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Oponentni posudek

na dizertaéni praci pana MUDr. Tomase Novotného, doktoranda Ustavu histologie a
embryologie 2. LF UK, na téma ,,Morfologické zmény kardiopulmonarniho krevniho feciste
za experimentalnich podminek®.

Doktorand piedlozil Sesky psanou dizertatni praci o 96 stranach, v niz se zabyva
mikroskopickou stavbou cév plicniho fecisté a stavbou myokardu pravé komory u modelu
experimentalné navozené hypoxie u potkana, a to po &tyfech a 21 dnech v porovnéni se zviraty
bez hypoxie. Studie dale porovnava nalezy u zvifat, jimz byl podavan kromoglykat, s nalezy u
zvitat bez této terapie. Hlavnim pfinosem préace je: 1) zjisténi, Ze k prestavbé tepenného fecité
plic dochazi nejen v oblasti odporovych tepen, ale rovnéz u velkych vodivych tepen; 2) zjistent,
e hypoxicka prestavba plicnich tepen, ktera je souasti rozvoje plicni hypertenze, mize byt u
modelu zmirné&na v&asnym podanim kromoglykatu sodného. Tyto pfinosy experimentu povaZzuji
za nové v&decké poznatky, které rovnéz jiz prosly oponenturou mezinarodnich ¢asopistl
indexovanych v Journal Citation Reports.

Aktualnost feseného tématu a vyznam dizertacni prace pro obor: Prace pfispiva

k pochopeni mechanizml hypoxicke prestavby tepenného fecisté plic a reakce myokardu pravé
komory. Zakladni vyzkum v oblasti plicni hypertenze je jednoznacné tématem potfebnym a
pfinos predloZenych experimentl je v praci velice dobre zdGvodnén. Téma proto povazuji za
vhodné zvolené. Jednim z hlavnich pfinost prace je vhodné zvolena kombinace pouzitych
histologickych metod, které se vzajemné dopliuji.

Postup feseni problému: Uchazec predstavil teoretické zaklady a klasifikaci plicni hypertenze
a popsal, které buiiky, jimi produkované ristové faktory a slozky mezibunécné hmoty se
podileji na patogenezi prestavby cévni stény a myokardu u tohoto onemocnéni. Popsal vyznam
experimentalnich modell pfi studiu hypoxické plicni hypertenze. Uchaze¢ formuloval Sest
jednoznacné testovatelnych hypotéz a $est cilil (tfi pro kazdou ze dvou studif) dizertace. Dale
popsal vlastni experimenty a vSechny jejich vétve, reprodukovatelnym zplUsobem popsal
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metodiku histologického zpracovani. Ve vysledkové Easti popisuje mikroskopické nalezy,
doklada je mnozstvim mikrofotografii a statistickym porovnanim vyznamnosti rozdil(i mezi
skupinami experimentu. V dalsi kapitole jsou jednotlivé okruhy diskutovany ve svétle jiz
publikovanych vysledk(l, v sedmé kapitole jsou pak shrnuty do zavérd.

Pouzité metody: Ke spinéni vytCenych cild byla pouZita jak rutinni barveni, tak selektivni
prikaz elastinu, kolagenu, granul Zirnych bunék, retikularnich viaken, matrix metaloproteinazy
13 a kolagenu typu VI. Volbu histologickych metod a jejich vzajemnou navaznost povazuji za
velmi silnou stranku prace. Metody jsou fadné& dokumentovany, jejich pouZziti je vzhledem

k cilim vhodné zvolené a vyvazené, popis provedené prace umoZiuje pFipadnou
reprodukovatelnost, kvalita preparat(i je doloZena bohatou fotodokumentaci a takto ziskané
vysledky Ize povaZovat za validni. V oblasti morfometrie byly pouzity konvenéni postupy

zalozené na dfive publikovanych postupech.

Splnéni cild prace: Jak vyplyva z kapitol 5-7, dizerta&ni prace jednoznacné splnila v Givodu
formulované cile. Jejich shrnuti je prehledné podano v kapitole 7.

Pfinos a prokazané kompetence doktoranda: Doktorand prokazala svoje znalosti pfi
formulaci védeckého problému z oblasti experimentu s vyuZitim zvifeciho modelu, z oblasti
hodnoceni mikroskopické prestavby cév a srdeéni svaloviny, to vSe na zakladé kritického
rozboru soucasné Urovné védeckého poznani. Prokazal schopnost planovat, provést a
vyhodnotit vhodné navrZzené experimenty v dosti netrivialnim, ale G¢elném usporadani.
Doktorand je schopen v&decké prace se ziskanim konkrétnich vystupl, je schopen vysledky
kriticky interpretovat a z téchto vysledk( vyvodit odpovidajici zavéry. Celou praci je schopen
shrnout do srozumitelné psaného a logicky provazaného odborného sdéleni. Autor v diskusi
navic nastifiuje dal$i sméfovani prace ve svém oboru, ke které ma dle predloZené dizertace
vynikajici prfedpoklady.

Formalni zpracovani a jazykova tiroven: Prace je pfehledné ¢lenéna, jednotlivé oddily jsou
dobfe logicky provazany. Oceriuji jak pedlivé doloZeni pozorovani pomoci velkého mnoZstvi
kvalitnich mikrofotografii, jak prehlednost graf(i s morfometrickymi Gdaji. K formalnimu
zpracovani mam ctyfi drobné pfipominky:

e Vzhledem k mnoZzstvi porovnavanych skupin ve dvou studiich by celkové prehlednosti
prospélo, pokud by byly nejdllezit&jsi nalezy u viech skupin obou studii shrnuty do
jediné tabulky. V ni by bylo moZné vysledovat zakonitosti vedouci k zavéram dizertace o
neéco snaze neZli ve stavajici podobé&. Stejné tak by &tenafi usnadnilo orientaci, pokud by
napf. na konci vysledkové &asti bylo tabulkové shrnuti véech Sesti hypotéz
formulovanych v oddile 3 spolu s uvedenim, ktera konkrétni hypotéza byla &i nebyla pfi
statistickém hodnoceni zamitnuta. Pfi velkém mnozZstvi pozorovani, ktera jsou
usporadana jedno za druhym, totiz je pro &tenafe v nékterych pripadech obtizné ovéit si,
s kterou skupinou je aktualni nalez porovnavan (napi. zmnozeni retikularnich vidken na
str. 52 a 65 €i zmnoZeni vasa vasorum na str. 67).

e Obvyklé typografické konvence doporuduji vypisovani &islovek <10 slovné a rovnés
neponechavat jednopismenné souhlaskové predlozky (s, z, k, v) jako posledni pismeno
na fadce, nybrz zalomit je na novou fadku pomoci nezlomitelné mezery.

e Vyjime¢né doslo v nékterych pasazich pfi popisu nalezl a sloZit&jSi diskuzi k opomenuti
zakladni skladebni dvojice (napf. str. 79, 84). Lépe rovnéz plUsobi nestfidat latinsky a
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Sesky pojem ve stejné souvislosti (membranae fenestratae vs. fenestrované elasticke
membrany, str. 37-40), nybrz zavést jeden z nich (popf. s uvedenim synonym) a dale
tento konzistentné pouZivat.

Vyjadfeni k publikacim studenta: Doktorand doklada publikaci Sesti ¢lankd v Casopisech
indexovanych v Journal Citation Reports (s faktorem impaktu), z toho Ctyfi jsou bezprostifednimi
pilifi dizertace a u tfech je prvnim autorem. Prace uchazeée jsou dle Web of Science Core
Collection citovany bez autocitaci devétkrat pfi h-indexu=2. Schopnost autora publikovat a
obhajit védecké prace v daném oboru v mezinarodnim méFitku tak povaZuji za presvédCive

dolozZenou.

Pfipominky a dotazy:

Diky obsaZnosti a mezioborovému pfesahu prace je otazek, které se nabizeji, velmi mnoho a
doktoranda si zcela spravné né&kterych z nich sam v8ima v kapitole vénované diskuzi a
vyhledtim do budoucna. K diskuzi pfi obhajobé si dovolim polozit uchazec€i nasledujici dotazy:

Na str. 9 se zmifiujete o neomuskularizaci jako soucasti hypoxicke prestavby tepen. Lze
Fici, zda, u kterych tepen, a v jaké fazi pfestavby se uplatiuje spiSe hypertrofie Ci spisSe
hyperplazie bunék hladké svaloviny?
Oddil 4.1. Pfesny mechanismus, kterym kromoglykaty stabilizuji zirné buniky a zmirfuji
tendenci k jejich degranulaci, nebyl dlouho znam. Je jiz v soudasnosti podrobné popsan?
K oddilu 4.2.1 - kolik fezll bylo z kaZdého organu krajeno a pouzito k morfometrii?
Pouzivate termin ,artérie* i pro mikroskopické tepénky o prisvitu nékolika desitek
mikrometr. Pro& davate prednost ozna&ovat tyto cévy jako arterie (tepny), kdyz
Terminologia Histologica umozZiiuje nazyvat je arteriolami (tepénkami)?
V oddilu 4.3 jsou popsany morfometrické postupy.

o Standardni histologické zpracovani formalinem fixovaného materialu a

parafinovych fezll vede ke smréténi tkani v radu desitek procent. V disledku toho
jsou hodnoty zmé&fené na téchto fezech nizsi nezli u nefixovaného materialu
(Dorph-Petersen et al., 2005, J. Microsc. 204, 232-246; Tschanz et al., 2014, Ann.
Anat. 196, 3-11). To samoziejmé nebrani porovnatelnosti vzorkll pfi dodrzeni
stejného zplisobu zpracovani, jako je tomu ve Vasich studiich. Na druhou stranu
je vhodné velikost této chyby znat pro porovnatelnost t&chto morfometrickych dat
s daty ziskanymi jinymi technikami, napf. morfometrii na kryofezech ¢i s jinymi
postupy pro morfometrii prasvitd cév, napt. korozivnich odlitkovych preparatd.
Navrhnéte zpUsob, jak zohlednit korekci na smrsténi mikroskopickych struktur ve
Vasi studii.

Byl pfi pocitani profill Zirnych bunék na jednotku fezu néjak zohlednén tzv.
okrajovy efekt (edge effect, viz napf. Gundersen 1978, Microsc. Acta 81,107-17
nebo West et al. 1991, Anat. Rec. 231, 482)? Na pocitani jakého prdmérného
pod&tu bun&k jsou zaloZzena porovnani Zirnych bunék?

o Kromé Vami pouzitého zplsobu pocitani profildi Zirnych bunék na jednotku plochy

fezu Ize pouzivat ke stejnému Gcelu i pocitani bun&k pomoci trojrozmérnych
geometrickych prob technikou zvanou disektor (Sterio 1984, J. Microsc. 134, 127-
136; 52: Miihifeld et al., 2010, Cardiovasc. Pathol. 19, 65-82). Porovnejte vyhody
a nevyhody obou postupil v histologii.
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o V jakém rozli$eni byly preparaty skenovany (oddil 4.3.4)?
o Jaké rozliSeni/zvétseni bylo zapotiebi pro posouzeni barvitelnosti a stavby
endomysia? Z doloZenych fotografii neni prilis patrné.

e Upfesnéte v ramci kolektivu spoluautord publikaci Va§ osobni podil na experimentu,
odbéru a zpracovani materialu a viastnim hodnoceni.

e Co je minéno tzv. Sikmymi segmenty na str. 337 Do jaké miry je tento jev dan jen
orientaci fezné roviny, pfipadnym toCitym pribéhem tepny &i blizkosti odstupu jejich
vetvi?

e Popisujete fibroblasty s pfevahou heterochromatinu v jadfe. Obecné mohou mit
fibroblasty v jinych organech a vyvojovych stadiich naopak i pfevahu euchromatinu. Jak
si Vase pozorovani vysvétlujete a jak jej interpretujete?

e Popisujete zmény v rozmérech bunék srdeéni svaloviny pravé komory. Dochazi tim i ke
zménam pomérného zastoupeni svaloviny a vaziva ve sténé pravé komory?

e Zmifiujete vliv nagasovani podani kromoglykat(i na prestavbu plicnich tepen. Jaka je
priblizna Zivotnost Zirnych bunék, popfipadé rychlost obnoveni granul po degranulaci?

e Pri pohledu na analyzu zastoupeni jednotlivych typd tepen v plicnim fegiti a jejich
zmeny pfi hypoxické prestavbé se nabizi otazka, zda jsou poméry mezi témito typy
tepen u modelu potkana podobné jako u plic &lovéka a zda Ize oCekéavat obdobnou
terapeutickou odpovéd?

e Zminujete planované pokradovani hodnoceni studii s vyuZitim elektronové mikroskopie.
Které parametry pritom hodlate hodnotit a odpovédi na které otazky mizZe toto rozsifeni
metod prinést?

Zavér a doporuceni: Z piedloZené prace vyplyva, Ze doktorand prokazal schopnost a
pfipravenost k samostatné &innosti v oblasti vyzkumu a vyvoje a k samostatné teoretické a
tvorivé védecké praci véetné publikace vysledkd. Dizertaéni prace spliiuje poZzadavky kladené
na doktorskou dizertaci zakonem &. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach v platném znéni. Proto
jednoznaéné doporuéuji jeji pfijeti v prediozené podobé jako podkiad k obhajobé a za
predpokladu Uspésné obhajoby doporuéuji, aby panu MUDr. Tomasovi Novotnému byl
udélen akademicky titul ,doktor* (Ph.D.) v pfislu§ném oboru podle § 47 Zakona o vysokych
skolach €. 111/98 Sb.

V Plzni dne 15.3.2018

Doc. MUDr. Mgr. Zbynék Tonar. Ph.D.
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