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1. Uvod

Ptedlozena dizertacni prace mé formu dila vytisténého na kvalitnim kiidovém papiru,
svazaného v pevnych deskach. Dizertace sestava ze dvou ¢asti: prvni ¢ast tvoti 136 stran
vlastniho textu, druhou pak kopie tii praci, tykajicich se hlavnich témat studie, publikovanych

v odbornych casopisech s IF.

Struktura prvé Casti dizertace:

a) za titulni stranou nasleduji Prohldseni, Acknowledgements a Table of Contents;

b) vlastni dizertace se sklada z deseti kapitol: 1. Introduction (60 stran), 2. Aims and
hypothesis (1 strana), 3. Materials and methods (10 stran), 4. Results (28 stran), 5. Discussion
(12 stran), 6. Conclusions (1 strana), 7. Summary (2 strany), 8. Souhrn (2 strany), 9.
References (20 stran) a 10. Publications (1 strana) — na seznamu jsou uvedeny tfi prace,

V nichz dizertantka je dvakrat prvni autorkou (2xIF) a jednou spoluautorkou (1xIF). Text je

doplnén 33 obrazky/tabulkami v dokonalém cernobilém nebo barevném provedeni.

Obsah druhé casti dizertace:

Soucasti druhé ¢asti dizertace jsou kopie tii originalnich praci:

1. Kulijewicz-Nawrot M, Sykova E, Chvatal A, Verkhratsky A, Rodriguez JJ. Astrocytes and
glutamate homoeostasis in Alzheimer's disease: a decrease in glutamine synthetase, but not in

glutamate transporter-1, in the prefrontal cortex. ASN Neuro. 2013 Oct 7;5(4):273-82. doi:
10.1042/AN20130017. IF: 2.357


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24059854
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24059854
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24059854

2. Kulijewicz-Nawrot M, Verkhratsky A, Chvatal A, Sykova E, Rodriguez JJ. Astrocytic
cytoskeletal atrophy in the medial prefrontal cortex of a triple transgenic mouse model of
Alzheimer's disease. J Anat. 2012 Sep;221(3):252-62. doi: 10.1111/j.1469-
7580.2012.01536.x. IF: 3.638

3. Rodriguez JJ, Yeh CY, Terzieva S, Olabarria M, Kulijewicz-Nawrot M, Verkhratsky A.
Complex and region-specific changes in astroglial markers in the aging brain. Neurobiol
Aging. 2014 Jan;35(1):15-23. doi: 10.1016/j.neurobiolaging.2013.07.002. IF: 6.166

2. Posudek dizertace

Dizertace je napsana velice kvalitni anglictinou i pfesto ze nékteré pasaze obsahuji data nebo
technické terminy. Formalni ¢lenéni textu i dokumentace jsou ptehledné a zajist'uji dobrou

orientaci v celé praci. V textu jsem nenalezl Zadné pieklepy.

1. Volba tématu
Zvolené téma dizertacni prace povazuji za velmi vhodné, nebot’ se jedna o aktudlni a klinicky
zavaznou problematiku s fadou doposud neobjasnénych aspekti, k jejichZ feSeni 1ze dospét i

morfologickymi a experimentalnimi pfistupy.

2. Cil prace

Jako cil své prace si autorka zvolila studium funk¢nich a morfologickych zmén v astroglii

Vv pokusu na zvifeti za pomoci experimentalniho modelu Alzheimerovy nemoci (3xTg-AD
mys). K dosazeni tohoto cile se zamé¢fila na a) charakteristiku zmén astroglie v mPFC, b)
vztah mezi beta-amyloidem a GFAP pozitivnimi astrocyty v mPFC, ¢) funk¢éni zmény

V metabolismu gglutamatu v astroglii (glutamin synthetdza a GLT-1), studium vztahti ve
strukturach majicich vazbu na zmény astroglie u AD (hipokampus, entorhinalni kiira,
medidlni prefrontalni kiira) a expresi specifickych markert astroglie (GFAP, S100beta a GS)

béhem starnuti v hipokampu a entorhinalni kiife.

3. Metodiky

Imunohistochemicka analyza — detekce peroxiddzovou reakci a naslednd DAB metodika.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22738374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22738374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22738374
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23969179

Fluorescence — stanoveni GFAP pozitivnich astrocytu (a vztah k AB), GFAP-GS
kolokalizace, single a double direct imunofluorescence.

Stereologie, volumetrie — software Cell Analyst (rekonstrukce 3D obrazu renderovanim
povrchu buiiky a 2D rekonstrukce objemovym renderovanim, méteni povrchu tél bunék
pomoci stereologického programu Imagel, kolokalizace GS-IR a GFAP-IR astrocyti v mPFC
za pomoci konfokalniho mikroskopu

Western blot — SDS (PAGE) elektroforéza a detekce proteinti GS a GLT-1

Statisticka analyza — GraphPad Prism program, jednocestna ANOVA a linearni regrese

4. Vysledky

Jsou rozdéleny v souladu s tfemi publikacemi s IF uvedenymi v druhé ¢asti dizertace. D¢l se
na vysledky a) zmén tvaru a povrchu astrocytil v 1-5 vrstvé mPFC u kontrol a 3xTg-AD
transgennich mysi + stanoveni intracelularni akumulace AP a vazbé na GFAP, b) stanoveni
exprese glutamin synthetasy (GS) a glutamatového transportéru (GLT-1) u astrocytd v mPFC
u ¢asnych a pozdnich zmén pfi progresi AD a c) stanoveni profilu astroglie v oblastech
entorhindlni klry, gyrus dentatus a CA1 imunohistochemicky pomoci GFAP, GS a barveni

S1008 v rtiznych ¢asovych obdobich vyvoje (3, 9, 18 a 24 mésict).

5. Zavér

-cil dizertacni prace byl stanoven pfiméfené sou¢asnému stavu poznani o neuroglii a
Alzheimerové€ nemoci a pfiméfené moznostem a zkuSenostem dizertantky;

-pouzité metodiky, opirajici se o dosavadni zkuSenosti matetskych i1 svétovych pracovist, byly
adekvatni poZzadavkiim feSeni a soucasné 1 mimofadné narocné pro svoji slozitost a mnozstvi
paralelné sledovanych parametri;

- dosazené vysledky jednoznacnym zptsobem rozsituji a obohacuji dosavadni znalosti
morfologie, cytoarchitektoniky a imunohistochemie a fyziologie astroglie ve vztahu

k Alzheimerové nemoci v experimentu na zvifeti, zavéreéna kapitola navic poskytuje dobré
vychodisko pro pokracovani studie smérem k objasnéni odlisSnych metabolickych d&ji
astroglie v oblasti entorhinalni kiiry v porovnani s gyrus dentatus a CA1 a tim k pfispéni

k odhaleni samotného mechanismu starnuti mozku;

- stanoveny cil prace byl tedy splnén, zvolené téma je nosné, ma dobrou Sanci na své
pokracovani a tim na doteSeni velké Casti dosud netiplné znamé role astroglie v patogeneze

Alzheimerovy nemoci.



3. Pripominky a otazky

K posuzované dizertacni praci nemam pfipominky

Na zavér svého hodnoceni si dovoluji dizertantce predlozit nasledujici otazky:

Otazka ¢.1: Jak vyplyva z grafu na str. 77, obrazek C, u tfimé&si¢nich mysi byl povrch
pozitivni pro GFAP vétsi u 3xTG-AD skupiny nez u kontrol ve ¢tvrté vrstvé mPFC. Dale pak
na obrazku H objem rovnéz ¢tvrté vrstvy mPFC byl v ptipad¢ 3 mésich snizen mnohem méné
U 3XTG-AD nez u jinych vrstev. Jaké by bylo mozné vysvétleni?

Otazka ¢.2: z grafu na str. 92 vyplyva, Ze entorhinalni ktira v kontrastu s gyrus dentatus a CAl
vykazuje opacny trend z hlediska povrchu, celkového a t€lového objemu bunék z hlediska
GFAP pozitivity, coZ je anatomicky dobfe vidét i na obr. 28. Jak by se to dalo vysvétlit

v souvislosti s po¢atkem zmén na neuronech u AD za které je pravé povazovana entorhinalni
kiira? Bylo by mozné, ze pravé absence zmén v GS profilech v astroglii entorhinalni kiry u
starych jedinct by méla za nésledek zhorSeni metabolismu neuronti (diky jakési ztraté

plasticity funkce astroglie)?

4, 7.avér

Zcela na zavér je mozno uvést, Ze jsem na zakladé peclivého prostudovani dizertaéni prace
dosel k nazoru, Ze dizertantka svymi vysledky jednozna¢né prokazala schopnost tvofivé
veédecké prace, a to jak samostatné, tak 1 v kolektivu, sklddajicim se z pracovnikil zejména
experimentalnich obort. Velice pozitivné rovnéz hodnotim skutecnost, ze kolegyné mgr.
Kulijewicz-Nawrot umi ve védecké praci skloubit metody morfologické,
imunohistochemické, stereologické 1 biochemické a to na soucasné Spickové urovni.

Jsem proto piesvédcen, Ze kolegyné mgr. Kulijewicz-Nawrot velmi dobfe naplnila vSechna
kritéria, poZadovand pro zavrSeni postgradudlniho studia ve svém oboru.

Doporucuji proto, aby na zaklad¢ predlozenych vysledki a jejich ispésné obhajoby byl mgr.

Kulijewicz-Nawrot udélen, v souladu se zakonnymi piedpisy, védecky titul

PhD.

V oboru neuroveéd.
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