Oponentsky posudek na dizertacni praci Mgr. Michaely
Krestové ,Tau protein a jeho varianty v diagnostice
Alzheimerovy nemoci”.

Dizertatni prace Mgr. Michaely Krestové se zabyva vysoce relevantni,
intenzivné studovanou avsak stale malo objasnénou problematikou metabolismu
sektretovaného tau proteinu a tau autoprotilatek v patogenezi Alzheimerovy nemoci
(AN). Prace si klade dva zakladni cile: 1) charakterizovat reaktivitu
autoprotilatek proti riiznym formam proteinu tau v zavislosti na stadiu AN a
2) charakterizovat pritomnost a hladiny riznych forem proteinu tau v séru a
mozkomisnim moku jakozto moznych biomarkerd AN. Pavodni hypotéza
predpokladala zvySeni hladiny tau oligomert a autoprotilatek u pacientt s AN.

Prace vznikala v Narodnim ustavu dusevniho zdravi v oddéleni Experimentaln{
neurobiologie pod vedenim RNDr. Jana Ri¢ného a s odbornym $kolitelem doc. MUDr.
Alesem BartoSem, Ph.D. Toto oddéleni se dlouhodobé v zaméfuje na vyzkum novych
biomarkerd AN v télnich tekutinach - predevsim cerebrospinadlnim moku a séru.
Kandidatka tak méla idealni prostiedi pro dosazeni svych vytéenych cila.

Béhem studia byla Mgr. Krestova ispésna v publika¢ni ¢innosti - publikovala 4
publikace v impaktovanych ¢asopisech vztahujici se k tématu dizertaéni prace
z toho 3 jako prvni autor a 2 prace v neimpaktovanych ¢asopisech.

Co se tyka formalni stranky, dizerta¢ni prace je psana v angli¢tiné a je klasicky
Clenéna na abstrakt (Cesky a anglicky), obsah, zkratky, Gvod (11 stranek), cile,
material a metody (12 stranek), vysledky (29 stranek), diskuzi (10 stranek),
reference (19 stranek) a seznam publikaci. Rozsah prace je priméreny,
odpovidajici charakteru dizerta¢ni prace a vyznamu jednotlivych ¢asti.

Prace je relativné dobfe napsdana, mam jen nékolik vyhrad. Pfedev$im si
myslim, Ze Gvodu, jinak dobfe napsanému a logicky strukturovanému, by prospéla
graficka Cast - pritomnost tau variant a jejich specifickych modifikaci, obzvlasté
téch, které jsou zmirfiovany dale v textu, si pfimo Fika o grafické zpracovani, které by
jisté usnadnilo pochopeni problematiky i $ir§imu spektru ¢tenaiQ. Zaroven nékteré
aspekty tau metabolismu, které jsou nasledné rozvadény v sekci vysledki (napf.
problematika tau-Amyloid  komplexi), nejsou v ivodu pfedstaveny. Cile prace jsou
jasné formulovany a logicky na sebe navazuji. Materidl a metody jsou detailné

zpracovany, ocefuji spravnou volbu parametrickych a neparametrickych testd



s ohledem na normalitu namérenych dat. Vysledky a diskuze jsou dobte zpracovany,
ocenil bych v$ak pritomnost dil¢ich zavérd a shrnuti vjednotlivych kapitolach
vysledkové sekce. Ty jsou sice pritomny v diskusi, coz je formalné spravné, avSak
absence dil¢ich shrnuti a zavérd snizuje Ctivost vysledkové ¢asti. Zavéry strizlivé
zhodnocuji ziskané vysledky a reflektuji komplexnost problematiky tau
metabolismu. Pres drobné vyhrady povaZuji praci po formalni strance za
zdarilou a dobre napsanou.

Po technické strance Mgr. Krestova zvladla vyznamné mnozstvi biochemickych
¢i molekularné biologickych metod jako ptipravu polyklonalnich protilatek, izolaci
tau-reaktivnich autoprotilatek, syntézu a purifikaci rdznych forem proteinu tau,
ELISA assay, imunoblot a dalsi. | kdyz se jedna spiSe o klasické metody, jejich
Uspésné pouziti pro detekci velmi malych mnozstvi proteinu tau v CSF neni rutinni
zalezitosti a je nutné jej dlouhodobé optimalizovat.

Po vysledkové strance hodnotim praci téz jako zdarilou, Mgr. Krestové se
podarilo snové pripravenymi reagenciemi charakterizovat specificitu tau
autoprotilatek v plasmé u zdravych jedinci v ptipravku immunoglobulinové terapie
Flebogamma, dale v sérech pacientli s AN a u kontrolnich starsich jedinct. Dale Mgr.
Krestova analyzovala hladiny tau oligomert u raznych skupin AN pacientl. Ziskana
data demonstruji zvySeni hladiny tau-reaktivnich protilatek a snizeni hladiny tau
oligomert v séru pacientd s mirnou kognitivni poruchou (MKP) coz ukazuje na roli
imunitniho systému pri obrané proti zvySujici se koncentraci toxickych forem tau
proteinu. Praci by bylo mozné vytknout, Ze je vtéto fazi viceméné popisna a
nezabyva se mechanismy, které indukuji patologické zmény hladin tau oligomert a
reaktivnich autoprotilatek. Zajimava by napriklad mohla byt komparativni analyza
télnich tekutin AN pacienti a specifickych, geneticky definovanych zvifecich modeli
AN ¢i jinych tauopatii. Vysledky prace, obzvlasté pri analyze tau oligomerd v CSF u
skupiny AN pacientl nejsou zcela v souladu s jiz publikovanymi daty, coz by mohlo
byt téZ vice diskutovano. Je vSak tieba Fici, Ze konsensus co se tyka metabolismu tau
oligomer® a zmén jejich hladin v pribéhu AN zatim neexistuje. | z tohoto divodu si
myslim, Ze predklddand prace ma jakozto unikatni analyza lidskych vzorkd AN
nesporny prinos pro vyzkum tohoto onemocnéni, prispivd k pochopeni
patologickych mechanisma AN a lze predpokladat, Ze navazujici vyzkum bude jeji
vysledky dale rozvijet. Celkové povazuji jak metodickou a odbornou urovern
prace za zdarilou a spliujici kritéria pro dizerta¢ni praci, jiz tak doporucuji
prijmout k obhajobé a jako podklad k udéleni doktorského titulu.



Dopliujici otazky:

1)

2)

3)

4)

Vysledky studie sice ukazuji vyznamné sniZeni tau oligomerd vséru u
skupiny pacienti s MKP, avSak u skupiny pacienti s AN jsou vysledky
vyznamné zvySené jen pri analyze imunoblotem (pti pouziti ELISA assaye
nikoli). Jak vysvétlujete tento rozdil? Pro¢ nebyly do imunoblotové analyzy
zahrnuty i vzorky s MKP?

Jaka je hladina tau oligomeri u pacientl s MKP v porovnani se séry mladych
zdravych jedinci? Je oproti nim stale zvySend, nebo pokles hladiny u MKP

vyrovna zvysSeni hladiny tau oligomeri spojené se starnutim.

RozloZen{ podtrid IgG v testovanych sérech naznacuje, Ze snizeni IgG3 u
nTau-Ctrl a nTau-AD je spojené spiSe s procesem starnuti nez s patogenezi
AN. Jak vysvétlujete zvySeni 1gG4 (normalné zvys$ené po chronické stimulaci
antigenem) jen u nTau-Ctrl a ne u nTau-AD, kde jste, minimalné pomoci
imunoblotu, detekovali zvySeni tau oligomert v-séru.——

V sérech pacientli s MKP bylo detekovano zvy$ené mnozstvi tau-reaktivnich
autoprotilatek. Byla analyzovana jejich reaktivita s LMW ¢i HMW tau?

V Praze dne Martin Balastik, Ph.D.



