Oponentsky posudek diplomové préice

Téma diplomové priace: Tau protein — analytické a obohacovaci techniky pro detekei
markeru Alzheimerovy choroby

Autor: Be. Hana Magatova
Oponent: PharmDr. Jana Klimentova, PhD.
Cile prace

Cilem diplomové prace bylo zavedeni metod izolace, obohaceni a nasledné analyzy
fosfopeptidd, jejichZ dal3i vyuziti spo&ivé v analyze struktury fosforylovaného proteinu Tau —
vyznamného markeru Alzheimerovy choroby. K jeho dosazeni mély byt provedeny
nasledujici kroky: 1) optimalizace podminek obohacovacich technik pro izolaci
fosforylovanych proteind, 2) derivatizace peptidii pro de novo sekvenovéni, 3) optimalizace
sloZeni matrice pro MS analyzu a 4) sekvenovani de novo za pouZiti exopeptidaz.

Struktura (¢lenéni) prace

Préce je €lengna obvyklym zplisobem. V teoretické &asti je shrnut vyznam posttranslagnich
modifikaci proteinil se zamé&Fenim na fosforylace, jsou zde vyjmenovény zékladni metodiky
pro obohacovani fosfopeptidii a popsény techniky hmotnostni spektrometrie v proteomice.
Posledni &dst je vénovéna Tau proteinu a molekularng-patologickym aspektiim Alzheimerovy
choroby. Experimentalni &4st zahmuje postupy jednotlivych pokusi. Vysledky a diskuze jsou
s vyhodou spojeny do spoletné kapitoly. Jsou zde shmuty vysledky jednotlivych experimenti
uvedenych v predchozi ¢asti. Z vysledkd je patrné, Ze prace zahrnovala velké mno¥stvi
provedenych pokusti a od autorky si vyzadala zvladnuti $iroké skaly riiznych metodik, které
vychdzeji nejen z literatury ale jsou zde zoptimalizovany. Postup prace a dosazené vysledky
Jsou dokumentovény fadou obrézkd hmotnostnich spekter. V zévéru pak autorka komentuje
dosazeni dilEich cil prace. Podafilo se Gsp&&né optimalizovat metodu pro separaci a
obohaceni fosfopeptidii modelovych standartnich proteinii pomoci kombinace IMAC a TiO,.
Bylo vybrdno nejvhodnéjsi slozeni matrice pro analyzu ziskanych fosfopeptidi pomoci
MALDI-MS. Usp&sn& byla provedena také derivatizace peptidii a nasledné de novo
sekvenovani pomoci MALDI-TOF/TOF. Vhodnost pouZiti exopeptidaz pro nalezeni
fosforylované aminokyseliny v sekvenci se nepotvrdilo, Jjak je v textu dobie dokumentoviano.

Pfipominky oponenta

Vysokou troveti pfedlozenych vysledkii pongkud snizuje formalni stranka diplomové prace.
Text je psdn bohuzel v n&kterych p¥ipadech dost nesrozumitelné, coZ se projevuje velmi dasto
napiiklad chyb&jicimi slovesy ve v&tach nebo prehozenym slovosledem a vyZaduje od ¢tenafe
velkou miru tolerance. V teoretické &4sti se Easto vyskytuji informace vytrzené z kontextu,



nesouvisejici s pfedchozim textem a podané velmi nepfesné nebo zmatené. Z mnoha dalsich
formélnich nepfesnosti uvadim napiiklad:
¢ Str. 16:,,0-glykosylace probihd na amidové vazb& Asn...“, nasleduje citace, kterd neni
uvedena v piehledu literatury,
e Str. 19: $patny vzorec 3-fosfohistidinu,
¢ Str. 27 nahofe: misto ,,oxidy* kovii by v celém odstavei mély byt uvedeny ,,ionty*,
oxidim je vénovana dalsi kapitola,
e Str. 32, popisek obrazku: HILIC je popsan jako hydrofilni interak&ni chromatografie,
spravné ma byt hydrofobni,
e Str. 41: v textu je odkaz na nesouvisejici obrazek &. 7,
e Str. 44: ,,...v gliovych burikdch napf. v oligodendrocytech jako jsou
oligodendrocyty...“
a mnoho dalsich.
Pi zavadéni zkratek by autorka méla volit peclivéjsi piistup. Velmi Easté jsou zkratky, které
nejsou vysvétleny ani v textu ani v pfehledu zkratek (napf. PTEN, PHF a dalgi), nékteré
zkratky jsou naopak zavedeny zbytedn& (napf. na str. 54, jsou pouzity v celé praci pouze
Jednou), vyjimkou neni také vysvétleni zkratky zkratkou (str. 53, AB1-42). U zkratek
vychdzejicich z anglickych pojmid by mély byt tyto také uvedeny. P¥i uvadéni komer&nich
nazvi by mél byt vzdy uveden vyrobee (napf. ProQ-Diamond a GelCode na str. 25, nebo
nazvy konkrétnich hmotnostnich spektrometri na str. 37).
V experimentalni asti je text psan strukturovang ve formé protokold, nicméné i zde nalézdm
spoustu nepfesnosti. Navody k jednotlivym metodikdm jsou &asto psény zmatené&, napf. na str.
62-63 (dvakrat za sebou zminéno pfidéni trypsinu, pokazdé v jiném mnoZstv{), nebo na str. 69
(cely postup je velmi nesrozumitelny, n&které kroky se zdaji byt pfehozené a v kombinaci
s nedefinovanymi zkratkami MO a MU je takto popsany postup jen velmi t&Zko
zopakovatelny). Na nékterych mistech se autorka odkazuje na neexistujici kapitoly, napf. na
str. 66 (protokol 5.2.4). Chybi zde informace o analyzovanych vzorcich, neni jasné, zda se
jedna o standartni proteiny, jejich smési ¢i tkafiové izolaty, prvni zminka je teprve v &asti
vénované vysledkiim. Déle chybi kapitolka vénovana alespofi zakladnim parametriim
nastaveni pouZzitych hmotnostnich spektrometrt.
Ve vysledkové Casti na str. 73 mi chybi informace, jaké vzorky byly vlastné nanaSeny na gel,
jednalo se o smés o a B-kaseinu, nebo byl nanasen kazdy zv1a3t, zdiivodnéni, pro¢ je na gel
nanesen i BSA, na obrazku gelu by mély byt oznageny prouzky, které byly vyfezany a se
kterymi bylo dale pracovano. Na str. 77 je uvedena tabulka nékolika pouzitych matric,
nicméné v experimentélni ¢asti byla popsana pouze DHB. Na str. 82 autorka doslovné pise:
»Odkazuji se na ¢lanek, kde demonstruji...* ale citace zde chybi. Na str. 91 je odstavec,
kterému nejspie chybi nadpis. Na str. 98 chybi citace k pouzité programové aplikaci.
Synteticky peptid pouZity pro de novo sekvenovéni za uidasti exopeptiddz autorka ndkdy
v textu oznacuje za fosfopeptid. Byl opravdu fosforylovany nebo obsahuje pouze potenciélni
mista fosforylace?
Samostatnou kapitolou je pak prace s obrazky. Popisky u obrazki spekter jsou nékdy
nedostaCujici (napf. na str. 88, obr. 37 — chybi popis, co pfedstavuji jednotlivé spektra A, B,



C; na str. 99, obr. 48. — neni komentovan v textu a jeho popisek je sam o sobé& nejasny;

str. 107: obr. 54 ma stejny popisek jako obr. 53.). Obecné u pfedloZenych obrazki
hmotnostnich spekter neni mozné porovnat intenzitu pikéi mezi jednotlivymi spektry, protoze
intenzita je zde znazornéna jako relativni hodnota a vzdy nejvy3si pik ma intenzitu 100 %.
Tam, kde je porovnévéna kvalita jednotlivych spekter, by méla byt vidy uvedena hodnota
normalizované intenzity nebo néjaky ekvivalentni udaj odpovidajici intenzité signalu. Toto je
uvedeno pouze asi na dvou pfedlozenych spektrech v celé praci.

Otizky do diskuze
1. Pro obohaceni fosfopeptidil pomoci metody IMAC a TiO, autorka pouziva vsadkové
uspofadani. Jak4 jina uspofadani je moZné pouZit?
2. Jakym zpiisobem byla hodnocena kvalita ziskanych hmotnostnich spekter?

Zavéretné hodnoceni

Autorka Usp€Sné€ optimalizovala metodu izolace a obohaceni fosfopeptidi a jejich naslednou
analyzu pomoci MALDI-MS. Cile prace byly splnény, pozitivni i negativni vysledky byly
dobie okomentovany. Experimentalni Girovefi prace je vysoka, rozsah provedenych
experimentt a pfedloZenych vysledkii je velky a proto ji navrhuji pfijmout k obhajobg.
Nicméné horsi formalni Groveri sniZzuje jeji kvalitu. Z tohoto diivodu ji hodnotim
klasifikaénim stupném velmi dob¥e.
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