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UNIVERZITA P/\VLAQKEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA
D¢kanat, Hnévotinska 3, 779 00 Olomouc

V Olomouci 4.biezna 2022

Zapis o konani obhajoby disertacni prace v oboru Lékarska biologie

Mgl‘. Zlata HllgkOVfl, odborna pracovnice v laboratornich metodach Ustavu klinické
mikrobiologie FN Hradec Kralové, studentka kombinované formy doktorského studijniho programu
Lékarskd biologie na LF UP v Olomouci

Téma prace: ,,Biomarkery, tekuta biopsie a studium steroidnich derivata u karcinomu prostaty*
Obhajoba se konala v Olomouci dne 4. biezna 2022 v 13:30 hod.
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Predseda komise pfednesl stru¢nou charakteristiku uchazece, hodnoceni $kolitele a vedouciho
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Ptitomni ¢lenové komise tajnym hlasovanim rozhodli, Ze Mgr. Zlata Hu$kova obhéjila/neobhajila*
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doc. RNDr. Vladimir Divoky, Ph.D.

predseda komise
*nehodici se Skrtnste



5. Pouzila jste pro méfeni cytotoxicity MTT test. Jak vidite zpétné vyhody/nevyhody MTT
testu ve srovnani s jinymi testy cytotoxicity, naptiklad s CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay nebo RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay?

Odpovéd: MTT test je cenové a Casove dostupny, spolehlivy, méfeni absorbance probiha na
Elisa readeru. Test byl hlavné zvolen z diivodu pouZiti stejné metody, kterou byla skupina latek
testovana i u prof. Wichy v Polsku, se kterym piSeme spolecnou publikaci.

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay je detekce je zaloZend na vyuZiti reakce
luciferasy pro méfeni poctu ATP ze Zivotaschopnych bunégk. CellTiter-Glo® Reagent lyzuje
membrany bunék a uvolituje ATP; inhibuje endogenni ATPasy; zajist'uje luciferin, luciferasu a
jina ¢inidla nutna pro méfeni ATP s vyuzitim bioluminiscenéni reakce.

RealTime-Glo MT Cell Viability Assay - Reagent obsahuje NanoLuc luciferazu a upraveny
substrat, ktery difunduje pfes membranu do buiky. Pokud je bufika metabolicky aktivni,
substrat je v cytoplazmé redukovan na NanoLuc substrat a po uvolnéni zp&t do média je ihned
zpracovan a generuje se bioluminiscence imérna poc¢tu viabilnich bunék v dany moment.

MUDr. Michal Grepl, Ph.D.

1. Zajimalo by m¢, jde-li ¢iseln€ vyjadfit pocet pacientil ,,uetfenych“ od biopsie prostaty
a naopak pocet ,,uniklych* karcinomu p#i pouziti kombinace AMARC, PCA3 a % volného
PSA, jak je zminovadno v zavéru prace, proti bé&znym indikaénim pravidlim diagnostiky
karcinomu prostaty. Jaka by byla vhodna cut off hodnota, kdo by byl indikovéan k biopsii
a komu by byla biopsie odsunuta.

Odpovéd: Model zalozeny na PCA3, AMACR a procentu volného PSA vyznamné odliSoval
karcinom prostaty od benigni hyperplazie (p<0,001). Dulezité je, Ze identifikoval 65 %
potencidln€ agresivnich karcinomi prostaty, zatimco pouze 10 % muzi s BPH bylo $patng
klasifikovano. Na druhou stranu 51 % muzii s BPH se miZe podle tohoto modelu vyhnout
biopsii, pfi¢emZ pouze 6 % potencidln¢ agresivnich CaP by bylo vynechano. Tyto vysledky
vSak musi byt ovéfeny na vétsi kohorte, protoze % volného PSA bylo k dispozici pouze u
poloviny pacientl v této studii. Hrani¢ni hodnoty (cut-off) byly vybrany podle nejlepsiho
rozd€leni rizikovych skupin BPH a CaP a stanoveny na 37 % (mezi slabymi a indiferentnimi
skupinami) a 18 % (mezi indiferentnimi a silnymi skupinami) pravdépodobnosti diagnézy
rakoviny.

Otazky védecké rozpravy:

Doc. RNDr. Sabina Sev¢ikova, Ph.D.: Na jakém principu jste zachytavali CTC buiiky? Mé&fili
jste Cistotu téchto bunék? Jaké byla vytéznost a jaky byl objem periferni krve od pacienti? Pro¢
jste nezvedli objem krve od pacientd?

Odpovéd: Butiky CTC jsme izolovali pomoci kitu RosetteSep (STEMCELL) na principu
negativni selekce. Mé&fili jsme pouze koncentraci vyizolované RNA na Nanodropu. Zachyt
CTC bunék byl velmi nizky, pravdépodobné kvili jejich nizkému poétu v krvi. Pacientiim byla
odebréna jedna zkumavka krve (7,5 ml). Odbér vétsiho objemu krve by mohl byt pro
onkologické pacienty komplikovanéjsi.



Doc. RNDr. Sabina Sev&ikova, Ph.D.: Mizete vysvétlit, co znamen4 senzitivita a specificita
u grafu kombinovaného modelu?

Odpovéd’: Senzitivita je uspé$nost, s niz test zachyti ptitomnost sledovaného stavu. Specificita
vyjadiuje schopnost testu vybrat ptipady, u nichz zkoumany znak nenastava.
Doc. RNDr. Sabina Sevéikova, Ph.D.: Jakou endogenni kontrolu PCR jste pouzivali a na co

to bylo normalizovano?

Odpoveéd’: Geny byly normalizovany na housekeeping gen KLK3.

Doc. RNDr. Sabina Sevi&ikovd, Ph.D.: Nasli jste ve svém souboru mo¢ zdravého muze
s nizkou hladinou PSA?

Odpovéd’: Moc¢ od zdravého jedince jsme neméli k dispozici.

Prof. Mgr. M. Modriansky, Ph.D.: Mohou byt u tekuté biopsie pfitomny i normalni bunky,
kromeé krevnich bun€k a buné¢k cirkulujicich nadorovych?

Odpovéd: Normalni buiiky po uvolnéni ze svého okoli podléhaji bun&tné smrti — anoikis a
v krevnim fecisti, kde jsou navic imunitni butiky, by dlouho nepiezily.

Prof. Mgr. M. Modriansky, Ph.D.: Nedochazelo k vysrazeni testovanych latek kardenolida
v mediu pfi testovani cytotoxicity na buné¢né nadorové linie?

Odpovéd: My jsme nic podobného nezaznamenali. To by byla otdzka vhodna pro organické
chemiky.



