V Praze 24. kvétna 2013

Oponentsky posudek k disertaéni praci Be. Pavly KruliSové '""Zavedeni ELISA metody na
magnetickych &asticich pro prikaz specifickych protilatek proti biomarkerum
Alzheimerovy choroby.

Diplomova prace byla vypracovdna na Katedre biologickych a biochemickych véd Fakulty chemicko-
echnologické Univerzity Pardubice pod vedenim Mgr. Barbory Jankovic¢ové. Konzultantka prace byla
doc. RNDR. Zuzana Bilkova, Ph.D.

Zadanim diplomové prace bylo vypracovat metodu imunoenzymatického stanoveni boimarkert
Alzheimerovy nemoci (AN) , konkrétné protilatek proti beta amyloidu(AB) s vyuzitim magnetickych
castic.

Diplomova prace mé kratky vod (1 str.). obsahlé teoretickée pojednani (31 str.) s charakterizaci AN a
rozborem biologickych markert, pouzivanych v jeji diagnostice. (se zaméfenim na Af a protein tau a
jeho fosforylovanych forem). V dal3i ¢asti jsou diskutovany metodické aspekty stanoveni téchto
biomarkert (pfedeviim imunoenzymatické metody). Déle jsou nastinény autoimunitni aspekty AN a
mozZnosti méfeni autoprotilatek a jejich pouziti v diagnostice AN.

Nasleduje jednostrankové konkretizace cilti diplomové prace a experimentalni ¢ast (44 str.)
Vysledky jsou diskutovany na 60 str. a zavéry shrnuty na 1 a pul strance.

Diplomova prace je doplnéna seznamem pouzitych zkratek a obsahuje 1438 literarnich nebo webovych
odkazl (jsou dodrzeny cita¢ni normy).

T&zistém prace je samoziejmé experimentélni ¢ast a hodnoceni vysledu. Pristup autorky k feseni
zadaného problému je tieba hodnotit jako velmi odpovédny a dikladny. Protoze A je draha chemikalie.
byla cela procedura piipravy imobilizovaného ligandu a optimalizace metody vyzkousena na modelovych
systémech s IgG a a-chymotrypsinem. Bylo tak otestovano nékolik dostupnych nosica a nékolik zpusobu
imobilizace. Parametry ziskané béhem optimalizace jsou v praci velmi dobfe dokumentovany. stejné jako
popisy pracovnich postupd. Velkd pozornost byla vénovana minimalizaci nespecifickych interaci. Na
zékladé vysledku téchto pilotnich experimenti bylo pfistoupeno k pfipravé zakotveného Af a nasledne
vypracovani metody kvantifikace protilatek proti A v séru pacientd s AD a kontrol.

Ackoliv teoreticka ¢ast zahrnuje informované nacrtnuti fady diskutovanych problémdu. autorka se
nevyhnula nékterym zjednodusenim nebo nejasnostem.

Pfi popisu AN je opomenuto. Ze se vyskytuje ve dvou formach: familidrni neboli ¢asné (s jasnou
hereditarni podstatou. s nastupem projevi pred cca 40. rokem Zivota: v cca 5% diagnostikovanych
piipadil) a tzv. sporadické formé. kterd se projevuje vétsinou po cca 65. roce Zivota a ma nejasnou
etiologii.

Je mi nejasna definice poly- a monovalentnich protilatek. jak ji pouziva autorka v kapitole "Polyvalence
protilatek". Podle mé predstavy jsou "polyvalentni” protilatky tvorené spektrem protilatek proti danému
antigenu. obsahujici imunoglobuliny s heterogennimi vazebnymi misty (proti riznym epitopum daného
antigenu). coZ je déno faktem, ze jsou produkty celé fady "klond" aktivovanych B-lymfocytu. Tojev
kontrastu s monoklonalnimi protilatkami. které jsou produktem jednoho "klonu" a jsou identické (a tudiz
monovalentni dle definice). "Monovalentni" protilatky jsou pak ty. které se vazi na identicke vazebné
misto. Samostatnymi otdzkami jsou samoztejmé specificita. afinita” nebo avidita protilatky. (Navic
nechci komplikovat jednoznaénost definice faktem. ze IgG obsahuje 2 (identicka) vazebna mista a [gM
jesté vice. Predstirejme. ze véta v této zavorce nebyla vyicena).



Jako nelogické mi piipadd. ze autorka zvolila vmezefit metodickou sekci 2.5 (Enzymova imunoanalyza)
mezi dvé ¢asti, vénované AN.

P¥i pomérné detailnim vy¢tu riznych forem ELISA metody postradam zminku o tzv. kompetitivni ELISe.
kdy o vazené misto zakotvené protilatky kompetuje analyt s oznacenym ligandem. Toto usporadani. které
bylo prejato z RIA metod sice neni piili§ rozsitené. ale Ize se s nim obcas také setkat.

K vysledkové ¢asti mam také nékolik pripominek.

Autorka uvadi. ze pro imobilizaci IgG a a-chymotrypsinu byly pouzity jedno i dvoukrokova imobilizace
EDAC a pro IgG poskytla lepsi vysledky dvoukrokové a pro o-chymotrypsinu dvoukrokova metoda.
Jednoduse tabulovana data data pro toto tvrzeni pro IgG jsem v3ak v praci nenasel a pro pro srovnani u o.-
chymotrypsinu je tieba porovnavat graf ¢. 2 s grafem ¢.11. Déle je zfejmy nepomeér mezi mnozstvim o-
chymotrypsinu imobilizovaného jednokrokovou metodou (graf ¢. 4: cca 18 pg/mg) a jednokrokovou s
nasledym PEG (graf €. 11: cca 37 pg/mg. Navic — u grafu ¢. 11 mi neni jasny pivod hodnot "mnozstvi
imobilizovaného o-chymotrypsinu" v levé poloviné grafu.

Zda se. Ze nebyla vyzkousena dvoukrokové imobilizace AP s naslednou imobilizaci PEGu. Je mozné. Ze i
tento postup by poskytl "dobry" konjugat?

Bylo by dobré porovnat vice parametri (pfedevsim detekéni limit (LOD: limit of detection). citlivost
(LOQ: limit of quantification) a pouzitelny dynamicky rozsah metod ELISA pouzitych na destickach a's
magnetickymi ¢asticemi. Jejich ¢iselné vyjadieni v praci postradam. Autorka méla k dispozici vhodné
reagencie u obou systému (ci-chymotrypsin a prislusnou protilatku i AB s pfislusnou protilatkou). Jsem
presvédcen, Ze tyto parametry je mozno ze ziskanych dat vypocitat.

Pro prolozeni zavislosti absorbance na koncentraci analytu neni linedrni zavislost nejvhodn€jsi (resp. je
(quasi)linearni pouze v omezeném rozsahu) (graf ¢.. 15. 16): odpovidajici zavislost je pravdépodobné
hyperbolickd. nebo pfi logaritmické transformaci koncentrace analytu tzv. 4-parametrova logisticka.

Zavérem lze konstatovat. ze navzdory témto nékolika pfipominkam dosahuje predkladana prace vysoké
kvality, podle mého nazoru prekracujici naroky kladené na diplomovou praci. Autorka prokazala
schopnost planovani vhodnych experimentu. zvladnuti pomérné naro¢nych laboratornich metod i
nasledného kritického zhodnocenti ziskanych vysledkd. Vychazi z poucené literarni analyzy problematiky
AN obecné a pouziti biochemickych metod pro jeji diagnostiku specialné. Je zcela ziejmé. Ze prace
vyzadovala vysoké pracovni nasazeni. Autorce se podafilo vyfesit fadu metodickych postupu. které
usnadnuji pouziti magnetickych &astic napiiklad pfi diagnostice zdvaznych patologickych stavi v
usporadani. které zlepsuje dosud pouzivané metody napf. v citlivosti. rychlosti. snadnosti provedeni a
dalgich parametrech. Dosazeni cilového stavu bude vyzadovat jesté dalsi usili. ale nabizi prislib dobrych
vysledki. Prace je psana hezkou ¢estinou. s minimem pieklepu. spliiujici parametry odborné literatury.

Prace splnuje piedpoklady potiebné pro predlozeni k obhajobé: doporucuji ji hodnotit znamkou
"vyborng".
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