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Prace byla vypracovdna na pracovistich Regiondlni centrum aplikované molekularni
onkologie, Masaryk(v onkologicky Ustav, Brno a Ustav biochemie, Pfirodovédecka
fakulta Masarykovy univerzita v Brné. Skolitelem byl Doc. Pavel Bouchal. K posouzeni
jsem mél elektronickou i tisténou verzi. Cely spis &itd 229 stran. Po formalni strance se
jednd o kombinaci autorského textu a pfiloh védeckych ¢lank, bud'jiz publikovanych,
nebo ve formé rukopisu. Clenéni prace je standardni, pouzitym jazykem je angli¢tina.
Shrnuti je v jazyce anglickém i ¢eském, nasleduje seznam pouzitych zkratek, obsah a
uvodni teoretickd c¢ast podévajici uceleny vysledek rederie odborné literatury.
PokraCuje se prehledem pouZité metodiky a formulace cild prace. Kone¢né je
k dispozici vysledkova ¢ast spojena s diskusi, a to ve formé Sesti oddélenych celkd
predstavujicich jednotlivé feSené vyzkumné projekty. Nasleduje formulace zavér
disertacni préce, prehled citované literatury a jiz zminéné pfilohy.

Formdlni stranka zpracovani je vporadku. Text je svizny, Ctivy a anglictina je
srozumitelnd. Jako nerodily mluvci bych mohl posuzovat pouze jazykové excesy, které
v Zzadném pripadé nejsou. Povsiml jsem si, Ze misty jsou pasaie, kde se jen minimalné
pouZivaji gramatické ¢leny, napf. na str. 31, misty chybi pfedloZky, napf. na str. 36 — ,a
mass ratio OF 1:33“. Literarnich zdroju je uvedeno tctyhodnych 286, jejich poufiti je
relevantni. Za formalni chyby zpracovani Ize oznacit nékde nejednotny formét citaci
(pouZivaji se velké i malé inicialy v nazvech, &isla v dilech (volume) jsou, &i nejsou,
apod. Forma citaci je misty zvlastni, napf. [31][32][33][34][35][36] namisto
jednodussiho [31-36]. Citace [268] aZ [283] nejsou v textu vilbec citovany. Citace [125]
je na str. 31 pouzita mimo systém cislovani, citace [192] neni Prochazkova et al., jak je
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uvedeno na str. 59. V teoretické ¢asti by také nemély byt citovany originalni prace,
které jsou soucasti vysledki (tj. zde napf. [169]). Terminologie je v pofadku, pouze na
str. 44 neni pouZit spravny tvar Schiff’s base.

Shrnuti dobfe vystihuje, ¢im se disertatni prace zabyva, tedy vyzkumem nadord a
metastdz, hledani proteinovych markerd vhodnych pro diagnostiku onemocnéni.
Zminény jsou pouZité nastroje kvantitativni proteomiky (experimenty SRM tj. »single
reaction monitoring” a SWATH tj. ,sequential windowed acquisition of all theoretical
fragment ion mass spectra”). V Gvodu teorie se zd(irazriuje posun sou¢asné proteomiky
od prosté identifikace ke kvantifikaci. Popisuji se nddorové onemocnéni prsu, jeho
subtypy, tvorba metastaz, hledani cili Ié€by. Uvadi se charakteristika nadorovych tkani,
problematika snizené adheze a pohyblivosti bunék, signalni dréhy metastaz. Definuje
se pojem biomarkeru rakoviny, jeho hleddni metodami biochemie a molekularni
biologie, pouZiti pro diagnostiku, prognozu a sledovéani odezvy na Ié¢bu. Zdiraznéna je
nutnost validace s pouZitim ortogonalnich metod (imunohistochemie, pfenos (blot),
transkriptomika) a skutecnost, ze jen nékolik biomarker( bylo schvaleno pro klinické
pouziti. PokraCuje se Kklasifikovanim ndadoru prsu: obecné dva typy (duktdlni a
lobularni), 18 podtypl, souvislost s odezvou na lé¢bu. Popisuji se nejbéinéjsich 4
podtypy a testovéni receptorovymi, histochemickymi &i genetickymi testy.

K této Cdsti mam dotaz, v textu neni blize vysvétlen pojem mammostrat, chtél bych v
prubéhu obhajoby bliZe objasnit, jak toto testovdni probihd a jaky je princip.

Zbyvajici textova Cast teoretického uvodu je vénovdna vyznamu proteomiky pro
studium biologickych a biochemickych aspektd rakoviny. Popisuje se metodika:
pfiprava vzorku, varianty Stépeni pro zisk analyzovatelnych peptid, odsolovani
peptidu, strategie pro méfeni. Zdlraznén je vyznam reprodukovatelnosti s ohledem na
porovnani velkych sérii vzorkli. Komentovéana je problematika vyskytu abundantnich
protein( a jejich odstranéni (deplece) a zaleZitost mozného obohaceni (,enrichment®)
vzorku. Zajem je vénovan kvantifikaci, at jiz se znaéenim stabilnimi izotopy (chemicky &i
enzymové), nebo bez znaceni (,label free“). V detailu je zpracovana oblast spojeni
kapalinové chromatografie pro separaci peptidi a hmotnostni spektrometrie jako
citlivé techniky detekce (LC-MS analyzy). Vysvétlen je rozdil mezi stochastickym
postupem DDA (,data-dependent analysis”) a modernéj$im pfistupem DIA (,data-
independent analysis), napf. ve varianté SWATH. Probrén je rozdil mezi kvantifikacemi
oznacovanymi jako SRM/p-SRM a PRM, definovéni prechod( prekurzor - fragment,
vysvetlen pojem proteotypické peptidy. V zavéru je podan piehled bioinformatickych
pFistupl véetné softwaru pouzivaného k vyhodnoceni kvantifika¢nich experimentd.

Celkem je uvedeno 6 cilti prace: pfipravit piehledny ¢lanek o biomarkerech nadorovych
metastaz; srovnat analytické parametry rliznych metod kvantifikace v nadorové
proteomice; studovat hladinu proteinu AGR2 u pacientek s karcinomem endometria;
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identifikovat proteinové markery, které umozniuji rozdélit pacientky s rakovinou prsu
do skupin podle subtypu; porovnat ,pull down” (strhavaci) metody pro studium
proteinovych interakci a konecné hledat markery z povrchu bunék pro posouzeni
metastazovani nadorl prsni Zldzy. V &asti Materidl a metody je zduraznén Klicovy
vyznam pfipravy vzorku véetné pouZiti parafinovanych preparat( tkani, je popsana
charakteristika pouZitych vzorki nadorové tkang, zna¢eni proteint biotinylaci.
Vysvétlen je pribéh nanoLC-MS/MS méFeni na pFistrojich triple TOF nebo QTRAP 5500

a také validace pomoci pfenosu (Western blot) s chemiluminiscenéni detekci.

Vysledky jsou s diskusi pfedstaveny v blocich jednotlivych projektd. Prisluiné vystupy,
at jiz ve formé publikovanych ¢lankad, ¢ jako rukopisy, jsou pfilohovymi materialy
disertacni prace. Mgr. Jakub Faktor je 2 x prvnim autorem (z toho jeden rukopis
v pripravé), 2 x druhym autorem, 1 x tfetim autorem a 1 x sedmym autorem v pofadi.
Vidy je vdetailu uveden autorsky podil, ktery prokazuje vyznamny pfinos autora
disertace.

Prehledovy Clanek je vénovan pouZiti proteomiky pfi studiu rakovinovych metastaz.
Uvedeny jsou schvélené biomarkery pro rakovinu prsu. Zminény jsou povrchové
proteiny bunék jako potencialni cile antimetastatickych |é&iv, sekretované proteiny
jako markery, vyznam posttranslaénich modifikaci a protein-proteinové interakce.
Originalni védecké cldnky predstavuji v prvnim E&ldanku porovnani postupi cilené
proteomiky (SRM, pseudo SRM a SWATH) pro nadory prsu na zakladé zjisténych
analytickych parametr( mj. limitu detekce, & limitu kvantifikace. Vyuzilo se réiznych
pfistupl znaleni a pfistroji triple TOF a QTRAP. Druhy &lanek ma souvislost
s rakovinou endometria (délozni sliznice), kterd je mimo jiné pticiny rizikem pfi lé¢hé
pacientek srakovinou prsu tamoxifenem. Jako marker je znam ,anterior gradient
protein 2“ (AGR2), ktery je zahrnut vregulaci. SRM odhalila signifikantné zvysené
hladiny AGR2 u pacientek s karcinomem endometria lé¢enych tamoxifenem v
porovnani s karcinomy endometria vzniklymi de novo. Treti prace se tyka klasifikace
nadord prsu, VyuZilo se analyzy SWATH, bylo kvantifikovano téméf 3000 proteind.
Ukazalo se, Ze pro klasifikovani jsou vhodné proteiny inositol-3,4-bisfosfat-4-fosfatasa
typu Il (INPP4B), cyklin-dependentni kinasa 1 (CDK1) a ERBB2 protein, validovano to
bylo napf. na Grovni transkriptu. Ctvrty &ldnek vychazi ze strhavaci analyzy (,pull
down”) pro studium interakci. Pfedmétem analyz byl ,,PDZ and LIM domain protein 2”
(PDLIM2), soucast aktinového cytoskeletu, ktery muze byt zodpovédny za migraci
epitelovych bunék. Probéhla optimalizace nékolika aspektd analyzy, zejména elucni
procedury (lepsi vysledky vlivem prosté gravitace, nez centrifugace — zde maj dotaz:
»Jak si toto zjisténi vysvétiujete?”). Posledni ¢lanek, ve formé rukopisu, Fe&i povrchové
proteiny spojené s metastazemi rakoviny prsu. Pfedpokldda se, e povrchové proteiny
maji ucast v procesu signalizace, kterd je aberantni u nadorovych bunék. Byly pouzity
burky s rdznymi migracnimi schopnostmi, znaceni stabilnimi izotopy, biotinylace a
obohaceni. Jako slibné markery by mohly byt vyuzity dva transmembranové proteiny —
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katechol-o-methyltransferasa a desmokolinl. U agresivnich nadorti byla zvyiena
hladina methyltransferasy — spojeni se zvy$enou migraci, invazivnosti a metastazemi.

MJdj dalsi dotaz k vysledkové cdsti se tykd posledni kapitoly, tedy analyzovanych
povrchovych proteind. Byla potvrzena napr. rozdilnd glykosylace Ci fosforylace proteint
u bunék s rozdilnou schopnosti migrovat?

Zaveér je zpracovan strucné a vystizné. Formuluje vyznam proteomickych a genetickych
metod v modernim experimentélnim vyzkumu rakoviny. Zdiraziiuje ddlezitost metod
cilené proteomiky (,targeted proteomics”) pro kvantifikaci zmén proteomu a nalezeni,
verifikaci a validaci biomarkeru. Vysledky disertaéni prace potvrzuji vhodnost a vyznam
experimentalni strategie SWATH pro identifikaci a kvantifikaci proteinti umoZfujicich
stratifikaci pacientl s ndadory prsu podle subtypl, co? ma vyznam pro diagnézu a
nejefektivnéjsi lécbu. Autor si je védom nedostatku proteomiky zaloZené na analyze
peptid( ziskanych proteolytickym &tépenim, tedy nedokonalého pokryti sekvence
identifikovanych proteind, v jejimz disledku mohou chyb&t vhodné peptidy pro
kvantifikaci, Jako feSeni uvadi modernéj$i ,top-down” postupy, kdy experiment
nevyzaduje proteolyzu.

Na zavér posudku konstatuji, Zze Mgr. Jakub Faktor prokazal jednoznaénym zpusobem
tvaréi schopnosti v dané oblasti vyzkumu a splnil tak pfedpoklady kladené na studenty
doktorského studia pro jeho Uspésné zakonéeni. Disertaéni praci proto doporuéuji
k obhajobé.

Zavér

V diserta¢ni praci student prokazal tvir¢i schopnosti v dané oblasti vyzkumu:
ANO [ NE 0O

Disertacni praci doporucuji k obhajobé:
ANO NE 0O

Datum 29.10.2018
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