Vyjadreni k disertacni praci Mgr. Johany Trojanové : Imunohistochemicka
analyza vlastnosti inhibi¢nich glycinovych a GABA B receptori v MNTB.

Diserta¢ni prace Mgr. Trojanové ma 138 stran a je doprovazena 47 obrazky (pfevazné grafy,
mikrofotografie a elektrongramy). K praci je ptiloZzeno 5 publikaci (jedna prace pfipravena k
tisku).

Prace je ¢lenéna do 6ti kapitol. 1. kapitola — Uvod je velmi zdafilym piehledem soucasnych
znalosti o glycinovém a GABA B receptorech , o jejich struktufe, agonistech, antagonistech, o
jejich expresi, lokalizaci a funkénim vyznamu. Soucasti ivodu je i pfehled dosavadnich poznatkii o
struktufe a synaptologii MNTB, jadra na které¢ je disertace zamétena. Dale je podan piehled
soucasnych nazorii na strukturu Heldova kalichu, ktery pfedstavuje hlavni excitacni vstup do
MNTB. Heldtv kalich je obrovské excitacni, glutamateregni presynaptické zakonceni
kontralateralni projekce z globularnich (bushy cells) bun¢k ulozenych v AVCN. V MNTB kon¢i
dale inhibi¢ni vlakna GABAergni a glycinergni.

Druha kapitola obsahuje cile prace a hypothésy. Tteti kapitola je metodickd a jsou v ni detailné
popsany vsechny metodické postupy pouzité v publikacich a v disertaci samotné (pfiprava materialu
pro optickou a elektronovou mikroskopii, pro fluorescen¢ni mikroskopii, Western blot, analyza
trojrozmérné rekonstruovanych neurondlnich vybeézk, statistické zpracovani).

Ve 4. kapitole jsou shrnuty vysledky, 5. kapitola obsahuje diskusi k dosazenym vysledkiim a
zaclenéni vysledkt do literarniho kontextu. 6. kapitola obsahuje shrnuti vysledki.

Seznam pouzité literatury ma témét 200 polozZek.

Predkladané vysledky byly ziskdny metodicky narocnymi postupy, jejichZz hodnoceni vyZaduje
zna¢nou zkuSenost s pouzitou metodikou a s hodnocenim imunohistochemického barveni na trovni
svételného a elektronového mikroskopu.

Cilem prace je studium lokalizace a podjednotkového slozeni glycinového receptoru (GlyR) v
Heldové¢ presynaptickém zakonceni v MNTB. Byla studovana morfologie Heldova zakonceni
(kalichu) a distribuce GlyR na kalichu....Presynaptické a postsynaptické GlyR na hlavnich
neuronech MNTB se lisi svoji podjednotkovou vybavou a funkci. .Presynaptické receptory na
Heldovych kalisich jsou tvofeny a-1 homomery a umoziuji pomalou facilitaci, zatimco
postsynaptické receptory jsou tvoieny a- 1- B heteromery a zajist'uji rychlou postsynaptickou
inhibici. B podjednotka postsynaptickych receptorti vytvati vazbu s postsynaptickym proteinem
gerfyrinem. Gerfyrin déle zajiSt'uje interakce receptort s motorickymi proteiny postsynaptického
neuronu a umoznuje tvorbu shluka GlyR. V experimentalni ¢asti studie byl studovan GlyR v

MNTB po ablaci hlemyzd¢. Mezi vyznamné vysledky uvedené v disertaci patii popis detailni



distribuce GlyR v jednotlivych segmentech Heldova kalichu. Zdutfeniny Heldova kalichu vykazuji
vyssi (dvojnasobnou) povrchovou hustotu GlyR nez stonky, ale nejsou piednostné umistény

Vv blizkosti AZ (aktivni zony).

GIlyR jsou v presynaptické membrané preferenén¢ lokalizovany v mistech piistupnych pro jejich
endogenni agonisty ( a tedy i pro glycin).

Dalsi ¢ast vysledkt je zamétena na studium distribuce GABA B receptori v MNTB a na studium
lokalizace podjednotky KCTD 12 v témze jadie. Presynaptické i postsynaptické neurony v MNTB
obsahuji GABA B receptory, které se vSak 1isi svymi funkcemi. Presynaptické GABA B receptory
reguluji uvoliovani glutamatu, zatimco postsynaptické GABA B receptory zvysuji spolehlivost
pfenosu na excitacnich synapsich. Pomocna podjednotka KCDT 12 ovliviiuje vlastnosti GABA B

receptord.

Chtél bych upozornit na nékteré terminologické nepresnosti a nejasnosti v textu :
Str. 58. Kapitola 4.1.2 Presynaptické GlyR. Presynaptickou lokalizaci receptoru se zpravidla
mysli jeho lokalizace na presynaptickém zakonceni (butonu). V tomto pfipad¢ je termin

»presynapticky ,, pouzit pro studium GlyR na télech globularnich neuronti v AVCN.

Str. 63 : GlyR receptory jsou na povrchu Heldova kalichu rozptylené, bez zjevné akumulace do
synaptickych (aktivnich) zon. Naproti tomu tyto receptory vytvareji shluky na postsynaptické
membrang. Bilateralni ablace kochley svéd¢i pro dynamiku a reversibilitu reorganizace
postsynaptickych GlyR.

Na proti tomu na str. 75 — 76 je uvedeno, Ze rozlozeni GlyR na povrchu Heldova kalichu je je
nehomohgenni a naznacuje existenci mist s jejich vyssi hustotou. Ktera z téchto formulaci je

pracdiva ?

Otazky :

Na jaky vesikularni pool se vazi =partikule zlata ?

Autorka popisuje v MNTB ptitomnost GlyR. Ze kterych presynaptickych zakonceni je v MNTB
glycin uvolilovan.? V tade¢ studii je popisovana kotransmise glycinu a GABA, je mozna podobna

kotransmise i v MNTB 2.

Je mozné srovnat ti¢innost a funkce Glycinového a GABAergniho inhibi¢niho systému ? Bylo by
mozné rozdily ve funkcich a v G¢innosti téchto inhibi¢nich systéma vysvétlit jejich lokalizaci ?

GABAergni systém pievazuje v rostralni ¢asti CNS (kortexy, bazalni ganglia), zatimco glycinergni



systém v mozkovém kmeni a v miSe.

V piedlozené disertaci autorka prokazala schopnost pracovat s komplikovanymi a naro¢nymi
imunocytochemickymi metodikami na trovni svételného i elektronového mukroskopu a
vycerpavajicim zpiisobem interpretovat dosazené vysledky a zatadit je do literarniho kontextu.
Disertace obsahuje fadu prioritnich vysledka, které vyznamné dopliiuji nase védomosti o
glycinovém receptoru jeho struktufe a distribuci v MNTB. Tyto vysledky se v publikovanych
studiich jiz staly soucasti literarnich databazi. Ziskané vysledky maji charakter zakladniho
konkrétné sluchové drahy. Je tieba si uvédomit, Ze inhibi¢ni systém CNS je oblasti mnoha
terapeutickych intervenci a studie tohoto typu jsou velmi ¢asto a rychle vyuzivany v aplikovaném a
klinickém vyzkumu. Rozhodné to plati pro disertaci Mgr. Trojanové.

Ptedlozeny text disertacni prace je psan velmi prehledné a srozumitelné€, autorka pfesné a vystizné
formuluje. Obrazova dokumentace je integralni soucasti textu a ma vysokou informacni Groven.
Predlozeny text a pfipojené publikace prokazuji, ze autorka zvladla metodicky narocné
experimenty, dosahla fady prioritnich vysledki a splnila vS§echny podminky pro udéleni titulu PhD.
Doporucuji proto, aby po zodpovézeni otazek a vysvétleni nékterych formulacnich nejasnosti byla

jeji prace positivné hodnocena a aby ji byl ud€len titul PhD.

V Praze 6. Cervna 2014. Prof. MUDr. R. Druga, DrSc

anatomicky ustav 2. LF



