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Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Ingrid Vargové na téma

Study of mechanisms influencing inflammatory and neurodegenerative
processes and their subsequent treatment in models of ALS and spinal cord
injury

Cile disertacni prace, vysledky a aktualnost zvoleného tématu

Ve své praci se Mgr. Vargova soustiedi na molekularni a bunécné mechanizmy, které jsou
odpovédné za zanétlivé pochody a neurodegeneraci v patogenezi amyotrofické lateralni
sklerdzy (ALS) a poranéni michy. Jedna se o védecky i klinicky vyznamna témata, ktera jsou
zamérena na priciny a mechanizmy vzniku téchto zavaznych neurologickych onemocnéni.
Z dlvodi absence poznatky o pficinach a patologickych procesech nedisponuje soucasna
medicina Uc¢innou lé¢bou, ktera by zvratila negativni prdbéh téchto nemoci.

Jiz na zacdatku oponentského posudku je nezbytné zminit, Ze se jedna o velmi kvalitni
disertadni praci, kterd je po viech strankach velmi dobfe zpracovana a ¢tiva. Uvod prace
obsahuje prehled studované problematiky a jednotlivé kapitoly na sebe dobfe navazuiji.
Autorka se zpocatku vénuje popisu vybranych neurodegenerativnich procesg, které jsou
ddlezité v patogenezi celé fady neurologickych onemocnéni. Velky diraz je kladen na
soucasné znalosti o procesu autofagie a stresu endoplazmatického retikula, nebot se jedna
o déje, které jsou stredem zajmu védecko-vyzkumné ¢innosti Mgr. Vargové. Jedna se o
procesy, které zahrnuji slozité a vzajemné propojené intracelularni a extracelularni signalni
kaskady, kde nezastupitelnou Ulohu hraje mTOR signalni kaskada. Tyto kapitoly jsou
nasledované popisem soucasnych znalosti o0 mechanizmech ALS a misniho poranéni. Zde
se autorka vénuje predevsim popisu Ulohy autofagie, stresu endoplazmatického retikula a
mTOR signalizace. Prehled soucasnych znalosti a nalezeni chybéjici informaci vedlo ke
stanoveni Ctyr zakladnich hypotéz a cil, které predstavuji hlavni pilife disertacni prace.
Hypotézy, cile prace a planované experimenty jsou jasné definovany.

Popis pouzitych metodik a modeld studovanych onemocnéni je velmi dobfe dokumentovan.
Metodika vyuziva komplexni pfistupy k nalezeni odpovédi na stanovené vyzkumné otazky a
hypotézy. Autorka Ucinné kombinuje funkcni metody s metodami morfologickymi,
imunohistochemickymi, ¢i molekularné genetickymi. Pokusy zahrnuiji jak in vitro metody,
tak in vivo studie, a vysledky tudiz maji nejenom védecky, ale také vysoky translacni
potencial. Ke zpracovani a kvantifikaci ziskanych funkénich i obrazovych dat autorka
pouziva pokrodilych analyz. Vysledky jsou zpracovany adekvatnimi statistickymi metodami
a prezentovany numericky v textu, ale také formou prehlednych grafd, obrazkd ¢i tabulek.
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Vysledky jsou ¢lenény do oddild dle stanovenych ¢tyr zdkladnich hypotéz. V prvni skupiné
experiment autorka studovala vliv inhibice mTOR signalni kaskady na strukturu a funkci
michy po jejim poranéni. Za timto Ucelem pouzila blokator mTORCz1 rapamycin, ale také
latku pp242, kterd inhibuje nejen mMTORCz, ale také mTORC2 aktivitu. Cestou dualni
inhibice se predpokladalo vyznamnéjsi ovlivnéni mTOR signalizace. Pfi hodnoceni U¢inku se
autorka zaméfila nejen na morfologické a funkcni zmény, ale predevsim sledovala zmény
v zanétlivé reakci na poranéni a autofagii. Vysledky prokazaly, Ze autofagie je zvySena u
misniho poranéni a obé pouzita rapaloga autofagii vyznamné zvysila. Lécba rapalogy také
ovlivnila vybrané ukazatele zanétu v samotné tkani a séru. AvSak porovnani mezi pouzitymi
rapalogy byla pomérné diskordantni a nelze jasné posoudit vyznam v ovlivnéni zanétlivé
reakce. Lécba pouzitymirapalogy vsak méla vyznamny vliv na strukturalni a funkéni zmény,
kdy po podani latek byla velikost misni 1éze mensi a lokomocni aktivita, resp. hybnost
zadnich koncetin, se zvysila.

Ve druhé skupiné experimentd se autorka podilela na studiu vlivu opakované aplikace
mesenchymalnich kmenovych bunék do michy ¢i svalu na progresi ALS ve zvifecim modelu.
Mgr. Vargova se zde primarné zaméfila na vyznam autofagie v progresi onemocnéni a na
protektivni, resp. regeneracni vliv lécby kmenovymi burikami. Vysledky prokazaly, ze
aplikace kmenovych bunék zpomalila progresi onemocnéni. Efekt [é¢by se projevil na dobé
prezivani zvirat, ale také na Urovni prezivani motoneurond v mise, které bylo hodnoceno na
zakladé poctu neurond a pfitomnosti neuromuskularnich spojeni ve svalech. Nejvétsi ucinek
byl pozorovan v pripadé podani simultanniho podani lécby intrathekalné a intramuskularné.
Lécba takeé ovlivnila procesy autofagie, resp. jejich ukazatel(. Avsak interpretace vyznamu
pozorovanych zmén v kontextu stanovené hypotézy je obtizna

Treti skupina experimentd se zaméfila na Ulohu proteinu PHLDA3. V literature byla popsana
zvysena tvorba tohoto proteinu v astrocytech u ALS. Cilem experimentu bylo ozfejmit, jaky
vliv ma produkce tohoto proteinu na prezivani astrocytd, ale také na oxidativni stress a stres
endoplazmatického retikula. Vysledky prokazaly, Ze tento protein nema cytotoxicky efekt
na astrocyty, ale jeho zvySena produkce je doprovazena stresem endoplazmatického
retikula astrocytd. Jako elegantni povazuji experimenty, které testovaly vliv tohoto proteinu
na motoneurony v kulturdch motoneurond, na které bylo preneseno médium z kultur
astrocytd. Astrocytarni médium mélo selektivni cytotoxicky efekt na motoneurony, ale ne
na ostatni neurony.

Posledni experiment byl zaméfen na metodiku vytvoreni kultury misnich neurong, které
budou zahrnovat interneurony. Molekularni, strukturalni a funk¢ni vlastnosti téchto kultur
byly velmi detailné studovany ve specifickych ¢asovych obdobich. Cilem bylo nalezeni
¢asového obdobi, kdy vySe uvedené vlastnosti neuronalni kultury a nervovych bunék mély
charakter zralych neurond. Jedna se o hlavni ¢ast vyzkumu autorky. Ziskana pozorovani a
nova metodika oteviraji moznosti pro vyuziti této techniky ke studiu slozité povahy
patofyziologickych procesy, které se podili na fadé onemocnéni michy.

Vysledky disertacni prace a jeji prinos pro dalSi rozvoj védy

Predlozena disertacni prace je velmi kvalitni a splfiuje predpoklady pro Uspésné naplnéni
podminek samostatné tvirci védecké prace. Jedna se o multioborovou praci s vysokym
translacnim potencialem do klinické praxe. Ziskané vysledky byly publikovany v
mezinarodnich ¢asopisech s impaktovym faktorem, kde figuruje Mgr. Vargova jako hlavni
autorka, i spoluautorka. Védecko-vyzkumna ¢innost Mgr. Vargové pfinasi nové poznatky o
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Uloze autofagie, oxidativniho stresu, ¢i stresu endoplazmatického retikula ve vybranych
onemocnénich michy a v neurodegeneraci. Dale pfinasi nové poznatky o Uloze mTOR
signalizace u téchto onemocnéni, jaké patologické procesy tato signalni kaskada ovliviiuje
a jak je mozné modifikaci mTOR signalni kaskady vyuzit v |é¢bé téchto onemocnéni. Prace
také vedla k vyvoji nové metody kultivace misnich interneurond, jez umoziuje detailnéjsi
vyzkum mechanizm0 onemocnéni michy. Predlozena disertacni prace svédci o Sirokém
rozhledu autorky a znalosti celého spektra experimentalnich technik od bunécnych kultur,
pres behavioralni testovani, histologické techniky, molekularné biologické metody az po
proteomiku.

Pripominky k formalni strance prace

Disertacni prace splnuje veskeré formalni aspekty. Obsahuje celkem 128 stran. Prace je
napsana velmi ¢tivé a odborné v anglickém jazyce s minimem preklepd a gramatickych chyb.
Je na misté velmi ocenit konciznost disertacni prace, ktera nezabiha do zbytec¢nych detaild
a zaméruje se predevsim na aspekty podstatné pro studovanou problematiku. Také je
zapotrebi ocenit grafickou stranku prace, kdy kromé vysledkd je prace doplnénaio nazorna
a graficky zdafila schémata, které autorka sama vytvofila. Mnozstvi pouzitych citaci svédci
o dUsledné praci autorky s odbornou literaturou. Prace obsahuje seznam pouzité literatury,
seznam zkratek a vlastnich publikaci autorky.

Témata pro diskusi pfi obhajobé disertacni prace

1. Jaké jsou vsoucasnosti moznosti vytvareni neuronalnich kultur obsahujici
interneurony, napf. kultury modelujici neokortex? Existuji postupy, jak Ize ovlivnit
pomeér mezi hlavnimi neurony a interneurony.

2. Lze vytvaret kultury, ve kterych jsou zastoupeny veskeré podtypy interneurond
spolecné, napf. parvalbuminové, somatostatinové , VIP neurony apod.?

3. Funkcni charakterizace neuronU v kulturach zahrnovala pouze intrinsické
vlastnosti neurond a jejich schopnost generovat akéni potencialy. Byla v ramci
experimentd provedena méreni pfimo ze samotnych v interneurond? Shoduje se
spontanni a evokovand aktivita zralych interneurond v kulture s aktivitou
spinalnich interneurond v in vitro fezech?

4. Vsoucasnosti je dobfe zdokumentovano, ze synapticka aktivita nezralych
korovych interneurond neni inhibi¢ni. Naopak GABAergni synapticka aktivita ma
excitacni Ucinek v dUsledku odlisSné exprese prenasecd pro chloridové anionty a
odlisné intracelulami koncentrace chloridd. Byly provedeny podobné studie
v pfipadé nezralych misnich interneuron(d? Pro¢ autorka vramci svych
experiment0 necharakterizovala synaptickou aktivitu interneurond v kulture?

5. Jako velmi zajimavé nachdzim experimenty zamérené na Ulohu proteinu
PHLDA3. Zjakého ddvodu astrocytarni médium selektivné zpUsobuje zanik
motoneurond? Aplikovala autorka toto médium takeé na interneuronalni kultury?

6. Je mozné analyzovat slozeni astrocytarniho média a urdit klicové latky, které maji
cytotoxicky Uc¢inek na motoneurony?
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Zavér

Na zakladé rozboru disertacni prace, jeji védecké Urovné, pdvodnosti a feSeni konstatuji, ze
Mgr. Ingrid Vargova prokazala vysoké tvirci védecké schopnosti a predlozena prace spliuje
pozadavky kladené na prace tohoto typu ve smyslu §47 VS zdkona 111/98 Sb. Navrhuji
komisi pro obhajoby kandidatskych disertaci, aby predlozenou praci posoudila kladné a
uchazecce udélila titul ,Ph.D.”.

prof. MUDr. Pfemysl Jirudkd, Ph.D.





