Oponentsky posudek na magisterskou praci:
Michaela MikeSova (2012): Objemové zmény astrocyti u a-syntrofin deficientnich
mySi

Magisterska prace Michaely MikeSové je zaméfena na studium ulohy aquaporinovych kanala
v mechanizmech zmén bunééného objemu v experimentalnich modelech in Situ a vznikla na
podkladé vysledki, ziskanych autorkou béhem jeji staze v Oddgleni bunécné neurofyziologie
Ustavu experimentalni mediciny AVCR, pod vedenim Ing. Miroslavy Andérové, PhD.

Celkovy popis prace

Prace si klade za cil objasnit tlohu a-syntrofinu, kotviciho proteinu aquaporinovych
kanala AQP4, v mechanizmech zmén objemu kortikalnich astrocytl pii experimentalné
navozenych zménach osmolality, zvysené koncentraci extracelularniho drasliku ¢i oxygen-
glukézové deprivaci, modelujicich vznik mozkového edému napt. béhem ischémie nebo pii
traumatu. Pro tento Gcel byl v laboratofi vytvofen dvojité transgenni kmen mysi, ktery kromé
delece a-syntrofinu vykazuje rovnéz fluorescentné zvyraznéné astrocyty pomoci proteinu
EGFP, exprimovanym pod GFAP promotorem a ktery takto umoziuje detailni studium
morfologickych zmén astrocyti metodou 3-D konfokélni morfometrie. Vysledky prace
ukazuji, Ze delece genu pro a-syntrofin nezpusobila signifikantné€ vyznamné rozdily oproti
kontrolam ve vyvoji objemovych zmén béhem mirného hypotonického stresu (-50 mOsm),
ale zpomalila objemové zmény pfi hypertonickém stresu (aplikace mannitolu) a oxygen-
glukdzové deprivaci (OGD). Zmény objemu a plochy astrocyti, vyvolané aplikaci 10 mM K*
naznacuji, ze transport K je u transgennich mysi pozménén a rozdily v regulaci bunééného
objemu oproti kontrolam b&hem vymyvani zavisi na délce trvani zvysené koncentrace K.

Formalni kvalita
Cela prace, obsahujici vcetné citaci 74 stran, je peClivé napsand, bez vétSich
formalnich chyb a jen s nékolika drobnymi chybami z nepozornosti (viz ptipominky).

Jazyk
Dobra formulace, bez vétsich gramatickych chyb (minimum pieklepi).

Hodnoceni ¢asti predkladaného spisu
1 Literarni prehled

Na zacatku 21-ti strankového literarniho tvodu jsou shrnuty zakladni udaje o
astrocytech a jejich homeostatickych funkcich. Vzhledem k zaméteni prace je rozsahlejsi ¢ast
ptehledu vénovana popisu projevit bunécéné ischémie, mechanizml regulace bunécného
objemu a transportu vody se zamétfenim na charakteristiku vodnich kanalii, ptedevsim AQP4.
Popis je doplnén vhodné€ zvolenymi, prehlednymi schématy s pfesnou citaci. Literarni tivod je
zalozen predevsim 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 piehledné.

3 Material a metody
Tato ¢ast dokumentuje znacné mnozstvi metod, které autorka zvladla: od metod,
potiebnych pro generaci a ovéfeni vlastnosti transgenniho kmene GFAP/EGFP/a-Syn-/- mysi



véetné¢ PCR genotypizace, western blottingu a imunohistochemie, pies piipravu tkaiovych
fezti mozku az po vlastni méfeni objemu bunék metodou 3D konfokalni morfometrie. Popis
pouzitych metod je ndzorny, rozsahové i formulaéné odpovidajici a doplnény ilustracnimi
schématy.

4 Vysledky
Dosazené vysledky jsou srozumitelné¢ popsany a dokumentovany histologickymi
obrazky a ptedevsim nazornymi grafy.

5 Diskuse

Podrobna diskuse je, alespon z mého hlediska, silnou strankou této prace. Autorka zde
rozebira jednotlivé dil¢i nalezy, analyzuje tulohu o-syntrofinu v mechanizmech zmén
bunécného objemu a predklada mozna vysvétleni i pro nékteré kontroverzni nebo piekvapivé
vysledky.

Uroveii této diplomova price je plné postatujici k obhajobé a dokladem p¥ipravenosti
autorky k dalsi védecké praci.

Diléi pripominky a otazky do diskuse

1. Pfi prevadeni obrazkl z publikaci bych doporucovala zvolit vyssi rozliSeni, aby
nebylo tak patrné rastrovani.

2. Str.20, definice a pficiny mozkové ischémie: vzhledem k uvedenym pticindm
(zastava srdce, duSeni nebo tonuti) by bylo pfesnéjsi mluvit o globalni
ischémii/anoxii nez pouze o globalni ischémii.

3. Str. 52: “Roztok se zvysenou koncentraci K™ (10 mM) simuluje stav pii zvysené
aktivité¢ neuront, ke které dochazi napiiklad béhem epileptickych stavli”’- pfesnéji
pfi intenzivni stimulaci, epilepticky stav zvysuje extracelularni koncentraci K nad
10 mM.

4. Vécné chyby z nepozornosti:

- str. 18 syntézu glutaminu z glutamatu v astrocytech ukazuje obr. 7, ne 5.
- Str. 58, obr. 32B: chybné tidaje na ¢asové ose.

Otazky:

1. Autorka v diskusi jako jednu z moznych pfi¢in zvySovani objemu astrocytd béhem
puisobeni hyperosmotického roztoku mannitolu uvadi akumulaci mannitolu v
astrocytech. Tohle vSak bylo ukazano na bunkach C6 gliomu a navic v kultufe, takze
tyto builky mohou mit odlisné membranové vlastnosti véetné propustnosti pro
mannitol. Prokazal se zvySeny uptake mannitolu i v jinych experimentalnich studiich?

2. Pfi zavaznych patologiich, jako ischémie, stoupa extracelularni koncentrace drasliku
vysoko nad 10 mM, ktera se spiSe pouzivd jako model fyziologickych stavi.
Nezkouseli autofi jaké zmény (pfipadné rozdily mezi transgenni a kontrolni tkéani)
vyvola aplikace vyssich koncentraci K*?

V Praze dne 22.5. 2012
Doc. MUDr. Lydia Vargova, PhD.



