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Oponentsky posudek dizerta¢ni prace

Univerzita obrany, Fakulta vojenského zdravotnictvi

Doktorsky studijni program: Infeké¢ni biologie

Uchazec: Mgr. Alena Fucikova

Pracovisté: Ustav molekularni patologie

Nazev dizertacni prace: Vyuziti proteomické analyzy pro identifikaci

potencialnich biomarkerti u onemocnéni
kardiovaskularniho systému

Skolitel: PharmDr. Juraj Lenco, Ph.D.
Oponent: prof. Ing. Lenka Hernychov4, Ph.D.
Pracovisté: Regionalni centrum aplikované molekularni

onkologie, Masarykiiv onkologicky ustav, Brno

Hlavnim cilem dizerta¢ni prace Mgr. Aleny Fucikové byl vyvoj a optimalizace riiznych
typd proteomickych metod zamérenych na kvantifikaci vybranych markert
hypertrofické kardiomyopatie. Toto onemocnéni je zpilsobeno souborem geneticky
podminénych poruch a projevuje se Sirokou Skdlou individualnich ptiznakl. I pres
vysokou prevalenci vyskytu onemocnéni v populaci a ¢astym vyskytem nahlého tmrti,
neni diagnostika této choroby jednoducha. Studentka tedy teSila velmi aktudlni téma
s cilem kvantifikovat vybrané proteiny pritomné v biologickém materidlu (plazmé)
v nizkych koncentracich. Detekce téchto proteinli optimalizovanou hmotnostné-
spektrometrickou metodou by pak umoznila odhalit onemocnéni jiZ v ranych stadiich.
Dal$im kladem predkladané prace je propojeni zakladniho vyzkumu s klinickou praxi ve
formé uzké spoluprace s Fakultni nemocnici v Hradci Kralové spojenou s analyzou

vzorki ziskanych od pacientii s obstruk¢ni hypertrofickou kardiomyopatii.

K reseni zadanych cili studentka vyuZzila moderni technologické postupy a nejnovéjsi
poznatky v oblasti proteomickych analyz, se zamérenim na cilenou proteomiku. Navic
méla moZnost béhem svého studia nacerpat zkuSenosti na zahrani¢nim pracovisti

(Institut molekularni systémové biologie v Curychu, Svycarsko) a pracovat tkolech
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spojenych s feSenim své dizertacni prace. Dale je tfeba uvést, Ze Mgr. Alena Fucikova je

jednou z prvnich, ktera zavedla SRM metodu v Ceské republice.

PredloZena dizertacni prace je Clenéna do sedmi hlavnich kapitol, v posudku se vSak
zminim jen o vybranych kapitolach. V Givodu jsou shrnuty poznatky o hypertrofické
kardiomyopatii, proteomickych metodach vyuzivanych v klinické diagnostice,
v experimentalni c¢asti jsou popsany vzorky a jejich priprava pro analyzu na
hmotnostnich spektrometrech a na konec jsou uvedeny analyzy iTRAQ a SRM, kde je
mimo jiné popsana optimalizace a validace SID-SRM-MS metody. Vysledky pak dokladaji
identifikované a kvantifikované proteiny plazmy (studie iTRAQ) a sekvence peptidi
vybranych proteini kvantifikovanych SRM metodou. Na zavér své prace pak sama
autorka uvadi, Ze problematika cilené kvantifikace proteinli souvisejicich
s hypertrofickou kardiomyopatii neni stale zcela vytreSena, a proto je tieba ji dale
rozvijet, aplikovat na vétsi pocet pacienti a hledat zplisoby interpretace ziskanych

vysledkd.

Prace je psand peclivé, srozumitelné a ctivé. V textu se nevyskytuji Zadné preklepy.
Obrazky a tabulky vhodné dopliuji popisovana témata, metody a vysledky. Drobné
vytky mam ke zkratkdm, které v textu nejsou rozepsané (napt. NYHA-str.70, FASP-
str.78, CHCA-str.79). Dale u nékterych obrazkl (napt. 2.10 az 2.14) neni v legendé
uvedeno, zda byly prevzaty nebo upraveny s pripojenim zdroje, anebo vytvoreny primo
autorkou dizerta¢ni prace. V grafech na obrazku 5.7 na str. 114 chybi legenda (neni
znam popis jednotlivych vzorkii a znacek). NenasSla jsem metody pro méreni

koncentrace proteint ¢i peptidii ve vzorcich.

Dotazy oponenta k obhajobé disertacni prace

V praci popisujete metodu kvantifikace (iTRAQ) méfenou v médu DDA (Data Dependent
Acquisition) a metody SRM cilené kvantifikace. Myslite, ze by mohly byt vzorky plazmy
(popisované ve vasi praci) meéfeny v DIA (Data Independent Acquisition) modu a jakymi
metodami? Mohla byste popsat princip obou modu (DDA a DIA) a zamyslet se nad tim, jaké
vysledky by se mohly ziskat u DIA metod? Ma smysl DIA metody pouzivat pro hledani a

verifikaci biomarkeru?
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Studentka ziskala nejen znac¢ny piehled o souc¢asnych proteomickych metodach, ale také
neocenitelné praktické zkuSenosti pri pripravé biologickych vzorkd, jejich analyze na
hmotnostnich spektrometrech a interpretace dat. Navic originalni vysledky uvedené
v dizertac¢ni praci byly a jisté jesté budou publikovany a prezentovany na védeckych
konferencich. Z uvedenych vysledkl vyplyva velmi mnoho odvedené prace, casova i

finan¢ni naroc¢nost metod.

Zavérem lze shrnout, Ze vSechny cile vytycCené v disertacni praci byly splnény. Disertacni
prace obsahuje predepsané naleZitosti a spliiuje podminky uvedené v paragrafu 47
odstavce 4 zakona. Mgr. Alena Fucikova prokazala zpiisobilost k samostatné védecké
praci a ziskala nové originalni vysledky. Praci doporucuji k obhajobé a hodnotim ji jako

vybornou.

V Brné 22. 8. 2013

prof. Ing. Lenka Hernychova, Ph.D.



