Oponentsky posudek na magisterskou praci:
Lenka Harantova (2012): Volume-regulated anion channels in astrocytes — in vitro and
in situ analysis

Magisterska prace Lenky Harantové se zabyva studiem aniontovych kanalt, aktivovanych
zménou bunééného objemu (,, volume- regulated anion channels, VRAC) v primérni
astrocytarni kultufe i na fezech v oblasti CA1 hipokampu a vznikla na podkladé vysledkad,
ziskanych autorkou b&hem jeji staze v Oddéleni bun&éné neurofyziologie Ustavu
experimentalni mediciny AVCR, pod vedenim Ing. Miroslavy Andérové, PhD.

Celkovy popis prace

VRAC jsou aniontové kanaly, které hraji vyznamnou tlohu pfi zménach a regulaci
buné¢ného objemu velkého spektra typti bunék, véetné neuronti i astrocyti. Ackoliv jsou
relativné dobte popsany jejich elektrofyziologické vlastnosti, nebyly dosud identifikovany na
molekularni Grovni a neni ani jasné, jestli patii k jednomu typu iontovych kanald, nebo
zmény, prisuzované jejich aktivaci, jsou vysledkem spoluprace skupiny typove raznych
kanala. Predkladana préce, snaZici se o charakteristiku VRAC kanald béhem hypotonického
stresu na urovni astrocytarni kultury a in situ je proto velmi aktudlni a dtlezita. Vysledky
prace ukazuji, ze proudy, které jsou charakteristické pro VRAC aktivaci, se béhem expozice
hypotonickému roztoku zvysuji a vyznamné roste rovnéz celkova vodivost burnky. Tento efekt
je vyraznéjsi v buiikéch v kultufe nez in situ, kde VRAC proudy vykazovala méné nez
polovina studovanych astrocytli. V1iv hypotonického stresu potlacuji blokatory VRAC kanalt
tamoxifen a DCPIB. Zajimavym zji$ténim je rovnéz, ze aktivita VRAC je potladena zvySenou
koncentraci intracelularniho sodiku, coz mize mit disledky pti zménach objemu bun¢k
béhem patologickych stavi, napf. ischémie.

Formalni kvalita
Cela prace, obsahujici véetné citaci 58 stran, je napsana na dobré urovni, bez vétsich
formalnich chyb, ale chyby z nepozornosti a pieklepy (viz pfipominky).

Jazyk

Dobra formulace, bez vétsich gramatickych chyb.
Hodnoceni ¢asti predkladaného spisu
1 Literarni piehled

Literarni ivod obsahuje 17 stranek charakterizujici studovany objekt prace: astrocyty a
pfedev§im VRAC kanaly. Autorka tady detailn¢ popsala dosud znama fakta o jejich
zakladnich vlastnostech, aktivaci a modulaci a rovnéz jejich tilohy béhem fyziologickych a
patologickych stavt pii regulaci bunééného objemu, v procesu apoptozy, bunécné proliferace
a migrace. Do tohoto konceptu, alespon z mého hlediska moc nezapada kratka kapitola o
metod¢ ter¢ikového zamku, kterou bych radila piesunout spise do metodiky. Popis je doplnén
vhodné zvolenymi, piehlednymi schématy s pfesnou citaci. Literarni vod je zaloZen
pfedevs§im na nejnovéjsich poznatcich v oboru a dokumentuje schopnost autorky pracovat
s informacemi z odborné literatury.

2 Cile
V podobé tii bodl jsou stanoveny konkrétné a ptehledné.



3 Material a metody

Podrobny a nazorny popis pouzitych metod od piipravy akutnich fezli a primarnich
astrocytarnich kultur, ptes elektrofyziologické méfeni a analyzu, pomoci metody ter¢ikového
zémku az po imunohistochemii a konfokalni mikroskopii naznacuje jejich rutinni zvladnuti.

4 Vysledky
Dosazené vysledky jsou srozumitelné popsany a dokumentovany relevantnimi obrazky
a nazornymi grafy.

5 Diskuse
Ve vécné diskusi autorka rozebird jednotlivé dil¢i ndlezy a hledd mozné vysvétleni pro
nalezené rozdily mezi vysledky in vitro a in situ.

Uroveii této diplomova prace je postafujici k obhajobé a dokladem piipravenosti
autorky k dalsi védecké praci.

Diléi pripominky a otazky do diskuse

1. Str.14, popis Na+ homeostazy: “During neuronal firing, Na+ released by neurons
enters perisynaptic astrocytes through the action of N+/K+-ATPases and glutamate
transporters and receptors (Langer et al. 2009).” Tato véta je nesmysl a podle
urovné ostatnich ¢asti prace predpokladam, ze vznikla z nepozornosti. Rada bych,
aby autorka vysvétlila, co vlastné chtéla fict.

2. Tabulky 1 a 2 popisujici slozeni pouzitych roztokti maji stejné slozeni pro

isotonicky a hypotonicky roztok. V textu, popisujiciho méteni v kultufe, se da

dohledat, ze isotonicky roztok byl pfipraven s pouzitim manitolu, ktery byl u

hypotonického vynechan. Doporucovala bych proto doplnit manitol rovnéz v

tabulce, aby informace nebyly zavadgjici. Neni ale jasné, jestli byl podobnym

zpusobem pfipraven pro experimenty in situ, nebo jestli je chyba v tabulce.

Str. 41, obr. 13 — popis A, B, C neodpovida legendé obrazku.

4. Ackoliv je casto pouZzivand, doporucovala bych pii prvnim pouziti vysvétlit i
zkratku [K™]o.

w

5. Drobné chyby a pteklepy pfedam autorce samostatné.
6. Z formalniho hlediska bych autorce vytkla pomérné¢ malé slozené obrazky ¢. 10,
11, 14, 15.
Otazky:
1. Které membranové proteiny by mohly byt, dle vaseho nédzoru, vhodnymi kandidaty
pro VRACs?

2. Vzhledem k tomu, ze jste ukazala, ze pouze 50% astrocytd vykazovalo vyznamné
zvySeni proudu v hypotonickém roztoku, Ize z toho usuzovat, ze se 1i$i schopnost
jednotlivych astrocytiit CA1 oblasti hipokampu regulovat bunéény objem? Jestlize ano,
tak proc?

3. Jaky podil na RVD mohou mit mechano-sensitivni iontové kanaly? Existuji studie,
které ukazuji podil téchto iontovych kanalti na RVD u jinych bunéénych typa?

4. Kdyz uvadite v diskuzi, Ze tamoxifen je spiSe nespecificky inhibitor VRAC, které dalsi
dé&je v bunice tento inhibitor ovliviiuje? Jak byste vysvétlila Va§ zajimavy nélez, ze



aplikace hypotonického roztoku s tamoxifenem nejen zablokovala aktivitu VRAC, ale
dokonce snizila proudovou amplitudu pod hodnotu, namétenou v isotonickém
roztoku?

V Praze dne 5.9. 2012
Doc. MUDr. Lydia Vargova, PhD.
oponent



