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Oponentsky posudek

Predkladand disertacni prace Mgr. Michala Rosulka s ndzvem ,Preparation and characte-
rization of functionalized surfaces for desorption-ionization mass spectrometry” vychazi z 5
publikaci v kvalitnich recenzovanych védeckych ¢asopisech; u jednoho z ¢lanka je predkladatel
prvnim autorem, u jednoho sdilenym prvnim autorem. Jednd se o zkrdcenou formu prace,
ktera sestava z podrobnéjsiho, obecného Uvodu a souhrnného komentare k pfilozenym publi-
kacim. Ty by se daly zahrnout do dvou souvisejicich tematickych celkd.

Prvnim je ptiprava ter¢ikQ pro hmotnostni spektrometrii s MALDI ionizaci, na jejichZz po-
vrch jsou za atmosférického tlaku nanaseny proteolytické enzymy pomoci elektrospreje. Sté-
peni proteinl prfed hmotnostné-spektrometrickou analyzou tak probiha pfimo na terciku, a
nalézd uplatnéni pfi experimentech s ¢aste¢nou proteolyzou. Této problematice se vénuji 2
z predkladanych publikaci. Kandidat navic v samostatné kapitole prace uvadi nepublikované
vysledky testovani funkcionalizovanych tercik( k ur¢ovani struktury proteinli pomoci vodik-
deuteriové vymény. Kandidat zjistil, Ze pro tyto typy experimentl Ize terciky rovnéz pouzit,
nicméné i po dikladné optimalizaci mély dosazené vysledky nizsi prostorové rozliseni, nez je
tomu v pfipadé zavedeného postupu v LCMS usporadani.

Druhy tematickym zamérenim prace je vyhodnocovani hmotnostné-spektrometrickych
dat s vysokym rozlisSenim pochazejicich z rdznych typl experimentl pouzivanych pfi uréovani
prostorové struktury protein( a jejich interakci. Jeden z predkladanych ¢lankd se pfimo vénuje
uspésnému vyvoji softwarového nastroje, v dalSich dvou publikacich predkladatel takovyto
nastroj prakticky vyuziva pfi urovani struktury a interakce receptoru Nkrplb a uréovani viivu
chemického sitovani na strukturu karbonické anhydrazy .

Prace je sepsana v anglickém jazyce a kvalitativné sestava ze dvou diametralné odlisSnych
casti. Obecny Uvod v rozsahu 16 stran vycerpavajicim zplsobem shrnuje soucasné pristupy
urcovani rliznych Urovni proteinové struktury. Je prehledné strukturovany, srozumitelné for-
mulovany, a gramaticky ani odborné k nému nemam vyhrady.

Naopak ke Kapitole 4 ,Vysledky a diskuze” mam hned nékolik pfipominek. Jsou v ni ne-
vhodné pouzivany anglické vyrazy a souslovi, které byly pravdépodobné plvodné zamysleny
jinak, a stavba vét ne vidy odpovida anglické gramatice, coZ oboji znesnadnuje pochopeni
textu. V fadé pripadl jsem si vyznam textu spiSe domyslel nebo si jej ovéroval v priloZzenych
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publikacich. Zejména v pfipadé kap. 4.2 shrnujici nepublikované vysledky se domnivam, zZe je
to Skoda.

Co se tykd obsahové stranky, tak kapitola obsahuje podrobné popisy postupl (napt. 2. a
3. odstavec na str. 33), které by se spiSe hodily do kapitoly ,Metody” nebo bylo mozné je
vynechat. Na uSetfeném misté by pak bylo mozné vysledky Iépe zasadit do kontextu (napf.
zda vysledky na Obr. 10 a 11 odpovidaji predpokladu; jak Ize srovnat vyvinuty software s do té
doby vyuzivanymi alternativami co do vypocetni ndroénosti, poctu identifikaci ¢i jinych cha-
rakteristik; co za dalSi signaly |Ize oCekavat ve spektrech, kdyZ na Obr. 6 neodpovidaji majoritni
signaly peptidim Stépeného proteinu) nebo vysledky vice konkretizovat namisto neurcitych
vyjadreni jako ,the sequence coverage was improved as expected” (str. 34), ,an observed
deuterium back exchange exceeded our expectations” (str. 35), ,,our surfaces were proved
efficient enough” (str. 37). Na rozdil od pfiloZzenych publikaci, které timto neduhem netrpi,
musim bohuzZel také konstatovat, Zze popisované vysledky jsou jen malo uvadény do SirSiho
kontextu s védeckou literaturou, o ¢emz mimo jiné svédci, Ze na 21 strandch kapitoly je pouze
10 citaci, z nichZ dvé jsou na publikace v této praci obhajované.

Po formalni strdnce povazuji praci za zdafilou, jen bych doporucil umistit Obr. 13 az za
odstavec, ve kterém na néj je odkaz, a u Obr. 14 v popisku zdUraznil, Ze se jedna o graficky
vystup z jiného neZ vyvijeného software, o némz je fe¢ v doprovodném textu. Na zakladé se-
znameni se s protokolem antiplagiatorské aplikace , TURNITIN” také mohu potvrdit, Ze pred-
loZenad prace je prace originalni.

K praci mam nékolik otazek ¢i podnétl k diskuzi:

1) U experimentu s vodik-deuteriovou vyménou s ndslednym Stépenim proteinu na funkcio-
nalizovaném ¢ipu u Obr. 9 uvadite, Ze vysledky 5minutového stépeni jsou oproti 2minutovému
velmi neuspokojivé. Co byste jesté povazoval za uspokojivé? Jaké je na Obr. 9 procento deu-
terace po 2 a 5 minutdch, a jak vypadd srovnani s experimentem v LCMS usporadani (obdobné
jako u Obr. 10 a 11), pokud mate tyto vysledky k dispozici?

2) Co presné myslite harmonizacnim procesem na str. 39 u ¢astecné proteolyzy na MALDI
Cipu? Porovnavali jste pro jednotlivé proteasy napf. jejich aktivitu na Cipu v porovnanim s je-
jich aktivitou v roztoku, ktery byl na Cip aplikovan (po prepoctu na stejné mnozstvi enzymu)?
Jak se liSi aktivita mezi jednotlivymi pozicemi Cipu? Jak rychle klesa aktivita enzymi
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sprejovanych na tercik, a po jak dlouhé dobé od funkcionalizace je mozné tercik jesté spoleh-
livé pouZzit?

3) Zohlednuje vdmi zavedeny parametr ,Relative Amino Acid Cleavage Incidence” (RCl) rdznou
ionizovatelnost peptidd s odliSnou aminokyselinovou sekvenci? Je moZzné jej na jeho zakladé
odhadnout, do jaké miry jsou jednotliva Stépna mista za danych podminek stinéna ¢i nepfi-
stupna, nebo Ize na jeho zakladé pouze urdit, Ze v dané oblasti proteinu doslo ke zméné oproti
referenci?

4) Radové jaké jsou vase ndklady na vyrobu funkcionalizovaného €ipu s réiznymi enzymy?

5) Kolik ¢asu odhadem zabral vyvoj vyhodnocovaciho software, a kolik ¢asu byste si usetfil,
pokud byste zacinal s jeho vyvojem znovu se soucasnymi zkuSenostmi?

Zavérem konstatuji, Ze vyzkum poskytl velké mnozZstvi originalnich vysledk( a byl spinény
hlavni cile disertacni prace, a to jak priprava povrchi funkcionalizovanych proteolytickymi en-
zymy, umoznujicich Stépeni proteind a naslednou analyzu peptidd pomoci MALDI hmotnostni
spektrometrie in situ, tak vyvoj softwaru usnadiujici interpretaci hmotnostné-spektrometric-
kych dat pochazejicich z principidlné odlisnych typu experiment(. Autor nepochybné prokazal
schopnost planovat a samostatné provadét laboratorni experimenty, véetné jejich vyhodno-
ceni a kritického uvedeni do kontextu s odbornou literaturou, ¢imz splnil pfedpoklady pro vy-
pracovani védeckého spisu. | pres uvedené pripominky k vlastnimu textu disertacni prace ji
doporucuji k obhajobé pred odbornou komisi, a po Uspésném obhdjeni udéleni titulu Ph.D.
kandidatovi.

V Praze dne 7. bfezna 2025.

RNDr. Tomas Je€men, Ph.D.
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