisledky publikovat ve vědeckém časopise a prezentovat na konferencích.

I když student všechny zadané cíle splnil, formální strárrka diplomové práce nebyla zce|a

zvládrrut it. Z tohoto drivodu nawhuji známku velmi dobŤe.

V Brně ďne 27 . 5.2012

doc.Wvá,Ph.D.


