Vyjadreni k diserta¢ni praci MUDr. Tetyany Chumak - Role of Islet 1, BDNF
and nanoparticles in development, function and regeneration of the auditory
systém.

Disertace  MUDr. Tetyany Chumak shrnuje vysledky vyzkumu, zaméfeného na
moznosti regenerativni 1écby ztraty sluchu. Predlozena disertace ma 137 stran textu a
je doprovazena 41 obrazky (grafy, komposice mikrofotografii, schémata). Prace je
¢lenéna do 7 kapitol, osma kapitola obsahuje seznam pouzité literatury, ktery ma
vice nez 330 polozek, devata kapitola je seznamem autoré¢inych publikaci.

K disertaci jsou pfilozeny kopie 3 publikovanych studii.

V prvni uvodni kapitole jsou shrnuty zakladni Gdaje o struktufe vnitiniho ucha se
zamérenim na Cortiho organ, zevni a vnitini vlaskové bunky a jejich inervaci.
Nasleduje popis ascendentni i descendentni (olivokochlearni systém) slozky
sluchové drahy, ktera je podrobnéji popséna az do Grovné colliculus inferior. V
uvodni kapitole nasleduje popis vyvoje vnitiniho ucha, Gloha transkripéniho faktoru
Islet 1 a neurotrofniho faktoru BDNF pf#i vyvoji a regeneraci struktur vnitfniho ucha.
Autorka podrobné uvadi regenera¢ni postupy zameéfené na cilové struktury Cortiho
organu, tj. vlaskové burika a neurony spiralniho ganglia. Jsou popsany terapeutické
ptistupy k vnitfnimu uchu vcetné aplikace 1ékti pomoci nano¢astic.

2. kapitola obsahuje cile studie a hypothesy, které se autorka snazila potvrdit.
Zejména jde ulohu transkripéniho faktoru ISL1 ve vyvoji sluchového systému, Glohu
ristového faktoru BDNF ve vyvoji dolni ¢asti sluchové drahy a moznosti vyuzZiti
nanocastic pro intrakochlearni aplikaci substanci, které ovliviiujicich regeneraci
smyslovych bunék a neuronti vnitiniho ucha.

3. kapitola je zaméfend na pouzité metodiky. Kapitola je velmi podrobna (20 stran) a
zahrnuje fadu elektrofyziologickych metodik, aplikaci nanoéastic, analyzu exprese

genu, a nékolik metod morfologické analyzy studovaného materialu.



-
Ve Ctvrté kapitole jsou shrnuty hlavni vysledky studie a pfipojenych publikaci.

Pata kapitola je diskuse, Sesta souhrn a sedmé obsahuje zavéry prace.

Autorka se zaméfila na tfi okruhy problému, jejichZ studium by mohlo vést ke
zlepSeni funkce periferniho sluchového aparatu. V prvni fadg€ je to ptsobeni
transkripéniho faktoru ISLET 1 a pusobeni ristového faktoru BDNF pfi vyvoji
struktur vnitfniho ucha. Dalsi studovanou oblasti je pouziti nano¢éstic jako nosi¢h
IéCebnych substanci aplikovanych do vnitiniho ucha. Studované problémy zaroven
naznacuji orientaci lécebnych postupt, které by mély vést k regeneraci vlaskovych
buné¢k Cortiho orgdnu a neuronti v ganglion spirale.

Prvni z nich je studium tlohy transkripéniho faktoru Islet 1 a jeho vyuziti pro
zvySeni regenerativnihoi potencialu vnitiniho ucha. Uloha Islet 1 byla studovéna na
transgenni mysi se zvySenou expresi tohoto transkripéniho faktoru. Jeho zvysena
exprese vedla k zrychlenému ristu a vétveni nervovych vldken v embryonalnim
obdobi. Kromé positivniho vlivu na riist nervovych vldken v8ak dochazi k
postnatalnimu zhor$ovani sluchové funkce, které ma progresi s vékem. Zhor3ovani
funkce zevnich vlaskovych bunék je provazeno degeneraci zakon¢eni medialniho

olivokochlearniho systému.

Dale byl studovan vliv BDNF v nizsich oddilech sluchové drahy. U transgennich

my$i s deleci ristového faktoru byla prokézéna snizena citlivost vlaken sluchové
drdhy a byla prokazana zména celé fady parametr neuroni v colliculus inferior..
Dilezitym nalezem je snizeni exprese kalcium vaziciho proteinu parvalbuminu (PV)
ve strukturach vzestupné sluchové drahy véetné akustického kortexu. V této ¢asti
studie tak byl prokéazan pozitivni vliv riistového faktoru na citlivost sluchové drahy

v behavioralné vyznamnych frekvencnich oblastech,

Moznosti regenerativni lécky jsou do zna¢né miry zavislé na dodani u¢inné latky do
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kochley kde je cilovou oblasti Cortiho organ. Aplikace G¢inné latky musi spliovat
piisna kriteria neinvazity. V této studii byly testovany jako nosice event. 1é¢ebnych
substanci tf druhy nano¢astic. Autorka prokdzala ze viechny pouzité typy nanoCastic
(liposomy, polymerosomy a polylysin) pronikaji obdobnym zptsobem do vnitiniho
ucha a vykazuji obdobnou distribuci. Vechny typy nanocéstic transportovaly
obdobnym zplisobem toxickou substanci disulfiram. Uvedené nanocéstice by mohly
byt potencionalnimi kandidéty pro intrakochlearni neinvazivni aplikaci lé¢ebnych

nebo regenerativnich substanci.

Predlozena disertace velmi podrobné zpracovava vysledky nékolikaletého vyzkumu
ve tfech uvedenych oblastech. Vysledky shrnuté v disertaci byly publikovany v
renomovanych ¢asopisech s vysokym IF. K disertaci jsou pfipojeny kopie 3
publikovanych studii, které jsou pfimym podkladem disertace. Kromé toho je dr.
Chumak spoluautorkou dalsich 5 publikaci s IF. Disertace je psdna piehledng, je
Gi¢elné &lenéna, pouze rozliSeni na nékterych mikrofotografiich je slabsia celkové

jsou mikrofotografie demonstrujici dvoji znaceni pfili§ tmave.

Otazky :

a) autorka popisuje u my3i s knock-out BDNF pokles density a intensity barveni
PV —ir punkt v colliculus inferior a v akustické kife. Postrdddm podrobnéjsi
tdaje ve kterych oblastech colliculus inferior a ve které akustické korové
oblasti byla méfeni provadéna. Udaje pofizené z akustického kortexu by mély
byt doplnény Udaji o laminarni distribuci punkt. Je pravdépodobné, Ze pokles
nebude stejny ve vSech korovych oblastech a vrstvach.

b) z pFipojenych publikaci je zfejmé , Ze se na nich podileli autofi z nékolika
zahrani¢nich laboratofi. Mohla by autorka podrobné&ji specifikovat sviij podil a
podil ostatnich domdcich a zahrani¢nich pracovniki na ziskanych vysledcich ?

¢) je pravdépodobné, Ze ze viech uvedenych piistupli sméfujicich k regeneracni
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terapii ztraty sluchu ma nejvétsi potencial intrakochlearni aplikace lé¢ebnych

substanci. Autorka pouzila rizné typy zna¢enych nanocastic k modelovani

penetrace 1é¢ebnych substanci do struktur vnitfniho ucha. Vzhledem k tomu, Ze
aplikace nano¢asti byla provadéna via fenestra cochlae Hamiltonovou injek¢ni
stiikackou (s pomérné silnou jehlou), nelze vyloucit zpétny reflux znacenych
nanodastic do stfedousniho prostoru a jejich naslednou inkorporaci do sliznice
sttedousi event. do okolnich kosténych struktur. Mize se autorka vyjadrit

k moznosti takového refluxu ?

d) V disertaci je podrobné popsana intrakochlearni distribuce znacenych
nanocastic, ale postradam objasnéni mechanizmu, jakym jsou znacené
nanocastice inkorporovany do bunéénych struktur, zejména do vlaskovych
bunék. Jde o transmembranovou difusi nebo o jiny mechanizmus ? Pronikaji

znaCené nanocastice do bunéénych jader?

Predlozena disertace vychazi z renomované audio-laboratofe a je podlozena velmi
kvalitnimi publikacemi. Disertace a publikace, které jsou jejim podkladem jsou
zaméfeny do klinicky i socidlné vyznamné oblasti . Autorka prokdzala vynikajici
orientaci v literatufe zamé&fené na okruhy feSenych problémi, velmi dobie se
orientuje ve slozitych metodikéach a dokézala, vysledky ziskané mnoha metodickymi
pFistupy interpretovat a zafadit do literarniho kontextu. Autorka prokazala schopnosti
k samostatné védecké praci. Vzhledem k tomu, Ze autorka splnila vSechny zakonné
podminky postgraduélniho studia v oboru Neurovédy doporucuji, aby ji po uspésné
obhajobé disertaéni prace a po zodpovézeni dotazi a pfipominek byl udélen titul
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