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Oponentsky posudok na dizertadnti pracu: Vliv stresu na periferii a v CNS s ohledem na
tlohu muskarinovych receptorii, MUDr. Eva Vaiejkova

Ziskavanie novych poznatkov o aktivite autonomneho nervového systému pri stresovej
reakcii a pochopenie regulacie signalnych drah v hypotalame v suvislosti s expoziciou
akttnemu alebo chronickému stresu predstavuji délezitin sucast” fundamentalnej aj klinickej
kardiovaskularnej fyzicldgie a neurovied s presahom do neurofarmakologie. Z tohto pohladu
je predlozena dizertaéna praca so svojim teoretickym prehladom a experimentalnym
usporiadanim zameranym na Ucinky parasympatikovej aktivity zavislej od muskarinovych
receptorov v srdei v stresovych podmienkach vel'mi zaujimava a komplexna. Monitorovanie
srdcovej frekvencie, teploty a spravania v zavislosti od modulacie muskarinovych receptorov
v srdei predstavuje vyznamn( tému kardiovaskularneho fyziologického vyskumu. Praca ma
v tomto kontexte Sir8i dopad aj na poznanie integracnej ulohy hypotalamu podas stresu a
zaroven ulohy cirkadiannych rytmov pri interpretacii zmien srdcovej frekvencie.

Z pohladu hodnotenia aktualnosti zvolenej témy, mozno jednoznaéne potvrdit’, Ze zameranie
predloZene) dizertatnej prace patri k sGfasnym odbornym trendom, ktorych cielom je
pochopit’ podstatu interakcie medzi sympatikovym a parasympatikovym nervovym systémom
a zaroven objasnit’ pdsobenie podtypov muskarinovych receptorov v srdci. Dizertatna praca
tematicky zapada do najnovsich vedeckych sndh opisat’ a porozumiet’ disrupceii cirkadidnnych
rytmov aich vplyvu na sympatovagalnu rovnovahu. Hoci st aferentné aj eferentné drahy
autonémneho nervového systému relativne dobre preskiimané, v ich funkénosti je mnoho
neznamych fenoménov tykajacich sa uloh cholinergnych - muskarinovych aj niktotinovych
receptorov aich signalnych kaskad. Zaroveii, nie su dostatoéne objasnené ucinky
anticholinergik (antimuskarinovych latok) pouZzivanych najmi vo farmakoterapii poruch
vylucovania a inkontinencie. V suvislosti s Gllohami cholinergnych receptorov v srdci, nie je
dostatocne znama dynamika ich odpovedi na ligandy v zavislosti od genetickych aspektov,
pocas starnutia aj v priebehu zataZovyeh stavov. Hocei antorka priamo neskima genetickn
variabilitu cholinergnych receptorov alebo ich udlohy v starSom veku, rozbor ddsledkov
vyradenia (knockoutu) alebo aktivacie muskarinovych receptorov typu M; na
kardiovaskularny systém pocas akatnych, alebo chronickych stresovych reakcii ma mozny
kardioprotektivny potencial, pricom autorka kardioprotektivne efekty aktivacie Ma
receptorov na strane 70 priamo konitatuje. Vzhl'adom na to, Ze sympatovagalna rovnovaha je
zlozity fenomén, ocenujem v teoretickom prehl'ade opis nicktorych spitnovizobnych a
kontraregulaénych mechanizmov. Autorka detailne opisuje principy homeostizy a alostazy
s historickym kontextom, hoci uchopenie konkrétnych uloh aktivacie sympatikového
a parasympatikového nervového systému na obnoveni a udrzani homeostazy by si



vyzadovalo dokladnejsi pristup. Napriklad schéma na Obrazku 5 na strane 14 aj nasledujuici
Obrazok 6 tykajici sa ovplyvnenia organovych sdstav autonomnym nervovym systémom si
velmi zjednodusené. Naopak regulacia krvného tlaku na stranach 15 a 16 je podana
komplikovane, bez dostatoéného vysvetlenia prislusnych schém, ktorych cast’ je v anglictine
s pouzitim skratiek, ktoré sa beZne nevyskytuji. Tento jav je v praci opakovane (napriklad
strana 28). Opis etdZi autondémneho nervového systému striedaji  uéebnicové fakty
s vybranymi informéciami o Glohe adrenergnych a muskarinovych receptorov. Na strane 17,
autorka konStatuje vylu€ovanie “mediatorov™, na ,,tzv. postjunkéni membrine™ bez d'alsieho
kontextu. Hoci je evidentné ze na danom rozsahu price nie je moZné rozoberat’ klasifikaciu
a farmakologické vlastnosti vSetkych tried cholinerngnych receptorov, vzhlladom na tému
préace je zmienka o nikotinovych receptoroch vel'mi tisporna, ked'ze su spomenuté len dvakrat
a okrajovo. Naopak, vystizne a vo vhodnom rozsahu rozobera autorka aktudlne poznatky
o muskarinovych receptoroch véitane ich funkeie pri regulacii srdcove) frekvencie. Nacrt
funkeii hypotalamu prostrednictvom schémy na strane 24 je podany téelne, hoci trochu
zjednodusene. Dostatoéne si spracované idaje o biologickych rytmoch, hoci niektoré schémy
nie su Gplne jasne zasadené do kontextu (Obrazok 15). Na stranach 31-34 autorka relativne
zlozito opisuje procesy stresovej odpovede véitane neurohumoralnych odpovedi. Vysvetlenie
uloh ventrolateralnej Gasti predlZenej miechy na strane 34 nie je podané dostatoéne
zrozumitelne, pricom chyba aspori zmienka o skupinidch noradrenergickych neurdnov,
ktorych Gloha v stresovej odpovedi je nezastupite'nad. V teoretickom prehlade trochu chyba
detailnejsi opis signalnych kaskad receptorov a moznosti ich ovplyvnenia zvlast’ s ohl'adom
na rozdiely v humannej fyziologii a v experimentalnych modeloch. Na niektorych miestach
by bolo moZné doplnit’ aj niektoré najnoviie referencie, naopak inde by v ramci aktualnosti
rieSenej problematiky bolo moiné niektoré citacie vypustit’ (strana 26, Aschofl 1965) bez
toho aby utrpela kvalita potrebnych faktov. Okrem <¢astych anglikanizmov a nelplne
prelozenych grafov a vysledkov je forméalna kvalita praca na primeranegj urovni s mnoZstvom
precizne spracovanych vysledkov.

Zvolené metody spracovania dizertatnej prace s pestré a zahffiaji najmid pouZitie
transgénnych my3sacich modelov (M knockoutované mysi (M, KO), CRH knockoutované
my3i). komplexnd analyzu srdcovej frekvencie a telesnej teploty v odpovedi na prisiusné
podnety a tiez hodnotenie spravania (najmi kratkodobej pamiti a priestorovej orienticie).
Praca je vhodne doplnena o stanovenie katecholaminov a analyzu biorytmov. Vyzdvihnit
aocenit’ je potrebné implantaciu telemetrického systému atiez Statistické spracovanie
ziskanych dat, pritom t'azisko dat pochadza zo vzoriek M> KO jedincov. Vo vysledkoch je
spomenuté aj hodnotenie vizobnych miest pre M, Pl- a P2-adrenoceptory, ktoré visak
v metodikach chybaji. Podobne nie dostatoéne detailne je opisané spracovanie tkaniva srdca.
Na strane 52 je uvedené, 7e aktivita adenylatcyklazy a genova expresia enzymov syntézy
katecholaminov sa nezmenila, nie je vSak jasné v akom tkanive a v akom designe bola dani
analyza vykonana. Tieto metodické aspekty spolu s nasledne prezentovanymi vysledkami by
bolo vhodné zdévodnit. V praci chyba vysvetlenie prevedenia rozdielov behavioralnych
experimentov u jednotlivych modelov, najmi motorickej aktivity. NavySe a7 na strane 60 sa
Citatel' dozveda, Ze celkova doba nehybnosti CRH KO zvierat sa liSila oproti kontrolnym
jedincom, nie je v8ak jasné ako takéto porovnanie nadvizuje na analyzu pohybovej aktivity u
M, KO jedincov. Akd Givaha viedla k sledovaniu reakcii zvierat na averzivné podnety u CRH
KO zvierat? Existuje cholinergickd modulacia u CRH KO podmienok? Je moZné
predpokladat’ pohlavné rozdiely? Hoci je evidentné, Ze intraperitonedlna aplikdcia latok
ovplyvitujiicich autonémny nervovy systém bol v dizertaénej praci Standardny postup na
sledovanie kratkodobych periférnych U¢inkov sympatomimetik a parasympatomimetik, za
uvahu stoji aj centralne podanie pouzitych latok.



Dosiahnuté vysledky predstavujii rozsiahly elaborat ziskany z viacerych experimentov
vykonanych najmi pouzitim M> KO jedincov. Vo viacerych pripadoch nutia vysledky sa
zamysliet’ nad experimentdlnym designom a zloZitost'ou ziskanych vzorcov bazalnej srdcovej
frekvencie a jej odpovede na akltny a opakovany stresovy podnet. Ide najmi o vy$si narast
srdcovej frekvencie My KO jedincov v odpovedi na opakovany stresovy podnet oproti
kontrolnym zvieratim. V tejto suvislosti by d&itatel’ uréite ocenil rozsiahlejsiu diskusiu
a zdovodnenie pouzitych stresorov. Hoci autorka vhodne uvadza, Ze “restraint stress™ je
miernejSia forma imobilizatného stresu, bolo by vhodné diskutovat’, alebo porovnat® ziskané
vysledky sinymi Uzkost’, pripadne depresiu vyvolavajicimi podnetmi aich vplyvom na
srdcovil frekvenciu. Zaujimavé si aj nalezy tykajice sa niz8ich hodnét telesnej teploty u Ma
KO jedincov oproti kontrolnym zvieratam a ich rozdiely medzi dennou a noénou fazou, hoci
v analyze biorytmov nebol preukdzany rozdiel medzi experimentalnymi skupinami.
Objasnenie priebehu tychto hodndt ma uréite velky wvyznam hlavne pri Stidin
chronobiologickych ukazovatel'ov v odpovedi na stresovy podnet. Za pozoruhodné mozno
povazovat’ zavery, Zze vplyv chronického stresu na biorytmy je margindlny. V tejto sGvislosti
by viak za Gvahu stéli korelacie telesnych teplét so srdcovou frekvenciou pripadne hladinami
katecholaminov. Nie uplne jednoznaéné a zrozumitel'né st niektoré udaje ziskané po podani
carbacholom stimulovanej aktivity. Interpretacia tychto vysledkov srdcovej frekvencie na
strane 72 je u kontrolnych jedincov davana do suvislosti s poklesom cAMP a zmenou
izoforiem PKC, k ¢omu podl'a autorky nedochadza u M, KO jedincov. Tieto vysledky viak
v praci absentuji. Napriek tomu, vyznamnym zaverom tychto stadii je, Ze pocas stresovej
reakcic sa uplatiuje sympatikus aj parasympatikus, a to zniZenim srdcovej frekvencie,
obmedzenim trvania tachykardie v priebehu stresovej reakcie aj v zotavovacej faze. V osobitnej
Casti venovanej ulohdm CRH, stoji za zamyslenie fakt, Ze deficit v CRH u nestresovanych
jedincov zlepsuje schopnost zvierat uniknut’ z potencialne nebezpeénej oblasti. Tento ndlez sa
autorka pokiiSa nasledne interpretovat’ prostrednictvom Géinku na kratkodobt pamat’, o by si
urlite vyzadovalo eSte daldie Stadie. V diskusii na strane 86, autorka v tejto shvislosti
kon3tatuje viacero adaptaénych mechanizmov od epigenetickej modifikacie histénov, cez
zmeny cytoskeletu az po remodelaciu dendritickych tffiov. Autorka rozsiahlo diskutuje vplyvy
CRH na synapticku plasticitu, ¢o by bolo vhodné zasadit’ do kontextu hlavnej témy dizertatnej
prace ktorou s nepochybne vplyvy autonomneho nervového systému a jeho vzt'ah k stresovej
odpovedi. Celkovo mozno vysoko hodnotit’ naro¢nost ziskanych vysledkov, pricom je
nepochybné, 7e autorka spracovala data adekvatne. Dosiahnuté vysledky do istej miery
potvrdzuji predchadzajuce nalezy o Specifikich stresovych reakcii a periférnej odpovedi
autonomneho nervového systému. Nové a originalne idaje o kardiovaskuldrnych désledkoch
akttneho aj opakovaného stresu v zavislosti od deficitu muskarinovych receptorov si cenné
a podnetné.

Prinos dizertaénej prace spoliva v prepracovanom a detailnom hodnoteni srdcovej
frekvencie, ktory je moZné vyuzit' v rdznych behaviordlnych alebo fyziologickyeh kontextoch
v budlcnosti. Metodologicky praca predstavuje progres, pricom je nepochybné, Ze
dizertantka ziskala mnohé odborné znalosti a zruénosti v oblasti analyzy telemetrickych dat,
spravania ako aj neurohumoralnych parametrov, ktoré méze uplatnit’ v d’alSej odbornej praxi
v obdobnych alebo zmenenych podmienkach. Praca poskytla dizertantke primerand
prileZitost' zdokonalit sa v aplikacii transgénnych mySacich modelov najst vhodnu
interpretaciu  vysledkov meranych parametrov. Z moznosti aplikacie vysledkov sa ako
zaujimava javi selektivna farmakologickd stimuldcia Ma receptorov vo vztahu k modulécii
srdcovej frekvencie. Dalsim, hoci uz znamym faktom je docielenie vy3$3ej stimulacie
parasympatika astym suvisiacich kardioprotektivnych u¢inkov pomocou fyzickej aktivity,



sporny ostava dlhodoby vplyv jednotlivych stresovych podnetov. Pozornost je potrebné venovat
aj vplyvom cirkadiannych rytmov na sympatovagalnu rovnovahu. Dizertalna praca jasne
preukazuje predpoklady autorky ktvorivej vedeckej praci apreto po uUspeSnej obhajobe
dizertatnej prace navrhujem udelit’ akademicky titul ,,philosophiae doctor“ — PhD.

Specifické otazky:

1. Aké alternativne modely psychomotorického stresu k “restraintu™ prichadzaja do
ivahy v experimentalnych pristupoch a aké maju konotéacie v klinickej praxi (napr.
pacient priputany na 16zko)?

2. Ako dlho pretrvavaji désledky stresového podnetu na reguldciu srdcovej frekvencie?

Je zname, #e dlhodobé obmedzenie pacienta na 16zku ma skodlivé G€inky na kostrové

svalstvo, cievny systém aj regulaciu srdcovej frekvencie. Existujii v tejto stvislosti

genetické $tdie o variabilite muskarinovych receptoroch, ktoré by naznacovali vacsm :
alebo mensiu nachylnost na dosledky dlhodobej vynitenej nehybnosti? '
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