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Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Vojtécha France
Analysis of post-translational modifications of profeins using mass spectrometry

Disertadni prace pfedkiadatele zahmuje i prvoautorské recenzované védecke &lanky ve
velmi solidnich impaktovanych &asopisech. Pievaing metodicka prace studia struktury
glykoproteinii  aplikuje kombinaci chromatografickych experimentalnich piistupl s
hmotnostni spektrometrii a pfipadnym automatickym zpracovanim dat. Svoji povahou tak
obsahuje znagny aplikaéni potencial do vyzkumné a potenciainé i klinické praxe.

Text prace je napsan &tivé, obsahuje velmi malé mnogstvi pieklepll, formuiaénich
nepfesnosti/necbratnosti & formalnich chyb (nhapf. na str. 21 by mélo byt uvedeno twenty
amino acids” misto uvedenych ,four®). V Cesky psanych &astech textu jsou obdasné
anglikanismy a ,vzletnd" forma, ale celkovd musim ohodnotit vysokou formaini i
gramatickou troved celého textu, ktera nijak nesniZuje skute&nd kvalitni diserta&ni praci.

V Gvodu je Stendl postupné uveden do tématu s uvedenym piehledem pouZitych metod,
ktery obsahuje vSechny potfebné informace pro pochopeni vysledkové &asti a diskuse.
Vysledkova &ést obsahuje tii tématické okruhy shrnujici informace ze viech pouZitych
prvoautorskych publikaci. Vysoce hodnotim pfidané nepublikované informace, detaiini
metodicky popis a kriticky komentar vysledk disertaéni prace, ktery je veden vécné a
erudované. Pfediladané vysledky jsou objasnény v kontextu jiZ znamych informaci z
literarnich zdrojl, které ukazuji Siroky literarni piehled a metodickou erudici, P¥ipadné
dotazy ¢i komentéfe pledjima a fundované na né v textuy prace odpovida a tak oponentiim
pfedem bere vitr z plachet.

Kprvni a druhé publikaci, ktera fesi analyzu N-giykosylaci dvou rostlinnych enzymi,
ocefiuji kromé elegantiho vyuZiti afinitniho noside | skute&nd detailni struktumni analyzu.
Kiéto Casti mam jeden dotaz, zda byla porovnana data glykosylaci rekombinantni
cylokinin oxidasy/dehydrogenasy s nativnim enzymem, pokud je vilbec takovy preparat k
dispozici?

Tieti publikace prezentuje popis a charaklerizaci O-glykosylaci IgA1 HR. Zde ocehuji
pfedevsim komplexni metodicky pfistup a obrovské mnoZstvi odvedené prace. Dovolil
bych si jen kratky komentaF k textu disertadni prace, zda by nebylo pro &tenafe pfinosné
detailnéfi objasnit princip pouZitého BIOSPEAN Softwarového® nastroje (je nastinén v
publikaci) a sougasné bych se pfimlouval za uvedeni doplitkovych materialtt k publikaci
{.supplementary materials*). K praci mam dva dotazy:

MuZe mi pfedkiadatel vysvétlit uvedeny postup on-tip desalting and fractionation na
str. 302, kap 2.3,, jedna se o dva nezavisle pouzité postupy?

Jak vidi pfedkiadatel metodické mognosti aplikace postupu na kiinické vzorky?



Pfedkladana disertaéni prace die mého nazoru spliiuje poZadavky kladené na disertacni
préci. Uvedoné komentare & poznamky nijak nesnizuji vysokou kvalitu prace a profo podle
Studijniho a zkudebniho fadu Prirodovédecké fakuity UP v Olomouc doporuguji
pfedioZenou praci Mgr. Vojtécha France piijmout k obhajobé. ProtoZe prace prokazuje
pfedpoklady autora k samostatné tvlirdi védecké praci, dovoluji si na zaklade Uspésné
obhajoby doporudit piedkladateli udéleni titulu ,Ph.D.%

V Praze dne 4. ¢ervna 2014

Doc. Miroslav Sulc, PhD.
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miroslav.sulc@natur.cuni.cz.



Oponentsky posudek k disertaéni praci Mgr. Vojtéeha France

“Analysis of post-transiational modifications of proteins using’f'mass spectfrometry”

Ve své disertadni dokiorské praci se Mgr. Voijtéch Franc zabyva glykoproteomickou
analyzou s vyuZitim hmotnostni spekirometrie MALDI-TOF/TOF a chromatografickou
separaci. Studie, kterou Mgr. Franc pfedloZil, se zabyvad bicanalytickymi pfistupy
v glykoproteomice, a to jak na Urovni instrumentaini bioanalytiky, tak 1 funkZni
glyko{protec)miky. Vechny tii pfedloZené prace obsahuji zajimavé fv?s}edky z obou téchio
poli vyzkumu, |

Prace mé 112 stran, sestdva se z 26 stran Uvodu jak do biologického vyzkumu
pomocl hmotnosini spekirometrie, glykoproteomiky, tak i pFisiusnych bioanalytickych
metod. Nasleduje Cast o 14 sirandch shrnyjici experimentalni v‘y’fsledky z piedioZenych
praci. Text je zpracovan na velmi dobré trovni, ahtorova anglittina vice nez adekvéatné
odpovida deklarovanému stupni B2.

Minoritnf vyhradou oponenta jsou drobné nepfesnosti, které se v textu objevily patrné
v posvatném zapalu pli popisu vyznamnosti autorovych vyzkumnych zajmd, napf. dalo by
se s uspéchem polemizovat o vziahu proteomiky a funkéni geﬁomiky, jak je viextu
uvedena {proteomika jako pod&ast f&nf genomiky}. Hmotnostni spe;ktrometrie je rozhodné
mocny nastroj, ale v Kithnerové studii (Kiihner et al. 2009) to byla spiSe tandemova afinitni
purifikace nez MS, co odhalilo proteinové interakce. K uvedenym typim glykosylaci
bychom pak mohli dodat jesté dals$i 1 (c-mannosylaci na uhiikuj C2 indolového kruhu
tryptofanu, fosfoglykosylaci & glukosylfosfatidylinositolovou kotvu). Sekvonem je také
obecnd zvana jakakoliv opakovatelna sekvence aminokyselin, na niz je vazan glykan, ne
jenom znama Asn-X-Set/Thr. Také iont {M — 2H]* miZeme jen t&%ko nazvat aduktovym. A
adukty s ionty alkalickych kovii se podie dnes jiz nedoporugovansho néazvoslovi nazyvaly
pseudomolekulové ionty, nikoliv kvazimolekulové ionty, to byly ioty typu {M+H]"

| s wie zmindnymi drobnostmi, kandidat svymi pracemi bezesporu prokazal
schopnost adekvatné fedit wzkumné probiémy, jak ukazuje fakt, Ze autor tyto vysledky
publikoval jake i prvoautorské d&ldnky ve vyznamnych aborovych Easopisech
{(Electrophoresis /3.261, Q1/, Joumal of Proteomics /4.088, Q1/). Prace tedy spinila
v8echny pfedpoklady pro dokiorskou disertadni praci (titul Ph-.D.j a proto ji doporubuii
k obhajobs. |

23. 5. 2014, vypracoval Jan Havli§




Otazky oponenta:

1. Optimalizoval jste metodu nana3en{ vzorku na vzorkovact destitku pro MALDI MS
analyzu sohledem na vzdjemné potlaovani ionizace, ktera u glykant miZe byt

vyznamna?

2. Méate néjakou pledstavu o moZnosti stanoveni poméru gi'ykosytované pozice /
neglykosylovand  pozice vramci jednoho  glykoproteinu za  pledpokladu
makroheterogenity?

3. Mate ze své vyzkumné praxe zkuSenosti se zakoncentrovanim glykoprotein( 'p?ed
hmotnosiné spektrometrickou analyzou pomoci lektinové afinitni chromatografie?

23. 5. 2014, vypracoval Jan Havli$




