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Posudek na diserta¢ni praci Mgr. Rudolfa Kupéika s ndzvem

New materials and techniques for separation and analysis of clinically important
proteins

Disertacni prace je obhajovana na Fakulté chemické technologie Univerzity Pardubice, $kolitelkou byla Prof.
Zuzana Bilkova, konzultantem Dr. Pavel Rehulka. Po formélni strance jde o kombinaci autorského textu a pfiloh
s publikovanymi védeckymi texty a bibliografickymi ddaji autora. Celkovy rozsah je 212 ¢&islovanych stran,
seznam citované literatury Citd bez mala 300 poloZek. Text ma viechny potiebné nalezitosti, tedy adekvatni
¢lenéni, dpravu a slohovou uroveri. Zvolenym jazykem je angli¢tina, kterou z pohledu nerodilého mluvéiho
mohu hodnotit jako dobfe srozumitelnou bez vyraznych stylistickych i gramatickych prohiegkd. Disertace
obsahuje anotaci, shrnuti v jazyce anglickém i ¢eském, seznam pouzitym zkratek. Nejdalezitéj$imi ¢astmi jsou:
1) dvod s vysledky reSerse odborné literatury; dale 2) experimentalni ¢ast, kde jsou predstaveny cile a pfehled
feSenych vyzkumnych projektd s dosazenymi vysledky, vie je doplnéno pfilohami publikaci; 3) formulovéni
zavérl a budoucich vizi. PFilohovych publikaci je 7, jde o 6 &lankd v €asopisech a 1 patent. Rudolf Kup&ik je 3x
prvnim autorem ¢lanku (Applied Materials and Interfaces, Journal of Separation Science, ACS Omega), 1x
druhym autorem (Analyst), 2x ostatnim spoluautorem (Process Biochemistry, FEMS Yeast Research). Tyto
¢lanky jsou v ¢asopisech s impaktovym faktorem, tedy s garanci standardni kvality recenzniho Fizeni. Dile je
prvnim autorem zminéného patentu. Mimo hlavni &asti disertagni prace jsou v pfiloze dolozeny i dalsi
spoluautorské publika¢ni pociny véetné patentové zadosti a nékolika pFispévkd na védeckych konferencich.

Hlavnim zaméfenim je vyuZiti separaénich metod pro studium proteind s fokusem na fosfoproteiny a
fosfopeptidy. V dvodu disertatni prace se popisuje vyznam, fyziologické a patologické souvislosti
posttranslaénich modifikaci proteint, zejména fosforylace. Déle jsou zminény umélé modifikace proteint a
jejich moZné vyuZiti, napt. pro afinitni chromatografickou purifikaci. Moderni materidly (napf. polymery, oxidy
kovd, magnetické nanocéstice), pouZivané nejen pro chromatografii, jsou pak pfedstaveny v nasledujicich
textovych pasaZich. Daldi kapitoly jsou vénovany technikdim pro obohaceni fosfoproteini a fosfopeptidd.
Konecné se komentuji postupy proteinové analyzy v proteomice véetné chromatografie a tandemové
hmotnostni spektrometrie. Jedna se o vy&erpavaijici text s bohatym citovanim originalnich zdroji, nicméné bych
byl byval uvital zpracovani nékterych vyrazné popisnych &asti spise ve formé tabulek.

Komentafe a dotazy k této ¢asti disertaéni prace:

Odpovida citace 6 skutecné odkazovanym sestfihim mRNA? Odpovidaji citace 111 a 115 odkaziim na
Si0o,?

Citace 73 neni citovdna v poradi.

V pfehledu citovanych zdroji neni jednotné psani velkych pismen v ndzvech.

Na str. 42, jak je mysleno, Ze z jedné MS analyzy Ize identifikovat tisice proteini? Nemysli se tim jedna
(n)LC-MS analyza?

Vysledky jsou prezentovény v kapitolach spojenych s odpovidajicimi pFilohovymi texty. Cile jsou
formulovany jako snaha vyvijet nové metodické pFistupy pro piecisténi biomolekul ze slozitych smési, véetné
modifikovani dostupnych materidll, nebo vyuZiti materidli novych. Specifikem byla prace s fosfopeptidy pro
analyzu fosfoproteini a pouZiti nanotrubi¢kového materidlu na bazi oxidu titani¢itého véetné varianty
svazanymi nanocasticemi oxidu Zeleznato-Zelezitého. Kli¢ovou detekéni metodikou byla hmotnostni




spektrometrie. Vzajemné propojeni viech dil¢ich projektl velmi zdafile ilustruje schéma na obr. 10. Dal$imi cili
byla izolace bazického proteinu hydrofobinu a optimalizace pouziti imobilizovanych proteind ve vyzkumu.

Podil Rudolfa Kuptika na dosazenych publikaénich vystupech disertacni prace je nesporny a pro Uspéch
s publikovanim zasadni pripadné velmi dilezity, jak je dokumentovano. K izolaci modelového rekombinantniho
proteinu s histidinovou kotvou byl optimalizovdan postup zachyceni a eluce na novém nanotrubi¢kovém
materidlu pokrytém magnetitovymi nanolasticemi. Ziskan byl ¢isty (homogenni) protein, a to i z komplexniho
bunééného lyzatu. Materidl byl potvrzen jako vhodny i pro purifikaci fosfopeptidi pro proteomické analyzy.
Jeho vyuZiti je i podstatou ¢eského/mezinarodniho patentu, pro jehoz zkompletovani byly autorem disertaéni
prace provedeny a optimalizovany demonstracni analyzy a odpovidajici protokoly. Vypracovana byla déle
ucinnd a selektivni metoda pro izolaci vysoce hydrofobniho proteinu (hydrofobin) z houby klanolistky obecné
(Schizophyllum commune). Principem byla interakce s teflonovymi mikrocasticemi v mikrokolonce. Tento
postup umozZnil nasledujici charakterizaci intaktniho proteinu i S$tépnych peptidi pomoci hmotnostni
spektrometrie. Trypsin imobilizovany na nanodasticich pokrytych magnetitem byl UGspésné vyuZit pro
proteolyzu a ve srovndani s komercni imobilizaéni strategii bylo dosazeno vyssi aktivity a specifi¢nosti $tépeni.
Imobilizované kinasy byly s pozitivhim efektem vyzkouseny pro fosforylaci peptidovych substrdti a
rekombinantniho proteinu tau, coZ je biomarker Alzheimerovy choroby. Byly analyzovany rekombinantni
domnélé kvasinkové fosfatasy, nepotvrdilo se, ze enzym defosforyluje fosfopeptidy, nicméné byly nalezeny jiné
nizkomolekularni sacharidové substraty.

Komentar k vysledkim:

Ve vysveétlenich autorského prispévku jsou véty bez prisudku.

Dotazy:

1) Pro¢ nebylo mozné pouZit pro izolaci hydrofobinu néjaky zavedeny chromatograficky materidl, napfiklad
s fenylovymi, nebo oktylovymi funkcnimi skupinami?

2) Jak se da vysvétlit nestabilita rekombinantnich fosfatas, které bylo nutné pro zjisténi substrdtové specificnosti
podrZet vimobilizovaném stavu? Byla divodem exprese v prokaryotnim organismu bez moZnosti
posstranslasnich modifikaci?

Zéavéry disertadni prace konstatuji, Ze bylo dosazeno cili spojenych sinovativnimi pfistupy proteinové
analyzy s vyuZitim modernich materidll pro zpracovani vzorku. Autor se zabyval komplexni problematikou na
rozhrani nékolika védnich obord, analytické chemie, biochemie, proteomiky a biotechnologie. Nanotrubicky
byly Uspé$né vyuzity pro zachyt fosfopetidi a rekombinantnich proteinl s histidinovou kotvou. Podobné byl na
teflonovych &asticich ziskan protein hydrofobin. Usp&$né byly i experimenty s imobilizovanymi enzymy. Autor
konstatuje vyhodnost multioborové spoluprace a predpovida budoucnost separaci na mikro- a nanodasticich,
jejichz spektrum se neustdle rozsifuje diky mnoha tymam, které se problematice celosvétové vénuiji.

Autor disertaéni prace predved| schopnost kritické prace s odbornou literaturou, samostatné planovani a
provadéni laboratornich experiment(, véetné jejich vyhodnoceni a diskutovani. Cenim si zejména konzistence
dileich védeckych projektl, které se drzi nosného tématu separace a analyzy proteind. Mgr. Rudolf Kupcik
prokazal jednoznaénym zplsobem tvarci schopnosti v oblasti vyzkumu a splnil tak pfedpoklady pro Uspésné
zakond&eni doktorského studia. Disertacni praci proto doporucuji k obhajobé.
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V Olomouci dne 15. 6. 2019 Prof. Marek SEBELA




