Posudek na disertacni praci

MUDr. Ale§ Homola
Diftizni parametry CNS u vybranych patologickych stavii a bunécnd terapie misniho poranéni
K hodnoceni jsem obdrzel nejdfive disertaéni praci, ktera obsahovala 159 stran s vétSim
mnozstvim formalnich chyb, asi po 14 dnech mi byla zaslana druha opravena verze v rozsahu
162, ktera byla doplnéna o citace a kterou posuzuji.
Nazev diserta¢ni prace naznacuje na prvni pohled zna¢nou tématickou heterogenitu, ktera
v3ak mizi pfi bliz§im obeznameni se s problémem ECP v CNS a bunééné terapie poSkozené
michy. Disertaéni prace ma dvé ¢asti. Prvni, experimentalni ¢ast ma nazev ,,Diflizni
parametry CNS u vybranych patologickych stavii, druhé ¢ast prace ,,Bunécna terapie

red

mi$niho poranéni® ma charakter klinické studie. Ob¢ ¢asti maji podobné ¢lenéni na uvod,
otazky a cile, metodiku, vysledky, diskuze a zavéry. Nasleduje souhrn spoleény pro obé ¢asti
disertacni prace.

V prvni &asti disertacni prace zabyvajici se difiznimi parametry CNS u vybranych
patologickych stavii byla feSena na pracovisti prof. Sykové, které je v této oblasti svétové
uznavanou $kolou. Tématika je stale aktualni a pfedstavuje nové pohledy na extrasynaptické
Sifeni signalti v CNS a jejich tlohu v normélni a patologicky zménéné nervové tkani.

Po dobfe a pfehledné zpracovaném uvodu si autor disertace klade nékolik zasadnich otazek,
ke kterym se chce vyjadrit. Tykaji se zejména diftiznich parametrti extraceluléarniho prostoru
(ECP) a energetického metabolismu béhem pfechodné hypoxie a hypoxie/ischémie a studium
ECP u gliovych mozkovych nadorli, v zévislosti na rizném stupni jejich malignity.
Vzhledem k vy$e uvedenym kvalitdm pracovisté, je méteni difiznich parametra v
experimentalnich tkdnich metodicky dobie zvladnuté a nemam piipominek.

Mam vsak zasadni pfipominku k imunohistochemické (IHC) detekei glykoproteind ECM. Pti
pouziti parafinovych fezu, které se bézné pouzivaji v patologii, je ¢asty problém revitalizace
antigent. VSeobecné se ustupuje od plisobeni protedz (trypsinu) a vice se preferuji jiné
zpusoby revitalizace napf. ptisobeni mikrovin. Pfestoze ve firemnich manualech neustale
pretrvava revitalizace epitopli natravenim protedzami a sam autor pouzil v préci pozitivni
kontrolni tkang, je nutné hodnotit vysledky IHC detekce ECM glykoproteint po natraveni
trypsinem velmi kriticky. DokdzZe autor Fici jaky je mechanizmus demaskovdni epitopii po
pusobeni trypsinu? A proc je hodnoceni detekce prislusnych ECM molekul po takovém
puisobeni znacné problematické? Uvédomuje si autor souvislost pouziti trypsinu

s pozorovanou difuzni IHC reakci?



Ve prvni ¢asti své prace uvadi doktorand fadu zajimavych vysledkd, které jsou nasledné
adekvatné diskutovany. U vSech studovanych gliomii s vyjimkou oligodendrogliomu byl
objem ECP vyznamné zvyS$en. Navic byla prokazéana zavislost mezi zvétSenim objemu ECP a
zvysujici se proliferaéni aktivitou gliomi. IHC detekce lamininu a studovanych kolagenii byla
v analyzovanych gliomech prokdzana zejména v mistech pfitomnosti cév, pouze tenascin a
vitronektin byly detekovany v ECP. ZvétSeni objemu ECP v gliomech bylo doprovazeno
vyraznym zvySenim tortuozity, ktera je zpisobena bud’ tvorbou GFAP pozitivnich vyb&zkl u
benignich gliomi nebo zvysenou produkci ECM molekul, zejména tenascinu u malignéjsich
nadorq.

Vysledky IHC detekce jsou velmi spofe ilustrovany, pificemz na obr. 11 je ilustrace detekce
tenascinu bez uvedeni, z jakého materidlu obarveny fez pochdzi. Pouzita protilatka proti
tenascinu identifikuje jeho vSechny isoformy, a je §koda, Ze autor nepouZil specifickou

protilatku proti tenascinu-R, ktery ma pro patologické procesy v CNS zasadni vyznam.

K prvni &isti dizertalni prdace mdm jesté nékolik dalSich drobnych pFipominek:

str. 26 — ad 1. nelze souhlasit s velmi nepfesnym a matoucim vyjadienim k adhezi nadorovych
bb. k ECM — rovnéZz normalni bb. v¢etné gliovych maji kontakt se svou ECM, v ECM
nadorovych bb. dochazi ke kvalitativnim a kvantitativnim zménam v molekularnim slozeni,

- co se myslim vyjadfenim ...jednak dalsimi proteiny asociovanymi s integrity. Integrity jsou
receptory pro vazbu povrchu buriky s molekulami ECM.

Ad 2 - opét velmi nepiesné - ECM podporuji mitozu nadorovych bb., navic misto mitogenéza
— snad lépe mitdza

Ad 3 a 4 - opét nepresné vyjadieni — snad lep$i vyjadreni je, ze molekularni slozeni ECM

podporyje.....prodluzuje......

str 48 - antigen Ki67 neni totoZny s MIB-1 (protilatka), jak je chybné uvedeno v nadpise
subkapitoly.

str. 87 — nemohu souhlasit s mechanistickym konstatovanim v souvislosti s vysvétlenim
korelace koncentrace glutamatu a velikosti ECP, Ze ....Je logické, Ze kdyZ poklesne objem
ECP, vzrustd koncentrace ldatek v ném obsazenych.... Existuji dal§i mechanizmy, které mohou
souviset se zménami koncentrace molekul v ECP, zmény v koncentraci molekul proto nemusi

byt pfimo umérné zménam ECP, jak je spravné uvedeno déle v textu.

Kromé uvedenych dil¢ich otdzek mam jesté€ jeden obecny dotaz k prvni ¢asti diz. prace: MilZe

doktorand komentovat pro¢ gliové nadory CNS v¢&etné téch nejinvazivnéjSich sporadicky



metastazuji mimo CNS na rozdil od jinych typt solidnich nadort, které vykazuji velmi casté
metastazy pravé do mozku, napi. melanomy (az 40%) nebo plicni karcinomy (kolem 21%).

Stru¢né vysvétleni uvedene na str. 16 neni uspokojive.

Druha ¢ast diserta¢ni prace se zabyva aplikaci autolognich kmenovych bunék (KB) kostni
dfené u miSnich poranéni. V této casti byly vytceny tii hlavni cile: i/ zjistit, zda transplantace
autolognich kmenovych bunék kostni dien€ je pro pacienty s poranénim michy bezpecna a
nevede ke komplikacim; 11/ stanovit optimalni asovy interval pro transplantaci; iii/ stanovit
uc¢innost této terapie opakovanym vySetfenim implantovanych pacientd.

Je tfena upozornit, Ze k prvnimu cili existuje jiz fada publikovanych a vieobecné
akceptovanych poznatki o rizicich s odbérem a aplikaci mesenchymalnich KB pii jejich
pouziti v 1é¢bé pacientd s hematoonkologickymi onemocnénimi. Lze proto povazovat
metodicky pfistup pro ziskani a aplikaci kmenovych bungk za ovéreny.

V uvodu druhé ¢asti dizertatni prace jsou velmi nekriticky citovany publikované vysledky
preklinickych a experimentalnich studii, které idajné prokazali funk&ni reparaci poskozené
michy po aplikaci KB. Pii znalosti sloZitosti uspofadani funkénich okruhi spojeni misnich
neuront a sou¢asnych metodickych moznosti je nutné velmi kriticky hodnotit dosud
publikované experimentalni vysledky pozitivniho pisobeni aplikace KB na funkéni reparaci
poskozené michy u laboratornich zvitat. Jde zejména o objektivizaci vysledka pii odliSeni
spontanni regenerace a pozitivniho vlivu KB.

V klinické studii uvedené v dizerta¢ni praci byly KB aplikovany dvéma zplsoby a to
intravenozné do v. cubitalis a intraarterialné do a. vertebralis. V§ichni pacienti viak byli pred
aplikaci KB léCeni standardni chirurgickou 1écbou, kterd v¥ak neni v prdci blize
specifikovand.

Do klinické studie s intravendzni aplikaci KB bylo zapojeno 13 pacienti, pfi¢emz ke zlepSeni
motorickych funkei doslo pouze u jedné pacientky. Lze v8ak téZko posoudit, zda ke zlepSeni
doslo v diisledku neurochirurgické intervence a spontanniho zlepseni nebo opravdu
pusobenim KB.

V3eobecné je zndmo, Ze vyznamnym metodickym problémem klinickych studii zabyvajicich
se 1écbou poranéné michy je hodnoceni stupné jejiho poskozeni a zejména prikazna
diagnostika a fyzicky diikaz totdlni transversalni misni léze (A). U pacientti s niz§im stupném
(inkopletnim) poranéni michy mtiZze dochézet ke spontannimu zlepSovani stavu, tak jak to
ukazuji vysledky kontrolni skupiny pacientt v dizerta¢ni praci. Ke zlepSeni stavu doslo také u

pacientl s inkopletnim poranénim michy pacient zafazenych do II. &sti klinické studie.



I ptes kritické poznamky jsme presvédéen, ze aplikace KB je v sou¢asné dobé pro 1é¢bu
misnich poranéni stile nadéjnou strategii a podobné klinické studie jsou potfebné pii vyuZiti
vSech kriticky ovéfenych preklinickych vysledki a zachovani etickych pravidel. V sou€asné
dobé nam stale chybi mnoho dalezitych informaci o mechanizmech diferenciace novych
neurond a jejich zapojeni do maturovanych funkénich okruhti michy, o nejvhodnéj$i aplikaci
KB a pod.

K zdvéram dizertacni prace mdm jesté ndsledujici pFipominku:

Jak jsem uvedl v tivodu svého posudku je tématickd heterogenita diserta¢ni prace jen zdanliva
a je jen 8koda, Ze doktorand v zdvérecném souhrnu k obéma cdstem své dizertacni prdce vice

tuto skutecnost nezdiraznil a své vysledky lépe neposoudil v souvislostech.

Formadlni pFipominky

Prace je psana dobrou ¢estinou a srozumitelnym slohem. Piekvapilo mne v8ak, ze pfi vyuZiti
soucasné techniky obsahuje text vétsi mnozstvi preklepii. Dal$im formélnim nedostatkem
textu je nejednotné pouziti desetinné Carky a desetinné tecky, ktera neni v ¢eském jazyce

akceptovatelna.

Publikace doktoranda
Autor uvadi 7 publikaci souvisejicich s tématikou disertaéni prace v kvalitnich ¢asopisech
s IF, pouze v jednom ptipadé je doktorand uveden jako prvni autor, ve zbyvajicich 6

publikacich je uveden na 2-4 misteé.

Zaver

Dizertaéni prace vznikla na Ustavu neurovéd 2. LF UK, UEM AV CR, Spondylochirurgickém
odd. a Neurologické klinice 2. LF UK ve FN Motol pod vedenim uznavanych odborniki.
Nehledé na vySe uvedené nedostatky mohu konstatovat, ze predloZena disertaéni prace
jednoznaéné prokazuje schopnosti doktoranda (MUDr. AleSe Homoly) k samostatné védecke

praci, a proto doporucuji, aby mu byl po Uispéiné obhajobé udélen titul Ph.D. podle § 47
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