OPONENTNi POSUDEK DIZERTACNI PRACE :

Eva Machova : Cholinergni neurony a Alzheimerova choroba:
V predlozené praci shrnula autorka na 54 strankach, doplnénych 5 reprinty vlastnich praci,
publikovanych v impaktovanych ¢asopisech (v nichZ je 4x prvni autorkou), vysledky své dizertagni

prace v piehledném, jasném a dobfe strukturovaném textu.

Alzheimerovy choroba je v soutasné dobé objektem intenzivniho vyzkumu jako degenerativni
onemocnéni mozku, jehoZ vyskyt se zvySuje s rostoucim vékem a postihuje kazdoroéné vy3si pocet
osob.Jako jedno z méala onemocnéni, kde jsou znamy aspofi nékteré patologické markery, zaéina byt

oteviendj§i vyzkumu, zejména z hlediska molekularniho pristupu.

7 téchto markeri autorka nutn& vychazi a ve své praci se zabyva zménami ke kterym dochazi

v mozkovém cholinergnim systému v priibéhu starnuti u kontrolnich mysi a u transgeniho mysiho
modelu Alzheimerovy choroby (APPswe/PS1dES).

V této souvislosti se téz zabyvala vlivem dokosahexaenové kyseliny (omega 3 esncialni mastna
kyselina) na udrzovéni cholinergniho fenotypu u neuronélni cholinergni buné&né linie NG 108-15 a

v pokusech ex vivo na mozkové kiie laboratorniho potkana studiem G&inku muskarinového agonisty
xanomelinu, ktery byl vyvijen jako 1€k pro selektivni posileni pienosu M1 muskarinovymi receptory u

Alzheimerovy choroby, na muskarinové M2 a M4 receptory.

Z pokusii vyplyvé, ze transgenni my3i APPswe/PS1dE9, produkujici zvySené mnoZzstvi beta-
amyloidu, vykazuji ibytek nékterych markeri cholinergnich synapsf a funkéni poskozeni synaptické
transmise jiz u mladych zvifat, u kterych se teprve zacind objevovat charakteristicka patologie.
Poruchy se tykaji presynaptické i postsynaptické ¢asti synapse.

Autorka na modelu cholinergn{ dediferenciace u neuronélni cholinergni bunétné linie NG108-15.
pfi odstranéni séra z kultivovaného media, potvrdila obecny neuroprotektivni acinek
dokosahexaenové kyseliny. V 10x vy§ii, ale jesté fysiologické koncentraci podporuje tato kyselina i

expresi cholinergniho fenotypu zjistovanou podle aktivity cholinesterazy.



Vysledky prace dizertantky tedy podporuji cholinergni hypotézu Alzheimerovy nemoci, kterd
predpokladd vyznamnou alohu oslabovani cholinergni transmise jiz v ¢asné fizi onemocnéni.

Dale price ukazuje, ze dostate¢ny piijem dokosahexaenové kyseliny v potravé miize mit kromé
obecného neuroprotektivniho G&inku piiznivy vliv i na udrfovani fenotypu cholinergnich neuroni.
Vysledky funkénich pokusti s xanomelinem poskytuji mo#né vysvétleni jeho vedlejsich t¢inkd, které
vedly k preruseni klinického testovani této latky. Navic prispivaji k pochopeni mechanizmu G&inku
xanomelinu, ktery by mohl slouzit jako prototyp nového druhu muskarinovych agonisti

s dlouhodobym pisobenim.

V literarnim Gvodu podava dizertantka klinickou charakteristiku Alzheimerovy nemoci a podrobné
uvadi soucasnou koncepei hypotéz vzniku tohoto onemocnéni, soustiedénou na problematiku $tépenf
APP a podminky vzniku beta-amyloidu za $tépenf riznymi sekretazami, jez determinuji jeho
nerozpustnost a tim i jeho poskozujici ukladani v mozkové tkani.

Popisuje riizné mechanizmy vzniku sporadické a familiarni formy Alzheimerovy nemaci véetng

v roce 2007 uvadénych mutaci v APP, PS1 a PS2, které zpiisobuji vznik AN postizenim vlastniho
prekurzoru beta-amyloidu nebo proteiny presenilin 1 nebo presenilin 2, které se jako soucast
enzymoveého komplexu gama-sekretazy podileji na katabolizmu prekurzoru beta-amyloidu.

Dale autorka uvadi cholinergni hypotézu, vysvétlujici vznik a rozvoj AN (Bartus a spol.,1982), jez
pfedpoklada, Ze cholinergni neurony jsou vysoce citlivé k toxickému piisobent beta-amyloidu a ze

Jejich poskozeni vyrazné prispivd k vyvoji Alzheimerovy choroby.

Cile své prace formuluje dizertantka ve tfech bodech :

1) Klade si otazku, zda je mozné prokazat asné zmény markerd cholinergnich neuronti a
muskarinové neurotransmise u my3iho transgenniho modelu Alzheiemerovy choroby
APPswe/PS1dE9 a urychleni zmén v pribéhu starnuti pii srovnani s netransgennimi kontrolami.

2) Daéle jaky vliv ma dokosahexaenové kyselina, ktera snizuje in vivo u mysgiho transgenniho
modelu  Alzheimerovy choroby APPswe/PS1dE9 produkei beta-amyloidu na expresi
cholinergniho fenotypu u cholinergni bun&&né linie NG108-15 2

3) A jaky vliv ma xanomelin, povazovany piivodn& za M1 selektivniho muskarinového agonistu na
autoregulaci uvolfiovani acetylcholinu M2 a M4 muskarinovymi receptory z mozkovych fezu
potkana a jaky je mechanismus jeho G&inku ?
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Na zakladé vysledki svych praci dospéla autorka ke konkrétnim zjisténim:

Transgenni my3i model Alzeimerovy choroby APPswe/PS1dE9 vykazuje pii srovnani

s netransgennimi kontrolami ze stejného vrhu signifikantni ubytek markeri cholinergnich synapsi a
poskozeni muskarinové transmise jiz u mladych zvifat, u kterych se teprve za¢ind objevovat
charakteristicka patologie v dobé, kdy teprve dochazi u urychleni tvorby beta-amyloidu. Tyto poruchy
se tykaji presynaptické (vagkovy prenasec pro acetylcholin) i postsynaptické (pocet muskarinovych

receptor(i) ¢asti synapse.

Dilezitym nalezem je zejména porucha spraZeni muskarinovych receptorii s G-proteiny, které se u
mladych zvitat projevuje snizenim maximalniho G&inku a u starych zvifat zvySenim koncentrace

agonisty potiebné k dosaZeni maximalniho G&inku.

Uvedena nélezy podporuji koncepei cholinergni hypotézy Alzheimerovy choroby.

K otazce pisobeni dokosahexaenové kyseliny testovala autorka model cholinergni dediferenciace

u neuronalni cholinergni buné&né linii NG108-15 po odstranéni séra z kultivadniho media a potvrdila
obecny neuroprotektivni Géinek této kyseliny.

Navic pii pouziti vy$si, i kdyz jests fysiologické davky, podporuje tato kyselina dle vysledku studie
autorky i expresi cholinergniho fenotypu..

Poukazuji tedy tyto vysledky k potvrzeni prizniveho vlivu piisunu této kyseliny jak na obecny

neuroprotektivni Gginek, tak i pifznivy vliv na udrzovéni fenotypu cholinergnich neuronii.

Pii studiu G€inku predpokladaného M1 selektivniho muskarinového agonmisty xanomelinu zjistila
autorka. Ze v pfirozeném preparétu aktivuje xanomelin také M2 a M4 receptory a objasiuje
fysiologicky mechanismus jeho piisobent, ktery mohl byt pficinou zastaveni prace s touto latkou pro
neptiznivé vedlejsi (¢inky, ale po jejich fegeni by mohl pfedstavovat model predlohy pro vyvoj

skute¢n¢ selektivnich M1 agonist(.



Rozsah citované literatury je zna¢ny, obsahuje vychozi prace, o které se formulace autoréinych
hypotéz opira.

Zd4 se mi, Ze v citované literatufe jsou méné kontinualné zastoupeny prace blizsi datace.

Zavér :

Domnivam se, ze piedloZena disertace autorky se vyznacuje rozmyslenym a peclivym, na

aktuilnich poznatcich védy v oblasti znalosti molekularnich mechanismii Alzheimerovy nemoci,

zaloZeném designu vyzkumu a vhodné zamé¥enych pokusech.

Dochazi k zivérim, jeZ odpovidaji piredloZzenym hypotézam, jeZ si autorka poloZila a pivodnim

zpisobem dopliiuji a obohacuji znalosti u molekulirnich mechanismi , tykajicich se cholinergni

hypotézy AN a exprese cholinergniho fenotypu s ohledem na pfiznivy vliv pFisunu
dokosohexaenové kyseliny.

Podle mého nizoru originalné a pracné fe$i i otazku specifity a rozsahu piisobeni xanomelinu.

Volba témat je pivodni, znalest problematiky dikladna, volba a provedeni pokusii naroéni na

znalosti i laboratorni pili. Statistické zpracovani je priméfené.

Uzaviram, Ze dizertantska prace potvrzuje schopnosti autorky samostatné védecké price na
vyborné drovni a doporuéuji, aby jeji obhajoba byla pFijata pro udéleni titulu PhD. podle

ptisluiného zakonného predpisu.

V Praze, dne 2.5.2008 Prof.MUDr.Petr Zvolsky,DrSc. &-1
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