Oponentsky posudek doktorské disertaéni prace MUDr. Martina Opocenského:

Uloha endotelinového systému v rozvoji hypertenze a hypertenzniho organového poskozeni u
Ren-2 transgennich potkanu.

PredloZena disertacni prace MUDr. Martina Opocenského byla vypracovana v Institutu klinické a
experimentalni mediciny v Praze. Byla vytvoiena na zakladé€ Sesti publikaci v kvalitnich impaktovanych
mezinarodnich ¢asopisech (mimo jiné Hypertension, IF=6.041), z nichz ve dvou ptipadech je Dr. Opocensky
1. autorem. Je jen Skoda, Ze kopie téchto ¢lankt nejsou soucasti vlastniho dila. Déle se doktorand autorsky
podilel na péti odbornych publikacich bez pfimého vztahu k tématu disertaéni prace.

Disertacni prace se zabyvad vyznamem neselektivni a selektivni farmakologické blokady
endotelinovych (ET) receptori (vlivem bosentanu a atrasentanu) na piezivani hypertenznich potkant a
ochranu jejich organi (srdce, ledvina) ptred poskozenim v disledku vysokého krevniho tlaku. Pro studium
této problematiky byl vybrani jako model transgennich potkani s inkorporovanym mysim Ren-2 reninovym
genem (TRG[mRen2]27), a to jak heterozygotni tak homozygotni jedinci. Jednalo se tedy o model
angiotenzin II-dependentni hypertenze. Inhibitory ET receptori byly podavany potkanim v dobé rozvoje
hypertenze, tj. ode dne odstavu (28. den) a déale od v obdobi, kdy jiz byla hypertenze plné vyvinuta (od 50.
dne).

Uvodni ¢ast tvoii literarni prehled (21 stran), ve kterém autor definuje zékladni pojmy studované
problematiky (mechanismy regulace krevniho tlaku, patofyziologie vzniku hypertenze, hypertenzni model
Ren-2 transgennich potkanti). Nasleduji 4 kapitoly (49 stran), které se zabyvaji feSenim dil¢ich cild prace a
vysledky (dokumentovany 22 grafy a obrazky). Ty jsou bodové shrnuty jesté v zavéru prace, na ktery navazuje
seznam pouzité literatury (192 citovanych zdroji). Struktura kapitol s vysledky je poné€kud atypicka, nebot
kopiruje strukturu odborného ¢lanku (kratky avod, ptehled pouzitych metodik, vysledky, diskuze). Nejsem si
jist, zda-li toto usporadani neni ponékud nestastné nebot mnoho informaci (predev§im metodické postupy,
ale i literarni nalezy) se opakuje. Domnivam se, Ze klasické ¢lenéni textu, tedy samostatné kapitoly metodik,
vysledka a diskuze, by praci vice neprospélo. Pfedevsim shrnujici diskuze by jisté 1épe podtrhla védecky
prinos studii, na kterych MUDr. Opocensky pracoval.

Kjednotlivym kapitolam diserta¢ni prace mam nasledujici konkrétni poznamky, pripominky a
dotazy.

Literarni pirehled:

Souhrnné Ize konstatovat, Ze tato kapitola tvofi obecny tvod do studované problematiky, byt nékteré
pasaze jsou prezentovany nepiesné nebo ne zcela srozumitelné€. Napt. nesouhlasil bych s tvrzenim, ze ,ETa
receptor je tvoreny G proteinem s navazanou fosfolipazou C ...“ (str.14). Pasdz na str. 10 dole, zabyvajici se
vazokonstrikénim resp. vazodilataénim ptisobenim renin -andiotenzinového systému se vice méné opakuje na
nasledujici strané (2. odstavec). Ziejmé zde doslo k chybé v praci s textem, podobné jako v ptipadé Obr. 1
(str. 6), ktery postrdda oznaceni. Str. 18, 2. odstavec zabyvajici se hladinou endotelinu u populace
hypertenznich Afroameri¢ant mi ptipadal velmi komplikovany a tézko pochopitelny.

Vysledky (Studie 1-4):

Pro vSechny vysledkové kapitoly je typické nejednoznacné oznaceni statickych vyznamnosti v
grafech. Legendy uvadéjici napt. ,P<0.05 proti neoznacenym kontrolam resp. vSem ostatnim kontroldm “, coz
je u nékterych graft zavadéjici (viz napt. obr. 5, str. 29 a jiné). Také se domnivam, Ze kombinace symbolt
vyznamnosti (¥, # a pod.) a ¢ar spojujici jednotlivé signifikantné odlisné skupiny je kontraproduktivni a
zhorsuje orientaci v grafech (viz obr. 17).

Ve vSech experimentalnich studiich byla histologicky vySetfovdna mira poSkozeni glomeruld, tzv.
glomeruloskléro6zni index (GSI). V kapitole 1 a 3 byla vyuzita semikvantitativni metoda stanovujici stupen
poskozeni 0-3 na 50 glomerulech. V pripadé kapitol 2 a 4 je popsana metoda hodnotici stupen poskozeni od
0-4 na 100 glomerulech. V tomto piipadé se jednalo o hodnoceni sklerotickych ploch. Cim se o ba postupy
stanoveni GSI od sebe odlisovaly? Je mozné tyto metody porovnavat?

Studie 1: Za forméalni chybu povazuji kombinovani ¢eskych a anglickych termind, které je typické
napr. pro oznacovani hypertenznich kmenu zvifat (napf. str. 34) .

Studie 2: Jak si vysvétlujete, Ze kontrolni potkani kmene HanSD, ktefi dostavali od 50. dne Zivota
vysokoslanou dietu, méli o cca 20 % vyssi relativni hmotnost srdce v porovnani se stejné starymi jedinci, ktefi
dostavali vysokoslanou dietu jiz od odstavu (29.den.; viz Studie 1)?

Studie 3: Nesrovnalosti ohledné hmotnosti srdci kmene HanSD jsou patrné i v této Casti, zde se
jednalo o témér o 50 % vyssi relativni hmotnost v porovnani se stejné designovanou Studii 1.

Na str. 58, obr. 19 ukazujete, Ze chronické podavani se lektivniho inhibitoru ET4 receptoru vyznamné
snizilo koncentraci ET-1 v levé komote srde¢ni heterozygotnich Ren-2 potkant v porovnani s kontrolnimi
HanSD potkany a to jak na normo- tak vysokoslané dieté. Mate pro to néjaké vysvétleni? Ovlivnilo by
chronické podavani atrasentanu také koncentraci ET -1 u HanSD potkana?



Studie 4: Na str. 68, obr. 21 uvadite hodnoty GSI, které jsou o Fad nizsi v porovnéni s predchozimi
méfenimi (Studie 1-3). Cim si to vysvétlujete?

Obecné dotazy:

1) Vpribéhu vasich experimenti byl méfen systolicky krevni tlak jednak pletysmograficky na ocase u
bdélych zvifata a dale na konci experimentd invazivné pfimym meéfenim v karotidé u potkant
anestetizovanych thiopentalem sodnym. Pozorovali jste vliv anest ézie na hodnoty krevni tlaku?
Odlisovaly se normotenzni a hypertenzni kmeny?

2) Jak u homozygotnich, tak heterozygotnich Ren-2 potkant doslo v disledku rozvoje hypertenze a
organového poskozeni ke zvySeni mortality. Jaké byly pri¢iny mortality? Lisili se homo- a
heterozygotni Ren-2 potkani?

Z pohledu oponenta je zietelné, ze vyzkumna prace MUDr. Martina Opocenského vedla k ziskani
dilezitych vysledkd, které byly publikovany v kvalitnich odbornych periodikach. Po formalni striance ma
prace nékteré nedostatky, nicméné odpovid4, dle mého nazoru, poZzadavkim kladenym na doktorskou
disertacni praci. Domnivdm se, ze disertace spliiuje kritéria stanovena zakonem, a proto ji doporucuji
prijmout k obhajobé a MUDr. Martinu Opocenskému udélit prislusny titul.

V Praze dne 18. 1. 2010
RNDr. Jan Neckar, Ph.D.



