Oponentsky posudek
na
dizertacni praci

Expression and functional charactarization of transient receptor potential
vanilloid-related channel 4 (TRPVA4) in hippocampal astrocytes after
ischemia/reperfusion.

Posuzovana dizertaéni prace je vénovana aktualnimu a nosnému tématu. Kandidatka se pod
vedenim zkuSenych experimentator( zaméfila na rozsiteni poznatkli o patofyziologické roli
TRPV4 kanalu, které jsou dilezZité pti rozvoji patogennich déji vyvolanych mozkovou
hypoxii.

Megr. O. Butenko se vénuje vyzkumu role astroglie systematicky a dlouhodobé, coz dokladaji
pfipojené puvodni prace, pficemz jednou je prvou autorkou.

Zvolené téma je dulezité jak pro neurovédni vyzkum, tak pro klinické neurovédni obory.
Nové poznatky o protektivni, adaptivni, metabolické i destruktivni roli gliovych bunék, jez
byly kandidatkou rozsifeny vyzkumem exprese TRPV4 v hipokampalni astroglii, jsou
origindlni. Pfinaseji nové poznatky o roli TRPV4 kanal(i a vapnikovych iontd pro signalizaci
reaktivnich astrocytll v hippokampu, a to nejen dospélého potkana.

Prace, majici 132 stran a 6 pfiloh, je ¢lenéna prehledné.

V tvodu, majicim 33 stranek, je podan prehled nejdulezitéjsich poznatkd o astrocytech,
jejich morfologii a funkci. Je popsana role astrocytl jak ve fyziologickych, tak patologickych
déjich se zamérenim na lokalni a celkovou mozkovou ischemii. Vystizné je popsana struktura
a funkce TRPV kanalu.

Cile posuzované prace byly zvoleny jasné. Experimentalni prace byla v souladu s péti
uvedenymi cili zaméfena na sledovani zmén, které byly vyvolany mozkovou hypoxii a
ischemii, navozenymi hypoxickou ventilaci a okluzi karotid.

Zvolena metodika, ktera je metodologicky velmi naro¢nd, je popsana presné a
srozumitelné. Hypoxie a ischemie mozkové (H/l) byly vyvolany kombinaci uzavéru hlavnich
karotid a hypoxickou ventilaci.

Metodika vyzkumu byla zaloZzena kvalitné a Siroce. Vyzkum byl provadén na dospélych
potkanich samcich, tvoficich jak skupinu vystavenou H/| zatézi, tak kontrolni skupinu, u niz



byly hlavni karotidy vypreparovany, nebyly vSak uzavieny. Nasledné byla pokusna zvitata,
vystavena 15 minut trvajici nedokrevnosti mozku, rozdélena do péti skupin a v rlznych
Casovych intervalech byla usmrcena. Vzorky hipokampalni tkané byly zkoumany
metodologicky a ¢asové narocnou kombinaci strukturalné i funkéné zamérenych metod.
Byly vySetfeny histochemicky, mikrofluorometricky,metodou patch-clamp, imunochemicky,
metodou Western-blott a kvantitativni PCR analyzou.

Vysledky takto ziskané prokdzaly na zakladé exprese Nestinu imunoreaktivni zmény,
podminéné reaktivnimi astrocyty. DlleZité jsou predevSim poznatky o zvySené expresi
TRPV4 kandll u astrocytl v CA1 oblasti hippokampu. Vyznamné je zjisténi o vztahu téchto
zmén k rozvoji astroglidzy. Pro lepsi pochopeni déji rozvijejicich se pti reperfuzi hypoxické ¢i
ischemické mozkové tkané je cenny prikaz narlistu TRPV4 - specifické odpovédi astrocyt(.

PredloZena prace prinesla nova fakta o dllezité roli TRPV4 kandlu pro vapnikovymiionty
zprostfedkovanou signalizacni aktivitu reaktivnich hipokampdlnich astrocytd. Lze uvaZovat o
jejich spolupodilu na patogennich déjich rozvijejicich se po mozkové hypoxii, coz pfispiva

v SirSim kontextu i k objasnéni patofyziologie cévnich mozkovych pfihod.

Vyznam prace je podle ndzoru oponenta z pohledu klinického neurologa nepochybny,
protoze pfindsi plvodni poznatky rozsitujici znalosti o regulaci riznorodé funkce astrocytu.
Astroglie ma klicovou roli v protektivnich a reparativnich pochodech, které navazuji na
poskozeni mozkové tkané. Jedna se o kvalitni praci odpovidajici vysokému, mezindrodné
uznavanému standardu pracovist, na nichZ kandidatka svlj vyzkum provadéla a tymd, jejichz
byla €lenkou.

Pripojené publikace jsou kvalitni a byly pfijaty uznavanymi odbornymi periodiky s IF od 1,65
do 4,04.

Na zakladé vyse uvedenych skuteénosti oponent uvadi, ze

posuzovana dizertacni prace je kvalitni a potvrzuje predpoklady autorky k samostatné
védecké praci, a proto doporucuje udélit titul Ph.D..

Praha, 2.4. 2014 doc. MUDr. M. Bojar, CSc.



Otazky pro kandidatku

1) Jaké metodiky kandidatka v rdmci naro¢ného vyzkumu zvadla a sama vykondvala?

2) Jaké jsou podle jejich zkuSenosti z experimentu moznosti podpory neuroprotektivni funkce
astrocytl?



