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na disertani praci postgraduélniho doktorského studia v oboru
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,MORFOLOGICKA CHARAKTERISTIKA ZM EN VE STRIATU PRI
NEURODEGENERATIVNIM PROCESU V MOZKU*
Mgr. Ivany Gurtové

PredloZzena disertai prace zavr3uje doktorandsky pobyt autorky navishistologie
a embryologie LF UK v Hradci Kralové a shrnuje @8 ktranach s 59 obrazovymi tabulemi
a 7 grafy (22 stran zaujiméa 337 literarnich citaggledky ¥decko vyzkumné prace na
zajimavé problematice neurodegenrativnich prin¢R®P) v oblasti bazalnich ganglii
telencefala. Vyzkumna tématika bySena v ramci interdisciplinarni spoluprace s
Neurochirurgickou klinikou FN, Ustavu farmakologidJstavu fyziologie LF UK v Hradci
Kralové za finatini podpory Vyzkumného zaimu MSM0021620820, grantu GAUK
44609/2009/C, interniho grantu LF HK a firmy ROCHEawasre musim zdraznit, Ze
studijni kariéra autorky byla vyznatformovéana a zastita nejen ¥decko pedagogickou
orientaci Skolitelky na neurohistologii, ale Zabbratorni zazemi a metodicko technicka
zdatnost a zsobilost kmenového pracowst problematice této nakné oblasti poskytly
vhodné zazemi pro U&néieSeni proponovanych il

Na zéklad uvedenych skut@osti mohu konstatovat, Ze Mgr. lvana Gava ntla
vSechny pedpoklady pro efektivni zvladnuti a @Spou realizaci zaéni disert&ni prace.
Také gima vazba n&esSeni ¥decko vyzkumnych ukéls analogickou problematikou byla
jisté pitinosem pro odbornyist a ziskavani vlastnich laboratornich zkuSendstje ostati
nezastupitelnou slozkou, poZzadovanou v postgraduédiecke pipraw doktorand, aby byli
systematicky fipravovani k UsgSnému vedeni pracovniho tymu. Diky gmaSiroké palet
metodickych a technickych postup ieSeni disertmi prace i diky vyzralému kolektivu i
zadsadam, uplabvanym vedenim Ustavu, mohu konstatovat, Ze tadmnptka ¥decké
piipravy byla do dsledki uplatrena. Samoizjmg to plati nejen o zakladni oéltové technice,
zpracovani materialu, ale i o zvladnuti metodikyimohistochemickych reakci a posiup
transmisni sételné i fluorescetni mikroskopie, samdejmg veéetrg vyhodnocovani obrazové
analyzy.

Prace je uvedena seznamem zkratek pouzitych v, tesubezesporuifmosem pro

orientacicten&e, ktery se neorientuje v terminologii specializo®ao oboru morfologie. Za



nim néasleduje kapitolajyvod do problematiky v némz odbornou vyzralost autorky doklada
volba a uspitadani sotasného stavu poznditkkde se ¥novala cile¢édomému usp@dani
literarnich poznatk podle planovaného rozvrzeni zakladnick dikert&ni prace a

Vv pripojenych citacich se propracovala az k roku 20ak.jsem jiz uvedl, seznam literatury
dosahuje uctyhodnéhitsla 337 dat. Mohu konstatovat, Ze se také$rgpvyrovnala se
souwasnym trendem za¥teni zékladniho i aplikovaného vyzkumu na intergikicarni
chapani ¥deckych problén, a to prakticky az po urotsienolekularr biologickée
interpretace procésa urovni neurahna gliove linie oblasti bazalnich ganglii. Logickym
shrnutim téta@asti jsou,C ile studié¢ , které orientuji badani na sledovani komplexniolire
za fyziologickych podminek i patomorfologickychsiakteré provazeji dvtradicni
modeloveé situace pro Huntingtonovu choreu — HCpb-rfeurotoxické Iézi; transgenni
jedinci) ve striatu laboratorniho potkana. ia vyzvednout, Ze autorka upaage a ma
stale na teteli kritické hodnoceni mezidruhovych roZdilobtiznost zjednoduseného
pienaseni zadra na situaci wloveka.

Kapitola ,Material a metody podava vcelku zasieny a podrobnyighled pouzitych
postu, a to od pedoperani piipravy, stereotaktické aplikace kyseliny chinolove,
medikace deoxyuridinu a erytropoetingetné ¢asovani. Zachycuje unifikovany postu
odkeru vzorki z mozku po oteteni lebni dutiny pes metodiku perfusni a imersni fixace az
po @ipravuiezi v parafinové a kryostatové technice.

Dovolil bych si vSak poznamku k diskusi o zpracdvderafinovychiezi, ktera je
mozna podkud kactfska v kontextiady laboratornichifrucek: Tedy pedevsim pokud
definujeme zpracovani jako deparafinaci, vlastnioahe a montovaniez, pak definice
deparafinace jeipvedeni parafinovéh@zu do vody a neni tedkeba ono zavodimi pres
etanol samostatrpopisovat (objevi se ve sklatlbady). Za podstagjsi vSak povaZzuji to, Ze
pouziti sestupné i vzestupalkoholovérady narezy je az na vzacné vyjimky nadbymeé,
neba’ vyznam tohoto postupu jégfmy u objemgjSiho vzorku v jeho 3D charakteristice a
jeji vyznammjsi retrakci zvlast pri dehydrataci. Uezu, jehoz tlou¥a kolem 1Qum, ktery je
nalepen na podloZznim skle je 3D deformace praktaziedbatelna.

Velmi oceiuji Uplny prehled mono- a polyklonalnich primarnich i sekunddrn
protilatek, ¥etns jejich pivodu a dodavatele, dale pak aplikaci Western biteechniky pro
semikvantitativni analyzu obsahu GFAP zwgito objektivizaci hodnocenkiiinku
erytropoetinu na oblast striata i stanoveni mitochimvé respirace. Trochu rozpaRi

pusobi stereologicka metoda s vyuzitim testovagj stz byla diive prakticky jedina



pouzitelnd kvantifikéni metoda pro histologické preparaty a elektronmyraa to zvlast
tedy na submikroskopické urovni.

Mam proto asi spiSe otazku, zda by nebylo vi@dma mozna i ménhpracné pouzit
metodu poitatove obrazove analyzy, a to zvkastkombinaci s konfokalni mikroskopii, kde
by dostaténa tlougkatezu (kolem 10Qum) umoZznila simultanni vyhodnocovanisituv 3D
podminkéch. Tentoifstup by podle mého nazoru jednoamgi kvantifikoval presuny GFAP
v astrocytové populaci obegra v jednotlivych astrocytech zvl&spii neurodegenerativnich
procesech ve striatu.

Kapitola ,Vysledky poskytuje Sirokou paletu naléza to od makroskopickych
(spojenych s vyznamnou redukci objemu striata itatadi korespodujici postranni komory,
az po subcelularni identifikaci cytoskeletovych kmment). Z textu vyplyva charakteristicky
obraz rozvoje NDPipneurotoxické 1ézi, a to od jeji akutni az po ctickou fazi tchto dju.
Oceiuji komplexni gistup ke sledovani faktbrpatinaje inicialni zagtlivou reakci
v postoper&nim obdobi, jez diky utilizaci bromdeoxyuridinu Zkaje buiky aktivované
mikroglie a makrofagy, tgjiz s pozitivitou PCNACi AIF1 markeru, &asow i lokalizatné
expresivnimi nalezy reaktivace astrocytové populdggsou dokumentovany filkazem
nestinu, vimentinu a jejich vztahy k GFAP az podkallizaci v centru aplikace linolové
kyseliny kolem vpichového kanalu az po perifeniiagt, kde je jist zajimavym nalezem
stimulace syntézy nestinovy¢hvimentinovych intermediérnich (tento termin prefe
v porovnani s ,intermedialnich®) filament v endateych buikach kapilar. Takeé v této
souvislosti nerozumim terminu i v periferni¢hstech striga (str. 42, posledadek) a spiSe
bych chapal, Ze jde o striatum a nikoliv bajnoutwigsl. DaleZitou vypovidaci hodnotu a
casovani vyskytu lzeigist sledovani proteinu S1B0ktery diky své vazebné kapadie
kalciovym kationim dokaze v uiité hladiré vykazovat neurotropni efekt, al& piehnané
expresi naopak byt jednim z fakiiawvliviiujicich vstup buék do apoptosy. Ostatrio mize
byt jednim z vysstleni k inicialnimu vzestupu a poté ubytku SEQ@®zitivnich astrocyt
v porovnani s kontrolnimi vzorky s odstupem od patid\NDP. Také vymizeni koexprese
tohoto proteinu, jakoZz i vimentinu, s GFAP spoldepleci proliferujici populace gliovych
burgk a tvorbou GFAP pozitivni perivaskularni gliové miarany charakterizuji spolu se
znamkami demyelinizace'gchod do chronické faze. Tyto nalezy docéamiry
koresponduji i se zémami u senilnich jedinic Zajimavé je pozorovani proliferace
oligodendrocyi, a to gedevsim v regionech demylinizovanych¢pmz vSak to nejsou

buiky, které by seidmovpodilely na tvor® novych myelinovych pochev, tedy na reparaci



maelinizace. Samoegjme také praidnuti neuropilu doklada redukci synaptickych kéhia
jako nasledek redukce neutoiMozna by bylo finosné z&adit do sledovani i hodnoceni
incidence apoptotickych prodese striatu sledovanych zat, a to moznaipcileném
zaneieni na cytoskeletové komponenty (hapetodou pikazu S&peni cytrokeratinu 18 -
M30 CytoDeath - nebo pkazem aktivované kaspazy 3). Jaké ma autorkahid dtjich
informace?

Druha modelova situace se tyka nélezransgennich potkarpro HCH, kde se
znamky NDP objevuji asi od 6.8sice, ale tetelny obraz selektivni degenerace striatovych
neurori nastupuje v dabod 18 ngsiai do 2 let, kdy je jiz vyjatkna pokreéila atrofie striata.
Na rozdil od neurotoxického poskozeni neni v topiitpact podle autorky vyjatena
reaktivace astrocigtve smyslu exprese nestinu a vimentinu, nybrz dejepise o GFAP
pozitivni astrocyty diferencované z tzv. klidovygtekurzoti a nikoliv reaktivaci existujici
populace. Tuto hypotézu podporuji i nalezy pouitgooliferanich a diferenciénich
markei. Dulezitym pirivodnim znakem nélézu HCH i transgennich zit je vyskyt
polyglutaminovych intranuklearnich inkluzi, vazamy mnohonasoléropakované CAG
triplety v genu pro mutovany huntingtin. Skodatd® partie naleznebyla alesppzéasti
prezentovana na submikroskopické urovni, prot@gto akumulace uniformniho typu
proteinu vykazuje z hlediska struktury az parakalyské uspeadani.

Vyzvednout jeiteba doplini palety metodickéhoifstupu pro komplexni sledovani
NDP o owteni respirani aktivity mitochondrii, jakoz i klinické sledovabehavioralnim
testem motoriky experimentalniho potkana. K tomtigba dodat, Ze v préaci byly &ovany
téZ mozné terapeutick€iaky erytropoetinu na neurotoxické poSkozeni, alejreceptoray
mediovany vliv na cytodiferenciaci se uplatnil vdstat pouze v akutni fazi procesu, tedy
jeho prakticky neefektivni pouziti u chronickéhadit, jakoz i u humanni formy HCH.
Autorka vSak upozauje na zajimavy vysledek mozného vyvolani druhg yploliferace
gliovych element v subchronické fazi NDP po neurotoxikérispbeni chinolové kyseliny.
Ziskané nalezy pak jsou v diserapraci kriticky zpracovany v kapitoldjskuse takovym
zpiusobem, Ze spolu s formulovanynzigvery” dokumentuji ¥deckou vyzralost autorky a
davaji opravané pgedpoklady k dalSimu rozvoji odborného profilu.

Prace jsobi celko¥ ucelenym dojmem, je napsana tiobrozumitelnym slohem, ma
piikladné logick&leneéni a didakticky rozviji zakladni siry proponovanych ail Orientace
v metodické palétprovedeni imunoreakci i dokumentace vystegkna velmi dobré drovni
a sphuje pozadavky kladené na zéscnou praci doktorského studijniho programu. Na

z&kladt posouzeni vstupnich tdamateridlu disertai prace i dalSich prezentaci na



odbornych jednanich mohu konstatovat, Ze Mgr. Manetova prokazala zvladnuti
samostatnéadecko-vyzkumné praceady narénych laboratornich postipSwdéi o tom
nejen aktualni a moderni tématika, ale také pri&tiplatEni techniky imunohistochemie
s enzymovym i fluorochromovym zéenim protilatek i vyuziti Western blotove techniky
k semikvantitativnimu hodnoceni. Po zvazeni viegelkd cinnosti a pozitivnich vystoupeni
na domacich i zahramich odbornych sjezdech a 8 odbornych publikaeicemzovanych
casopisech IF, z nichZ u jedné je prvni autorkowhukonstatovat, Ze prace e
pozadavky dané zakonnymigalpisy a normami.

Proto podle § 47 VS zékona 111/98 dogaijiy aby disertani prace byla fedloZzena
k obhajolg a po UspSném obhajeni se stala podkladem pro pakranitizeni k udleni

akademickeho titulu PhD za jménem.

V Praze, dne 31. srpna 2011 Prof. MUDr. dotdMartinek DrSc.



