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Zpracovani tématu s ochledem na dosavadnistav dané problematiky

Kromé vyzkumu na matefském pracovidti uchazecka a lzce spolupracuje s dal$imi
wyzkumnymi pracovisti v CR a jeji Siroky odborny zabér zahrnuje proteomiku,
sekretomiku a mezibunéénou komunikaci, zejména v souwvislosti s nervovym systémem
a jeho regeneraci ¢i degeneraci. Habilitaéni prace zahmuje 21 doloZzenych odborych
textG, publikovanych v recenzovanych ¢asopisech. Obsah prace je moZno shrmout do
nékolika hlavnich oblasti:

1) Charakterizace proteomu a sekretomu nervovych kmenovych bunék pfi diferenciaci.

Uchazelka vyznamné figuruie pii vyzkumu lidskych nervovych kmenovych bunék,
jejich proteomu i sekretomu béhem diferenciace. Studie vyuzivaji hmotnostni
spektrometrii a proteomickeé analyzy k identifikaci proteinll a sekretovanych molekul,
které se méni, kdyz se kmenové bunky wyvileji ve specializované neurony. Tento
vyzkum pomaha objasnit, jak se mé&ni mezibunééna komunikace a signalni proteiny
béhem regenerace a vyvoje nervového systému, coz je kli¢ové pro pochopeni
regenerace po poskozeni a mozného wyuiiti k terapeutickym strategiim.

2) Role extracelularnich vezikul a exozoml v neurodegenerativnich procesech

V konkretnich i pfehledové publikaci spoluautorka analyzuje, jak extracelularmi vezikuly
(napr. exozomy) ovliviiuji degenerativni procesy v nervovém systému, konkrétné v
Huntingtonov& nemoci. Exozomy a dalSi sekretované molekuly se vyskytuji v sekretomu
nervovych bunék a mohou prenadet signaly mezi bufkami, ménit mikroprostredi a byt
potencialnimi biomarkery poSkozeni nebo zanétu.

3) Extracelularni vezikuly jako zdroje biomarker( pro neurodegeneraci




Velmi zajimavou ¢&asti praci ucgazelky je studie, jak sekretované vacky — soucast
sekretomu — mohou slou?it jako indikatory stavu nervové tkané pfi Huntingtonové
nemoci. Takoveé biomarkery by mohly pomoci v diagnostice a monitorovani -
neurodegenerativnich poruch a regenerativnich procesu.

Ackoliv ne vSechny publikace pfimo popisuji poSkozeni a obnovu nervovych bunék,
vysledky vyzkumu proteomu a sekretomu kmenovych bunék nervového systému
poskytuji dilezité informace o molekularnich zménach béhem diferenciace, regenerace
a neurodegenerace.

Vhodnost pouZitych metod a postupil, metodologicka a technicka stranka prace

Helena Kupcovéa Skalnikova se vénuje nejen aplikovanému vyzkumu, ale i rozvoji
proteomickych a sekretomickych metod: zejména jde o pokrogilé proteomické techniky
— vyuziti hmotnostni spektrometrie, nanoHPLC a imunologickych analyz pro identifikaci
a kvantifikaci proteinu v burnkach a jejich sekretu, izolace a charakterizace malych
extracelularnich vezikul — publikace o izolaci vezikul z biologickych tekutin, které jsou
zasadni pro pochopeni mezibunétné omunikace. Postupy, které Helena Kupcova
Skalnikova pouziva ve svém vyzkumu proteomu a sekretomu, jsou modemi, relevantni
a mezinarodné srovnatelné se soucasnymi standardy v oblasti proteomiky/sekretomiky.
Zde jsou hlavni divody a dikazy:

1. Pouzivani hmotnostni spektrometrie (MS) — zlaty standard v proteomice

Ve sveé vedecké praci Kupcova Skalnikova pouziva LC-MS/MS (kapalinova
chromatografie spojena s tandemovou hmotnostni spektrometrii), véetné rezimu
SWATH-MS, coz je kvantitativni metoda pro globalni analyzu proteomu. Tato
technologie umozriuje identifikovat a kvantifikovat tisice proteini ve vzorcich aje béiné
uznavana v mezinarodnim proteomickém vyzkumu.

2. Sekretomika jako samostatna disciplina

Analyza sekretomu — tedy souboru proteini vyluCovanych bunkami — je mezinarodné
uznavanou soucasti proteomiky a béZné se pouziva ke studiu mezibunécné
komunikace, biomarkerl a signalizace. V publikaci Kupcové Skalnikové byla
sekretomicka analyza kombinovana s multiplexnimi imunoassay (napi. Luminex), coz je
pokrotila a kvantitativni technika pro méreni cytokinl a ristovych faktor(.

3. Kombinace metod - proteomika + imunologické analyzy

Kromé MS technik jeji laboratof pouZiva také multiplexni imunologické testy a ELISA,
které umoziiuji citlivé méfeni specifickych proteint ve sekretomu — to je standardni
postup v mnoha biomedicinskych laboratofich po celém svété.

4. Analyza extracelularnich vezikul (EV / exozomy)




lzolace a charakterizace extracelularnich vezikul (napf. exozomtl), které jsou dileZitou
soucasti sekretomu, je velmi aktualni a rostouci obiasti vyzkumu. Tyto vezikuly totiz
pfenadeji signaly mez bufkami a mohou slouzit jako potencialni biomarkery
onemocnéni nebo poskozeni tkani. Tato oblast je aktivné studovana ve Spickovych
laboratofich po celém svéte.

Lze tedy shrnout, Ze metody, které uchazecka pouziva, patfi k modernim a
mezinarodné standardizovanym postupim v oblasti proteomu a sekretomu — doloZeno
zejména:

¢ LC-MS/MS a SWATH-MS pro globalni proteomickou analyzu
+ Multiplexni imunologické techniky (napf. Luminex)

¢ Analyza extracelularnich vezikul / sekretomu jako fenoménu mezibunééné
komunikace

+ Publikace v impaktovanych zahrani¢nich éasopisech

Kvalita docilenych vysledkii

Védecké publikace Heleny Kupcové Skalnikové maji v mezinarodnim kontextu zietelny
vyznam, protoZe piinaseji vysledky odpovidajici aktualnim trend(m v lékafské chemii a
biochemii a jsou komunikovany zpGsobem wyuZitelnym pro $ir$i odbornou komunitu.
Publikacni vystupy prokazuji schopnost autorky formulovat originaini zavery, metodicky
je podlozit daty a zasadit je do ramce soucasneho svétoveho vyzkumu.

Mezinarodni relevance je dale posilena tim, ze prace piispivaji jak k zakladnimu
porozuméni biochemickym mechanismim, tak k potencialnim biomedicinskym
aplikacim, a Ze autorka dlouhodob& udrzuje tematicky konzistentni vyzkumnou linii.
Celkové je jeji publikacni €innost srovnatelna se standardy mezinarodni védecke
produkce v oboru.

Vyjadreni k originalité habilitacni prace

V neurovédnich tématech je publikacni linie uchazeéky mezinarodné gitelna zejména
tim, Ze propojuje pokrodilé proteomické/secretomické a EV-pfistupy s otazkami, které
jsou globalné relevantni pro neurodegenerace a buné&éné terapie. U prace zaméfené na
proteom a sekretom lidskych neurdlnich kmenovych bunék béhem diferenciace je
originalita obhajitelna hlavné ,datové a metodicky": systematicky mapuje rozsahlé
proteomické zmény (LC-MS/MS, SWATH) a sou¢asné ukazuje, jak se méni sekrece
vybranych faktord v Ease a za riznych podminek diferenciace, coz je pfimo vyuZtelné v
mezinarodnim kontextu charakterizace bunéénych pfipravkil pro neurologické indikace.




Druha vyrazné originalni linie se tyka extracelulamich vackl (EV) u Huntingtonovy
choroby, kde prace sleduji pfenositelnost mez porcinnimi modely a humannimi vzorky
a testuji, zda EV z periferni krve nesou molekularni informaci relevantni pro
onemocnéni {napf. huntingtin/mutovany huntingtin). Tato kombinace ,EV biomarker( +
velky zviteci model + pacientska validace® pifedstavuje pfistup, ktery je v mezinarodnim
méfitku vysoce konkurentni a sou€asné obtiné napodobitelny bez odpovidajici
infrastruktury.

Kriticky Ize dodat, e nejpfesvadéivéjsi originalita je v &astech, kde prace nejdou jen
Jncrementalné”, ale pfinaseji pfenositelné datové zdroje a validované postupy (véetné
prace s porcinim materialem/CSF), které maji hodnotu i pro mezinarodni tymy.

Diskuse

PredloZena prace je hodnotna, ale piece jenom je jeji prvni ¢ast velmi struéna a i pfilis
skromna, coZ ve mné vyvolava otazky, kterym by se uchazec¢ka mohla piece jen
alespon trochu vice vénovat pfi shrnuti dosaZenych vysledki. Takova diskuse by byla
rozhodné zajimavym piinosem pro kazdého, kdo habilitacni praci bude ¢ist. Proto kladu
jeste nasledujici obecnéjsi otazky:

1) V ¢em pfesné spo&ivd novost vasich neuro praci viici svétové literature (koncept,
metoda, dataset, model)? Co by bez vaseho pfistupu nebylo znamo?

2) Translace model — Elovék (zejm. praseci modely): Jaké jsou hlavni limity pfenosu z
velkého zvifeciho modelu do klinické reality a jak jste je ve studiich oSetfila (vwbér
fenotypd, Casovani, srovnatelné biomarkery, konflzni faktory)?

3) Extracelularni vacky/biomarkery — preanalytika a reproducibilita: Jak jste
kontrolovala preanalytickeé proménné (odbér, zpracovani, hemolyza, skladovani),
Cistotwheterogenitu EV a jak byste prokazala, Ze signal neni artefakt izolace nebo
kontaminace?

4) Specifiénost biomarkeru pro neurodegeneraci: jak dokazujete, ze sledované zmeény
(v EV/proteomu/sekretomu) jsou specifické pro dané onemocnéni & mechanismus,
a ne odrazem systémového zanétu, stresu, medikace nebo komorbidit? Jaké
kontrolni skupiny by byly idealni?

5) Klinicka pouzitelnost. Jaky je opravdu realisticky ,next step” k vyuziti vysledki
(diagnostika, stratifikace pacientl, monitorovani |éCby)? Jaké parametry by musely
byt spinény (robustnost, citlivost/specifi¢nost, naklady, standardizace mezi
laboratofemi)?

Zavéry a doporuéeni

Uchazetka se vénuje proteomické a sekretomické charakterizaci nervovych bunék,
zejména kmenovych bunék béhem diferenciace, coZ je relevantni pro regeneraci po
poskozeni nervové tkané, zkouma extracelularni vezikuly a exozomy jako souéast
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sekretomu, které hraji roli v neurodegenerativnich procesech (napf. Huntingtonova
nemoc), rozviji wzkumné metody proteomiky a sekretomiky, které slouzi jako analyticky
zaklad pro dalSi studie. Prace jednozna¢né pfinasi nové vyznamne védecké poznatky,
coz kromé porovnani s literarnimi Gdaji dosvédduje predevsim to, Zze vysledky byly
publikovany v kvalitnich védeckych Casopisech.

Obecné shruji, Zze predloZzend habilitani prace uchazecky pfedstavuje uceleny souhmn
jeji dlouhodobé odborné a védecké ¢innosti v oblasti Iékafské chemie a biochemie.
Prace je koncipovana prehledné, logicky strukturované a jasné ukazuje vyvoj
autorskych vyzkumnych témat i jejich metodologickou navaznost. Autorka doklada
schopnost samostatné formulovat védecké otazky, volit adekvatni experimentaini a
analytické postupy a interpretovat vysledky v 8irSich souvislostech sou€asného
poznani.

Vyzkumné vysledky prezentované v habilitaéni praci prokazuji odbornou erudici autorky
v kli¢ovych oblastech oboru, zejména v porozuméni vztahilm mezi strukturou a funkci
biologicky aktivnich systém(i, v praci s biochemickymi a chemickymi metodami a ve
schopnosti prevadét ziskaneé poznatky do obecnéji vyuzitelnych zavérd pro
biomedicinsky kontext. Text soucasné svédéi o systematické publikaéni aktivité a o
schopnosti spoluprace napfi¢ obory, které jsou pro lekarskou chemii a biochemii
typické.

Z formainiho hlediska je habilitani prace zpracovana peclivé, srozumitelné a na
odpovidajici odborné drovni. V praci je patrna kontinuita védecké &innosti, jasna
autorska linie a zraly odborny usudek. Celkové Ize konstatovat, Ze pfedloZeny soubor
vysledkll spifiuie béné poZzadované kvalitatini parametry pro habilitaéni fizeni v
daném oboru.

Na zakladé piedloZzené habilitatni prace konstatuji, ze spliuje obsahové i formalni
poZzadavky kladené na habilitaCni praci v oboru lékafska chemie a biochemie.
DoporuCuji praci pfijmout v pfedloZzené formé a na jejim zakladé doporucuji udélit titul
docent pro obor lékai'ska chemie a biochemie.
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