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wProteomické pristupy ke studiv nddorovych onemocnéni®
Ing. Lucie Lorkovi

1. LY UK v Praze,
studijni program Biomedicina,
studijui obor ,Molekulirni a bun¥énd biotogie, genetika n virologie".

Skolitel: Doc. RNDr. J, Petrak, Ph.D.
) Laborator klinické proteomiky
Ustav patologické fyzivlogie, 1. LF UK v Praze

Obeend charakteristika
Disertaéni préce v pevné vazbs formatu Ad md rozsalr 112 stran (véeinéd pouZité literatury a praci
autora se vziahem ke studované problematice - 3 publikact, z toho 1x jako prvni autor (ze 7 autort, I
2,29), 1x jak drub¥ autor (z 16 autord, [F 5.39) a Ix jako thetf autor (ze 7 autord). Prace jo Slenéna do
kapitol zahrnujicich: 1, Uvod, 2. Literdrmi pichled, 3) Vysledky -, Proteomika jako ndsioj k analyze
nadorovieh onemocnéni* se temi podkapitolami vénovanyeh jednotlivgm studifm, 4) Shmutf a diskuze,
5. Pouditd literatura, 7. Piloha - Publikace.

Cile prace

Hlavni oft disertace je v pedstatd formulovin ndzvem celé préce, a to  Proteomické pfistupy ke
studiu nadorovych onermocnéni®,
Specifieké cile jsou jasné uvedeny u jednotlivich praci ve vysledkové ¢4sti: 1) Identifikace novych
biomarkerd pro Sasnou diagudzu ovaridlnibo kareinomuy; 2) Studium moelekuldrnich mechanismh
rezistence lymfomu 2 bundk pladtove zday (MCL ) na-cytarabing 3) hleddni novyeh molekuldrnich tercit
selektivnieh pro odstranéni TRAIL resistentnich MCL bunék.

DuosaZzené yvystedky

Prvnd Sast predklddand prace se zamifuje na proteomickou analyzu sér pacientek s karcinomem
ovaria, V tomto piipads ide o analyzu realngch vzorkd pacientd, tudiz zde hraje velikou roli odbér a
skladovani vzorkd, a velice pe¢livy vwwhér skupin pacientd v rémet klinickyeh ukazateld, ale | kontrolni
skupiny, Pi analyze byly vyuZity dvé kombinace technik: a) imunodeplece a shotgun M8, b)
hexapeptidova knihovna a 2-DE. Podstatné je oddileni vysoce abundantnich proteindl sera, aby byl
umoinén piistup k ménd abundantnim proteintm. Obé kombinace technik poskyty celkem 3 proteiny 5
rozdilnon koncentrael v sérech pacientek s karcinormem ovaria oproti kontrolid skuping, z toho zmény 2
proteint (APOA4 a RBP4) byly potvrzeny u obou postupil. Jedingm desud nepublikovanym proteinem v
této souvislosti je RBP4, takZe bylo pochopitelné zamelit se na ovéien pozorovaného poklesu RBP4 v

jednotlivieh vzoreich pacientek a zdravych Zen. Western blot potvrdil tento pokles o ELISA poskytla

absolutnd kvantifikact a signifikantnd pokdes u pacientek oproti zdravym Zenam.

Poufiti proteomického pFstupu se osvédGilo, otdzhon istivd specificita | sefektivita takového
potencidinihio markern jake RBIY pro ovariding kareinom. Jakfm zpiisobecm by bylo moind tyto
kritické parametry marker gvyfit?
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Ve druhé praci byla proteomickd a trapskriptoniova analyza aplikovand ke sledovant mechanismit
rezistence MCL bungk na cytarabin - zastupce chemoterapewtik ze skopiny nukleosidovyeh anti -
metabolith, Na podatku studia byly vyuZity bunééné linii odvozené od cytarabine sensitiviich MCL
bunék - JEKO- 1, MINO, REC-1, HBL-2 a GRANT- 519, Ve vistedkove Sdsti disertace fe nutndé
specifikovat plivodssdrof tochio i ~bez oliledu na fo, fe je moiné si tento fidaj dohledut ve findini
publikaci. 7. odvozenyeh resistentnfeh Jinf byla MINO-R linie analyzovéna klasickym postupem
kombinace 2DE +MS pro identifikaci proteinl typickyeh pro resistentnd klon. Nalez sniZené exprese
deoxyeytidin kindzy, ndstedn@ potvrzeny western blotem i v daliich odvozenych eytarabine resistentnich
kloni vzhledem ke klidové Gloze v metabolismu cytarabing, neni nijak piekvapivy. Je fen Shoda, Ze tato
proteomovd analfza nebyla doplndna jingm proteomickpm postupen, kiery by snad poskatt dol¥é
komplementdrni visledky « jaky postup pro tento iiéel by jste pvolila? Dilezityn nélezem této studie je
kittovd rezisgence k fingum typlian nukleosidovich anti- metabolitih. Je 3 tohoto pohledu perspektivri
peuditi biologickd 1ehy, napt. anti- CD-20 protildthy (vituximab} samotné nebo pFipadné v kembinaci
5 finvmi genotoxickfmi & alklyénimi chemoterapeutiky?

Klasicky postup vyusfvaiict kombinaci 2-DE separace a M8 identifikace byl vyuZit pfi tdentilikaci
molekuldrnich cill pro selektivai likvidaci bunék lymfomi z plastové zony rezistentnich na
protindderovou molekuln TRAIL, Price vyuivd bundtnou linii HBL-2 odvozenow z MCL a prvnim
krokem je ustaveni rezisteniniho subkiony. Tento model je pak podroben proteomickému srovadud
sensitivnich versus resistentnich bungk, Kromé jinych pozorovanyeh zmdn se zajlmavym pozorovanim -
staly zmény enzymit purinového metabolismu, v nich doehédzelo k 1,6 —2,2x sniZend expresi. Po
semikvantitativaf verifikaci tdchto zmén Western blotem bylo patmé, Ze v rezistentnich HBL-2/R
buttkdch je narugend homeostdza purind, coZ od wéité hranice mbZe byt pro buiiku kriticke vzhledem
k nedostatku ribonukicotidd a deoxyribonukleotidu pro tvorbu KNA 4 DNA, Velmi viipnym smérem
studie pak je vyuZitl inhibitord purinového metabolismu pro zv§ent toxicity vidi rezistentnim HBL-2/R
bufikdm, co¥ predstavuie slibny twerapeuticky smée. Kembinace modelového bunidlného systdmu
protecmického pifstupu se osviddila, otdzkon yistdvd pFenos poznathi do vedlného svita imediciny.
Jakou roli zde hraje heterogenita rezistentnich subpopalact w pacienii?

ZavErelnd otidzka:
Jaké jsou villedy , proteomickich markerd® pro rufivnd praxt?

PouZita metodika

Metodické postupy pouZité v jednotlivyeh experimentech diseriaéni prci odpovidaji soutasnym
trendim v oblasti proteomiky a hmotpostl spektrometrie a jejich kombinace je vhodné volens s okledem
na clle experimentdl, Zejména u praci s bunééngmi modely by bylo vhedné dalif pouziv
komplementdrnich MS technik.

Spinéni cilG

Domnivam se, %e cile dokiorandské disertatni préce byly splnény. Tuto praei lze povaZovat za
piinosnou z toho pohledu, Ze demonstiruje Gspéinost propojeni proteomickyceh technik se studiem
nadorovych onemocnéni zejména na molekuldrmd drovai a vytval{ tak dulezité krticky k pienosu do
mediciny s vidinou cilend terapie.

Dotazy a pfipominky pro diskusi
Yiz. viie.
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Zavir

Ing. Lucie Lorkovi pedloZila disertaini praci, kierd prokazuje jeji predpoklady k samostatné
tvolivé videcké praci a k uddlent titulu PhuDD. 7a jménem.

an

V Libéchove, dne 26. 9, 2014 RNDE Hana Kovirova, CSc,




