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Posudek oponenta na doktorskou diserta¢ni praci Heleny Skalnikové nazvanou
»Proteinova analyza bunééné proliferace a diferenciace na modelech nervovych
kmenovych bunék a nadorovych bunék*

Doktorska prace Heleny Skalnikové byla pfredloZzena v rozsahu 31 stran textu vcetné
seznamu citaci, a dale obsahuje 75 stran pfiloh (separatné Cislovanych P1 az P75)
skladajicich se zreprinta, preprintd a rukopist jednotlivych publikaci. Ve svém
oponentském posudku bych se rad pokusil o zhodnoceni nejen prace samotné, ale chtél
bych kratce komentovat nejprve metodickou erudici kandidatky, dale vysledky ziskané
kandidatkou v pribéhu jejiho doktorského studia, a nakonec vlastni zpracovani ziskanych
vysledku v predkladané disertacni praci.

Téma predkladané disertaCni prace povazuji za velmi zajimavé vzhledem ke klicoveé uloze
kmenovych bunék v kontextu soucasného biomedicinského vyzkumu, a ohromnému
potencialu praktickych aplikaci kmenovych bunék pfi terapii fady vyznamnych chorob,
ktery se nyni Siroce otvird a diskutuje. Pochopeni biologie kmenové bunky je dale
nepochybné pevné svazano s pochopenim biologie bunék nadorové transformovanych, a
na tento soucasny trend kandidatka ve své praci téz platnym zplsobem reagovala. Pro
vyzkum diferenciace nervovych kmenovych bunék a sledovani vlivu inhibitord cyklin-
dependentnich kinas na nadorové bunky vyuzila kandidatka Sirokého spektra metod
soucCasné proteomiky, s nimiZ se nejen seznamila pod vedenim zkuSené Skolitelky RNDr.
Hany Kovaroveé CSc., ale mnohé z nich dokonce zdokonalila, a v pfipadé nékterych metod
(ProteomeLabT'\’I PF2D) byla dokonce se svoji Skolitelkou opravdovou prukopnici pfi
zavadéni téchto novych metod do Ceské a svétové proteomiky. Klasické (2DE) i moderni
(PF2D, hmotnostni spektrometrie, proteinové Cipy) metody proteomiky pak doplnila jesté
dalSimi vhodnymi metodickymi pFistupy, jako jsou bunécné kultivace, metody zpracovani
biochemického materialu, histochemické a cytochemické metodiky a dalSi. Celkové se
tedy jedna o obdivuhodny metodicky zabér a vyvoj mnoha novych metod kandidatkou
nepochybné prfedstavoval sam o sobé velmi hodnotny vyzkum, cenny z hlediska dalSiho
rozvoje Ceské proteomiky jako celku.

Nové postupy a nové pfistroje ve védeckém vyzkumu pfinaseji nové a zajimavé vysledky,
a jinak tomu nebylo ani v pfipadé doktorské prace Heleny Skalnikové. Velké mnozstvi
cennych a zajimavych vysledku kandidatky bylo k datu odevzdani prace predmétem
celkem 4 publikaci uverejnénych v prestiznich Casopisech s vysokou hodnotou impaktniho
faktoru (Proteomics - IF 6.088, Current Opinion in Molecular Therapeutics — IF 2.700),
jedné kapitoly v knize, a dvé publikace jsou pfipravovany. Dale byla v pribéhu
doktorského studia Helenou publikovana jesté jedna prace (J.Immunol.Methods — IF
2.57), ktera stématem disertaCni prace nesouvisela. Pokud jde o puvodni prace
Casopisecké, jedna se o dvé originalni prace experimentalni, a dva pfehledné clanky,
jeden v zahranicnim a jeden v Ceském Casopise. Konkrétni podil kandidatky na
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jednotlivych publikacich byl Skolitelkou upfesnén, na zakladé tohoto vyjadfeni je mozne
konstatovat, Ze byl jeji podil na vétSiné praci zasadni. Domnivam se tedy, ze i po strance
mnozstvi a kvality ziskanych vysledku je prace bohaté vybavena, a k mnoha zajimavym
vysledkum, jejichZz ziskani nepochybné nebylo snadné, je tfeba kandidatce i Skolitelce
blahoprat (konkrétni vyCet vysledkl zde neuvadim, je uveden v praci, a bude jisté i
predmétem prezentace v prubéhu obhajoby).

V posledni &asti svého posudku nez prejdu ke konkrétnim dotazim Kk praci a ke
kandidatce je formalni zpracovani doktorské disertace. Myslim, Ze historicky vyvoj v této
oblasti sméfujici od Ctyfsetstrankovych kandidatskych disertaci podavanych donedavna
doplnéné uvodni kapitolou a kratkym komentafem, neni potfeba obsahle rozvadét. Stejné
tak neni tfeba zddrazriovat, Ze struCnost je v dneSni dobé zavalené nadmérnym
mnozstvim detailnich informaci, v jejichZz zaplavé se Clovék obtizné orientuje, samoziejmé
vhimana jako prednost. V pfipadé uvodnich Casti disertace Heleny Skalnikové jsem si
ovSem nebyl jisty, jestli se jedna o Zert, nadmérnou stru¢nost, nebo svéraznou interpretaci
pravidel a zvyklosti ze strany konkrétniho studenta. Faktem zlstava, ze uavod
k pfedkladané disertaci, v némz jsou tak zavazna témata sou€asného biomedicinského
jako jsou kmenové bunky nebo regulace bunécného cyklu u nadorovych bunék Casto
odbyty jednim odstavcem, nezfidka dvéma vétami, opravdu nepovaZzuji za dostatecné.
Ovéroval jsem proto, zda se nejedna o vyzkumné oblasti, v nichZz existuje zatim velmi
malo literarnich poznatk(. Bohuzel, neni tomu tak. Pfi zbéZném pohledu do vefejné
databaze Pubmed jsem nalezl na téma ,neuronal stem cells“ 4100 citaci (z toho je 600
citaci charakteru pfehlednych ¢lanku), na téma ,Neuronal stem cell differentiation” 3600
citaci, na téma ,Regulation of cell cycle in tumors® 50000 citaci, na téma ,Inhibitors of cell
cycle” 12000 citaci, stovky citaci obsahuje literatura tykajici se konkrétnich inhibitor(
uzivanych v praci (olomoucin, bohemin, rozkovitin). Ve svém dusledku pak vede
v podstaté neexistujici uvod k praci k takovym paradoxum, Ze se kandidatka detailné
zabyva ucinky urCitych latek na proteinové spektrum, ale o latkach ani mechanismech
jejich u€inkd neni nic znamo, unikaji velmi zajimaveé souvislosti napfiklad k Uloze inhibitort
cyklin-dependentnich kinas pfi diferenciaci nervovych bunék apod. At jiz k tomu doslo
z jakychkoliv divoda (Casovy stres, nejasnost v instrukcich, mozné ,vyhofeni“ kandidatky
v zavérecnych etapach pfipravy prace), jsem nucen konstatovat, Ze uvod k problematice a
zasazeni autor€ina vyzkumu do SirSich souvislosti prosté neni v praci fadné provedeno.
MUaj navrh FeSeni tohoto problému (?? souhlas pfedsedy komise), abych kandidatce
nezplUsoboval dal§i problémy, je na dodateéném prepracovani celé uvodni, metodické a
diskusni Casti netrvat, brat cely problém jako opomenuti ze strany kandidatky, a ubezpecit
sebe a komisi o tom, Ze je kandidatka v oboru orientovana na zakladé vétS§iho mnozstvi
dotazu (ij. vétSiho nez obvykle) k dané problematice.

V navaznosti na pfedchazejici ¢ast mam k praci a ke kandidatce nasledujici dotazy:

1. Od jakych bunék se odviji vyvojova linie nervovych kmenovych bunék. Existuje
urCité vyvojové stadium organismu, kdy jsou tyto buriky nejhojnéjSi. Existuji po
celou dobu Zivota jedince, napfiklad i ve stafi?

2. Dle svych znalosti gymnazialni biologie jsem se vzdy domnival, ze nervova burika
je prikladem buriky terminalné diferenciované, nemuze se dale délit ani obnovovat.
Pochopil jsem, Ze v 90. létech minulého stoleti musel byt takovy pohled revidovan.
Muzete uvést Vas komentar k této otazce?

3. Zajimalo by mne, jaky vyznam ma pfi diferenciaci nervovych bunék jejich interakce
s matrixem. V8iml jsem si, Ze se to pouziva i pfi diferenciaci téchto bunék in vitro,

takze by mne zajimal Vas nazor.



4. Je diferenciace nervovych kmenovych bunék spiSe vratny nebo nevratny proces?
Jaka je uloha EGF a bFGF v této diferenciaci, co jsou a jakou ulohu hraji dal$i vami
udavané faktory jako je napfiklad N-2 a B-27 faktor?

5. Je pusobeni kyseliny retinové, kterou pouzivate jako faktor v zavérecné fazi
Vaseho diferenciacniho experimentu in vitro, specifické pouze pro neurony nebo
ovliviiuje diferenciaci téz jinych typt bunék?

6. O praseti se ted Casto diskutuje jako o zajimavém organismu ve vztahu k humanni
mediciné, viz. napfiklad pouziti prase€ich organl pfi xenotransplantacich. Mohou
byt Vami zkoumané neuronalni kmenové bunky z miniprasete vyuzity v humanni
mediciné, a za jakych podminek?

7. Muzete shrnout soucCasny stav vyuziti nervovych kmenovych bunék v humanni
mediciné, tj. pfi IéCbé nepfiklad neurodegenerativnich onemocnéni? Ve své praci to
zminujete, ale pouze velmi strucné.

8. Muzete uvést, které cyklin-dependentni dinasy jsou nejvice ovlivnéné u lidskych
klinicky vyznamnych nador.

9. Mduzete uvést alespon pfiblizné hodnoty inhibi¢nich konstant olomoucinu, boheminu
a roscovitinu vac¢i CDK1/cyklinu B. Jedna se o inhibitory se Sirokym spektrem
ucinku, nebo jsou specifické pouze pro vySe uvedenou kinasu.

10.Uvadite, Ze roscovitin je jiz uzivan v klinickych studiich. Jaka je rozpustnost a
zpusob podani této latky? Jedna se o latku pfirodniho plvodu, nebo se pouzivaji
syntetické preparaty? Jde o jednu chemickou slou€eninu, nebo se pouziva vice
derivatt?

11.Jaky je princip ionizace elektrosprejem a ionizace MALDI pfi hmotnostni
spektrometrii?

12.Jaky je princip identifikace proteinl pfi tzv. ,peptide mass fingerprintingu“?

13.Které proteasy je mozno pouzit pfi stépeni proteind v gelu pro hmotnostné
spektrometrickou identifikaci, jaké jsou jejich vyhody a nevyhody?

14.Jaky je princip tzv. tandemové hmotnostni spektrometrie?

15.Jakym zpUsobem dochazi k fragmentaci peptidld pfi jejich analyza metodami
hmotnostni spektrometrie?

16.Jaké separacni principy se nejCastéji uplathuji pFfi  dvojrozmérnych
chromatografickych separacich v proteomice?

17.Pfi separaci protein pomoci ProteomelLab systému, ktery jste vyuzivala,
nedochazi k nalezité separaci velmi bazickych proteind v prvém rozméru, tyto
proteiny jsou vSechny vymyvany na zacatku uvodni chromatofokusace. Je mozno
tento proteomicky systém pro analyzu bazickych proteinli pfesto pouzit?

18.Jaké dalsi posttranslacni modifikace kromé fosforylaci znate, a jakym zpisobem se
uplatiuji pfi proteomickych analyzach?

19.Jaké posttranslaéni modifikace se mohou vyskytovat u histond, a jak ovliviiuji
funkci téchto bazickych proteind? Jakymi proteomickymi technikami Ize tyto
modifikace sledovat?

20.Jaky je princip proteinového Cipu? Jak je v proteomice vyuzita tzv. mikrofluidika a
jiné postupy soucasnych nanotechnologii? Pomoci jakych technik zkouma
proteomika proteinové komplexy?

21.Ve své praci se zabyvate vyuzitim cinidla iTRAQ v proteomickych analyzach.
Existuji i jiné isotopové znacené sondy pro pouZiti v proteomice? Jaky je princip
jejich pouziti, jaké maji vyhody a nevyhody.

22.Na str. 8 uvadite, ze vybrané proteiny byly analyzovany na nékterych
spolupracujicich pracovistich. Muazete uvést, pomoci jakych technik tam byly
identifikovany?



23. Pri proteomickych identifikacich (ve vaSem pfipadé str. 14 a jinde) Casto nachazime
zejména bezné bunécné proteiny, jako jsou cytoskeletalni proteiny, chaperony,
bezné metabolické enzymy apod, naopak nalezeni ,specifickych® proteinl jejichz
identifikace by byla jasné spojena s néjakou biologickou funkci je méné bezné.
Muzete uvést, jaké jsou strategie sou€asné proteomiky pouzivané pro to, abychom
analyzovaly méné trivialnich a vice biologicky ,zajimavych protein(.

24 .Jaka je spolehlivost barveni na jednotlivé markery uvadéné na str. 13 a nasledné, a
co presné tyto markery indukuiji v diferencia¢ni draze?

25.Na str. 14 uvadite, ze pfi profilovani protein pfitomnych v nervovych bunkach bylo
nalezeno 125 proteinovych skvrn. Tento pocCet mi pfijJde na eukaryotickou buriku
ponékud nizky, takZze by mne zajimalo, zda se nemohlo jednat napfiklad o
nejhojnéjSi proteiny, nebo proteiny, které se nevyskytuji v jinych tkanich apod.

26.V publikaci vyuzivajici Cipové technologie firmy KINEX v Tabulce | postradam udaj
o pocCtu experimentl, rozptylu experimentalnich hodnot, a popfipadé statistické
vyznamnosti.

27.Na str. 22 autorka uvadi, ze pfi pouziti systému ProteomelLab byly identifikovany
jiné proteiny nez pfi pouziti 2DE. To by jisté byl velmi dllezity poznatek, nepodafilo
se mi vSak v praci nalézt, o jaké proteiny se jednalo. Existuje pro jejich nalez pouze
jednou z experimentalnich technik néjaké vysvétleni?

28.Jakym zpUsobem bude mozné vyuzit vysledkl Vasi prace tykajicich se neuronalni
diferenciace v dalSim vyzkumu nervovych kmenovych bunék? Bude napfiklad
mozné na zakladé téchto vysledku zlepsit technologie ziskani téchto bunék?

29.Jaky prakticky dopad Vasich poznatkl tykajicich se inhibitort cyklin-dependentnich
kinas ocCekavate v nadorovych diagnostikach a v nadorové terapii?

30.Jakym zplsobem muze Vami provadény proteomicky vyzkum pfispét k pochopeni
molekularnich mechanismu bunééné diferenciace a nadorové transformace?

Zavérem konstatuji, ze predkladana doktorska disertacni prace Heleny Skalnikové
spole¢né s reakcemi a odpovédmi kandidatky pfi diskusi na obhajobé, jisté povedou
k tomu, Ze bude komise schopna konstatovat, ze byly splnény vesSkeré pozadavky
nezbytné pro udéleni titulu PhD. dle pfislusnych zakonnych predpist. Kandidatce k jeji
vynikajici praci a pomoc rozvoji Ceské proteomiky blahopfeji, a pfeji téz mnoho uspéchu
v dalSim védeckém i osobnim Zivoté.

V Praze dne 13.9.2007 Prof. RNDR. Karel Bezouska DSc.



