Posudek na disertacni praci MDDr. Ivy Michalus s ndzvem:

Vyvoj a implementace novych pristupli umoznujicich proteomickou charakterizaci
kostnich tkani ve stomatochirurgii

Disertacni prace stoji na proteomickych experimentech, ve kterych byly pouzity vzorky celistnich
kosti. Hmotnostni spektrometrii byly analyzovany vzorky peptidd ziskané trypsinovym Stépenim pfimo
v kosti. Na zakladé vysledkd matematického zpracovani hmotnostnich spekter peptidd bylo moziné
ukazat, jak se pripadny patologicky stav odrazi v proteinovém sloZeni. Nabizi se tak alternativa k béznému
histologickému vysSetfeni. Prace je obhajovana v doktorském studijnim programu Biochemie
a patobiochemie na 1. |ékarské fakulté UK, Skolitelem byl prof. Dr. Ing. Radovan Hynek.

Prace ma obvyklé formalni ¢lenéni a v textu se vétSinou dobre orientuje. V Uvodu se popisuje vyznam
stomatochirurgie, vysvétluje opodstatnéni Ié¢ebnych chirurgickych zakrok(. Popisuje se pfiprava vzorku
pro histologické vysetfeni zahrnujici dekalcifikaci, fixaci a pripravu fezd pro mikroskopii plus techniky
barveni. Zminény jsou moderni pristupy k zdkroklim, jako jsou vysokofrekvencni vrtacky a lasery,
tomografie, fizené postupy regenerace tkani. Dalsi kapitola se zabyva proteomikou jako védni disciplinou.
Struéné poddava historii oboru, cile a pouzivané experimentalni techniky s dirazem na hmotnostni
spektrometrii MALDI-TOF a LC-MS/MS. Popisuje se spojeni kapilarni elektroforézy s UV detekci jako
alternativa k hmotnostné spektrometrické analyze peptidi. Nechybi ani informace o vyuZiti proteomiky
ve stomatologii napt. analyzy ustni tekutiny, periodontalniho ligamenta a zubni dienég, ale i tvrdych tkani
(alveolarni kost, cement). Nasledujici ¢ast je vénovana vyuZiti trypsinu pro pfimé Stépeni protein(
v nerozpustnych materidlech, tedy gelech, omitkach, zvitecich chlupech ¢i kostech a in vitro kostnich
modelech (osteoblasty, osteoklasty). V posledni ¢asti je uveden seznam vyznamnych proteind, které byly
v provedenych experimentech prokazany v kostni tkani.

Autorka uvadi cile disertacni prace, formuluje ovéfované hypotézy a popisuje svoji roli v autorskych
tymech. Vysledkova cast predstavuje komentare k prilohovym publikacim. Tyto vysly v mezinarodnich
védeckych ¢asopisech International Journal of Mass Spectrometry, Electrophoresis, Journal of Separation
Science (2x). MDDr. Michalusova je ve tfech pripadech prvnim autorem a jednou sdilenym prvnim
autorem. Clanek v International Journal of Mass Spectrometry popisuje vyuZiti trypsinu pro $t&peni pfimo
v kostech (,in bone digestion“) a jeho optimalizaci. Clanek v Electrophoresis se vénuje charakterizaci
odoperovanych lidskych celistnich kostnich tkani, podafilo se identifikovat cca 1000 proteind. PouZiti
isopropanolu v predifazeném kroku pred vlastnim stépenim vedlo ke zvyseni poctu identifikaci. RozliSeni
mezi vzorky zdravych a zanétlivych kosti diky metodé PLS-DA zpracovani dat dosahl 73 %, kdyz nebyl
pouZit preinkubacni krok. Prfi zarazeni preinkubacéniho kroku s isopropanolem se presnost vzajemného
rozliseni obou skupin (zdravé tkané versus zanétlivé tkané) zvysila na 100 %. Prvni ¢lanek v Journal of
Separation Science popisuje charakterizaci indukovanych patologickych stavli v modelech lidskych
kostnich tkani, ve vzorcich in vitro modell lidskych kostnich tkani byly indukovany patologické stavy
(rakovina, zanét). Proteiny byly Stépeny pfimo ve vzorku bez extrakce, identifikovano bylo cca 500
proteinl. VUCi kontroldm bylo mozné patologické stavy rozlisit (PLS-DA), stejné tak Slo rozlisit tyto stavy
vzajemné. Dalsi ¢lanek v Journal of Separation Science se vénuje monitorovani digestl pomoci kapilarni
elektroforézy a detekci mozného zanétu pfi Celistni chirurgii. Elektroferogramy peptidd byly zpracovany
PCA analyzou, bylo mozné odlisit modelové vzorky po Stépeni trypsinem nebo chymotrypsinem, Celistni
a lytkové kosti. Diky PCA zpracovani ziskanych dat bylo mozné vzorky zdravych lidskych celistnich tkani
spolehlivé rozlisit od tkani postizenych zanétem.



Vysledky jsou radné diskutovany. Autorka hodnoti vyvoj techniky pro Stépeni proteini pfimo
v kostech bez nutnosti zahrnout krok mineralizace. Vychazelo se z predpokladu, Ze porézni charakter kosti
umozni dostatecnou difuzi trypsinu k proteinim a po jejich stépeni snadnou difuzi peptidd do roztoku.
Rozpustné proteiny v kostech byly chapany jako kontaminace a proto byl zarfazen promyvaci krok, v tomto
se osvédcila aplikace isopropanol. Shrnuje se pouZiti vypracované techniky pro analyzu odoperovanych
Celistnich kosti, promyti s isopropanolem umoznilo nasledné vysoce presné rozliSeni vzork( zdravych a
patologickych tkani. Diskutuje se rychlost pouzivané strategie ve srovnani se zavedenymi postupy. Pfistup
se Stépenim primo v kosti byl téZ Uspésné vyuZit pro charakterizaci in vitro model( lidskych kostnich tkani
s indukovanymi patologickymi stavy. Pomoci LC-MS/MS byla identifikovano rfada protein(i. Matematicka
analyza umoznila rozlisit mezi indukovanou rakovinou a kontrolou, indukovanym zanétem a kontrolou.
Rozlisit bylo moziné oba zminéné patologické stavy vzajemné. Spojeni kapilarni elektroforézy s UV
detektorem bylo odzkouseno jako Uspésna alternativa LC-MS/MS analyz peptidl z kostnich vzorki
podrobenych proteolztickému Stépeni protein(. RozliSeni zdravych a zanétlivych vzorkd na zakladé
porovnani peptidovych elektroferogrami a jejich matematického zpracovani PCA bylo mozné i pres malé
rozdily v peptidovych profilech. Vyhodou této techniky je vétsi dostupnost a nizsi naklady na analyzy, nez
je tomu v pripadé hmotnostni spektrometrie.

Zavér shrnuje zjisténé skutecnosti, tedy Ze proteomické analyzy kostnich tkani ve stomatochirurgii,
které jsou zalozeny na primém Stépeni, maji potencial prinést do problematiky pohled na molekulové
urovni. To by mohlo vést k lepsSimu pochopeni fyziologickych a patologickych procesiim v kostech.

Mohu konstatovat, Ze autorka prokazala védecké tvirci schopnosti, tedy uméni pracovat s odbornou
literaturou, samostatné planovat a provadét laboratorni experimenty, a to véetné jejich vyhodnoceni
a diskutovani. Osvédcila se rovnéz jako ¢lenka védeckého tymu. Nedilnou soucasti celku disertacni prace
je publikacni aktivita. To vSe vnimam jako doklad profesni vyzralosti v oboru. M{j posudek proto konci
doporucenim disertacni prace k obhajobé pred odbornou komisi a jako soucastitfizeni o udéleni
doktorského titulu.

Komentare a dotazy:

e Proc byl pro promyvaci krok pfi ,in-bone” Stépeni proteinu zvolen zrovna isopropanol a ne jiné
rozpou$tédlo misitelné s vodou (methanol, ethanol, aceton atd.)? Slo o optimalizaci, nebo to byl
vysledek stastného a fungujiciho napadu?

e Anglickd slova, napf. ndzvy metod — , peptide mass fingerprinting”, by v ¢eském textu méla byt
v uvozovkach

e Str. 13, o genomu se hovoti jako o statickém souboru gen(. Je opravdu genom neménny?

e Str. 15; v teorii LC-MS/MS chybi jakdkoli informace o pouZivanych ionizacnich technikach
(elektrosprej, APCI, ...) a dnes pfevainé pouzivaném nanopritokovém usporadani chromatografu,
prestoze napt. ionizacni technika MALDI je vysvétlena. V prehledu by mohlo byt komentovano pfi
obhajobé.

e Str. 16; databaze aminokyselinovych sekvenci protein(i pouzivané pro prohledavani MS dat nemusi
vychazet jenom z DNA sekvenci. Mohou byt zastoupeny i vysledky z de novo sekvencnich analyz
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V Olomouci dne 10. 11. 2023 Prof. Marek Sebela





