Véc: Oponentni posudek na dizertacni praci
MUDr. Ale§ HOMOLA:
Difazni parametry CNS u vybranych patologickych stava
a buné¢na terapie miSniho poranéni

Uvod. Na zakladé schvaleni oborové rady doktorského studijniho programu
v neurovédach a zadosti doc. MUDr. O. Hrusdka, PhD, dékana 2. LF UK ¢&.j. 114/08-1T ze
dne 11. 7. 08 podavam na vyse uvedenou praci nasledujici posudek.

K hodnoceni byla ptivodné dodéna svazana prace o 159 s. a autoreferat o 26. s.
Literatura byla alfabeticky uvedena na 16. s. Vzhledem ke gramatickym chybam a az 20%
sekundarnich citaci neobsazenych v literatufe, k minimalnimu po¢tu domacich citaci a po
osobnich pfipominkach 1. 8.08 byla prace upravena a dodana v rozsahu 163s.

Autor uvadi 7 publikaci, kde je 1x prvnim autorem, v ¢asopisech s vysokym IF.

s dosazenym skoére vys$sim nez 25.000 a dal$ich 22 praci charakteru abstrakt.

Prace ma, jak jiz z nazvu vyplyva, dvé kapitoly a Fei dvé témata. Prvni je pFevaZné
experimentilni s nazvem ,, Diftzni parametry CNS u vybranych patologickych stavil.
Druhé téma ma klinicky charakter s oznafenim ,, Bunéén4 terapie miSniho poranéni.*
Oba celky maji stejné déleni na ivod, otazky a cile, metodiku, vysledky, diskuze a zavéry.
Obe¢ kapitoly maji spole¢ny souhrn.

Ke kvalité formalniho zpracovani. Prace je psana jasnym, dobie srozumitelnym
slohem s vystiznymi formulacemi. Je logicky ¢lenéna. Dizertaéni prace obsahuje 12 tab. a 24
¢aste¢né barevnych obrazii, mezi néZ jsou fazeny i grafy. Graficka dokumentace ¢ini praci
jeste vice prehlednou a srozumitelnou.

K aktudlnosti FeSeného tématu. Je tieba se vyjadfit k obéma tématam.

Prvni dil dizertace si poloZil za cil studium zmén diftiznich parametrii extracelularniho
prostoru (ECP) a energetického metabolismu béhem prechodné hypoxie a hypoxie/ischémie a
studium ECP u gliovych mozkovych nador(, zejména v zavislosti na rizném stupni malignity
téchto nadort. Prace si klade 6 dil¢ich podotazek.

Jedna se o vysoce aktudlni téma, zabyvajici se dosud malo probadanou strankou funkce
a patologie CNS nejen z hlediska bunék a jejich vybézkd, ale z hlediska dosud malo
probadaného ECP a extracelularni matrix ( ECM ). Reseni uvedené problematiky u gliovych,
infiltrativnich nadord, patéi mezi prioritni témata, ktera by moha zménit pohled na onkogenezi
a ovlivnit praktickou onkologii.

Druhy dil dizertace se zabyva bunéénou terapii mi¥niho poranéni v klinice. Prace si
polozila t¥i eile. Zjistit, zda transplantace autolognich kmenovych bunék kostni den¢ je pro
pacienty s poranénim michy bezpeéna a nevede ke komplikacim. Za druhé stanovit optimalni
¢asovy interval pro transplantaci. Za tfeti stanovit G¢innost této terapie opakovanym
vySetfenim implantovanych pacienta.

Vzhledem k tomu, Ze za celou dosavadni historii lidstva se pres heroické usili dosud
zadnou metodou nepodaiilo obnovit funkei ,,pierusené* michy, jedna se o feseni jednoho z
nejaktudlngjSich témat poranéni CNS. Pozitivni feSeni by znamenalo pralom do dosud
platného poznatku, 7ze v CNS u ¢lovéka neexistuje klinicky uspésna funkéni regenerace.

K pouzitym metodam.

Prvni dil dizertace vyuziva k méfeni difuznich parametrti jiz diive vypracovanou
iontoforetickou metodu (1981). zaloZzenou na iontoforetické aplikaci iontti a méfeni jejich
tkanové koncentrace pomoci iontové-selektivni mikroelektrody. Metoda byla aplikovana
v experimentu a v klinické medicing. Transientni hypoxie a hypoxie/ischémie byla studovana
na dospélych samcich potkana, difuzni parametry a stanoveni molekul extracelularni matrix
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(ECM) u gliomi bylo studovéno na erstvé resekované tkani po 34 neurochirurgickych
operacich. Vysledky byly hodnoceny statisticky. Nalezy byly korelovany s WHO klasifikaci
mozkovych nadori. Z hlediska metody je tieba prvni dil prace vysoce ocenit, protoze se mezi
dosavadnimi publikacemi nejvice blizi k uréeni uvedenych parametrti za redlné situace in
Vivo.

Druhy dil dizertace vyuZziva autologni mezenchymalni kmenové buriky kostni dfen¢
(z lopaty kosti ky¢elni) ke klinickému pokusu o obnovu nebo zlepseni funkce pii riizném
stupni poranéni michy u ¢lovéka. Z hlediska vlastn{ techniky ziskani a aplikace kmenovych
bunék lze metodiku povazovat za validni. Za problemati¢téjsi z hlediska poloZenych otazek
povazuji charakteristiku a metodiku hodnoceni souboru. Byl analyzovan soubor 33 pacientl
s poranénim michy v rozmezi C4 az L1 dle obratlii, ne misnich segmentti. V L1 se jiz nemusi
jednat o ¢isté mi$ni poranéni. Pacientka ¢.1 v tab. 9, hodnocena jako nejlepsi motorické
zlepSenti, do souboru poranéni michy nejspise nepatii. Buiiky byly aplikovany dvéma cestami
a to u vétdiny poranénych intravendzné do v. cubitalis a u 6 poranénych intraarteridlné do a.
vertebralis. VSichni pacienti byli pred aplikaci lé¢eni ., standardni chirurgickou lécbou ... Co
je tim minéno? Pied transplantaci a pak za 3, 6 a 12 mésicti po implantaci byl u souboru
stanoven stupen poranéni michy dle Frankelovy stupnice a dle American Spinal Injury
Association (ASTA) stupnice. Hodnoceni bylo doplnéno MRI (pouze pted operaci) a
elektrofyziologicky. Klinické hodnoceni stupné poranéni michy je nejvétsim metodickym
problémem piedlozené studie, ale i viech dosud provadénych obdobnych studii.
Transplantace byla aplikovana 1 — 510 dnt po misnim poranéni. Tento udaj zpochybnuje
moznost hodnoceni skute¢ného vyznamu transplantace. VSeobecné je zndmo, ze stupen
poranéni michy, zvlasté syndrom transversalni misni 1éze (A) je mozno stanovit opakovanym
vySetienim az za 1 -2 tydny od vzniku. V praci je uvedeno datum transplantace, ale ne
vySetieni, kterym byl stupen uréen patrné jesté diive. Prakticky u vSech pacientl s nizSim
stupném poranéni je navic zlepsovani piirozenym vyvojem. U syndromu transverzalni mi$ni
léze nedojde spontanné k upravé nikdy. Proto je dokonalé odliseni obou stavil zakladni
metodickou podminkou validity hodnoceni 1é¢ebného vyznamu transplantace kmenovych
bunék. Metodicky lze priikaz biologického vyznamu transplantace pro obnovu funkce michy
prokazat na malém poctu pacientl jen tak, Ze dokonale stanoveny syndrom transverzalni
mis$ni 1éze se zméni na niz§i stupen léze. To viak metodicky vylucuje ¢asnou implantaci.
V préci je uveden jediny pac. ¢ 1, tab. 7, zlepSeny z A , implantovany 11. den,naB za 6 a 12
meésicti. Jak brzo po poranéni byl syndrom stanoven? Nejedna se o chybnou predoperacni
klasifikaci? Ostatni udaje tykajici se pacienti s ¢aste¢nym syndromem misni Iéze se
zlepSenim klasifikace po intraarterialni implantaci a po v¢asnéj$i implantaci nez u
chronickych pacientt, nejsou statisticky prokazatelné. Je obecné znamo, ze u ¢astecnych
misnich syndromu dochazi k zlepSovani ¢asné, zatimco v chronickém obdobi (Casto
kompenza¢nimi mechanismy) jiz malo. Nalezy udavané v préci jako vysledky implantace
nejspiSe pouze kopiruji pfirozeny vyvoj netuplnych misnich 1ézi. Tzv. kontrolni skupina 15.
pacientli s poranénim michy bez implantace a navic s nevalidnim uré¢enim stupné poranéni,
udajné pri piijeti (bez ur¢eni doby od poranéni), nemtze byt metodicky zadnou kontrolni
skupinou.

Pokud piistoupime na relativné logickou teorii, Ze k implantaci kmenovych bunék musi
dojit co nejdtive po poranéni, tieba do hodin, nez dojde k sekundarnim zménam
autodestrukénim procesem a k vyvoji gliozy, pak musime metodicky rezignovat na moznost
piedopera¢niho uréeni stupné misni 1éze. Metodicky by pro prikaz biologického Ié¢ebného
vyznamu implantace kmenovych bunék mohlo svéd¢it to, Ze mezi dvéma jinak naprosto
shodnymi, ndhodné vybranymi soubory (lisicimi se jen implantaci) by byl zdsadni rozdil ve
vysledcich. Napf. ze syndrom transverzalni misni léze (A) by se v souboru nevyskytoval,
nebo ve statisticky vyznamné niz§im poctu. Klinicky vytvofit takové soubory je krajné
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obtiZzné, ale jina cesta neni. Nerespektovani vyse uvedenych metodickych princip povede
nejspiSe jen k hromadéni udaju, které nedovoli vyznam implantace kmenovych bunék
stanovit. Dokonce zastira i jejich eventualni biologicky efekt.

Samostatnou diskuzi by vyzadovala moZnost jiné cesty implantace, napt. piimo do léze.
Netyka se vsak piedlozené prace.

K vysledkiim prace.

Prvni dil dizertace tykajici se transientni hypoxie a hypoxie/ischémie v experimentu a
na druhé stran¢ gliovych, infiltrativnich nadort u ¢lovéka, piinesl celou fadu validnich
poznatkii a konkrétnich udajt, publikovatelnych na mezindrodni urovni, Ze je nelze vSechny
v posudku vyjmenovavat. Pfi transientni hypoxii/ischemii autor prokazal vyrazné zmény
diftznich parametri ECP, které se skoro nelidily od hodnot terminalni anoxie. U pouhé
transientni hypoxie byly zmény mensi a prokazatelné aZ ke konci ischémie. EC koncentrace
glutamatu byla vyznamné vyssi u transientni hypoxie/ischémie a korelovala s pribéhem zmén
diftznich parametrl. U gliomt préace zjistila, Ze objemova komponenta ECP, vyjma
oligodendrogliomt, byla signitikantné zvySend. ZvétSeni objemu ECP bylo piimo umérné
prolifera¢ni aktivité gliomt a hustoté nadorovych bunék. Souc¢asné vsak dochézi k pribyvani
difuznich piekazek v ECP. Hlavnim divodem zvy$ené tortuozity u agresivnich astrocytomu
nejsou vybézky bunék, ale nadmérma produkce glykoproteint extracelularni matrix (ECM),
hlavné tenascinu.

Druhy dil dizertace, tykajici se implantace autolognich kmenovych bunék u pacientii
s poranénim michy vedl k priikazu prvniho cile dizertace. Prace prokdzala, Ze intraarterialni a
intravenozni aplikace kmenovych bunék je pro pacienta bezpetnd a nevede ke komplikacim.
Druhé dva cile, tj. stanovit optimélni ¢as od poranéni pro implantaci a stanovit Gi¢innost
terapie, prace védecky validné stanovit nemohla. Vyplyva to z metodickych problémi
hodnoceni klinického souboru, jak uvadim vySe. K mordlni cti autora je tfeba pricist, ze
dizertace to také ptimo konstatuje. V dizertaci na str. 140 a v autoreferdtu na str. 22 uvadi: ,,
Pozorované zlepseni klinického stavu u nékterych pacientli v8ak nemusi byt zptsobeno
bunéénou terapii.*

Otazky.

K prvnimu tématu. Domnivate se, ze VaSe poznatky o difuznich parametrech u gliomt
mohou jiZ dnes piispét k praktické onkologii. V ¢em? Jak si pfedstavujete, Ze by se mohla
snizit tortuozita nddorového ECP a umozZnit tak vétsi Gc¢innost chemoterapeutika?

K druhému tématu. Micha je slozitou morfologickou a funkéni strukturou CNS s neurony,
s ascendentnimi a descendentnimi a intersegmentarnimi drahami. V sedmdesatych a
osmdesatych létech byl misni defekt pfeklenovan autotransplantaty z koznich nervi (n.
suralis). Pi feSeni defektti perifernich a mozkovych nervi se tato metoda stehu bez napéti
stala revoluéni metodou a dodnes je zlatym standardem. Viz. monografie E. Zvéfina, Stejskal
L.: Poranéni perifernich nervl. Praha, Avicenum 1979. Pfi feSeni poranéni michy se jednalo o
biologickou naivitu nebo o védomé klamani vefejnosti. Na Zapadé z komerénich divodu to
byl Kao, ktery prokazoval obnovu funkce u automobilového zavodnika, na Vychodé
z politické motivace JumaSov operoval fadu pacientl véetné na$i zpévacky Gombitové. Ani u
Jjediného pacienta nemohlo a nedoslo k obnové funkce, proto jsme i pies natlaky tyto operace
odmitali. Experimentalni prace opraviiuji k nadéji, ze kmenové buiiky mohou nahrazovat
nekteré funkéné jednoduché tkané, dokonce i tkané organizované slozitéji. Mohou se viak
strukturalné a funk&né organizovat tak, aby rekonstruovaly misni segment u ¢loveka, jak se
déje za embryogeneze?

Nejedna se pti pouhé implantaci kmenovych bunék do organismu (at” jakoukoliv cestou)
o stejnou biologickou naivitu, jakou bylo pouziti nervovych autotransplantatu, i kdyz se tak
déje na daleko vyssi urovni?



Které neurony se musi obnovit a integrovat Wallerovymi zdkony své vybézky, aby
doslo k rekonstrukei po§kozeného midniho segmentu? Jsou lokalizovany v uvedeném
segmentu nebo jinde a kde?

Zavér.

Préce vznikla na Ustavu neurovéd 2. LF UK, na Ustavu experiemntalni mediciny AV
CR, na Spondylochirurgickém odd. a na Neurologické klinice 2. LF UK ve FN Motol.
Pracoviité vedena svétové uznavanymi odborniky byla zarukou vysoké tematické a odborné
trovné predkladané neurovédni dizertace. Prace ma charakter zakladntho vyzkumu
s klinickou praktickou aplikaci. Zabyva se dvéma tématy, z nichz jiz samo prvni téma,
tykajici se difiznich parametrti CNS u vybranych patologickych stavii, by stacilo k obhajobeé.
Publikace autora a spoluautort na feSené téma v ¢asopisech s vysokym [F dokladaji
mezindrodni Uroven prace. PredloZend dizertace a dalsi charakteristiky autora prokazuji jeho
predpoklady k samostatné tvorivé védecké praci a v souladu s platnou legislativou opraviuji
MUDr. AleSe HOMOLU k udéleni titulu Ph.D. za jménem.

V Praze dne 14. 8. 2008

Prof. MUDr. Eduard ZVERIN A, DrSc.
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