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Formdlini strdnka spisu:

Disertaéni prace je tvofena 150 stranami vlastniho textu, do n€hoZ je vloZena obrazova dokumentace,
a 24 stranami literarnich odkazil.

Préace je &lenéna dle obvyklého schématu na ivod, cile prace, material a metodiku, vysledky, diskusi
a zavéry; na zadatek spisu je predfazeno podékovani, obsah a seznam pouZitych zkratek; pfed bibliografii je
zafazen seznam publikaci autorky (rozd&leny na prace tykajici se bezprostiedné tématu disertace a ostatni
publikace, véetn& pfesného definovani podilu autorky na jednotlivych experimentech); na konci disertace
jsou pfipojeny kopie 3 zakladnich publikaci in extenso.

Prace je psana velmi kvalitni angliétinou, piehledné uspofadana, doplnéna velmi kvalitnimi
mikrofotografiemi, grafy a dal$i dokumentaci.

Odbornd strdnka spisu:

Prace se tyka velmi recentniho problému neuralni transplantace do mozku (v tomto pripadé do
mozkové kiiry) dospélych jedincii. Zabyva otazkou mechanismii diferenciace neuralnich
kmenovych/progenitorovych bunék (NK/NPBY) in vitro a schopnosti téchto bunck preZivat a diferencovat se
po transplantaci do nepo$kozené (intaktni) kiry mozku a kiiry poskozené fotochemickou lézi, tedy in vivo.

K feseni uvedené problematiky pouZila autorka celou Skalu metodik: kultivace 3 bunécnych linii (v¢.
virové transdukce), fotochemicka léze kortexu (simulujici t82ké lokalni ischemické poskozeni) s naslednou
transplantaci nakultivovanych bunék (resp. transplantace bunék do intaktniho kortexu), imunofluorescencni
detekee (na bundénych kulturach i histologickych fezech), kvantitativni imunocytochemicka analyza,
Western-blotova analyza — oboji véetné statistického vyhodnoceni, a elektrofyziologické hodnoceni (patch-
clamp metoda méfeni Na™ a K napéfové zavislych iontovych kanalii) s pouzitim mozkovych fezi.

PiedloZena prace vykazuje skuteéné velmi vysokou uroveii jak ve zplisobu zpracovani zvoleného
tématu, tak v hodnoceni nalezi a formulovani zavéri. Diky kombinaci riznych, vzijemné€ se dopliujicich
metod zpracovani a hodnoceni materialu (tj. kombinace in vitro a in vivo experimenti a hodnoceni naleza
z hlediska morfologického i funkéniho, véetné kvantitativniho vyhodnoceni) jsou ziskané vysledky validni a
velmi hodnotné. Rozsah a adekvatnost literarniho prehledu svédéi o tom, Ze autorka pfistupovala k praci
velmi dobie obeznidmena s celou §ifi feSené problematiky. Stejné tak i prehledné a exakiné zpracovana
diskusc a z ni vyplyvajici zavéry prevysuji svym nadhledem standardni iroveii disertacnich praci. Nekter¢
nalezy jsou zcela piivodni (napf. charakteristika diferenciagniho potencialu transplantovanych bunék
neuroepitelové bunééné linie GFP/NE-C4 v porovnani s linii embryonalnich NK/NPB D6-GFP -

s morfologickou charakteristikou koreluji i elektrofyziologicka méfeni; porovnani vlivu morfogeni Sonic
hedgehog a Wnt-7a na proliferaci a diferenciaci bunék neurosfér aj.), dalsi dopliiuji/rozsifuji stavajici
poznatky.

Vysokou kvalitu pfedkladané prace doklada i to, Ze vétSina vysledki byla jiz publikovana
v Gasopisech s IF (primér IF=3.029); ze 2 publikovanych praci a 1 jedné odeslané do tisku, které se
bezprostiednd tykaji tématu disertace, je predkladatelka prvni autorkou u 2 z nich; dale je
spoluautorkou 3 praci (rovnéz v &asopisech s IF) s piibuznou tématikou. Publika¢ni aktivita autorky
rovnéz vyrazné prevysuje bézny standard.

Pripominky:
Poznamiy k terminologii — nejsou podstatné

Nazev kapitoly 2.2. (str. 21) . Physiology of adult neurogenesis“ neodpovida obsahu, protoZe se vénuje
pfedeviim morfologickym naleziim — spiSe jen ,,Adult neurogenesis™.



Endogenni neurogeneze (st7. 30) zahrnuje prenatalni (embryonalni/fetalni), neonatalni a adultni neurogenezi
— zde se jedna pouze o adultni typ.

Pozndmiky/pFipominky k ndleziim a vysledkiim:

U jednotlivych kapitol, tykajicich se morfologickych nalezi, bych doporucovala podrobngjii popis nalezi,
které 1ze dobfe vyéist i z fotodokumentace; rovnéz je vhodné i zde uvadét zavéry, vyplyvajici z nalezi —
uvadite je vétiinou aZ v diskusi, kde se n&kdy ztraceji v fadé citovanych praci, se kterymi je zde (zcela
spravng) porovnavate. U elektrofyziologickych nalezii je popis dostatecné obsahly.

Také postradam podrobné&jsi komentar napf. k zajimavym novym vysledkiim dokumentovanym grafy na str.
111 - vyrazny rozdil v expresi -I1I-tubulinu a MAP2, vyrazné zvySeni density exprese MAP2 v piepoctu
plochy na 1 buitku u skupiny Wnt-7a, které doklada, Ze tento morfogen ovliviiuje maturaci neuronti, CoZ
jasné vidét i na obr. 41 a 43.

(str. 130) JestliZze buiika exprimuje B-Tl-tubulin (tedy obsahuje neurofilamenta), nemiiZete Ji oznacit za
progenitorovou — jedna se o neuralni prekurzor &ili neuroblast (ty se obvykle jesté opakované déli, nez dojde
k terminalni diferenciaci v neurony)

- interval diferenciace 3-8 dni nelze oznagit jako celé (entire) obdobi diferenciace, je to pouze (pomé&rné
kratky) Gasovy interval, ktery jste sledovali.

(str. 99+141) Vysledkem fotochemické léze je lokalni nekroza nervové tkané (kortexu), ktera je postupné
ohrani¢ena gliovou jizvou (reaktivni astrocyty — obr. 19); odumfela tkari je (pomérné rychle) odklizena
fagocyty a vysledkem je pseudocysta/kavita v kortexu. Proto nemuZete viibec uvazovat 0 moznosti, ze by
zde mohly byt pitomny n&jaké endogenni buiiky gliové a tim spiSe nervové; stejné tak nelze uvazovat o tom,
%e by do této kavity veestovali n&jaké neuronalni buiiky z tkané hostitele, protoze je vylougeno, ze by mohly
proniknout pes gliovou jizvu — jeji neprostupnost dokladaji napf. -1I-tubulin+ nervova vlakna, kterd se
paralelng vrstvi na zevnim okraji gliové jizvy, protoZe pfes ni nemohou prorist — obr 13. Uvedena fakta tedy
jasné potvrzuji, Ze neuronalni buiiky, nalezené v transplantatu, pochazeji vyluéné z transplantovanych bunck.

Stejné tak nemiiZzete v adultnim mozku viechny GFAP+ buiiky povazovat za NK/PB (jsou pouze v SEZa
SGZ) — zde se jedna pouze o reaktivni astrocyty - je tedy opét neadekvatni pfedpokladat, by se z nich
pfipadné mohly diferencovat neurony nebo oligodendrocyty (,,Although it was shown that injury promotes
proliferation of GFAP+ astrocytes in cortex, these cells do not produce neurons or oligodendrocytes®).

(str. 150 - Zavéry) ad 1. — zminéné buiiky se diferencuji pfedevsim, ale ne vylucné v nervové buiiky (viz obr.
25); ad 5. — také Shh zlepsuje maturaci nervovych bunék (riist vyb&zkit), ale podstatné méné nez Wnt-7a
(viz obr. 41)

Dotazy (v Sir§im kontextu):

1) V diskusi na str. 131 a 140 spravné uvadite rozdily mezi diferenciaci bunék z linie GFP/NE-4C a D6-
GFP NS/PCs - co je hlavnim diivodem Vami uvadéné homogenity, resp. heterogenity bunécné populace
diferencujici se z uvedenych bunéénych linii?

2) Domnivate se, Ze vysledky ziskané z neuralnich transplantaci u neonatalnich zvifat jsou shodné
s vysledky u zvifat dospélych?

3) Co povazujete za hlavni diivod (diivody) omezeni interpretace/aplikace vysledku ziskanych
z experimentil in vifro do pomérui v Zivém organismu (in vivo) — nebo jsou vysledky, ziskan¢ témito 2
typy experimentd, zcela srovnatelné?

ZAVERY

Disertaéni prace, stejné jako publika&ni aktivita Mgr. 1. Prajerové, svoji kvaliton zcela jednoznaéné
prokazuje pfedpoklady autorky k samostatné védeckeé praci. :
Doporuduji proto udélit Mgr. Ivé Prajerové titul "Ph.D."

Doc. MUDr. Yvona Mazurova, CSc.

V Hradci Kralové dne 30.8.2010
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