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Souhrn prace:

Predlozena dizertacni prace Mgr. Terezy Filipi ma standardni ¢lenéni zahrnujici Uvod, cile prace,
metodiku, popis vysledkd, diskuzi, zavér a souhrn prace, a seznam literatury. Rozsahem se jedna o 8o
stran (pocinaje Uvodem, bez referenci, pocet referenci je 264). K praci jsou jako apendix pfipojeny 4
impaktované publikace v pfimém vztahu k dizertacni praci. Tti publikace obsahuji pdvodni
experimentalni data a Mgr. Filipi je prvni autorkou na dvou z nich, ¢tvrta prace je prehledny ¢lanek, na
kterém je Mgr. Filipi spoluautorkou.

Dizertacni prace ,Gliové buriky v progresi amyotrofické lateralni sklerézy (ALS)” od Mgr. Terezy Filipi se
zabyva potencialné klicovou, ale dosud nedostatecné prozkoumanou roli gliovych bunék v patogenezi
ALS. ALS je fatalni neurodegenerativni onemocnéni charakterizované progresivni ztratou motorickych
neuronl. Studie se zaméfuje na astrocyty, mikroglie a oligodendrocyty, pricemz zdGraznuje jejich dvoji
Ulohu — podpdrnou i potencidlné sSkodlivou — béhem progrese onemocnéni. Navic se studie soustiedi na
zmény v motorickém a somatosenzorickém kortexu, které jsou méné prozkoumané ve srovnani se
zménami, ke kterym dochazi v mise béhem rozvoje onemocnéni ALS. Posledni ¢ast prace se zaméfuje
na dysfunkci gliovych bunék v Alzheimerové chorobé (Alzheimer disease, AD).

V Uvodu jsou popsané gliové buriky a jejich zakladni fyziologické funkce, na které navazuje kapitola o
funkcich gliovych bunék v patologii. Dale je zde kapitola o ALS a o mysich modelech ALS, a kapitola o
AD.

Pouzité metodiky zahrnuji nékteré inovativni a pokrocilé pfistupy véetné selektivniho sortovani gliovych
bunék a sekvenovanina Urovni jedné buriky. Tyto metody jsou pak doplnény a jejich vysledky srovnavany
s vysledky experimentd zahozenych na vice tradicnich pristupech (napf. imunohistochemie), a na
specifickych funkcnich pfistupech (3D-morfometrie, iontoforetické metody). Funk¢ni analyzy, jako jsou
iontoforeticka metoda v realném case a 3D-morfometrie, byly pouzity pro vyhodnoceni schopnosti
astrocytl udrzovat iontovou homeostazu a objem, zejména homeostazu draselnych iontd. Dale jsou v
praci pouzity behavioralni metody pro stanoveni funkéniho deficitu u mysich modeld onemocnéni.

Prace si klade za cil pfispét k lepSimu pochopeni role gliovych bunék v neurodegenerativnich procesech
a identifikovat nové terapeutické cile pro lécbu ALS a AD. Cile této disertacni prace jsou rozdéleny do tfi
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hlavnich ¢asti, které se zaméruji na rizné aspekty vyzkumu role gliovych bunék v progresi ALS a AD, a
které odpovidaji tématdm jednotlivych plivodnich impaktovanych publikaci. Tyto cile jsou nasledujici:

1. Vyhodnoceni vlivu ALS na gliové buriky v mozkové kire mysiho modelu SOD1(G93A). Tato Cast vychazi z
hypotézy, ze gliové bunky v mozkové kdre jsou ovlivnény patologickymi zménami spojenymi s ALS.
Pomoci pokrocilych metod, jako je sekvenovani na Urovni jedné buriky, bylo cilem odhalit jemné zmény
v kortikalnich gliich a zhodnotit tak rozsah vlivu ALS na gliové buriky v mozkové kire v mysim modelu
ALS.

2. Zkoumani schopnosti astrocytd regulovat iontovou homeostdzu v ALS. Zde autorka vychazi z hypotézy,
Ze patologické procesy spojené s ALS mohou ovlivnit schopnost astrocytd udrzovat iontovou
homeostazu, coz mdze mit vliv na mikroprostredi CNS a progresi nemoci. Cilem tedy bylo odhalit
schopnost astrocytl regulovat iontovou homeostazu v mozkové kire a v mise u mysiho modelu ALS.

3. Charakterizace schopnosti astrocytd udrZovat iontovou rovnovdhu v modelu AD. V patologickych
stavech, jako je AD, mUze starnuti a progrese onemocnéni ovlivnit schopnost astrocytd regulovat
iontovou homeostdzu a objem. Cilem prace bylo charakterizovat schopnost astrocytd regulovat
vychytavani iontd a objem béhem progrese onemocnéni, a zaroven analyzovat difuzni vlastnosti
extracelularniho prostoru v mysim modelu AD.

Vysledky prace odhalily pouze mirné zmény na Urovni transkriptomu u kortikalnich gliovych bunék,
predevsim u mikroglii a u oligodendrocytd. Nejzajimavéjsi se vtomto pripadé jevil SOD1-specificky klastr
pravdépodobné poskozenych oligodendrocytl, jehoz pfitomnost ale nebyla potvrzena jinymi metodami.
Zaroven kortikalni astrocyty nevykazovaly vyznamné funkcni zmény v udrzovani iontové homeostazy,
nicméné vtomto sméru byly nalezeny funkéni zmeény u astrocytd v mise. Vysledky tak odhalily vyznamné
rozdily v objemovych zménach pravdépodobné svédcici o dysfunkci miSnich astrocytl, véetné snizeného
vychytavani draselnych iont0 a snizené exprese Kirg.1 kanaly, které tak mohou pfispivat k progresi ALS.
Zajimavym vysledkem je analyza koncentrace jednotlivych iontd v mozkomisnim moku u mysi
s rozvinutymi pfiznaky ALS. V modelu AD byly odhaleny specifické zmény v udrzovani iontové
homeostazy a objemu u astrocytl predevsim v hyperkalemickém prosttedi, a zaroven zmény v difuznich
parametrech extracelularniho prostredi. Jak autorka uvadi, popsané zmény mohou naznadovat, ze z
pohledu objemové regulace astrocytd Ize tyto zmény vnimat jako zrychlenou formu fyziologického
starnuti.

V diskuzi se autorka vénuje napriklad omezenim soucasnych mysich modeld ALS, kdy byly ve srovnani
s daty ziskanych od pacientd v pozdnich fazich nemoci zaznamenany jen minimalni zmény kortikalnich
glii, a zdOraznuje tak pottrebu spolehlivych zvifecich model. Autorka také diskutuje rozdily ve vysledcich
experimentd zpUsobené odliSnym genetickym pozadim rdznych mysich kmen0. Srovnani s chovanim
astrocytd v modelu AD poskytlo dalsi poznatky o chovani astrocytd naptic rlznymi
neurodegenerativnimi onemocnénimi.

Hodnoceni prace:

Dizertacni prace Mgr. Terezy Filipi se vénuje aktudlnimu tématu, kam vsoucasnosti nevylécitelnd
neurodegenerativni onemocnéni bezesporu patfi. Na toto téma autorka nahlizi zméné tradicni
perspektivy homeostazy a funkce gliovych bunék. Po formalni strance Uprava prace pIné vyhovuje
formalnim poZadavkim na doktorskou praci. Uroved angli¢tiny je velmi dobra. Prace ale obsahuje
nékteré drobné nedostatky ve formatovani nebo v pouzivani zkratek a podobné, viz nize. Z prace bohuzel
nelze vyrozumét, které experimenty délala sama autorka a které metodiky si tedy nejlépe béhem svého
postgradudlniho studia osvojila.
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Uvod je napsany prehledné a srozumitelné, nicméné vzhledem k rozsahu danych témat (vice typ0
gliovych bunék, vice patologii) nedovoluje zajit do vétsi hloubky soucasného stavu poznani. Na rozdil od
ALS zde chybi kapitola o mysich modelech AD.

V prvni Casti prace autorka pouziva pokrodilé metody sekvenovani na uUrovni jednotlivych bunék k
vyhodnoceni stavu gliovych bunék v mozkové kdre v mysim modelu ALS. Chybi zde ovsem zhodnoceni
neuronalni patologie v kortexu. Patologicky fenotyp u mysi mdZze vychazet z odumirani motoneurond v
mise a kortikalni zmény u neurond mohou byt minimalni, stejné jako jsou minimalni nalezené zmény u
kortikalnich gliovych bunék. Pres pouziti inovativnich pristupd tedy zdstava otazkou, jestli jsou tyto
pristupy dostatecné senzitivni pro detekci jemnych patologickych zmén, nebo jestli se kortikalni zmény
vyviji jesté v pozdéjsich stadiich onemocnéni.

Ve druhé Castisvé prace se autorka zaméfila na funkéni zhodnoceni gliovych bunék, konkrétné astrocytg,
a na jejich schopnost objemové regulace. Tento postup je pochopitelny, protoze dysfunkce
homeostatickych procesU u astrocytd by mohla vést k dysfunkci neuronl. Opét ale chybi srovnani se
stavem neuronU v kife. Protoze experimenty vkire nepfinesly signifikantni vysledky, autofi dale
zkoumali homeostatické funkce astrocytd v mise. Zde se jiz patologie projevila a je Skoda, Ze zde nebyla,
podobné jako u gliovych bunék v mozkové kire, provedena analyza pomoci single-cell sekvenovani.
Z definovanych cild prace vyplyva, Ze se autorka specificky chtéla zaméfit na zmény u gliovych bunék,
které jsou vyvolané patologickym procesem. Zde by ovéem bylo zajimavé se podivati na to, jestli funkéni
zmény u astrocytd predchazi patologickym projevim onemocnéni a tedy jestli k rozvoji onemocnéni
prispivaji.

Ve treti Casti prace byl pouzit podobny postup zkoumani homeostatickych procesd u astrocytU, tedy
pomoci metody fluorescencni 3D-morfometrie, tentokrat vmysim modelu AD. Vysledky byly
srovnavany s vysledky difuznich parametrd tkané ziskanych pomoci iontoforetickych metod. Zde Ize
pozitivné hodnotit predevsim snahu o pouziti rGznych komplementarnich metod a snahu o popis
dysfunkce gliovych bunék v prdbéhu rozvoje onemocnéni.

V diskuzi by se autorka mohla vice vénovat translacnimu potencialu svého vyzkumu a lépe zhodnotit
propojeni vysledkd z mysich modeld vici nalezdm u pacientd s ALS a AD, pfipadné srovnani s dalSimi
neurodegenerativnimi stavy.

Celkové Ize zhodnotit, ze prace Mgr. Filipi pfinesla nové dudlezité poznatky o funkci gliovych bunék,
predevsim astrocytd, v neurodegenerativnich onemocnénich mozku a michy.

Mensi formalni nedostatky:

Nékteré zkratky nejsou v textu pfi prvnim pouziti vysvétlené (napr. DEA).

V seznamu literatury se dnes jiz bézné uvadi Digital Object Identifier (DOI), coz zde Uplné chybi.
Formatovani - Figure 17 — popisek se slil s ostatnim textem.

Figure 19 je doprovozen zavadéjicim popiskem, kde se pravdépodobné nejedna o GFAP barveni.

Tabulka 3 —vyraz mM/I neni spravny, bud'se pouzivda mM (milimolarni roztok) nebo mmol/l (koncentrace
x milimold na litr). Dale je potfeba uvadét, zda se jedna o ionty, tedy Ca**, K*, atd., podobna chyba se
objevuje ve Figure 24.

V textu je nékdy odkaz na obrazky ve formé ,Fig." a nékdy ve formé ,Figure".

Reference ¢. 114, 190 — chyby ve formatu reference.
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Otazky oponenta:

1.

ProtoZe v praci chybi validace mysiho modelu ALS co se tyka poskozeni neuronl v mozkové kire,
mohla by autorka dovysvétlit, jestli tato validace byla provedena jiz dfive vtomto modelu ALS, a
zaroven jaké neuronalni a glidini poskozeni se objevuje u lidi s ALS v mozkové kire? Mohou tyto
zmény v mozkové klre predchazet projevim onemocnéni a pfispivat k nim, nebo jsou spise
sekundarniho charakteru?

Mezi prvni a druhou praci jsou urcité diskrepance ve vysledcich. V prvni praci nejsou Zzadné rozdily
v GFAP barveni v mozkové kilife a tedy nebyla prokazana astrogliéza, ale ve druhé praci autorka
ukazuje zvysené barveni, tedy pfitomnou reaktivni astrogliozu v mozkové kire. Autorka zminuje jiné
genetické pozadi mysi. Ma pro toto vysvétleni néjaké dalsi dikazy, napfiklad z literatury? V textu
k Fig. 19 je sice zminéné GFAP barveni, ale na obrazku to vypada spis jako eGFP-pozitivni buriky
v mysich zkfizenych (SOD1/GFAP/EGFP mysi). Mohla by autorka vysvétlit tuto diskrepanci? Bylo
v téchto kfizencich pouZito GFAP barveni nebo byla astrogliéza kvantifikovana na zadkladé eGFP
intenzity (jak je zminéno v prvnim odstavci ptislusné kapitoly)?

Funkcni analyza se zaméruje na roli astrocytll v homeostaze draselnych iont(l. Jaké jiné metody by se
daly pouzit pro zkoumani miry astrocytl pufrovat extracelularni K*? Proc zde nebyly pouZity? Které
z téchto metod jsou presnéjsi, respektive mohou odhalit jemnéjsi zmény?

U obou patologii se u astrocytll objevuje snizeny swelling a zaroven nizsi zmény extracelularniho
objemu v odpovédi na hyperkalémii. Jakym zplsobem k tomuto jevu mliZze dochazet? Mohla by
autorka vysvétlit mechanizmus? Mohl by mit spiS poskozujici nebo protektivni vliv na rozvoj
onemocnéni?

Lze na zakladé ziskanych dat navrhnout experimentalni postup nebo postupy, kterymi by bylo mozné
upravit homeostatické funkce astrocytl a tedy teoreticky zastavit progresi onemocnéni? Byly takto
cilené terapeutické postupy v minulosti pouzity? Bylo by teoreticky mozné je pouZit i u pacientd
s ALS, pripadné AD? Jsou néjaké terapeutické postupy, napfiklad ve fazi klinickych studii, cilené na
gliové bunky?

Zavér

Predlozena disertacni prace Mgr. Terezy Filipi splfiuje navzdory zmifiovanym drobnym nedostatkdm
formalni i obsahové predpoklady k ziskani titulu Ph.D. v doktorském studijnim programu Neurovédy na
2. lékarské fakulté Univerzity Karlovy v Praze. Dizertacni prace prokazuje predpoklady autorky k
samostatné védecké praci. Velice kladné Ize hodnotit to, ze autorka béhem svého Ph.D. studia
publikovala 2 pdvodni prace jako prvni autorka. Dizertacni praci proto doporucuji k obhajobé podle § 47
Zakona o vysokych skolach 111/98 Sb.

V Praze dne 2.12.2024

MUDr. Helena Pivonkova, Ph.D.



