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Disertacni praci Mgr. Nataliia Kalynovska vypracovala v ramci doktorského studia
na P¥irodovédecké fakulté Univerzity Karlovy ve Fyziologickém tstavu Akademie véd CR
na oddéleni Funkéni morfologie. Vedoucim prace byl MUDr. Jiii Palecek, CSc. Tématem
disertacni prace bylo studovat ucast aktivace imunitniho systému pii vzniku neuropatické
bolesti. Autorka se zaméfila na protizanétlivé ptsobeni blokdtoru angiotenzinovych receptort
typu 1 (AT1R) — losartanu ve dvou modelech periferni neuropatie a to jak v modelu poskozeni
periferntho nervu (podvazadni misSniho nervu), tak neuropatic navozené podavani
chemoterapeutika paclitaxelu. V dal$i ¢asti prace se autorka vénovala zapojeni vaniloidnich
receptori typu 1 (TRPV1) do procesti vzniku neuropatické bolesti vlivem paclitaxelu nebo
chemokinu CCL2 na mi$ni Grovni.

Disertacni prace je logicky ¢lenénd a obsahuje vSechny pozadované soucasti. Literarni
ptehled poskytuje v uvodu uceleny popis anatomie a funkce systému vedeni bolestivych
podnéti. Nasleduje podrobny rozbor dosud zndmych poznatkii o vlivu aktivace soucasti
imunitniho systému zejména makrofagli a glii na neuropatickou bolest. Metodicka ¢ast je
bohata. Autorka ke splnéni cilt vyuZila Siroké spektrum metod od prace se zvitaty (behavioralni
pokusy, operacni procedury) ptes in vitro pokusy (akutni mi$ni fezy) az po biochemické metody
(Western blot, imunohistochemie, Real Time qPCR). Diskuse dosazenych vysledki je detailni
a obsahla. Autorka dava do souvislosti ziskané vysledky a soucasné publikované poznatky.
Na zékladé€ shromazdénych informaci vyslovuje vlastni hypotézy.

K formalni strance prace mam par piipominek. Autorka v diserta¢ni praci spravné uvadi
a diskutuje pouze vysledky, na kterych se sama podilela (viz ,,List of all publications®).
V kapitole ,,Results* vSak chybi ¢ast vysledkti, na kterych se autorka podle vyctu podilela,
ataké je v disertacni praci diskutuje. Jedna se o behavioralni pokusy v modelu podvazani
miSniho nervu. V popisu metody imunohistochemie (kapitola 4.4) m¢ prekvapilo promyvani
fezll mezi primarnimi a sekundarnimi protilatkami nefedénym sérem. Samotné blokovani fezu
bylo provedeno pomoci roztoku s 3% sérem, inkubace s protilatkami v roztoku s 1% sérem,
¢ekala bych promyvani fezli roztokem bez séra ¢i s podilem séra nikoliv nefedénym sérem.

Protein integrin oM je zndm pod nékolika riznymi nazvy. Autorka pouziva prakticky v celé



praci prednostné oznaceni cluster determinant 11b (CD11b), pouze v ¢asti vénované vlivu
losartanu v modelu podvazani misniho nervu oznacuje protein zkratkou OX42. Podle mého
nazoru by bylo vhodné v celé praci pouzit jednotné znaceni proteinu. V kapitole ,,Methods* je
uveden soupis pouzitych metod. Autorka se v disertacni praci vénuje Ctyfem oblastem studia
mechanismi vzniku neuropatické bolesti. ZvySeni piehlednosti by asi prospélo zatrazeni
schématu, jak byly jednotlivé skupiny zvitat ovlivnény a které metody byly pouzity pfi studiu
urcitého tématu. Drobnym nedostatkem je rizné rozpéti ypsilonovych os v obrazku 5.11.
Neuropatickd bolest v klinické praxi predstavuje stale obtizné IéCitelnou bolest.
Vysledky uvedené v pfedlozené disertacni praci jasné prokazuji zapojeni imunitnich reakci
do procest vzniku neuropatické bolesti. Ovlivnéni imunitni a neuroimunitni odpovédi se zda
byt slibnou moznosti v 1é€bé neuropatické bolesti. Dal§im poznatkem je téz nezanedbatelny
ptispévek aktivace TRPV1 ke vzniku neuropatické bolesti. I modulace aktivity TRPV1 by
mohla pfispét k potlaceni neuropatické bolesti. Vysokou kvalitu védecké prace autorky
prokazuje publikovani vysledkii v mezinarodnich védeckych ¢asopisech. Mgr. Kalynovska je
hlavni autorkou dvou publikaci a spoluautorkou jedné publikace. Dalsi publikace je zatim

Vv recenznim fizeni.

Dotazy

1) Mohla byste prosim upfesnit hodnoceni vysledkli imunohistochemie v kapitole 4.4? Infiltraci
makrofagl do spindlnich ganglii nebo zadnich rohil michy jste detekovala pomoci protilatky
proti CD68. Plochu CD68-pozitivnich tél bun€k (IR) jste vztahla k plose (ROI) spinalniho
ganglia nebo zadniho miSniho rohu (IR/ROI) a vysledek vyjadftila jako procenta (IR%). Opticky
je na obrazku 5.1 plocha CD68-pozitivnich bun¢k v poméru k celkové plosSe ROI vyssi nez
v grafu uvedenych 2,5%.

2) Ve své praci v ivodu piSete o mozné aktivaci mikroglii vazbou paclitaxelu na Toll-like
receptor 4 (TLR4). V diskusi popisujete senzitizaci TRPV1 v zadnich miSnich rozich
paclitaxelem pravdépodobné pies aktivaci TLR4 na presynaptickych zakoncenich neuronil
miSnich ganglii. TLR4 jsou soucasti vrozené imunitni odpovédi a vyskytuji se zejména
v makrofazich. O interakci paclitaxelu a makrofagh se nezmifujete, pfitom ve vaSich
experimentech makrofagy hrély roli ve vzniku neuropatické bolesti. Jsou znamy informace
o vlivu paclitaxelu na makrofagy ptes TLR4 a pfipadné rozdily v mechanismu plisobeni takto
ovlivnénych makrofagh ve vzniku neuropatické bolesti?

3) Dilezitou molekulou ve vasem vyzkumu je chemokin CCL2. PiSete o ném zejména jako

o chemoatraktantu makrofagl. Zminujete se téz o produkci prozanétlivych markert po aktivaci



mikroglii a makrofagh CCL2. Samotny CCL2 fadite k prozanétlivym markeram. Ptesto jste
tento chemokin nezaradila ani k jednomu fenotypu makrofagt. Jak je to tedy s jeho schopnosti

polarizace makrofagi a mikroglii do M1 ¢i M2 fenotypu?
V piedlozené diserta¢ni praci Mgr. Kalynovska prokazala, Ze je schopna samostatné

fesit komplexni védeckou problematiku, splnit vytycené cile a dosazené vysledky uspésné

publikovat. Zavérem mohu doporucit udélit Mgr. Kalynovské akademickou hodnost Ph.D.
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