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Autorka se v predloZené dizertac¢ni prace zaméruje na studium kmenovych bunék ve spojeni
s neurodegenerativnimi onemocnénimi. V soucasné dobé tato onemocnéni postihuji ptiblizné
55 miliont lidi v celosvétovém méritku, a do roku 2050 by tento pocet mohl vzrist az na 131
miliond. Z tohoto diivodu je téma dizertac¢ni prace velmi aktuélni.

Kmenové buriky predstavuji diilezity experimentalni model v neurobiologii s moznosti jejich
vyuziti vregenerativni terapii. Nezbytnou soudasti jejich bezpecného vyuziti jsou presné
definované buné¢né markery a ¢istota bunééné populace. Mgr. Kubickova se proto v prvni ¢asti
své prace vénovala charakterizaci nervovych kmenovych bunék béhem jejich diferenciace a
ktomu vyuzila hmotnostné spektrometrické analyzy (napf. pristup Selected Reaction
Monitoring, SRM). V druhé ¢éasti prace se zamérila na podrobnou analyzu povrchovych
membranovych proteint Zivych bunék metodou Cell Surface Capturing (CSC).

Dizertace je napsana v ¢eském jazyce formou komentovaného souhrnu ¢étyi publikovanych
praci. Dizerta¢ni prace odpovida po formélni i odborné strance standardu, ale obdas se
vyskytuji nepfesnosti, na které bych v dal§im textu posudku upozornila. V psaném projevu
jsou, v nékterych pripadech, konstrukce vét krkolomné, trva chvili, nez se najde smysl sdéleni.
Na druhé strané se v textu vyskytuje jen minimum pieklepd. Dalsi askali, se kterym byva
problém u ¢esky psanych odbornych textt, je preklad anglickych odbornych spojeni do cestiny,
a to autorka zvladla dobre. BohuZzel uz nezvladla prelozit anglické popisy ve vSech obrazcich,
coZz tvori nesoulad s ¢eskym textem.

Uvod dizerta¢ni prace odpovida tématu prace a je zaméfen na souhrn soucasnych poznatkd
v oblasti neurologickych onemocnéni, kmenovych bunék a 1écby. Uvedené informace jsou
podporeny 95 literarnimi odkazy. Obcas se objevuje reference ve forméatu (napt. shrnuto v %),
doporucila bych nechat jen ¢islo na literarni odkaz. Dale jsem v textu nenasla odkaz na obrazek
1. Podle mého nazoru by mohl byt obrazek 3a koncipovan jinak, misto ¢asové osy zobrazujici
vyvoj analyz proteini, by bylo mnohem uZite¢néjsi popsat schéma hmotnostniho spektrometru
a funkei jednotlivych ¢asti, véetné vysvétleni MS1, MS2 a fragmentacénich technik, které jsou
casto v praci zminovany. Druha cast obrazku 3b je v poradku, prehledné zobrazuje pristupy
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moznych hmotnostné spektrometrickych analyz protein. Trochu matouci pro ¢tenare je
uvedeni rozsahlé legendy v textu pied obrazkem 3 (i kdyz to je asi z divodu Setfeni mista na
strance). Doporucila bych ¢ast textu prevést do textu kapitoly a legendu tak zkratit. Zaroven na
zaver této legendy jsou uvedeny zkratky v jiném formétu nez v ostatnim textu prace, doporudila
bych sjednotit tyto formaty. Na zavér tivodu by bylo vhodné se vice vénovat statistickym a
bioinformatickym pristupim hodnoceni ziskanych dat, které jsou pro publikaéni Gcely
nezbytné, a autorka prace je v ¢lancich pouzila.

V metodické ¢asti jsou popisovany postupy vyuzité pro pripravy a analyzy vzorki doplnéné
nazornymi obrazky. Vysledkova ¢ast uvadi jen publikac¢ni vystupy bez komentare. Jedna se o
dvé prvoautorské a dvé spoluautorské publikace v recenzovanych casopisech simpakt
faktorem vrozmezi 2,643-3,914. Prace jsou publikované vletech 2015-2021, tedy nejde o
nejnovéjsi publikacni vystupy, coz neubira na kvalité prace predkladatelky. Dvé publikace jsou
prehledové a dvé uvadeéji originalni experimentalni vysledky. Vystupy z publikaci jsou pak
diskutovany v souhrnu prace. Myslim si, Ze pfimé propojeni vysledkii a diskuze kazdé prace by
bylo vice piehledné.

V prvni publikované praci (Biology Open, 2021) jsou popisovany kultiva¢ni a diferenciacni
postupy pro ziskani liniové specifickych bunék. Pro monitorovani diferencialniho potencialu a
Cistoty bunécéné populace byl vyvinut SRM piistup. Ten umoznil v kratkém ¢ase monitorovat
desitky proteinti najednou a tim efektivné a rychle sledovat typy bunék v priibéhu diferenciace.
SRM vysledky byly dany do kontextu s méfenim mRNA pomoci RT-qPCR a detekci proteinii
pomoci imunofluorescenéni mikroskopie. Na zavér bylo potvrzeno vyuziti sady proteinii
umoznujici uréeni diferenciac¢niho stavu a ¢istoty bunécénych populaci.

Ve druhé publikované praci (Journal of Proteomics, 2016) je diferenciace neuralnich bunék
popisovana jinou metodou. Tato metoda je zaloZena na identifikaci povrchovych bunéénych
N-glykoproteinti. Cela tato strategie byla zaméfena na detekci novych CD (diferencia¢nich
skupin) molekul slouzicich pro presnéjsi klasifikaci bunék a bunécénych stavii, pochopent jejich
tlohy v mechanismech neuralni diferenciace. Pouzita metoda CSC v kombinaci s hmotnostni
spektrometrii prokazala zmény N-glykoproteinti v pribéhu diferenciace nervovych
kmenovych bunék (NSC), které by mohly prispét k efektivnéjsimu tfidéni bunék pomoci FACS
technologie.

Oba publika¢ni vystupy hodnotim velmi kladné, jedna se o naroénou experimentalni praci,
vyvoj SRM metody a vyuziti CSC technologie. Vzniklé vysledky piinesly posun v oblasti
sledovani diferenciace liniové specifickych bunék pomoci identifikovanych sad proteint.

Dalsi dvé publikované prace (Expert Review of Proteomics, 2015 a Proteomics - Clinical
Applications, 2015) jsou prehledové a uvadéji pouzivané markery pro diferenciaci NSC,
valida¢ni studie nebo popisuji zakladni biochemické mechanismy patogeneze Huntingtonovy
choroby. Obé prehledové prace hodnotim také jako zdarilé.

Musim se vsak zminit o ,hladinach®. V celé dizertacni praci se piSe pouze o ,hladinach”
proteinti, markert nebo transkriptd (napf. str. 81-82), nikdy u proteinii nejsou uvedeny zadné
kvantifika¢ni tidaje. Stejné tak zni naivné véta pred obrazkem 13 na str. 86: ,,Hladina S100B,
druhého markeru astrocytil, pii BG diferenciaci nejprve klesla a postupné se vrdtila na
ptivodni uroven.“ Mohla bych pozadat Mgr. Kubickovou, zda by toto vyjadieni mohla dat do
kontextu s kvantitativnimi daty? Mérilo se SRM se spikovanymi tézkymi peptidy, u kterych
byla znama koncentrace.

V z&véru prace je uvedeno naplnéni cilii dizertacni prace a shrnuti ziskanych vysledki. Mgr.
Kubickova prispéla k moznosti pripravy populace bunék s lepsimi terapeutickymi vlastnostmi
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a zachytu nebezpeénych pluripotentnich bunék na zakladé seznamu proteini z vlastnich
proteomickych studii.

Zavér

Mgr. Martina Kubickova prokazala v predlozené dizerta¢ni praci tvircéi schopnosti v dané
oblasti vyzkumu, splnila vytyéené cile a vyhovéla vS§em pozadavkiim Oborové rady: Vyvojova a
bunécéna biologie. Z uvedenych divodi doporucuji dizertacni praci k obhajobé.

Otazky

1. Pro¢ na obrazku 13 u SOX2 markeru je takovy rozptyl v medidnu abundance a u DCX
proteinu ne?

2. Prosim o vysvétleni pojmu ,hladiny“ proteinu, o kterych se piSe v pribéhu celé vasi
dizertacni prace?

3. V prvnich dvou uvedenych publikacich (Biology Open, 2021 a Journal of Proteomics, 2016)
jsou popsany sady proteint, které umoznujicich uréeni diferenciaéniho stavu a cistoty
bunécnych populaci, pripadné urcuji stav diferenciace nervovych kmenovych bunék. Vidéli jste
prekryv v identifikovanych proteinech? Pokud ne, mohla byste vysvétlit proc?

4. Pro¢ jsou pluripotentni bunky nebezpec¢né? Co znamena lepsi terapeuticky vyhled s Cistsi
populaci bun€k? PiSete o tom v Zavéru, ve 2. odstavci.

5. Jsou nékteré vami identifikované proteiny (na povrchu NSC) vyuzivany v klinické praxi?
Myslim tim monitorovani pacienti s HD béhem progrese onemocnéni nebo vyuziti v
transplantac¢nich experimentech.

prof. Ing. Lenka Hernychové, Ph.D.

V Brné dne 2. 8. 2024
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