Oponentsky posudek.
Disertaéni prace
Identifikace novych biomarkeri a cilovych molekul pro komplexni 1é¢bu ( drug target )
pomoci proteomické analyzy télnich tekutin a tkani. Experimentilni studie.
Autor: MUDr Jifi Fremuth

K oponentufe byla predloZena disertaéni prace, ktera byla vypracovana MUDr Jifim
Fremuthem v ramci Doktorského studijniho programu pediatrie na Lékaiské fakult¢ UK

v Plzni. Prace ma nazev: Identifikace novych biomarkert a cilovych molekul pro komplexni
1é&bu ( drug target ) pomoci proteomické analyzy télnich tekutin a tkani. Experimentélni
studie.

Formalni data disertace:

Prace ma tradiéni strukturu. Samotny text v€etné Souhrnu ¢esky a anglicky ma 64 stran,

v textu je zakomponovano : 15 obrazkiia 22 tabulek, seznam zkratek a pod€kovani .

Text je doplnén 92 citacemi (bez autocitaci), seznamem vlastnich publikaci ( 3 ¢lanky

v impaktovanych ¢asopisech — v Zadném neni dr Fremuth jako prvni autor, 8 ¢lanku

v neimpaktovanych asopisech- v 1 je disertant prvnim autorem, déle je seznam prednésSek a
posterti vétsinou se spoluautorstvim),

V textu je minimum nevyznamnych preklept, néktera slova jsou psana riizn€ ( surfactant-
surfaktant.. iodem- jodid..., perfiize — déva slovu jiny vyznam). Néktera slova jsou uvedena
dvojjazyéng, coz je v takovém textu zbytetné a ne vzdy jde o Cesky termin pro anglicke slovo,
terminologickou chybu povazuji opakujici se ( str. 58 a 61 ) formulaci ,,....znamena

v kazdém piipadé zasah do homeopatie organizmu... “. Oponent soudi, Ze autor ma na mysli
homeostdzu_ nikoliv homeopatii.

Zavadgjici chybu oznageni skupiny A experimentéalnich zvifat na str. 52 oponent konzultoval
s autorem a ten ptiznal pieklep- jde o skupinu B ( skupina A v préici neni).

Celkové prace pusobi uhlednym dojmem,

Popis disertaéni prace :

Prvni dvé kapitoly obsahuji ivodni slovo a soucasny stav problematiky. Autor nejprve
zdvodiiuje, pro¢ se rozhodl hledat vysvétleni pro nékteré negativni vlivy umé€l€ plicni
ventilace ( UPV). Po vysvétleni zakladnich pojmi se vénuje dosavadnim poznatkiim o
mechanizmu vzniku edému pfi ventilatorem indukovaném plicnim postiZeni (VILI),
biofyzikalnim faktorim vedoucim k VILI, samostatné vyklad4 problém bun&&ného poskozeni
a stavu extracelularni matrix pfi VILL. V zavéru této ¢asti srozumiteln€ popisuje sloZity
fenomén mechanotransdukce a biotraumatu, G¢ast transkripénich faktori a cytokinové sité

v indukci zanétlivych a proliferaénich zmén v plicich pti UPV.

Cile studie byly:

Vytvofit klinicky relevantni experimentalni zvifeci model, simulujici rozdilnou strategii UPV
zdravych a poskozenych plic a jeji vliv na plicni a mimoplicni systémy.

U experimentalnich zvifat potom zkoumat vliv UPV a plicniho po3kozeni na plicni
mechaniku a vyménu plynd, na funkci jater a ledvin, na cirkulaci,rozvoj imunitni a systémove
zanétlivé odpovédi a zhodnotit morfologické organové zmény .



Metodika studie

Experimentalnim zvifetem byla selata prasete doméciho ve stafi primérné€ 7 tydna.
Nahodnym vybérem byla zvifata rozdélena do 3 skupin pro rizné typy UPV ( protektivni u
zdravych plic, neprotektivni u zdravych plic, neprojektivni u poSkozenych plic ). Monitorace
zvifat a parametry laboratorni byly provadény jednak piistrojové a jednak vypocty podle
protokolu, ktery byl schvalen etickou komisi..

Statistické metody byly standardni pro podobny typ experimentu.

Do studie bylo zahrnuto celkem 52 selat, 14 z nich uhynulo pfed ukon¢enim experimentu
(nejvice u selat s projektivni UPV u zdravych plic) .

Vysledky podle jednotlivych cilu.

Zmé&fené a vypoltené hodnoty jednotlivych fazi experimentt jsou uvadény v tabulkach se
statistickym zhodnocenim, k tabulkam je pfipojen kratky komentar. Morfologické zmény
jsou dokumentovany obrazky s popisy. Je na $kodu préce, Ze vysledky nejsou zndzornény i ve
grafech.

Prvnim cilem bylo zhodnoceni vlivu 2 odli$nych strategii UPV u zdravych plic a plic
poskozenych na respiraéni funkei a plicni mechaniku. Bylo potvrzeno, Ze neprojektivni
ventilace zhor3uje oxemii a ventila¢ni indexy a toto vSe je potencovéano u poskozenych plic.
Ve druhém cili byl posuzovan vliv UPV na funkci mimoplicnich systému- jater, ledvin a
vnitini prostiedi. Ukazalo se, Ze hlavni dopad UPV byl na aktivaci renin- angiotenzin-
aldosteronovy systém a nasledné i zvySeni hladin urey a kreatininu.

Vliv UPV na cirkulaci a rozvoj SIRS byl tfetim cilem. K cirkulaénim zméndm zvolené typy
UPV a poSkozeni plic nevedly. U vSech zvifat ale byl patrny vzestup IL 6, nejvice u
neprojektivni UPV pfi poskozené plici. Podle autora ptekvapivé klesla u vSech skupin hladina
TNF-oa..

Morfologické zmény makro-, mikro-skopické plic a mimoplicnich orgénti pii UPV byl 4.cil.
Vyznamné zmény byly jen u plic ventilovanych neprojektivné.

Diskuse a zavery.

V diskusi se autor stru¢né vraci k jednotlivym cilim disertace a srovnava ziskané vlastni
vysledky s publikacemi. V zavéru diskuse se na str. 57 Caste¢né vyjadiuje k tomu, Ze

v ndzvu anoncovana proteomicka analyza nebyla v experimentu provedena. Nicméné prace
dovoluje zavér:

Ptechod ze spontanniho dychani na invazivni UPV znamena v kazdém pfipadé€ zasah do
homeostazy organismu. Protektivni rezimy UPV nejsou zarukou zachovani

fyziologickych procesu v plicni tkéni, ale garantuji nezménénou funkci a morfologii
mimoplicnich organu a systému. UPV Vt=10ml/kg nespliiuje kritéria pro oznaceni
protektivni ventilace.

Pozadované vyjadieni oponenta:

a. Uskali umélé plicni ventilace jako 1é¢ebné metody fedici poruchu vyznamné vitalni funkce
je v posledni dob& postupné odhalovano do detaill, které umoziiuji nové technologie. Patfi

k nim i proteomické analyzy. Oponent proto se zajmem pievzal praci dr Fremutha, ktera si

v ndzvu kladla tento ambiciozni cil. Po prostudovani ptedloZené disertace ale s jistym
zklamanim konstatuji, Ze pravé proteomické analyzy nebyly dosaZitelné. Nevim proto, pro¢ to
nebylo zohledn&no v ndzvu prace. Prace se ale zabyva nezadoucimi vlivy UPV na plicni
funkce i morfologii, analyzuje nékteré dopady na indukci organovych zmén mimoplicnich



v&etné cytokiny spousténé zanétlivé reakce a tak v zasad€ prokazuje aktualnost zvoleného
tematu pro experiment.

b. Autor pfipravil protokol experimentu na zvifecim modelu, kde kombinoval projektivni a
neprojektivni UPV u zdravé a poSkozené plice. Ve 4 cilech stanovil snahy o posouzeni
plicnich i mimoplicnich zmén béhem UPV. Tyto cile podle anotace ze str.22. byly vSechny
splnéné.

¢. Metodika je dob& popséana, realizovatelnd, dodrzuje eticky kodex prace s experimentalnim
zvifetem, statistické zpracovani tdaji je jednoduché ale umoziiuje vyjadieni vyznamnosti.
Neni zfetelné popsano, které ¢innosti z metodiky experimentu provadél autor. Oponent
piedpoklada podil spolupracovnikti z morfologickych disciplin zejména ve zpracovani
morfologického mikroskopického materialu.

d.Vysledky disertace jsou popsany ve stru¢nosti vySe. Oponent ocefiuje konstatovani a doklad
o tom, Ze i projektivni kratkodoba UPV miiZe nepiiznivé ovlivnit plicni funkce a struktury.

e. Vypracovany model experimentu je velni cenny piinos pro budouci studie podobného typu,
v tom vidi oponent piinos pro dalsi rozvoj védy.

f. Pfipominky oponenta jsou uvedeny v pfedchozich odstavcich.

Dotazy: - na str.8. je uvedeno, Ze intenzita postiZeni plic pti neprojektivni UPV je zavisla
na velikosti experimentalniho zvifete. Mze autor toto bliZe objasnit? Je toto ,.kvantitativni*
hledisko jedinym faktorem?

- v prub&hu studie uhynulo nejvice selat pfed dokoncenim experimentu ve skupiné
projektivni UPV. Vysvétleni na str. 52/53 pfipousti moznost, Ze zvoleny rezim UPV vedl k
,,dudeni® a tedy nebyl tak protektivni. Myli se oponent ? Pro¢ nebyly u uhynulych zvifat
vySetfeny alesponi vzorky plicni tkané histologicky?

- u v8ech skupin doslo v prib&hu experimentu ke vzestupu sérové osmolality .
Jaka byla pti¢ina? Jak byla zvifata v prib&hu experimentu hydratovana?

- v feeni 3.cile byly pro vztah UPV a rozvoj SIRS pouZity prozanétlivé cytokiny.
Z 8irokého spektra ,klasickych® byly vySetfeny jen dva- TNF-a a IL-6. Rozdil v trendu hladin
v prib&hu UPV autora piekvapil. M4 autor vysvétleni pro pokles TNF a soucasné vzestup IL-
6 v pribéhu UPV? Muze byt IL-6 pfedmétem ,.target terapy* napi. biologiky?

Poznamka oponenta: MUDr Fremuth nedolozil Zadnou publikaci s IF, kde by byl 1.autorem.

g. Oponent po prostudovani piedloZzené diserta¢ni prace MUDr Jifiho Fremutha:
Identifikace novych biomarkeri a cilovych molekul pro komplexni 1é¢bu ( drug target )
pomoci proteomické analyzy télnich tekutin a tkdni. Experimentalni studie,
dospél k zavérim:

I. Doporuduji prici k obhajobé podle § 47 VS zikona 111/98 Sb

II. MUDr Fremuth prokazal tviiréi schopnost

III. Price spliiuje pozadavky kladené na disertaci v oboru pediatrie

Praha 18.5.2011 doc.MUDr Jozef Hoza, CSc
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