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Oponentsky posudek dizertaéni prace Mgr. Lenky Kleteékové ,Vyznam NMDA antagonista

v animalnich modelech ischemického poskozeni mozku a deprese”

Dizertace se vénuje mapovanim interakci mezi nékolika zvolenymi plisobky a NMDA receptorem v mozku
laboratornich zvirat. Tematika je volena s jasnou perspektivou medicinské projekce do oblasti 1écby
onemocnéni, v jejichz etiologii je zastoupena nadmérnd stimulace neurond glutamatergniho typu, s
presahem mezi problematikou obor( neurologie a psychiatrie. Volba testovanych molekul vychazi z
aktudlnich medicinskych potifeb vyvinout latky s lepsi specificitou vici cilovému receptoru a s vhodnou
charakteristikou plisobeni ve smyslu poméru mezi terapeutickym ucinkem a mirou vedlejSich efektl na
urovnich systému i celého organizmu.

Dizertacni prace ma rozsah Sedesati deviti stran téla textu, doplnéného o osobni podékovani, abstrakt,
seznam zkratek, obsah, seznam referenci a pfilohy reprintd klicovych praci, na nichZ se autorka podilela.
Vlastni text ma klasickou formalni strukturu, a ¢itd Uvod do problematiky, vytyceni cild a souvisejicich

hypotéz, popis zvolenych metod a materidlu, vysledky a zavérecnou diskuzi se souhrnem.

Uvod prace se sirokou literarni resersi je organizovan fokusujicim zp@isobem od obecnych zékonitosti
glutamatové signalizace v mozku s popisem souvisejicich typl receptor(i, smérem k poznatkdm tykajicich se
receptoru N-methyl-D-aspartdtového typu. Autorka problematiku detailné popisuje jednak v roviné
fyziologickych procesli — zakonitosti pfimého plsobeni glutamatu véetné bohatych moZnosti modulace
funkce NMDA receptoru - a jednak v kontextu medicinském, kdy c¢tenafe seznamuje se znamymi

patofyziologickymi mechanizmy, jichz se NMDAr ucastni, a dale i sjeho dosud jen hypotetickou,
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spekulativni roli v lidskych neuropatologiich. Ve finadlni casti Gvodu pak detailné rozebird pusobeni
neurosteroidd v centralnim nervovém systému.

Cile prace jsou formulovany jasné. Dizertace se tykd modulacniho vlivu syntetickych molekul na NMDA
receptory. Jde o molekuly odvozené od neurosteroidu pregnanolonu, ddle takrin, jeho 7-methoxyderivat a
memantin, a finalné antagonista NMDAr ketamin. Jejich spole¢nou charakteristikou je inhibi¢ni plsobeni. U
vSech znich je vysvétlen klinicky kontext jejich eventudlniho vyuZiti. Nasleduji souvisejici pfimocaré
hypotézy ke kazdé dil¢i studii.

V metodické sekci je adekvatné popsan vybér animalnich modelll véetné operaci Citajici excitotoxické léze
dorzéiniho hipokampu, fokalni hippokampovou ischemii u mladat a olfaktorickou bulbektomii. Divody
provedeni téchto zadkrok( jsou dostate¢né zdlvodnény na experimentalni i etické Urovni. Behavioralni
metody byly zastoupeny testovanim kognitivnich schopnosti klasickou procedurou ve vodnim bludisti. Z
krevnich vzorkl byla analyzovana uroven fosforylace signalni drahy mTOR. Histologické zpracovani vzork(

bylo provedeno detekci poskozenych bunék ve sledovanych oblastech mozku barvenim Fluoro Jade B.

Vysledky:

V prvni studii se autofi zabyvali neuroprotekci 3a5B-pregnanolon-glutamatu pfi fokdlnim ischemickém
stavu, kdy dochazi k masivnimu wvyliti glutamatu zpuUsobujiciho excitotoxické leze zasaZenych oblasti.
Tlumivy vliv neurosteroidu na NMDAr tak muZe toto poskozeni omezit. Nejprve byl Uspésné vyloucen
event. neurotoxicky efekt pregnanolonu na nedospélou nervovou tkan. V hlavnim experimentu poté
histologickou analyzou rozsahu organického poskozeni zvolenych oblasti autoti prokazali ddvkové vazany
neuroprotektivni vliv pregnanolonu, jez ve vyssi ze zvolenych ddvek toxicky vliv infuze endothelinu-1 témér
eliminoval.

Soucdsti dalsi studie byl experiment s cilem prokazat protektivni efekt dalSiho derivatu pregnanolonu —
pregnanolon hemipimelatu, funkénim testovanim hippokampového systému v testu prostorového uceni ve
vodnim bludisti. Pét minut po indukci NMDA léze dorzalniho hipokampu byl systémové podan PG
hemipimelat a o tyden pozdéji byl efekt testovan behaviordlné. Efekt dosahl dil¢i statistické vyznamnosti
pouze béhem jednoho dne experimentu. Ale z vysledk( je patrné, Ze toto bylo zplsobeno spise faktickou
nemoznosti efekt prokazat vzhledem k absenci vyraznéjsiho rozdilu mezi postizenou kontrolni skupinou a
hlavni kontrolou bez hipokampové léze.

Treti studie srovnava neuroprotektivni efekt molekul takrinu, 7-derivatu takrinu a memantinu u
hippokampového excitotoxického postizeni vétsiho rozsahu. Prezentovany experiment navazuje na
vysledky spolupracujiciho tymu, charakterizujici mechanizmy jejich modula¢niho plsobeni na NMDAr.
Metodou hodnoceni Ucinku bylo opét histologické stanoveni miry poskozeni po infuzi NMDA a NMDA

v kombinaci se studovanymi latkami. Vysledky ukdazaly na absenci efektu aplikace takrinu a klinicky
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pouzivaného memantinu, zatimco 7-derivat takrinu vykazoval protektivni efekt ve vSech hodnocenych
Castech dorzalniho hipokampu.

Posledni prace je vystavéna na bulbektomickém modelu deprese a cilem bylo prokdzat mechanizmus
antidepresivniho plsobeni ketaminu. Prezentovana alikvotni ¢ast ¢lanku spociva v hodnoceni miry aktivace
mMTOR signdlni drahy ELISA metodou. Autofi nalezli dle ofekdvani zvySenou aktivaci mTOR po podani
ketaminu, naopak, nepredpokladané blokdtor mTOR podany pred aplikaci ketaminu jeji aktivaci nepotlacil.

V diskuzi nastifiuji moZnost interakce podavaného ketaminu a mTOR blokatoru se stresem.

Naslednd diskuze vysledky sumarizuje a vklada je do SirSiho oborového kontextu véetné vyctu perspektiv,

jez dosazené vystupy experimentl nabizeji.

Mgr. Kleteckova predlozenymi pracemi stvrdila schopnost zkoncipovat, metodicky naplanovat a
prakticky provést védecky experiment vcetné statistického zpracovdni dat a nasledné interpretace
vysledki. BEhem svého postgradualniho studia zvladla Siroké spektrum technik, od laboratornich analyz,
pres techniky kvantitativni histologie, mozkové operace, az po behaviordlni testovani laboratornich

zvirat.

Dle mého soudu je predloZend prace zcela v souladu s naroky na udéleni titulu PhD., a souhlasim s jejim
postoupenim k formalni obhajobé. Po adekvatni reakci na pfipominky a dotazy doporucuji udéleni titulu

PhD.

Pfipominky:

Vzhledem k tematickému vymezeni prace na NMDA receptor a jeho relevanci v procesech uceni a paméti,
bych v Uvodu uvital jeho zaclenéni v kontextu historického formovani modernich predstav o bunécnych
mechanizmech paméti, které nyni predstavuji konceptualni zaklad nasich znalosti. Mdm na mysli teoretické
Uvahy D. Hebba, které s mnohaletym predstihem predpovédély mechanizmus vzniku pamétovych stop
(hebbovska plasticita), v nichz NMDA receptor, vzhledem ke své charakteristice detektoru koincidence

vstupnich informaci, hraje centralni roli.

Dotazy:

1. V prdci studujici protektivni efekt pregnanolon hemipimeldtu je funkcni dopad v kontrolni skupiné
s NMDA lézemi prekvapivé maly. Zvifata vykazuji hendikep pouze ve druhém ze ctyf testovacich dn,
zatimco ve zbylych dvou dosahuiji statisticky velmi srovnatelna skére. To implikuje, Ze proceduru, ktera
vyzaduje viceméné intaktni hipokampus, si jsou schopna plné osvojit. U subjekt(l se silnym excitotoxickym

poskozenim dorzélniho hipokampu je ofekdvana naopak neschopnost cil ve vodnim bludisti béhem takto
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kratké procedury lokalizovat. Je mozno dolozZit rozsah 1ézi? V publikovaném ¢lanku ani v dizertacni praci
toto neni diskutovdno

Prosim vysvétlete tento rozpor.

2. Pfirozené hladiny steroidnich hormon( se kategoricky lisi u obou pohlavi. Pfedlozené experimenty byly
kromé mladat provadéné pouze na dospélych samcich laboratornich potkanu. Lze ocekavat, Ze samice
budou vici nékterym ze studovanych latek zcela jinak responzivni, patrné i v zavislosti na momentalni fazi
estru.

Mate predstavu, jak aplikované molekuly interaguji se sami¢im organizmem - tieba na zakladé pilotnich

dat? Nejsou-li k dispozici, prosim poreferujte o souvisejicich datech z dostupnych studii.

Dékuji za pfileZitost se s pracemi Mgr. L. Kleteckové seznamit, a za dlvéru v oponentské roli.

S pozdravem,
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