Oponentsky posudek dizertacni prace Ing. Lenky Hanouskové

,VYUZITI IMUNOCHEMICKYCH METOD V DIAGNOSTICE NADOROVYCH A DEGENERATIVNICH
ONEMOCNENI“

PredloZend dizertacni prace ma celkové 105 stran textu, 6 tabulek a 36 obrazkl, véetné
abecedniho seznamu zkratek. Informovany souhlas pacientl je vidy uveden vramci odstavce
pojednavajicim o odbéru vzork( v praktické ¢asti. Autorka v praci uvadi odkazy na 5 vlastnich ¢lanku (z
toho dvakrat jako prvni autor v ¢asopise s IF) a 7 abstrakt ve sbornicich (z toho tfikrat mezinarodnich).
V praci je citovano 133 recentnich publikaci. Autoreferat ma 41 stran formatu A5.

Prace byla vypracovana na Ustavu lékarské chemie a klinické biochemie FN v Motole pod
vedenim doc. Ing. Karla Kotasky, Ph.D. Dizertacni prace Ing. Hanouskové je napsana v ¢eském jazyce.

Autoreferat je napsany ctivé, prehledné a vystizné. Nicméné se zde objevila nékterd
opomenuti, kterd se pak vétdinou objevuji i ve vlastni dizertaci. Rada zkratek je bez vysvétleni (TIMP-
1, SPINK-1, FGF23...), i kdyz v dizertaci jsou uvedeny.

Spearman(v koeficient < 0,3 se obvykle povaZzuje za slabou korelaci, coz nazorné ukazuje
obr. 11 zavislosti mezi koncentraci HK a osmolalitou (resp. obr. 36, s. 81 v dizertaci). Rozhodné se
tedy nejedna o vyznamnou korelaci.

Na s. 31 vypadl pocet minut u biologického polo¢asu iIFGF23 (také na s. 85 dizertace).

Stézejni publikace autorky v Journal of Medical Biochemistry nevysla v roce 2019, ale az
v roce 2020. Takze spravna citace ma byt 2020, vol. 39, no. 1, p. 108-111 a nikoliv 2019, vol. 38, no.
1, p. 1-4.

Dizertaéni prace ma rozsahlou teoretickou ¢ast, ktera se vénuje zakladnim pojmum
v imunochemii, imunochemickym metodam a biomarkerdm, zejména se zaméfenim na tfi cile
dizertace, tj. indikatory karcinomu prostaty, primarni hyperparatyredzy a gonartrézy kolene.

K definici imunochemie (s. 12) je vhodné dodat, Zze se zabyva také strukturou, biosyntézou a
vlastnostmi imunoreaktantd.

Pfehled imunometod je pojaty témér encyklopedicky a v tom Sirokém, ale pfitom struéném
repetitoriu se objevi obCas nékteré nejasnosti. Napf. je pravda, Ze hapten je pfiliS maly pro tvorbu
precipitatu (s. 20), ale precipitat nevznika hlavné proto, ze samotny hapten neni schopen imunoreakce
a nevznika imunokomplex, jak uz bylo spravné uvedeno dfive.

Heidelberger-Kendallova kfivka je v fadé publikaci nakreslena chybné a bohuzel tomu tak je i
v této praci (s. 20). Ve skute€nosti ani s obrovskym nadbytkem antigenu neklesa k nule, napf. pfi
extrémnich hodnotach HBsAg naméfime turbiditu na dva kfiZe.

PCR ELISA (s. 33) je ponékud slozitéjsi, neZ je uvedeno. Na amplikon znadeny dioxigeninem
se navaze specificka protilatka znacena POD nebo ALP a teprve po reakci s pfislusnym substratem
se provede fotometricka detekce.

PFi popisu singletovych a tripletovych stavl (s. 34) by bylo spravné mluvit o elektronech, a ne
o atomech a molekulach.

Popis FPIA (s. 35) je nepfesny. Znadeny imunokomplex ma pomalou rotaci a tedy vysokou
polarizaci, zatimco maly znaeny antigen ma rychlou rotaci a tedy nizkou polarizaci. Rozhodujici je
totiz doba nato€eni znacky vuci polarizaénimu filtru.

TRACE (s. 36) umozriuje po excitaci donoru Eu nebo Tb (dusikovym laserem nebo
xenonovou vybojkou) pfenos zafeni na akceptor (napf. derivat alofykocyanin), jehoz svételny signal se
monitoruje.



V kapitole o interferencich je zmifiovan hook efekt. Tento jev pfi nadbytku antigenu (s. 43)
neni pojmenovan podle pana Hooka, ale vyjadfuje se tim ohnuti (hook) Heidelberger-Kendallovy
kfivky.

V popisu biomarkeru je uvedena zkratka EGFR (s. 50), ktera neni v seznamu zkratek.

Prakticka ¢ast v Uvodu popisuje pfehledné postup pfi odbéru vzorku, charakteristiku pouzitych
analytickych metod a aplikované statistické postupy.

Vysledky méfeni jsou dobfe dokumentovany na 13 strankach textu, obrazkud a tabulek. Studie
stanoveni mindinu (s. 72) je zajimava a vysledky by mohly byt pfipojeny do tabulky 5, s. 68; i kdyz byla
tato studie provedena samostatné. Jedna se zfejmé o stejné vzorky, protoze pocet pacientl neni u
stanoveni mindinu uveden. Pfi posuzovani zmén koncentraci vapniku a fosfata (s. 77) by bylo vhodné
upozornit na to, Ze se koncentrace pohybuji stale v rdmci normalnich hodnot.

V diskuzi autorka analyzuje a vhodnym zplsobem diskutuje namérené vysledky také
s ohledem na jiné publikované prace. Z fady sledovanych biomarker( karcinomu prostaty se ukazala
vhodnym zejména TK1. Epitop TK210 nebyl relevantni. Spravné bylo upozornéno, Ze korelace
jednotlivych parametr( zavisi na zpUsobu klinického hodnoceni (TNM vs. ISUP). Dal$im vysledkem
prace je sledovani hladiny mindinu u pacient(l s karcinomem prostaty. Pfi sledovani pacientd
s primarni hyperparatyreézou byl analyzovan biomarker FGF23 (hodnocen jak C-terminalni, tak
intaktni). Zasvécené jsou diskutovany ¢etné literarni prameny, vliv dalSich parametr( (PTH, vapnik,
fosfaty, vitamin D) a také uvedeny prace, které si vzajemné odporuji (Kobayashi vs. Yamashita).
Posledni ¢ast diskuze se zabyva vyuzitim kyseliny hyaluronové pfi sledovani pacientl s gonartrézou
kolene. Autorka prokazala ur€itou korelaci hladiny kyseliny hyaluronové s osmolalitou, ale pfistup

V kapitole Zavéry jsou pifehledné a srozumitelné formulovany dosazené vysledky, ze kterych
je zfejmé splnéni cil prace.

Po formalni strance je prace napsana velmi kvalitné a drobna opomenuti a eventualni
vysvétlujici dopliiky byly uvedeny vySe. Oceriuji komplexnost prace, ktera je stru¢nd, ale pfitom hutna.

Zavérem lze konstatovat, Ze dizertacni prace Ing. Lenky Hanouskové se zabyva aktualni
problematikou klinického vyzkumu a splfuje pozadavky doktorské dizertace, nebot pfinasi celou fadu
novych poznatku, ovéfenych publikaci v impaktovanych ¢asopisech. Autorka je schopna kriticky
posoudit dosud dosazené vysledky ze svétové literatury a porovnat je s vlastnimi zavéry. Mohu
konstatovat, Ze Ing. Lenka Hanouskova prokazala schopnost samostatné védecké prace.

Dle vySe uvedenych skuteénosti doporuéuji, aby byl Ing. Lence Hanouskové na zakladé
uspésné obhajoby dizertaéni doktorské prace udélen titul Ph.D.

Otazky k obhajobé

1. Jak byste vysvétlila, Ze stanoveni koncentrace TK1 ma vy$$i diagnosticky vyznam nez
stanoveni jeji katalytické aktivity?

2. Nekteré vzorky byly uchovavany pfi -70 °C (s. 60), zatimco jiné pri -80 °C (s. 66), proc?

3. Rozliseni sérovych hladin TK1 u pacienti s méné zavaznymi a zavaznymi tumory je
pozorovatelné? V diskusi uvadite (s. 82) rozdilné hodnoty pro P. Misto spole¢ného
krabicového grafu (s. 69) by bylo zajimavé ukéazat, jak vypadaji krabicové grafy obou
uvedenych skupin.

V Praze, dne 5. 8. 2021. doc. RNDr. Petr Stern, CSc.



