FYZIDLOGICKY USTAV AVCR

Oponentsky posudek na dizertac¢ni praci Mgr. Ingrid Vargové

Studium mechanismi ovliviiujicich zanétlivé a neurodegenerativni procesy a jejich
nasledna lécba na modelech ALS a mi$niho poranéni.

Dizertacni prace Mgr. Vargové si klade za cil analyzu mechanisml intracelularni
degenerace, ke kterym dochazi béhem patologickych procesti spojenych s miSnimi
poranénimi a s patogenezi amyotrofické laterdlni sklerézy (ALS); a dale studium
mechanismul neuroregenerace, které jsou navozeny lécbou miSnich poranéni a ALS. Zvlastni
dtraz je kladen na analyzu role autofagie a stresu endoplazmatického retikula (ER) a na
signalni drahu PI3K-AKT-mTOR, ktera tyto procesy reguluje.

Prace se zabyva velmi vyznamnym tématem regenerace miSnich poranéni a patogeneze ALS
a je vypracovana v laboratofti, kterd ma s danou problematikou dlouhodobé zabyva. Prace
je klasicky ¢lenéna na sekce uivod, cile a hypotézy, metody, vysledky, diskuze, zavér, shrnuti
a literaturu.

Uvod velmi pékné predstavuje problematiku mi$nich poranéni, ALS i buné¢nych procesti a
molekularnich mechanismt, které ovliviiuji jejich priibéh - obzvlasté autofagii, stres ER a
mTOR signalni draha. Uvod je doplnén velmi piehlednymi originalnimi schématy, ktera
usnadnuji pochopeni jednotlivych mechanismi.

Cile a hypotézy detailné a prehledné shrnuji cile, jez si autorka vytycila. Prace si klade 4
hlavni cile:

1. Pisobeni inhibitori drahy mTOR - rapamycinu nebo pp242 na akutni mi$ni
poskozeni.

2. Vliv opakované intratekdlni a intramuskularni aplikace mesenchymalnich
kmenovych bunék na potkani model ALS SOD16934

3. Studium ucinku nadexprese PHLDA3 v astrocytech.

4. Vytvoreni robustniho in vitro modelu mi$nich interneuront.

Metody popisuji informace nutné pro pochopeni provedenych experimentd a pro posouzeni
modelovych systéml. Vzhledem ktomu, Ze autorka pouzivala transfekce rtznych
konstrukti do bunécnych kultur, bylo by vhodné do této sekce vlozit i kapitolu
charakterizujici tyto konstrukty, coz by v nékterych pripadech usnadnilo pochopeni
provedenych experiment.

Vysledky jsou také dobre strukturované a doprovazené obrazky s adekvatnimi popisky.
Ocenil bych detailnéjsi popis experimentl v této sekci, aby nebylo nutné pro pochopeni
experimentt preskakovat do sekce Material a metody, kde vSak dtileZité informace uvedeny
jsou.
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Diskuse dava ziskané vysledky velmi pékné do kontextu s jiZz publikovanymi daty a celkové
jsou vysledky shrnuty v sekcich Zavér a Shrnuti.

K prezentovanym vysledkiim mam nékolik dotazi:

1. Pocatek a délka aplikace rapamycinu ¢i pp242 po SCI ma jisté vyznamny vliv na jejich
vysledny efekt, byla testovana i dlouhodobéjsi aplikace téchto latek nez podani 5-ti davek
vrozmezi 2 - 7 dnli po poranéni? Byla na rezech v té dobé testovan vliv rapamycinu ¢i
pp242 i na apoptdzu v okoli mista poranéni (tunel assay, caspase 3)?

2. Aplikace rapamycinu a pp242 vede k vyznamnému sniZeni poctu p-S6-pozitivnich bunék
v miSe po poranéni (obr. 7G-J). Jaké je mnozstvi p-S6-pozitivnich bunék v miSe bez
poranéni, a vede aplikace rapamycinu, ¢i pp242 ke sniZeni az k tomuto poctu?

Jaky je pocet LC3b-pozitivnich bunék u mich bez poranéni (obr. 8G)?

3. RAPA i pp242 podporuje u mich po poranéni riist novych axont pozitivnich na GAP43+
(obr. 11). Je distribuce téchto nové rostoucich axond rovnomérné rozptylena po mise,
nebo je v blizkosti mi$ni 1éze poc¢et GAP43+ pozitivnich axont vyssi nez v oblastech dale
od 1éze?

Vede aplikace RAPA ¢i pp242 k indukci riistu axonti (GAP43+) i u kontrolnich mysi bez
mi$niho poranéni?

4. Jak dlouho prezivaji lidské mezenchymalni kmenové bunky (hMSC) po injikaci do
imunosuprimovanych potkanti? Nebylo by vhodnéjsi pouzivat potkani allo- nez lidské
xenografty MSC?

5. Byl pro PHLDA3 expresi v astrocytech (obr. 16) pouZit fuzni konstrukt s GFP? Pokud ano,
nemél by mit tento exogenni PHLDA3-GFP protein vyznamné vys$si molekularni
hmotnost na Western blotu (obr. 16B, drdha 3) neZ endogenni PHLDA3 detekovany
v prvnich dvou drahach?

6. Indukuje PHDLA3-GFP-temperované médium apopt6zi kultivovanych motoneuronti?

Celkoveé se jedna o podatenou dizertacni praci, ktera je peclivé vypracovana a velmi pékné
napsand v anglickém jazyce. Pochvalil bych originalni schémata zaclenéna do tivodu i velmi
malé mnoZstvi chyb a preklept. Vysledky dizertacni prace Mgr. Vargové byly publikovany
ve 3 publikacich: 2 z nich jsou prvoautorské publikace v Biomedicines (IF 5,6) a Front Cell
Neurosci (IF 5,5) a 1 je spoluautorska ve Stem Cells Transl Med (IF 6,4). BohuZel autorka
bliZe nekonkretizuje svoji tlohu v téchto publikacich, coz by ale méla uc¢init béhem obhajoby
dizertac¢ni prace. Je také Skoda, Ze publikace nepfriloZila k dizertacni praci, coz by usnadnilo
jejich posouzeni recenzenty. Pies tyto drobné nedostatky doporucuji praci prijmout, jako
praci dizerta¢ni a udélit studentce akademicky titul Ph.D.
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