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Oponentsky posudek dizertacni prace Mgr. Zlaty Hruskové ,Biomarkery, tekuta biopsie a studium
steroidnich derivati u karcinomu prostaty*

Predkladana prace méa 132 stran plus pfilohy, je klasicky strukturovana a zpracovana. Vice nez ttetinu prace
zaujima teoreticky uvod, vlastni vyzkum pak 50 stran. Autorka cituje desitky vétsinou zahraniénich publikaci.
Kapitola vysledkU je rozdélena prakticky podle témat.

Prace se vénuje tfem tématim, které spolu souvisi pouze ve vazbé na karcinom prostaty, a proto v celku
pusobi dost ,roztrhang”. Préace je také dosti dlouhd, a to hlavné v teoretickém tvodu. V navaznosti na to pak,
jako Klinik, musim namitnout, Ze v tak dlouhém teoretickém tvodu je fada nepfesnosti nebo plnych nesmysld.
Samoziejmeé, Ze do studijnino programu Lékarska biologie nelze zatahovat diskuze, rozpory v detailech a

neustale se ménici poznatky z klinické urologie, ale prace pUsobi dojmem, Ze ji klinik vibec nedetl ani
nekonzultoval.
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Pokud jde o vyznam dizerta¢ni préace pro pfislusny obor, tedy v praxi urologii, resp. onkourologii, je treba uznat,
Ze karcinom prostaty je obrovsky klinicky i spolec¢ensky problém (a to hlavné s ohledem na incidenci a
prevalenci).

Karcinom prostaty se prezentuje v Siroké paleté klinickych stavi. Od karcinomii indolentnich, kde jejich
diagndza muze pacienta poskodit vic nez rakovina samotna, az po vysoce zhoubné varianty. Kromé zavedeni
MRI v poslednich dekadach se diagnostika stale opira pouze o PSA a jehlovou biopsii.

Existuje jen velmi malo pouzitelnych diagnostickych i prognostickych faktorll a oblast genetiky je tak velkou
moznosti budouciho zlepSeni péce o tuto nejpocetnéjsi a velmi nakladnou skupinu pacientd. Také moznost
tekuté biopsie misto multiplikované jehlové/organové biopsie je velmi lakava.

Pfes mé vyhrady k Uvodu je experimentalni ¢ast, a jeji pouZité metody, dobfe zpracovana a pini tak stanovené
cile. Vyznam zavéri je pak potvrzen i Fadou recenzovanych publikaci a vysokym IF.

Poznamky (namatkou):

1. Prace i teoreticky Uvod se vénuji kohorté pacientd s PSA 2,5-10. Klinicka praxe a fada studii ale
dokladaji, ze prevalence karcinomu prostaty je vyznamna i pfi niz§ich hodnotach PSA (strana 9). U
BPH se nepocitd s PSA <4 ng/ml (strana 14).

2. Ptioperaci prostaty do 80 ml se neprovadi laparoskopie, ale transuretraini resekce (strana 15). A ani
to neni pfesné.

3. Pfiznaky podobné BPH se neobjevuji u lokalnich nadord, ale lokalné pokrogilych (strana 17).

4. V oblasti bederni patefe nejsou Zebra (strana 17).

5. Nerozumim vété: Rakovina prostaty je charakterizovana LUMBALNI proliferaci... (strana 18).
Lumbalni v mediciné znamena bederni.

6. Hladiny PSA pod 2,5 neznamenaji zdravou prostatu a 4—10 ng/ml neni $eda zéna (strana 19). Tento
udaj je neplatny vice, jak 20 let.

7. V odstavci 1.3.3.3 je prvni ¢ast prvni véty nesmysl.

8. V odstavci 1.3.6 je smichana histologicka diferenciace a klinické riziko karcinomu...

atd.

Otazky: v ,

Zajimalo by mé, jde-li Ciselné vyjadfit pocet pacientl ,uetfenych* od biopsie prostaty a naopak pocet
,uniklych® karcinomu pfi pouziti kombinace AMARC, PCA3 a % volného PSA, jak je zmifovano v zavéru prace,
proti béznym indikaénim pravidlim diagnostiky karcinomu prostaty. Jaka by byla vhodna cut off hodnota, kdo
by byl indikovan k biopsii a komu by byla biopsie odsunuta.

Fakultni nemochnice Ostrava

17. listopadu 1790/5 / 708 52 Ostrava-Poruba

Telefon: +420 597 371 111 / Fax: +420 596 917 340

E-mail: posta@fno.cz / www.fno.cz / datova schranka: u2nmpm2

DIC: CZ00843989 / ICO: 00843989

Cislo u¢tu: CNB Ostrava, 66332761/0710 Kéd MTZ: 3602032




Po upravé Gvodu (zkraceni) predloZenou disertaéni praci doporuéuji k obhajobé a po jejim spinéni mize byt
udélen akademicky titul doktor (ve zkratce Ph.D.) dle paragrafu 47 Zakona o vysokych $kolach & 111/98 Sb.
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Rozbor dizertacni prace Mgr. Zlaty Huskové , Biomarkery,
tekuta biopsie a studium steroidnich derivatii u karcinomu

prostaty“
LF UP Olomouc

Cil prace

Cilem dizertacni prace Mgr. Zlaty HuSkové bylo:

¢ identifikovat biomarkery pro odliSeni pacientd s benigni hyperplazii prostaty od téch
s karcinomem,

® izolovat nukleové kyseliny z cirkulujicich nddorovych bunék a plazmy pacientl s pokrogilym
karcinomem prostaty, analyzovat expresi vybranych gent a zhodnotit klinicky vyznam
provedenych analyz,

e U prostatickych nddorovych bunéénych linii studovat vliv steroidnich derivatl srdecnich
glykosidl na bunécénou viabilitu a kultivaci 3D modelovych systém{, na expresi protein(
zapojenych do bunééného cyklu a apoptdzy a na expresi receptorli pro steroidni hormony.

Téchto tfi cilli bylo dosazeno, jak je zfejmé z dizertaéni prace a jak bylo publikovano v manuskriptech:

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

e Molecular mechanisms of plant steroids and study of their interaction with nuclear receptors
in prostate cancer cells (Huskova, Steigerova, et al. 2020).

Doktorandka se ve své dosavadni védecké kariére Uspésné vénovala | daldim tématiim:

e Complex Alterations of Fatty Acid Metabolism and Phospholipidome Uncovered in Isolated
Colon Cancer Epithelial Cells (Hofmanova et al. 2021),

¢ Specific alterations of sphingolipid metabolism identified in EpCAM-positive cells isolated
from human colon tumors (Prochazkova et al. 2020),

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

e Arylazopyrazole AAP1742 inhibits CDKs and induces apoptosis in multiple myeloma cells via
Mcl-1 downregulation (Jorda et al. 2014).

Svym podilem na publikovanych pracich doktorandka prokazala:
¢ znalosti genetiky, molekuldrni biologie, imunologie, molekularni patologie, onkologie;
¢ schopnost kriticky studovat odbornou literaturu;

¢ laboratorni dovednosti;



¢ schopnost rozpoznat védecky zajimavé otazky, formulovat hypotézy a formulovat také
zpuisob testovani hypotéz;

¢ schopnost dosahnout védecky relevantni vysledky, obhajitelné v mezinarodnim méFitku;

e schopnost prezentovat vysledky védecké prace pisemnou formou.

Aktudlnost reseného tématu

e Biomarkery z tekuté biopsie jsou aktudlni téma, stejné jako steroidni derivaty a karcinom
prostaty.

Pouzité metody a postupy

¢ Metody a postupy jsou plné adekvatni.

Vysledky prdce (novost)

e  Prace pfinasi nové vysledky nejen pro ¢eskou populaci, ale i v celosvétovém kontextu.

Formadlni zpracovdni

* Prace je zpracovana na pozadované formalni Grovni. V praci nejsou zjevné logické a
pravopisné chyby. Styl je prehledny a Ctivy. Obrdzky jsou vhodné ilustrativni.

Pripominky

1) Po uvodu tradiéné nasleduje definice cile prace, po kterém nasleduje experimentalni
¢ast. Alternativné maze byt cil prdce zminén pfed Uvodem, pokud je teoreticky Gvod
soucasti plnéni cile prace. V této dizerta¢ni praci jsou cile letmo zminény v Gvodu, bez
zvyraznéni, coz snizuje prehlednost.

2) Sefazeni v odborné praci ma vidy byt podle néjakého logického kli¢e. Pokud se za sebou
sefazuje vycet komplikaci, tak je zvykem stupriovat od nevyznamnych po vyznamné. Tedy
ne: “hospitalizace, krvaceni, sepse a bolesti”, ale “bolesti, krvaceni, hospitalizace a
sepse”.

3) Odbér krve neni neinvazivni. Odbér krve je jen méné neinvazivni nez biopsie. Doporuduji
jednu hodinu v ¢ekdrné détské kliniky poslouchat zvukové odezvy déti pfi odbéru krve.

4) Zkratky by mély byt definovény pfi prvnim poufZiti v textu (BPH pro nékoho znamena
Bystrice pod Hostynem).

5) Kardioglykosidy nejsou nadmnoZinou srdecnich glykosidd. Jsou jejich synonymem (Bejcek
et al. 2021; Skubnik et al. 2021).

6) Ne “na bilkoviny krevni plazmy globulin vazajici pohlavni hormony (SHGB)”, ale “bilkovinu
krevni plazmy SHGB, pohlavni hormony vazajici globulin”.

7) Latinské terminy a nazvy genl by mély byt psané kurzivou (napf. per rectum, KLK3).

8) Otacky je vyhodnéjsi uvadét v hodnotach g a ne rom. Pokud se uvadéji v hodnotach rpm,
musi se zaroven uvést primér (nebo polomér) rotoru v centrifuze. Jinak se snizuje
moznost Uspésné replikovat experiment v jiné laboratofi.

9) Véta “Kromé mutacnich teorii je velky diiraz kladen i na teorii kmenovych bunék, které se
nepochybné podileji na patogenezi (nejen nddorovych) chorob (Krél et al., 2010)” je malo
rozvinutd. Tvrzeni v odborném textu nema byt vykfikem do tmy. Je Iépe driet se takové



Urovné detail(, ve které informace davaji smysl samy o sobé a nebudi otazky, které
nebudou zodpovézeny (napf.: Jak se kmenové burky podileji na patogenezi? Velky diiraz
je kladen kym? V kmenovych burikdch nevznikaji mutace, takZe v nich mutaéni teorie
neplati?). Pokud doktorandka nechce (a neni to ani nutné vzhledem na cile jeji dizertaéni
prace) jit na Uroven detaild, kdy by vysvétlila, v éem je rozdil mezi mutaéni teorii a teorif
kmenovych bunék nebo napftiklad teorii zdnétu (Liu et al. 2021; Brown 2021), nema se do
této Urovné poustét.

10) “Familiarni” znamena nenuceny, domacky, davérny, az Zovialni. “Familidlni” znamend
rodovy, pfenaseny mezi generacemi v rodiné. Pokud hovofime o karcinomu prostaty,
spravnym terminem je familialni, pfestoZze se v mnohych éeskych textech pise spatné

11) Véty v odstavci “Prostaticky specificky antigen (PSA) je glykoprotein o velikosti 33 kDa. ...
Gen pro lidsky kalikrein 3 (hK3) se nachazi na 19. chromozomu, kde se nachazi i geny pro
kalikrein 1 a 2 (hK1 a hK2)” na sebe vyznamové nenavazuji. Zména ve smyslu:
“Prostaticky specificky antigen (PSA), znamy také jako kallikrein 3 (KLK3/hK3), je
glykoprotein...” jiz umozni ¢tenati pochopit text.

12) NepiSte “Napfriklad nékteré geny KLK (NES1, protedza M, PSA) maji snizenou expresi
v prostaté, prsu a nékterych dalSich rakovinach (Boyukozer et al., 2020)”, to zavani
Zargonem a nepochopenim. Piste lépe: “Napfiklad nékteré geny KLK (NES1, protedza M,
PSA) maji snizenou expresi pfi rakoviné prostaty, prsu a nékterych dalsich rakovinach
(Boyukozer et al., 2020).”

13) Obr. 29 ma necitelny popis, font je prilis maly.

a“. n
.

Dotazy

1) Mezi rizikovymi faktory pro karcinom prostaty uvadite medikaci statin(, nesteroidnich
2013). Ve zmifiované publikaci se vSak piSe o in vitro modelovych systémech pro studium
signalizace pres androgenovy receptor u karcinomu prostaty a o rizikovych faktorech
jsem zde nenalezl zminku. Jako rizikovy faktor agresivniho karcinomu prostaty je v jinych
¢lancich jednoznacéné identifikovano kadmium v cigaretovém koufi, nedostatek fyzické
aktivity (Emilio et al. 2019; Brookman-May et al. 2019) a hereditarni syndromy
(Gandaglia et al. 2021). V ¢lanku (Lopez et al. 2021) se sice pise o asociaci pouZiti statind
s karcinomem prostaty, ale asociace md byt inverzni. Vazektomie zvy$uje riziko
karcinomu prostaty o 20% (Xu et al. 2021), nesteroidni protizanétlivé Iatky maji riziko
karcinomu prostaty snizovat (Krysiak et al. 2005), stejné jako ma riziko karcinomu
prostaty snizovat vice neZ 21 ejakulaci za mésic (Crocetto et al. 2021). Jaka je souéasna
uroven poznani rizikovych a protektivnich faktord karcinomu prostaty?

2) Jaké vidite moZnosti pouZiti dielektroforézy u tekuté biopsie pro detekci cirkulujicich
nadorovych bunék nebo jinych biomarkeri (Russo et al. 2021)?

3) Je zvySeni exprese olfaktorniho receptoru OR51E2 (PSGR) u ¢asného nadoru prostaty
spojeno se zménou vnimani viini a chuti? Pokud ano, tak nakolik je mechanismus
srovnatelny se ztratou vnimani chuti a viiné u infekce SARS-CoV-2?

4) RNA je fragilni biomarker, atakovany viudypfitomnymi RNazami, proto preanalyticka
faze zasadné ovliviiuje vytéznost jeho analyz. PFi izolaci RNA z mo¢i (str.55) provadite
centrifugaci pfi 4 °C a pak vzorky zahfivate na pokojovou teplotu pfed pfidanim lyza¢niho



pufru, ve kterém nejspiSe bude inhibitor RNaz. Nebylo by vyhodnéjsi nap¥ed inaktivovat
RNazy pfidanim lyza¢niho pufru a pak teprve vzorek temperovat na pokojovou
teplotu?

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

Zaver

Autorka ve své dizertacni praci prokazala schopnost samostatni tvaréi prace
v daném oboru. Prace splfiuje pozadavky standardné kladené na dizertaéni
prace v daném oboru. Praci doporucuji k obhajobé a v pfipadé Gspéiné
obhajoby a uspokojivych odpovédi na dotazy doporucuji udéleni
akademického titulu Ph.D. za jménem dle §47 Zakona o vysokych $kolach
¢.111/98 Sb.
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