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1. VSeobecna charakteristika

Predlozena dizertatni prace se zabyva méfenim difuznich parametri a extracelulami
koncentraci energetickych metaboliti a glutamatu u vybranych modelt patologickych stavii
(fokdlni hypoxie-ischemie, globalni hypoxie-ischemie, status epilepticus) u laboratorniho

potkana, u kterych lze predpokladat vyrazné zmény ve velikosti extraceluldrniho prostoru. Téma
prace je velmi aktudlni a rozhodné rozviji poznatky a samotny obor neurovédy. Do vysledkové
Casti jsou vhodné vlozeny 3 prdce autora publikované v renomovanych éasopisech s impakt
Saktorem (Neuroscience Letters, Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism, Experimental
Neurology). Pro studium extracelularniho prostoru a diftiznich parametrd mozkové tkané byly
pouzity moderni metody zaloZené na pouZiti iontové selektivnich mikroelektrod a difizné vaZzené
magnetické rezonance, které tym Skolitelského pracovisté rutinné pouzivad. Vysledkem prace je
detailni ¢asovy popis zmén jak extracelularniho prostoru, difiznich parametri, ale i koncentraci
vyznamnych latek (glutamat, glukéza, laktat, pyruvat) v pribéhu a tésn& po mozkové hypoxii-
ischemii a epileptickém statu vyvoldvanym pilokarpinem u anestezovanych laboratomich
potkand dospélého véku.

Formélné ma prace formu klasické disertaéni prace se vSemi naleZitostmi: uvodem, popisem
souCasného stavu problematiky, definovanim cild prace, metodikou, vysledky, diskuzi, zavérem,
pouZitymi literdrnimi prameny a seznamem publikaci autora. Prace obsahuje 101 stran textu, 11
obrazku, 1 tabulku a 3 kopie primarnich publikaci autora.

2. Hodnoceni price

Prace potvrzuje dobrou orientaci autora v problematice extracelularniho prostoru mozku a
jeho zmén, mé prehledné usporadani a objemové i Gasové rozsahly pichled literatury. PouZita
metodika prdce je plné relevantni, autor velmi dobfe vyuZil stdvajicich metod, které tym
Skolitelského pracovi§té rutinné pouzivd. Vysledky jsou uvadény velmi stifzlivé, také graficka
dokumentace je velmi hezky a piehledné uspoiadana. Prdce je svou tématikou i zvolenymi
postupy velmi p¥inosnd, protoZe popisuje procesy, které vyznamné zasahuji do patofyziologie
vySe uvedenych patologii.

Jak jsem jiZz uvedl prace se zabyva tfemi experimentalnimi modely patologickych stavii a
pravdépodobné z tohoto ditvodu je tivod i diskuze k jednotlivym patologiim velmi chuda. Osobné
bych doporucil zamé¥it se na jednu patologii, protoZe takto nehomogenni skupina (fokdni
ischemie-hypoxie, globalni hypoxie ischemie, status epilepticus) méa fadu rozdilnych



patofyziologickych mechanismd, které pak nelze snadno diskutovat dokonce ani z hlediska
extracelularniho prostoru. Vzhledem k mé odborné specializaci tzn. experimentalni epileptologie
se dale zaméfim piedeviim na pilokarpinem vyvolany status epilepticus. Autor se zabyva
extracelularnim prostorem (ECS) a pfipadnymi vlivy na zménu koncentrace latek v ECS. Proto
velmi postraddm v vvodu popis udriovdni transmembrdnového gradientu CI v mozku a
dysbalanci v prib&hu SE, které mohou vést podle moderni teorie az ke ztrat¢ GABA inhibice.
Autor pouzil pro vyvolani epileptické aktivity &i jak uvadi epileptického statu u potkana
anestezovaného uretanem (1.2 g/kg ip.) cholinergné pusobici pilokarpin vjedné davece
(300mg/kg i.p.). Nicméné erigindlni citovand studie Stringerové (Stringer et al. 1994) popisuje
aplikaci 2 davek (300mg/kg i.p.) a epilepticka aktivita se objevovala 15-20 minut po druh¢ davee
tj. po 75 az 80min. po prvni ddvce. Ve zmifované studii jsou také sniméany pouze lokalni
potencialy pole (FP) z hipokampovych poli bez neokortexu, coz mé nuti se podrobnéji zamyslet
nad vysledky autora s ,epileptickym statem®. Po podani pilokarpinu dochézi elektrograficky
k rozvoji theta aktivity v hipokampu, ktera je nasledovana vysokovoltaznimi vyboji, které se jiz
mohou §ifit do neocortexu. Nasleduje obdobi rekurentnich zachvati limbického ptivodu, které
nasledné pfechézeji ve status epilepticus (SE). Proto mne ve vysledcich velmi piekvapil obrazek
8 a 9 kde neni mozné snadno rozpoznat fazi rekurentnich zdchvatit a epileptického statu. Take
zdznam aktivity extraceluldrniho drasliku md velmi neobvykly tvar tj. ostré homole s maximem
v mist¢ nejvy$s8i amplitudy FP. Piedpokladal bych, Ze draslik bude strmé rist do rozvoje
epileptického statu kde dosdhne svého maxima a nastane plateau trvajici po dobu trvani SE, tak
jak je to zndmo u jinych modelf a in vitro experimentil. Tyto diskrepance samoziejmé mohou byt
vysvétleny pouZitou anestezii apod. Nicméné naprosto piekvapivé jsou pro mne vysledky DW
MRI respektive uvedené ukézkové snimky obr. 10, na kterych je viditelné sniZeny ADCw
v neocortexu, ale minimdlni zména v hippokampu. Toto povazuji za velmi vyznamné a tento
regionaln{ rozdil by zaslouzil vysvétleni pomoci pfimého méfeni objemové frakce ECS pomoci
TMA.

Po formalni strAnce nemam k praci zadné zdsadni pfipominky, drobné pieklepy, jako napf. na
str. 51 (um™™?) & str. 74 (zdchvatu ma byt statu) jsou pomémé vzécné a nikterak nesnizujf jinak
velmi kvalimi zpracovani. Doporu¢il bych jen vice pracovat spublikacemi vysledki
z humdnnich studii, protoze DW MRI je ¢asto pouzivana diagnostickd metoda i v periiktalnim
obdobi.

Pro obhajobu mam nasledujici dotazy:

e Jak jsem jiz uvedl diive, domnivam se, Zze v praci chybi jak obecny popis tak piipadna
diskuze o roli iontl chléru a jeho piesunech v pribéhu epileptického statu. Mohl byste
prosim popsat jakymi mechanismy se udrzuje gradient ClI" na membrané? Mohl byste
prosim vysvétlit co to je reverzni potencial a jak pifpadnad zména distribuce CI" v priibé¢hu
epileptického statu ovlivni u¢inek GABA vazici se na GABA4 receptor?

e MizZete prosim vysvétlit co to je paroxysmélni depolarizaéni posun (paroxysmal
depolarization shift) ?



e U ,epileptického statu® popisujete zvySeni extarcelularni koncentrace glukdzy méfené
pomoci mikrodialyzy. VaSe vysvétleni pomoci zmenseni extracelulamiho prostoru je sice
logicke a pravdépodobné, ale jen jedno z mnoha a jsem pfesvéd&en, Ze jste si toho védom,
nicméné zadné daldi neuvadite. Muzete tedy prosim vysvétlit jaky je naptiklad vliv
aktivace muskarinich receptorii na glykogenolyzu?

¢ Méfeni ADCw pomoci DW MRI u pilokarpinem vyvolaného ,epileptického statu®
ukazuje signifikantni snizeni v neokortexu. Vzhledem k tomu, Z¢ pilokarpin vyvolava
predevSim limbické zachvaty se sekundarni generalizaci, bych ofekéval nejvétsi zmény
v hippokampu. Nicméné z uvedenych piikladi se zd4, Zze zde k dramatickému poklesu
nedochézi. Miizete prosim, pokud je to technicky moZné, uvést data pro hipokampus a
pfipadné okomentovat tyto vyznamné regionalni rozdily?

e Cim si vysvétlujete tvar koncentrace extracelularniho drasliku?

3. Zaver:

Ptes uvedené piipominky je nutné konstatovat, ze predlozena dizertadni prdce je kvalitni a
spliiuje viechny podminky stanovené zdikonem. Sledované cile byly splnény. Prace prokazuje
piedpoklady autora k samostatné tviréi védecké praci, jednoznaéné doporuduji k obhajobé a

v piipadé aspésného obhajeni udéleni titulu ,,PhD* za jménem.

V Praze dne 26.6.2009 s pozdravem
MUDr.Jakub Otahal ,PhD.
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