OPONENTSKY POSUDEK

na dizertacni praci ing. LukaSe Rambouska (2. 1ékafska fakulta, Univerzita Karlova v Praze),
studijni program Neurovédy, ,,Biologicky vyznam neuroaktivnich steroidii v animalnich
modelech onemocnéni mozku“

Dizertacni prace autora se opira zejména o vysledky dvou publikaci otisténych v
zahrani¢nich casopisech s impakt faktorem. Ing. Rambousek je prvnim autorem u jedné
publikace, u druhé je autorem druhym. Dale je ing. Rambousek spoluautorem 2 patentovych
piihlasek, které maji rovnéz vztah k pfedkladané praci. Ing. Rambousek je rovnéz autorem ci
spoluautorem 7 publikaci s impakt faktorem, které nejsou zahrnuty v dizertacni praci a tif kapitol
v zahrani¢nich monografiich. Sumarni IF publikovanych praci autora je 31, coz je vysoce
nadpramérné ¢islo.

Predkladana prace ma adekvatni formu i obsah (65 stran vlastniho textu, a vice nez 200
citaci k danému tématu ze svétové odborné literatury). Prace je psana v anglicting a je zpracovana
a fazena bézné pouzivanym zpusobem psani védeckého dila, tj. v kapitolach: Uvod, Cil prace,
Metodika, Vysledky, Diskuse, Zavér a Literatura. Po jazykové strance je slabsi strankou autora
pouzivan{ clent a interpunkce. Jsou to vsak drobné chyby, které nijak zasadné¢ nebrani
porozuméni. Praci by nicméné urcité neuskodila pozorné¢jsi korektura (napf. dva preklepy jiz v
abstraktu, jeden a tentyz pfeklep ,,sensorimotor grating® se vyskytuje v abstraktu i v zavéru).
Jednotlivé formaln{ pfipominky shrnuji v zavéru tohoto textu.

Autor si zvolil vyznamné téma z oblasti psychofarmakologie s cilem odhalit behavioraln{
a regenerativni vlastnosti neuroaktivniho steroidu pregnanolon glutamatu. Dizertacni prace se
soustfed’'uje na popis ucinku této latky za zakladni screeningové testy, které se pouzivaji ke studiu
latek ovliviujicich psychicka onemocnéni, jako jsou napf. deprese, Gzkost ¢i schizofrenie.

V prvni &asti ,,Uvod* autor na cca. 22 stranach podava prehled o neurosteroidech, jejich
struktufe, metabolismu, mechanismu uc¢inku a  pfedpokladanému  fyziologickému,
patofyziologickému a potencionalné terapeutickému tcinku ¢i vyuzitl. Toto rozdéleni je logické a
autor se soustfedi na rozsahly popis soucasného stavu poznani o téchto latkach. Autor se
nesoustfed{ pouze na ,,akademické” publikace a soucasti tohoto pfehledu je i stav vyvoje téchto
latek ve farmaceutickém pramyslu. Dale je zde podan pfehled o farmakokinetickych a
farmakodynamickych vlastnostech této latky a zakladni pfehled zvolenych behavioralnich testu.

Cile prace jsou stanoveny pomérné jasné a jsou v souladu s publikovanymi pracemi, i
kdyz je nutno pfiznat, ze v publikovanych pracich jsou jednotlivé cile stanoveny ponckud
pfesnéji a v lepsim souladu s provedenim vlastnich experimentu.

Cast ,,Metody* obsahuje podrobny popis zvolenjch metodik odpovidajicich védeckému
zpusobu prace.



Cast ,,Vysledky* shrnuje publikované vysledky v ucelené formé a v logicky navaznych
krocich. Nicméné bych zde ocenil jisty zavér ¢i kratké shrnuti vysledka pro jednotlivé casti
experimentalni prace. Preci jen vysledky ziskané béhem nékolika let intenzivni ¢innosti by
zasluhovaly lepsi shrnuti v uvedeni do celkového kontextu. Toto bych zduraznil predevsim
v kontextu zavéru této prace, které jsou pomérné neurcité a nenabizi napft. alternativni vysvétleni.

Diskuse na necelych 6 strankach popisuje ziskané vysledky vcetné jejich kritického
zhodnoceni v porovnani s pracemi jinych autort. Vzhledem k tomu, Ze tyto publikace byly
otistény vesmés v ¢asopisech se solidnim impakt faktorem, je nepochybné, Ze tyto vysledky jsou
do jisté miry unikatni. Relativné velké mnozstvi kvalitnich publikaci dava samo o sobé¢ zaruku, Ze
prezentované vysledky jsou kvalitni a zapadaji do kontextu poznani ve zkoumané oblasti a ze si
autor osvojil metody védecké prace.

V posledni ¢asti, ,,Zavér®, autor prezentuje nejdulezitcjsi zavéry, které byly v jednotlivych
pracich publikovany. V této ¢asti bych ocekaval pfedevsim jasné odpovédi na hypotézy, které si
autor na zacatku stanovil. Zavéry by mély byt strucné a jasné tak, aby bylo zfejmé, co je nejvétsim
pfinosem této prace. Takto formulované zavéry mi do jisté miry chybi, véetné mozného
praktického pfesahu publikovanym vysledki.

Formalni pfipominky:
Str. 5 odst. 2 f. 2 pfeklep — sensorimotor grating (ma byt ,,gating® ) (i v dalsich mistech prace)
Str. 5 odst. 2 f. 5 pfeklep — deficit of rats induces by NMDA lesion (ma byt ,,induced®)
str. 17, odst.1, £.4-5 a str. 18 konec 2. odstavce
- sjednotit nazvoslovi receptorovych podjednotek dle nové nomenklatury (NR3A = GIuN3A?)
Str. 22, odst. 1, £.9 pieklep - This increase in hypothesized to be connected (ma byt ,,is*

Str. 23, kapitola 1.2.1 odst. 1, f. 4 nadbytecné adverbium - (neurosteroids) readily cross the
blood-brain barrier easily
Str. 23, kapitola 1.2.1 odst. 1, f. 7 nespravna vétna konstrukce - they are predicted to have

reduced abuse potential (patrné minéno ,,they are reported®).

Str. 24, odst. 5
v citovaném odkazu

f. 4 nemohu najit informaci o kancerogennich ucincich neurosteroida

b

Str. 25, odst.2, f. 3 pieklep (?) — minéna molekula SAGE-547 (= allopregnanolone) ?

Str. 27 f. 3 pifedlozend data nejsou dostacujici pro tvrzeni, ze pregnanolon glutamat se
neakumuluje ve tkanich, zvlasté vezmeme-li v uvahu, Ze se jedna o lipofilni molekulu

Str. 31 kapitola 1.3.2 nespravna vétna konstrukee ,,Its deficit is phenomena®, lépe napt. Its deficit
is typical of ...

Str. 32 kapitola 1.3.3 ,,Some argue that hippocampus supports declarative memory ... zde autor
na ctyfech fadcich zkopiroval slovo od slova celou vétu z abstraktu Eichenbauma a Cohena,
2014. Ackoli uvadi zdroj, mél by si na toto v budoucnu davat pozor, protoze pii doslovné citaci
vétsiho rozsahu bez pouziti uvozovek se jedna o plagiarismus. Pokud je takovych pifipada v textu

vice, bylo by vhodné je opravit a pfepsat vlastnimi slovy.



Str. 35 zavér kapitoly ,,Hippocampus is a paired structure, one of the main components
...Jearning and memory. “ pusobi na tomto misté velmi zvlastné a absolutné mimo kontext. Str.

Str. 38 Sekce Passive avoidance task f.1 fear-aggravated behavioral task — tento vyraz tu nedava
zadny smysl.

Str. 40 ,,Only data from session four were analyzed.“ Proc? Vysvétleni odvolavajici se na
pfedchozi studie neni dostacujici. Neni mozno najit v metodach délku jednotlivych sessions
v Carousal maze. Pokud tato informace skutecné chybi, méla by se doplnit. Pfepokladam, Ze to
bylo 20 min?

Str. 51, Obr. 15 Bylo by vhodné uvést data, z nichz by bylo zfejmé, kolik pfesné¢ mély jednotlivé
skupiny v praméru vstupu do ,, zakazaného* sektoru. Z grafu se zda, ze skupina pregnanolon
glutamat 10 mg/kg méla v praméru mezi 15-20 vstupy. Pfi rotaci arény rychlosti 1 otacky za
minutu by teoreticky mél mrtvy potkan, ktery se viibec nehybe, béhem 20-minutového sezeni
pouze 20 vstupu. Takovy vysledek vsak nelze interpretovat jako dvakrat ,lepsi z hlediska
kognice oproti napf. ketaminové skupiné 10 mg/kg (cca 40 vstupti), a to bez ohledu na vysledky
statistiky. Spi$ to naznacuje mozny problém s vykonem u kontrolni skupiny v tomto pokuse.

Str. 52 Obr. 16 dtto. Témet 20 vstupi/20 min v praméru u skupin 0.0001 mg/kg pregnanolon
glutamat a 10 mg/kg pregnanolon glutamat ve ¢tvrtém sezeni je piili§ mnoho. Nesouhlasim
s interpretaci, ze zvifata neméla zadny kognitivni deficit; naopak vykon kontrolnich zvifat byl
patrné suboptimalni a data je tudiz obtizné jednoznacné interpretovat. Mozna by pomohlo
ukazat i vysledky Max Time Avoided.

Str. 56 £.4 ,/The damage (...) remained focally* Lépe: remained focal.
Str. 56 £.7 ,,as welll as did not propagate® Lépe: nor was it found to propagate.

Str. 56 konec odstavce — chybgéjici zajmeno they ,,The neurons (...) were swollen; however, they
sustained ...«

(13

Str. 72 sekce Exp. 2, .1 pieklep ,,We demonstrated precognitive effect namisto
,»procognitive®,

Str. 72 zacatek poslednfho odstavce-chybna vétna struktura. ,,In previous studies reported (...)
Ma byt patrné ,, Previous studies reported (...).

Kritické pfipominky:
1. V autoreferatu chybi pfehled dalsich aktivit autora, tj. aktivni ucasti na konferencich,

zahrani¢nich stazich a dalSich vyznamnych skutecnosti souvisejicich s postgradualnim
studiem, které autor béhem svého studia bezpochyby absolvoval ¢i se jich ztucastnil.

2. Domnivam se, ze vzhledem k tomu, ze zvifatim byly aplikovany latky béhem faze uceni
(podkapitola 4.1.4. a 4.2.1.), by bylo vhodné ukazat i vysledky ze dna 1-3 (kfivky uceni).
Ddlezitym parametrem v této tloze je Max Time Avoided, ten byl ovsem analyzovan jen
v experimentu 3 (podkapitola 4.3.1). Nen{ zduvodnéno pro¢ tomu tak je. Chybi podrobnéjsi
popis chovani potkanu, jejich vyhybacich strategii, a jak byly tyto ovlivnény aplikaci
jednotlivych latek.

3. Kapitola ,,Zaver™ by mela jasne a struéné shrnout pozorované vysledky a vyzdvihnout jejich

vyznam.



Otazky:

1. Vyuziti negativniho modulatoru NMDA receptoru ke zlepseni kognice v modelu schizofrenie
je na prvni pohled kontraintuitivni, vzhledem k tomu, Ze NMDA antagonisté i nckteré
negativni NMDA modulatory mohou mit psychomimeticky efekt. Muzete se blize vyjadrit
k pfepokladanym mechanismim prokognitivniho ucinku pregnanolon glutamatu v MK-801
modelu schizofrenie?

2. Mate néjakou hypotézu, ktera by vysvétlovala, pro¢ pregnanolon glutamat pfi aplikaci po
NMDA 1ézi negativné ovlivnil lokomoci pokusnych zvifat?

3. Farmakokineticky profil pregananolonu glutamatu (str. 27) naznacuje vys$si biologickou
dostupnost po peroralni podani ve srovnani s podanim parenteralnim. Muzete vysvétlit
pozorované vysledky?

4. Je mozné, ze pregnanolon glutamat ma ve vys§i davce analgetické dcinky? Jak reagovala
zvifata po aplikaci vyssich davek pregnanolon glutamat na vstup do Sokového sektoru? Jak
ovlivnila aplikace pregnanolon glutamat vyhybaci strategie u zvifat v MK-801 modelu
schizofrenie?

Zavér:

Ing. Lukas Rambousek ve své dizertacni praci prokazal vynikajici odborné znalosti a
schopnost kvalitni prace ve védecko-vyzkumné oblasti. Dizerta¢ni prace fesi aktualni téma a ma
vysokou vécnou i formalni uroven. Pouzité metody a postupy jsou standardni v oblasti
behavioralni farmakologie a svédci o schopnosti autora samostatné védecky pracovat. Autor
publikoval béhem svého studia 9 praci v zahrani¢nich casopisech s IF (3 x jako prvni autor) a
neni pochyb o tom, Ze si autor velmi dobfe osvojila zpusoby védecké prace. Originalni publikace
v renomovanych casopisech jsou velmi kvalitni a rovnéz spliuji pozadavky pro tspésné ukonceni
doktorského studijntho programu. Doporucuji proto, aby dizertatni prace Ing. Lukase
Rambouska byla po jeji vefejné obhajobé a zodpovézeni otazek oponenti pfijata jako
doklad uspésného doktorského studia v oboru Neurovédy a aby byl autorovi podle
pfislusného paragrafu platného Vysokoskolského zakona udélen titul Ph.D.

doc. MUDt. Martin Votava, Ph.D. Praze dne 5. ¢ervna 2015



