Oponentsky posudek diplomové prace

Nazev diplomové prace: Vyvoj MELISA metody pro stanoveni autoprotilatek spojenych s
Alzheimerovou chorobou

Autor prace: Bc. Véra Vozandychova
Vedouci prace: Mgr. Marcela Slovakova, Ph.D.
Konzultant prace: Mgr. Pavla KruliSova

Oponent prace: Mgr. Barbora Jankovicova, Ph.D.

PredloZend diplomova prace se zabyva zavedenim metody ELISA na magnetickych
Casticich (MELISA) pro stanoveni protilatek proti amyloidu beta, ktery je vyznamnym
biomarkerem Alzheimerovy choroby. Optimalizovana byla predevsim pfiprava nosice
zahrnujici vybér vhodnych ¢astic a postup imobilizace ligandu s cilem zajistit maximalni
vazebnou kapacitu a minimalni nespecifickou sorpci. Vybrany nosi¢ byl nasledné pouZit pro
stanoveni specifickych protilatek v pacientskych sérech metodou MELISA a pro srovnani bylo
soucasné provedeno i stanoveni standardni ELISA metodou.

Diplomova prace ma priméreny rozsah (118 stran) a klasické ¢lenéni, zahrnuje kratky
uvod, konkretizaci cil( diplomové prace, nasleduje teoreticka ¢ast (34 stran), experimentalni
Cast (16 stran), vysledky jsou shrnuty a diskutovany na 24 strankach, a zavér pak na necelych
dvou. V prabéhu prace i v seznamu literatury (celkem 270 citaci) studentka spravné pouziva
a dodrZuje citacni normy.

Teoretickda cast se vénuje patofyziologii a charakteristice hlavnich biomarker
Alzheimerovy choroby, dale pak vyskytu autoprotilatek pfi tomto onemocnéni vietné
uvedeni metod jejich stanoveni. V experimentalni ¢asti jsou popsany pouZité metodické
postupy zahrnujici metody charakterizace a pfipravy nosi¢e, dale metody stanoveni
navazaného ligandu a nakonec postup ELISA metody jak standardni v mikrotitracni desticce
tak nové zavadéné na magnetickych cdsticich. Ziskané vysledky jsou doloZzeny formou
tabulek, graft a obrazkl ve vysledkové ¢asti popf. v pfiloze a jsou patficné diskutovany.

Prace je sepsana srozumitelné s pfiméfenym mnozZstvim stylistickych neobratnosti a
preklept. Po formalni strance spliiuje poZadavky na ni kladené a Ize také konstatovat, Ze bylo
dosazeno zadanych cili diplomové prace.

K predloZzené praci mam par drobnych pfipominek:

e V praci je uveden zvlast seznam pouZité literatury a seznam internetovych zdrojd,
ktery Ciselné navazuje ale poradim neodpovida umisténim v textu, takze napf. hned
na prvni strance teoretické ¢asti (str. 12) je po citacich 8 a 9 uvedena citace 249, coz
miuZe plsobit zmatecné. V Cislovani je navic zfejmé chyba, kdy v seznamu chybi citace
266 a naopak je dvakrat uvedena citace pod poradovym cislem 270.



V ramci &lenéni kapitol v experimentalni Casti jsou veSkeré postupy zarfazeny pod
kapitolu ,3.2 Charakterizace a pfiprava magnetického nosice”, minimalné postupy
ELISA metod, by v3ak bylo vhodnéjsi vyclenit zvlast.

V experimentalni Casti je par nepresnosti: v tabulce 3 a 4 na str. 55 pfi uvedené
koncentraci zasobnich roztokG proteinG 1 mg/ml by ve zkumavkach 1 méla byt
koncentrace 100 pg/ml a ne uvedenych 200 pg/ml; na str. 56 u elektroforézy chybi
sloZzeni vzorkového pufru popf. uvedeni, zda se jedna o komercni produkt, v postupu
pfipravy gelu je pak zaménén roztok D za C, kterym je persiran amonny davkovany
jako posledni.

U graf(i 5, 6 a 7 je pod zkratkou KO uvedeno sérum kontrolniho pacienta, zfejmé se
jedna o nepresné oznaceni kontrolniho séra zdravého jedince.

Doplriujici otazky pro studentku jsou nasledujici:

1)

Pro stanoveni mnozstvi AR peptidu navazaného na Castice je v praci pouzivana Tricin-
SDS-PAGE elektroforéza, nejedna se ale o standardni postup ale modifikovany
postup s pfidavkem mocoviny, coz by mohlo byt pro uplnost zminéno v nazvu
metody. Mohla by jste vysvétlit, proc¢ je vtomto pfipadé mocovina pridavana?

P¥i srovnavani nosi¢d s rizné orientovanym AP peptidem (Obrazek 22, str. 77) je
potfeba uvazit také specifitu stanovovanych protilatek. Je-li peptid vazany pres
raménko, kdy je stéricky pfistupny N-konec peptidu spolecny pro v3echny zakladni
isoformy AR peptidu, lze predpokladat, Ze se budou vazat protilatky proti viem témto
isoformam. Zatimco v pfipadé vazby AP peptidu bez raménka, kdy se predpoklada
stéricka pristupnost C-konce peptidu specifického pro isoformu AB (1-42), bude na
nosi¢ vyvazana pouze urcita frakce anti-AR protilatek pravé se specifitou k isoformé
AB (1-42). Na str. 80 je tak uvedeno nepresné tvrzeni, Ze vazebné misto pro anti-AB
(1-42) protilatky se nachazi u N-konce AB (1-42) peptidu. Narazila jste v literatufe na
prace zabyvajici se klinickym vyznamem nebo stanovenim protilatek pfimo proti
jednotlivym isoformam AR peptidu pfip. jak zde byla fe3ena orientace antigenu?

Zavérem lze konstatovat, Ze navzdory pfipominkam, prace dosahuje dostatec¢né kvality a
spliuje pfedpoklady potfebné pro doporuceni k obhajobé& a sohledem k uvedenym
skuteénostem praci hodnotim znamkou velmi dobre.
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