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Prostupnost hematoencefalické bariéry pfi mozkové ischémii

Posuzovana disertacni prace se zaméruje na detekci a kvantifikaci naruseni (propustnosti) hemato-
encefalické briéry (BBB) po mozkové ischemii. Rada publikovanych studii se zabyva pouze akutni
reakci na ischemii, pfiCemz nejsou detekovany chronické Uc¢inky a procesy zotaveni, které jsou klicové
pro spravnou volbu rehabilitacnich postupl po ischemické cévni mozkové prinhodé (iCMP). Tato si
diserta¢ni prace si v3ima a hleda feseni pravé ve sledovani ¢asového vyvoje dulezitych markant po
ischémii.

PfedloZena disertacni prace fesi aktualni téma.

Autor ve své praci vyuziva kombinaci klinické studie provadéné na pacientech iktového centra FN
Motol pomoci vySetfeni neinvazivni metodou Magnetické rezonance (MRI). Dale je provedena rozsahla
experimentalni studie na zvifecich modelech iCMP. V obou téchto metodach jsou vyuzity recentni
postupy a protokoly na zakladé podrobné odborné resersSe literatury. Byla provedena fada dilCich
(pFed)experimentd, které ovéfovaly vhodnost ¢i nevhodnost nékterych postupd, které byly popsany
v rdmci vyzkumnych praci renomovanych pracovist.

Napfiklad pro experimentalni model iCMP s kontrolovanym obnovenim krevniho toku se jako vhodna
jevila metoda SIMPLE - model mozkové ischemie s magnetickymi nanocéasticemi. Dle autorud lze
fizenim vnégjsSiho magnetického pole pfimo urcit misto, velikost a trvani ischemickych udalosti, stejné
jako obnovu perfuze ischemické oblasti odstranénim vnéjsiho magnetického pole. Vysledky test( byly
uverejnény v diplomové praci Zuzany Velentové pod vedenim disertanta mgr. Svobody napsané v roce
2020. Analyza vysledkl ale ukézala, Ze tento model redlné vykazuje fadu nedostatkd, mezi které patfi
pfedevSim nespolehlivost reperfuze. Zavérem této &asti studie byl, Ze model neni vhodny pro
navazujici studium popisu otevieni BBB.

Mohu tedy konstatovat, Ze autor vyuziva vhodné stavajici dostupné metody a zaroven hleda jejich
vhodné modifikace za Géelem Fe$eni vytyéenych cilt.

V praci jsou dobfe popsany a vysvétleny odborné pojmy, déje a souvislosti. Jsou vypracovany
vhodné reserse odborné literatury, informace kriticky hodnoti a spravné interpretuje.

Autor popisuje provedenou klinickou studii, ktera probéhla v iktovém centru Fakultni nemocnice v
Motole ve spolupraci s doc. Tomkem a predevsim Ing. Davidem Kalou PhD,. Subakutni MR vysetfeni
byla provedena mezi 7 a12 dny po nastupu pfiznakud. Byly pouZzity sekvence MRl a vyhodnocenisignalu
podle postupl vybranych na zékladé reSerse odbornych studii scilem postihnout naruseni BBB
v nasledném Case (dny) po ischemii. Byla provedena podrobna casové-prostorova analyza zrani cévni
dysfunkce v ramci ischemické |éze béhem subakutni faze. To je pravé obdobi, ve kterém velka
experimentalni studie (reSerse) na zvirecich modelech zkoumaly ¢asovou osu posSkozeni BBB a
odhalily vrchol v subakutni fazi (7-21 dni), po kterém nasleduje postupné snizovani. Proto byla béhem
druhého tydne hospitalizace (7-12 dni) provedena série MRI skenU, jak s gadoliniovym kontrastem, tak
bez néj, a analyzovany prostorové vztahy mezi oblastmi poskozeni BBB a podoblastmi ischemickych
|ézi, definovanymi zménami FLAIR nebo DWI. Timto postupem bylo mozné rozlisit probihajici



patofyziologické procesy (vazogenni versus cytotoxicky edém). Data 86 pacientld byla statisticky
vyhodnocena. Na zdkladé pfitomnosti naruseni BBB byli pacienti rozdéleni do dvou skupin: ti s
porusenou BBB a ti s intaktni BBB. Klinické charakteristiky obou skupin byly porovnany. Autor vysledky
uvadi prehledné a srozumitelné.

V paté a Sesté kapitole autor shrnuje pfistupy a poznatky experimentalnich modell. PrestoZe jsou
moznosti jejich provedeni omezené, jsou vyznamnym a potfebnym prostfedkem pro moznost in vivo
ovérovani patofyziologickych procesd a moznosti terapie. Pro Ucely této studie bylo dulezité vybrat
vhodné techniky okluze mozkovych cév. Vbér se zaméfil na techniky s moznosti obnoveni prdtoku
krve, kdy Ize sledovat Ucinky a ¢asové charakteristiky terapie. Byla feSena i lokalizace zpUsobené okluze
—stfedni mozkova tepna (MCA) a jeji vétve jsou cerebralni cévy, které jsou nejCastéji postizeny pfi lidské
ischemické cévni mozkové prihodé. Studie v reSersi potvrzuji, ze s touto lokaci okluze se objevuji Casto
chronické komplikace, jako je vaskularni epilepsie.

Model intraluminalni vidknové MCAO (Middle cerebral artery occlusion) pfindsi vyznamné dusledky
pro preklinické testovani novych terapeutickych strategii. Je vhodny pro tuto studii, protoze umoznuje
analyzu jak akutnich, tak chronickych fazi ischemického poskozenti, stejné jako Ucinkud reperfuze.

Autor se zdUOvodu minimalizace variability zabyval vybérem vhodného kmene potkana pro
experimentalni vyzkum mozkové pfihody. Tato prace ma i velky vyznam pro redukci poc¢tu zvifat
uzivanych v experimentech, kdy statisticky vyznamného vysledku se diky mensimu rozptylu dosahne
pfi mensim poctu subjektd.

Autor dale podrobné popisuje experimentalni protokol, ktery byl fAadné schvalen Etickou komisi. Byl
realizovan experiment u 34 potkanu. Byla sledovana a kvanitifikovana propustnost BBB spektrometrii
s vyuzitim nitrozilné podaného exogenniho barviva, konkrétné Evansovy modfi. Sledovani probéhlo ve
Casech 6, 24, 48 a 72 hodin po reperfuzi. Detekce barviva v tkdni pomoci spektrofotometrie je
v literature bézné uzivana metoda kvanitifikace poruchy BBB. Autor detekoval signifikantni naruseni
BBB v nékolika ¢asovych bodech. Velmi pozitivné hodnotim i autorovu kritickou diskuzi k samotné
metodé, kdy je zfejmé, ze v bézné pouzivaném protokolu lze pouzit spise pro binarni hodnoceni - je
respetive neni propustnost BBB — nikoliv vSak pro hodnoceni kvantitavni. PET snimkovani uc¢inné
identifikovalo hypometabolické oblasti korespondujici sischemickou oblasti. Pro jednotlivé
neuroanatomické struktury segmentované pomoci MRI atlasu v obou hemisférach byly vypocteny
pomeéry mezi pravou a levou stranou. Veskeré vysledky byly statisticky vyhodnoceny a pfehledné a
ucelené prezentovany.

V zavéru prace autor predklada vysledky pilotni studie s vyuzitim 7T MRI pfi modelu intraluminalni
okluze MCA. Vyuziti MRI v oblasti vyzkumu na zvifatech ma nékolik vyhod. Jednim z nejvyznamnéjsich
pfinosl je neinvazivni povaha, kterd umoznuje opakované méfeni u stejného zvitete v pribéhu casu.
Coz umoznuje longitudinalni sledovani progrese onemocnéni a terapeutickych ucinkud. Predlozené
vysledky jasné potvrzuji proveditelnost této metody a vyuzitim pokrocilé analyzy difuznich snimku
s pouzitim kompartmentového modelu (DBSI) pfinasi i podrobngjsi vhled do zmén mikrostruktury
tkané.

| vexperimentdlni Casti disertacni prace jsou relevantné uvedeny metodiky, vysledky a jejich
odborna diskuse realizovanych vyzkumnych a experimentalnich studii je na velmi dobré odborné
urovni potvrzujici pfehled autora v dané problematice.

Diserta¢ni prace mgr.Svobody ma jasny dopad do bézné klinické praxe i experimentalniho vyzkumu.
Za vysoce hodnotné povazuji nalezy z klinické studie ukazujici na stale probihajici dynamické zmeény
mozkové tkané v dobé, kdy je pacient Casto propoustén z nemocnicni péce. Experimentalni ¢ast je
ucelenym souborem metodickych postupu, které jisté poslouZi pro efektivni design budoucich studif
véetné testovani terapeutickych postupl. SniZzeni variability rovn&z umozZniuje sniZzovat pocty
laboratornich zvifat potfebnych k dosazeni statisticky signifikantniho vysledku.

Publikac¢ni aktivita disertanta je dostatecna a vysledky publikovanych praci vhodné uplatiuje
v disertacni praci. Autor publikoval 6 odbornych praci v Casopise s IF nebo recenzovaném casopise
z toho je jedna prvoautorskd, 3 prace se pfimo tykaji disertacni prace véetné prvoautorské. Dalsi 2
publikace jsou v pfipravé anebo jiz odeslané k recenznimu fizeni do prestiznich ¢asopist s IF.



Otazky k obhajobé:

1. Metoda okluze pomoci magnetickych nanocastic a vnéjsiho magnetického pole v disertacni
praci nebyla vyhodnocena jako vhodna. Pivodni autofi vsak ukazali fadu vyhod. MUzZete prosim
kriticky zhodnotit dlivody, pro¢ podle Vaseho nazoru nedochazi k reperfuzi po odstranéni
vnéjsiho magnetického pole? Vyuziva v soucasnosti néktera z laboratofi tento model?

2. V popisu vldknové intralumindlni okluze MCA je uvedeno, Ze vlakno se zavadi k do vnitini
krkavice k odstupu MCA. Jak je toto misto odstupu zjisténo a kontrolovan adekvatni pokles
mozkové perfuze? Jak ¢asto se u tohoto modelu vyskytuje komplikace v podobé poruseni cévy
a mozkového krvaceni? Jak Ize tento stav rozpoznat?

Zaveér

V ramci textu prace autor prokazuje dobré odborné znalosti. Velmi pékné zpracovava reserSe dilcich
problematik — ocenuji pfedevsim vhodné zvolené zdroje a ucelenost vysledného sdéleni. Nasledné
z nich vyvozuje dusledky pro fegeni viastnich postupu. Tento krok neni nékdy jasné popsan, ale Citatel
je nasledné pochopi. Zvolené experimentalni metody jsou na vysoké odborné drovni. Zpracovani a
interpretace dat je kvalitni a vhodné. Po formalni strance je prace vyhovujici.

Prace splnuje naroky disertacni prace dle Studijniho a zkuSebniho radu UK.

Proto navrhuji, aby v pfipadé uUspésné obhajoby prace, byl Mgr. Janu Svobodovi udélen
akademicko-védecky titul doktor (PhD.).
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