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Předkládaná práce má 132 stran plus přílohy, je klasicky strukturována a zpracována. Více neŽ třetinu práce
zaujímá teoretický Úvod, vlastnívýzkum pak 50 stran. Autorka cituje desítky větŠinou zahraničních publikací.
Kapitola výsledků je rozdělena prakticky podle témat.

Práce se věnuje třem tématům, které spolu souvisí pouze ve vazbě na karcinom prostaty, a proto v celku
působí dost ,,roztrhaně". Práce je také dosti dlouhá, a to hlavně v teoretickém úvodu' V návaznosti na to pak,
jako klinik, musím namítnout, Že v tak dlouhém teoretickém úvodu je řada nepřesností nebo Úplných nesmyslů.
Samozřejmě, Že do studijního programu Lékařská biologie nelze zatahovat diskuze, rozpory v detailech a
neustále se měnÍcÍ poznatky z klinické urologie' ale práce působí dojmem, Že ji klinik vůbec nečetl ani
nekonzultoval.
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Pokud jde o význam dizertační práce pro přÍsluŠný obor, tedy v praxi urologii, resp. onkourologii, je třeba uznat,
Že karcinom prostaty je obrovský klinický i společenský problém (a to hlavně s ohledem na incidenci a
prevalenci).
Karcinom prostaty se prezentuje v Široké paletě klinických stavů. od karcinomů indolentních, kde jejich
diagnóza můŽe pacienta poškodit víc neŽ rakovina samotná, aŽ po vysoce zhoubné varianty. Kromě zavedení
MRl v posledních dekádách se diagnostika stále opírá pouze o PSA a jehlovou biopsii.

Existuje jen velmi málo pouŽitelných diagnostických i prognostických faktorů a oblast genetiky je tak velkou
moŽnostÍ budoucího zlepšení péče o tuto nejpočetnější a velmi nákladnou skupinu pacientů. Také moŽnost
tekuté biopsie místo multiplikované jehlovéiorgánové biopsie je velmi lákavá.
Přes mé výhrady k Úvodu je experimentální část, a její pouŽité metody, dobře zpracovaná a plní tak stanovené
cíle. Význam závěrŮje pak potvrzen i řadou recenzovaných publikací a vysokým lF.

Poznámky (namátkou).
1. Práce iteoretický úvod se věnují kohortě pacientů s PSA 2,5_10' Klinická praxe a řada studií ale

dokládají' Že prevalence karcinomu prostaty je významná i při niŽších hodnotách PSA (strana 9). U
BPH se nepočítá s PSA <4 ng/ml (strana 14).

2. Při operaci prostaty do 80 mlse neprovádí laparoskopie, ale transuretrálnÍ resekce (strana 15). A ani
to není přesné'

3' Příznaky podobné BPH se neobjevujíu lokálních nádorů, ale lokálně pokročilých (strana 17).
4. V oblasti bedernÍ páteře nejsou Žebra (strana 17).

5. Nerozumím větě: Rakovina prostaty je charakterizována LUMBÁLNí proliferací'.' (strana 18).
Lumbální v medicÍně znamená bederní.

6' Hladiny PSA pod 2,5 neznamenajízdravou prostatu a 4_10 ng/ml neníšedá zÓna (strana 19). Tento
Údajje neplatný více, jak 20 let.

7 - V odstavci 1.3.3.3 je první část první věty nesmysl.
B' V odstavci 1.3.6 je smíchána histologická diferenciace a klinické riziko karcinomu...'
atd

otázky.
Zqímalo by mě, jde-li číselně vyjádřit počet pacientů ,,uŠetřených" od biopsie prostaty a naopak počet
,,uniklých" karcinomů při pouŽití kombinace AMARC, PCA3 a % volného PSA, jak je zmiňováno v závěru práce,
proti běŽným indikačním pravidlům diagnostiky karcinomu prostaty. Jaká by byla vhodná cut off hodnota, kdo
by byl indikován k biopsii a komu by byla biopsie odsunuta.
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Po Úpravě úvodu (zkrácení) předloŽenou disertační práci doporučuji k obhajobě a po jejím splnění můŽe být
udělen akademický titul doktor (ve zkratce Ph.D.) dle paragrafu 47 Zákona o vysokých školách č 111l98 sb.

V ostravě 8. Února2022
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Rozbor dizertační práce Mgr. Zlaty Huškové ,,Biomarkery,
tekutá biopsie a studium steroidních derivátů u karcinomu
prostaty"
LF UP Olomouc

Cíl próce
Cí|em dizertačnípráce Mgr. Zlaty Huškové bylo:

o identifikovat biomarkery pro odlišení pacientů s benigní hyperplazií prostaty od těch
s karcinomem,

o izolovat nukleové kyseliny z cirkulujících nádorových buněk a plazmy pacientů s pokročilým
karcinomem prostaty, analyzovat expresi vybraných genů a zhodnotit klinický význam
provedených analýz,

' u prostatických nádorových buněčných liniístudovat vliv steroidních derivátů srdečních
glykosidů na buněčnou viabilitu a kultivaci 3D modelových systémů, na expresi proteinů
zapojených do buněčného cyklu a apoptózy a na expresi receptorů pro steroidní hormony.

Těchto tří cílů bylo dosaženo, jak je zřejmé z dizertační práce a jak bylo publikováno v manuskriptech:

o The Percentage of Free PSA and Urinary Markers Distinguish Prostate Cancer from Benign
Hyperplasia and Contribute to a More Accurate lndication for Prostate Biopsy (Huskova,
Knillova, et al. 2020),

o Molecular mechanisms of plant steroids and study of their ínteraction with nuclear receptors
in prostate cancer cells (Huskova, Steigerova, et al. 2O2O\.

Doktorandka se Ve své dosavadnívědecké kariéře úspěšně věnovala l dalším tématům:

o Complex Alterations of Fatty Acid Metabolism and Phospholipidome Uncovered in lsolated
Colon Cancer Epithelial Cells (Hofmanová et al' 2o2I\,

r Specific alterations of sphingolipid metabolism identified in EpCAM-positive cells isolated
from human colon tumors (Procházková et al. zozo\,

o HT-29 and Caco2 Cell Lines Are Suitable Models for Studying the Role of Arachidonic Acid-
Metabolizing Enzymes in lntestinal Cell Differentiation (Cizkova et al. 2019),

o Arylazopyrazole AAPL742 inhibits CDKs and induces apoptosis in multiple myeloma cells via
Mcl-L downregulation (Jorda et al. 20L4).

Svým podílem na publikovaných pracích doktorandka prokázaIa:

o znalostigenetiky, molekulární biologie, imunologie, molekulární patologie, onkologie;

o schopnost kriticky studovat odbornou literaturu;

o laboratornídovednosti;



a schopnost rozpoznat vědecky zajímavé otázky, formulovat hypotézy a formulovat také
způsob testování hypotéz;

o schopnost dosáhnout vědecky relevantní v'ýsledky, obhajitelné v mezinárodním měřítku;

. schopnost prezentovat výsledky vědecké práce písemnou formou.

Aktuálno st ře š eného tématu
e Biomarkery z tekuté biopsie jsou aktuální téma, stejně jako steroidní deriváty a karcinom

prostaty.

Použité metody a postupy
e MetodY a postupy jsou plně adekvátní.

Vý sledl<y práce (nov o st)
o Práce přináší nové v'ýsledky nejen pro českou populaci, ale i v celosvětovém kontextu.

Formální zpracování
o Práce je zpracována na požadované formální úrovni. V práci nejsou zjevné logické a

pravopisné chyby. Stylje přehledný a čtivý. obrázky jsou vhodně ilustrativní.

Připomínlry
1) Po Úvodu tradičně následuje definice cíle práce, po kterém následuje experimentální

část. Alternativně může být cíl práce zmíněn před úvodem, pokud je teoretický úvod
součástí plnění cíle práce. V této dizertační práci jsou cíle letmo zmíněny v úvodu, bez
zvýraznéní, což snižuje přehled nost.

2\ Seřazenív odborné práci má vždy být podle nějakého logického klíče. Pokud se za sebou
seřazuje výčet komplikací, tak je zvykem stupňovat od nevýznamných po významné. Tedy
ne: "hospitalizace, krvácení, sepse a bolesti", ale "bolesti, krvácení, hospitalizace a

sepse".

3) odběr krve není neinvazivní. odběr krve je jen méně neinvazivní než biopsie. Doporučuji
jednu hodinu v čekárně dětské kliniky poslouchat zvukové odezvy dětí při odběru krve'

4) Zkratky by měly být definovány při prvním použití v textu (BPH pro někoho znamená
Bystřice pod Hostýnem).

5) Kardioglykosidy nejsou nadmnožinou srdečních glykosidů. Jsou jejich synonymem (Bejcek
et al' 2021; Šku bník'et al. 2O2L).

6) Ne "na bílkoviny krevní plazmy globulin vázající pohlavní hormony (sHGB)', ale "bílkovinu
krevní plazmy sHGB, pohlavní hormony vázající g|obulin".

7) Latinské termíny a názvy genů by měly být psané kurzívou (např. per rectum, KLK3).

8) otáčky je výhodnější uvádět v hodnotách g a ne rpm. Pokud se uvádějí v hodnotách rpm,
musíse zároveň uvést průměr (nebo poloměr) rotoru v centrifuze. Jinak se snižuje
možnost úspěšně replikovat experiment v jiné laboratoři.

9) Věta "Kromě mutačních teoriíje velký důraz kladen i na teorii kmenových buněk, které se
nepochybně podílejína patogenezi (nejen nádoroqÍch) chorob (Král et al.,zo]:d)" je málo
rozvinutá. Tvrzení v odborném textu nemá být výkřikem do tmy. Je lépe držet se takové



úrovně detailů, ve které informace dávajísmysl samy o sobě a nebudí otázky, které
nebudou zodpovězeny (např':Jak se kmenové buňky podílejína patogenezi? Velký důraz
je kladen kým? V kmenoqÍch buňkách nevznikají mutace, takže v nich mutační teorie
neplatí?). Pokud doktorandka nechce (a neníto ani nutné vzhledem na cíle její dizertační
práce) jít na úroveň detailů, kdy by vysvětlila, v čem je rozdíl mezi mutačníteorií a teorií
kmenových buněk nebo například teorií zánětu (Liu et al.2o2L; Brown 2021), nemá se do
této úrovně pouštět.

10) "Familiární" znamená nenucený, domácký, důvěrný, až žoviální. "Familiální" znamená
rodový, přenášený mezigeneracemiv rodině. Pokud hovoříme o karcinomu prostaty,

správným termínem je familiální, přestože se v mnohých českých textech píše špatně "r".
]-].) Věty v odstavci "Prostatický specifický antigen (PsA)je glykoprotein o velikosti 33 kDa. ...

Gen pro lidský kalikrein 3 (hK3) se nachází na 19. chromozomu, kde se nachází i geny pro

kalikrein 1a 2 (hK1 a hK2)" na sebe významově nenavazují. Změna ve smyslu:
"Prostatický specifický antigen (PsA), známý také jako kallikrein 3 (KLK3/\K3), je
glyko protei n..." již u možn í čte ná ři pocho pit text.

12) Nepište "Například některé geny KLK (NEs1, proteáza M, PsA) majísníženou expresi
v prostatě, prsu a některých dalších rakovinách (Boyukozer et al',2020)" , to zavání
žargonem a nepochopením. Pište lépe: "Například některé geny KLK (NEsl-, proteáza M,
PSA) majísníženou expresi při rakovině prostaty, prsu a některých dalších rakovinách
(Boyukozer et al., 2020)."

13) obr' 29 má nečitelný popis, font je příliš malý.

Dotazy
1) Mezi rizikovýmifaktory pro karcinom prostaty uvádíte medikaci statinů, nesteroidních

protizánětlivých preparátů a sexuálníaktivitu s odkazem na publikaci (Sampson et al'
201-3). Ve zmiňované publikaci se však píše o in vitro modelových systémech pro studium
signalizace přes androgenový receptor u karcinomu prostaty a o rizikových faktorech
jsem zde nenalezl zmínku. Jako rizikový faktor agresivního karcinomu prostaty je v jiných
článcích jednoznačně identifikováno kadmium v cigaretovém kouři, nedostatek fyzické
aktivity (Emilio et al. 2019; Brookman-May et al. 2019) a hereditárnísyndromy
(Gandaglia et al. 2021). V článku (Lopez et al. 2021) se sice píše o asociaci použitístatinů
s karcinomem prostaty, ale asociace má být inverzní. Vazektomie zvyšuje riziko
karcinomu prostaty o 20% (Xu et al.2021J, nesteroidní protizánětlivé látky mají riziko
karcinomu prostaty snižovat (Krysiak et al. 2005), stejně jako má riziko karcinomu
prostaty snižovat více než 21 ejakulacíza měsíc (Crocetto et al. 2021). Jaká je současná
úroveň poznání rizikov'ých a protektivních faktorů karcinomu prostaty?

2| Jaké vidíte možňosti použití dielektroforézy u tekuté biopsie pro detekci cirkulujících
nádorov'ých buněk nebo jiných biomarkerů (Russo et aI. 2021)?

3) Je zv'ýšení exprese olfaktorního receptoru oR51E2 (PsGn} u časného nádoru prostaty
spojeno se změnou vnímání vůní a chutí? Pokud ano, tak nakolik je mechanismus
srovnatelný se ztrátou vnímání chuti a vůně u infekce SARS-CoV-2?

4\ RNA je fragilní biomarker, atakovaný všudypřítomnými RNázami, proto preanalytická
fáze zásadně ovlivňuje výtěžnost jeho analýz. Při izolaci RNA z moči (str.55) provádíte
centrifugaci pří 4 "C a pak vzorky zahříváte na pokojovou teplotu před přidáním lyzačního



pufru, Ve kterém nejspíše bude inhibitor RNáz. Nebylo by v'ýhodnější napřed inaktivovat
RNázy přidáním lyzačního pufru a pak teprve vzorek temperovat na pokojovou
teplotu?

5) Použila jste pro měřenícytotoxicity MTT test. Jak vidíte zpětně vrýhody/nevrýhody MTT
testu ve srovnání s jinými testy cytotoxicity, například s CellTiter-Glo@ Luminescent celI
Viability Assay nebo RealTime-Glo" MT Cell Viability Assay?

Závér
Autorka Ve sVé dizertační práci prokázala schopnost samostatnítVůrčí práce
v daném oboru. Práce splňuje požadavky standardně kladené na dizertační
práce v daném oboru. Práci doporučuji k obhajobě a v případě úspěšné
obhajoby a uspokojivých odpovědí na dotazy doporučuji udělení
akademického titulu Ph.D. za jménem dle g47 Zákona o vysokých školách
č.111198 sb.

Prof. Mgr. JiříDrábek, PhD.

Oponent

Digitálně podepsal
prof. Mgr. Jiří
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Datum: 2022.01.19
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