Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Kristyny Pimkové

Disertatni  prace Mgr. Kristyny Pimkové ,Proteomicka analyza vybranych
onkohematologickych onemocnéni“ byla vypracovdna v Ustavu hematologie a krevni transfuze
v Praze. Skolitelem byl Prof, Ing. Jan E. Dyr, DrSc.

Jedna se o disertalni préci zaloZenou z v&t¥l &isti na dosud nezvefejn&nych vysledcich
v kombinaci s daty jiz publikovanymi, Autorka se opird (riiznou mérou) o tii pivodni prace (jedna je
typu ,letter to editor) v mezindrodnich &asopisech (IF 1,7-4,5).

V tvodu prace poddvad Mgr. Kristyna Pimkova v dostatedném rozsahu obecné informace o
oxidativnim stresu a jim zplisobenych modifikacich bilkovin a také o tom, co je to myelodysplasticky
syndrom, Dal¥ &dsti tvodu jsou vé&novény interakcim protein-protein a metoddm stanoven{
oxida¢niho statusu a poSkozeni. (Text je bohuZel misty nespojity a &tendii zistava zhadou, pro& po
obecném textu o interakcich protein-protein nasleduje bez jakéhokoliv vysvétleni text o VEGF a jeho
receptoru.) Nésledng jsou autorkou postulovény 2 pracovni hypotézy a vytyéeny cile prace. Prvnim
cilem bylo stanovit parametry oxida&niho stresu u MDS a korelovat je s 1é8bou a hladinami Zeleza a
feritinu. Druhym cilem bylo charakterizovat PTM proteint u pacienti s MDS a popsat plazmatické
proteiny ﬁéastﬁici se patofyziologickych procesti i MDS (pomoci metody SPR).

Po dostateéné detailnfm popisu metod se autorka vénuje vlastnim vysledkim price. Byly
stanoveny hladiny litek vypovidajicfch o oxidaénim stavu organismu nebo jeho oxidativnim
poskozenim u pacientli s MDS (stanoveny aminothioly, MDA, aktivita GGT...). Byly nalezeny
nékteré vyznamné zmény mezi pacienty a zdravymi kontrolami. Ziskané hodnoty byly korelovany
naptiklad s hladinami feritinu a sérového Zeleza (coby hodnot odraZejicich systemické hladiny Zeleza
- Klasického zdroje oxidativniho poskozenf). Byla nalezena korelace mezi hladinami %eleza a MDA a
feritinu a MDA. Zajimavé je rovnéZ zji§téni sniZené hladiny dusitanfi v plazmé pacientii s MDS.
Srovnani mezi pacienty a zdravymi jedinci zde provadéna viak mohou byt zati¥ena odlidnym v&kem
zdravych a nemocnych jedinci — u porovndvanych skupin se vék jedinct podle viech indicii zna&ng
liil (uveden je bohuzel jen rozptyl v&ku, nikoliv primgr nebo medidn). Tuto skutednost autorka
v diskuzi pfizndvd a zvaZuje. Dalsf potencidlni komplikaci vyhodnoceni naméfenych dat je maly
podet jedinctl ve skupinich (po rozdélenf dle WHO klasifikace MDS). Ve skupinach 3 a 4 bylo pouze
9 pacienti. Jak statisticky robustn{ jsou data ziskana na zaklad® tak malé skupiny pacienti?

Dalsf ¢ést vysledkl patii analyze oxidativnich PTM bilkovin (karbonylaci a S-nitrosylaci)
v krevni plazmé. Byla stanovena celkov4 karbonylace proteint plazmy (s pomoci DNPH), dle autorky
byla 0 20% vy3¥i neZ u zdravych dércti (vlastni numerické hodnoty viak v praci chybi, neni jasné jak
byli pacienti vybrani, zdali se jednalo o smésny vzorek &i nikoliv.

Ddle byla vyvinuta snaha o identifikaci individudlnich karbonylovanych proteinti na zéklads
korelace WB s migraci na SDS-PAGE. Bylo identifikovano n&kolik proteini migrujicich se stejnou

relativni rychlosti migrace (tedy s podobnou MW), z nichZ n&které mohou byt karbonylovany. Pokud




viak nelze pimo prokazat karbonylaci danych proteinli je interpretace jejich nalezu &isté
spekulativnd.

Posledni &4st vysledkové sekece se tykd studia interakei protein-protein pomoci metody SPR.
Nejprve byla vyvinuta metoda pro detekei VEGEF receptoru skrze jeho interakcei s imobilizovanym
VEGEF-A. Tuto sekci osobng pokladdm za nejcenn&jé{ &ast predkladané prace. Nésledné byly na
zaklads literatury (literatura ani algoritmus vybéru zde nejsou specifikovény) vybrany 4 kandidétni
proteiny jejich? koncentrace je v plazmé zvySena u pacientti s MDS a rovnéZ jejich 4 interakéni
partneii. Tyto proteiny byly zakotveny na &ip a byla studovéna jejich interakce s proteiny plazmy
n&kolika pacientll a zdravych jedinch. Na zdklade SPR odezvy byly vybrany nékteré z komplexii pro
izolaci a identifikaci pomoci MS. Na zaklad® bioinformatické analyzy interakei byly postulovany
hypotézy pro budouci vyzkum.

Price demonstruje znaéné mnoZstvi experimentalni price a ziskanych dat, kterd jsou
viak zatifena nékterymi vySe uvedenymi nedostatky v experimentdlnim designu (viz vy3e).
V literarnim zpracovani price lze nalézt drobné nepfesnosti a mista, kterd bylo moZné peclivéji
a lépe podat. Lze vSak konstatovat Ze Mgr. Kristyna Pimkova prokizala schopnost osvojit si
moderni metody biologického studia a s jejich pomoci samostatné védecky pracovat.

Doporuéuji proto prijeti pFedklidané price k obhajobé a po jejim tispé&iném obhdjeni

souhlasim s udélenim titulu Ph, D.

R4d bych viak Mgr. Kris¢yné Pimkové poloZil nékolik doplhiujicich otazek:

1. Pro¥ byla pro ugely stanoveni celkové karbonylace proteindi plazmy pouZita plazma
depletovana, kdy? v takové situaci nehleddme minoritni proteiny a deplece je navic finanéné
naroénd a navic je potencidlng zdrojem artefakti?

2. Jak vysvétlite identifikaci alfa-1-makroglobulinu mezi ,potencidné karbonylovanymi*“
proteiny (tab 11), kdy¥ pouZity vzorek pochézel z plazmy imunodepletované pomoci Mars
Hu-14 (zahrnyjici depleci alfa-1-makroglobulinu)

3. Jak relevantnf je existence proteinovych komplexf vzniklych za pokojové teploty (podminky

méfeni SPR) vzhledem ke skuteénym fyziologickym podminkam ?
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