V Praze 21. kvétna 2014

Oponentsky posudek k diplomové praci Be. Jitky Ka$parové ""Zavedeni blotovacich
technik pro detekci biomarkeri Alzheimerovy choroby".

Diplomové prace byla vypracovana na Katedte biologickych a biochemickych véd Fakulty chemicko-
technologické Univerzity Pardubice (studijni odbor: Analyza biologickych materidlii) pod vedenim Mgr.
Barbory Jankovitové, Ph.D. Konzultantka préce byla doc. RNDr. Zuzana Bilkova, Ph.D.

Zadanim diplomové préce (DP) bylo vybrat vhodné protilatky a optimalizovat parametry imunodetekce
biomarker(i Alzheimerovy nemoci (AN) metodikami dot-blot a western-blot.

DP ma avod (40 str.) ¢lenény do Fady podkapitol, za¢inajici charakterizaci neurodegenerativnich
onemocnéni (s hlavni pozornosti vénovanou AN) a popisem neuropatogeneze AN s diirazem na poruchy
homeostazy (pfi syntéze i odbouravéani) amyloidu B (ApB) a proteinu tau (t). Nasleduje piehled
biomarkerd, pouzivanych pro diagnozu AN. V zavéru Givodu jsou popsany techniky detekce a
kvantifikace biomarker(.

Konkretizace cild DP je nastingna na 1 a 1/2 str.; experimentalni ¢ast (15 str.) obsahuje podrobny popis
pouZitého laboratorniho vybaveni, chemikalii a reagencii, technik a postupi.

Vysledkova ¢€ast spolu s diskuzi tvofi nejobsahlejsi ¢ast DP (52 str.); zavéry jsou shrnuty na 2 a 1/2 str.

DP je doplnéna seznamem pouzitych zkratek a obsahuje 120 literarnich nebo webovych odkazi
(adekvatni mnoZstvi; fada odkazii recentnich (r. 2013 i 2014); jsou dodrZeny citaéni normy). Soud4sti
prace je docela vysoké mnozstvi tabulek, obrazki a grafii (55). Pokud jde o prevzaté ilustrace, jsou vzdy
uvedeny pfisluiné zdroje.

Struktura, rozsah i naplii DP dodrzuji zavedeny Gsus a odpovidaji standardiim a narokiim, kladenym na
tento typ publikace.

Prace je dobfe planovana, petlivé provedend, jasné dokumentovana a vysledky jsou adekvatng
diskutovany. Teoreticka ¢ast je podlozena studiem recentni literatury, i kdyz v pasazich, tykajicich se
predevsim medicinské problematiky je znat, Ze toto neni primérnim zamé¥enim autor&ina studia. Proti
pravopisu DP nemdm negativni pfipominky — v&iml jsem si snad jednoho nebo dvou preklepi; stylisticky
se vSak autorka nevyhnula nékterym nespravnym formulacim nebo nejasnostem (pkiklad uvedeny nize);
nejednd se vsak o zasadni chyby. Stanovené cile zadani byly praci splnény. Vysledky diplomantky
umozni vybér nejvhodnéjsich protilatek pro citlivou a specifickou detekci biomarkert, vhodnych pro
diagnostiku AD (jedn4 se predevsim o AP, a T) a optimalizaci technik dot-blot a western-blot po 2D-
elektroforéze. Na tyto poznatky bude mozné navézat pri dalsi aplikaci takto zavedenych metodik napt. pfi
podrobngjich analyzach realnych vzorkil pacientii s neurodegenerativnimi onemocnénimi.

Moje ptipominky a otazky:

Na str. 50, ¢ést 1.5.4, 3.odstavec, m4 oprava interpretace: nativni elektroforéza mize probihat i v
pritomnosti detergentu (detergent oviem musi byt "non-ionic"). Z vyznéni dalsi véty vyplyva, Ze urea a
DTT jsou detergenty (coz samoziejmé nejsou). Mimochodem, pro vyraz "urea" bych pouZil hezky ¢esky
nazev "mocovina". V dal$im odstavci na str. 50 je diskutovana atypicka pohyblivost variant Ap v SDS-
PAGE s mocovinou se zavérem diplomantky, Ze "pficinou miize byt rozdil v kvartetni strukture isoforem
AB". O kvarteni struktufe bilkovin mluvime u molekul, slozenych z nékolika podjednotek — coz neni
pfipad AB. V uvéadéné citaci (Klafki et al., 1996) autofi spekuluji o rozdilech v tercidlni strukture.
Vysveétleni atypické pohyblivosti variant je pomérné vérohodné uvedeno v citovaném odkazu Kawooya et



etal. (2003) poukazem na jejich rozdilnou hydrofobicitu a tim i nestejné mnozstvi navazanvch molekul
SDS.

Jak si vysvetlujete. Ze detekce T je citlivéjsi pii barveni DAB. kdezto detekce AP je citlivéjsi pii barven
4CN (primarni protilatky jsou vsechny misi [gG: sekundarni identické)?

Muj zaver:

Prace splnuje pfedpoklady potiebné pro predlozeni k obhajobé: doporucuji ji hodnotit znamkou
"vvborneé".
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