Oponentsky posudek na dizertaéni praci ,,Vliv inzulinu a glykémie na oxida¢ni stres*
MUDr Michala ZOURKA.

PfedloZena disertani prace obsahuje 103 stran, rozdélenych do 5 kapitol: uvod, prehled
dosavadnich znalosti, méfeni inzulinové sensitivity, zvifeci modely, cile prace, déle 5 ptiloh,
piehledu pouzité literatury a seznamu publikaci a pfednasek autora. Prehled pouzité literatury
je zaloZen na 197 citacich. Dale je soucasti pfedlozené disertacni prace seznam pouzitych
zkratek, podékovani a prehledny obsah.

V kratkém uvodu uvadi autor divody pro vybér feSeného problému a strukturu predlozené
prace.

V nejrozsahlejsi kapitole 2- piehled dosavadnich znalosti (str. 7-34) autor podrobné probira
soucasné znalosti o metabolickych tc¢incich inzulinu a o oxida¢nim stresu. Zejména piehled
tkanove specifickych knockout modelt pfi popisu riznorodych efektli inzulinu, véetné
vykladu inzulinoresistence v beta buiikéach a jeji roli pii vzniku dysfunkce beta bun€k, ptisobi
noveé a originalné a patii k nadprimérnym &astem préace. Cést disertace vénovana oxidaénimu
stresu, resp. intracelularni fysiologii a patofysiologii oxidoredukénich pochodi se zvla§tnim
zamé&fenim na roli oxidu dusnatého a superoxidu prokazuje nejenom hluboké znalosti MUDr
Zourka ale i schopnost je aplikovat v patogeneze inzulinoresistence, DM typu 2 a
experimentovat v této oblasti. V 3. kapitole vénované méfeni inzulinové sensitivity autor
podrobné popisuje jednotlivé clampové techniky, to je hyperinzulinovy euglykemicky,
hyperinzulinovy isoglykemicky, hyperglykemicky a hypoglykemicky clamp, jejich provedeni
i vyhodnocovani. Dobie zde dokumentuje praktickou zazitost téchto naro¢nych klinicko-
experimentélnich technik.

Vlastni prace ( kapitola 5) je postavena na vyuziti clampové techniky u laboratornich potkanti
v modifikaci originalniho postupu zavedeného KlimeSem v SAV. Autor pomoci této unikétni
metody fesi nékteré otazky vzniklé na jednotkach intensivni metabolické a kardialni péce. Jde
zejména o otazku, zda exogenni infuze inzulinu je schopna upravit parametry oxida¢niho
stresu béhem hyperglykémie a inzulinoresistence doprovazejici kriticky stav a tim ovlivnit
morbiditu, resp. mortalitu téchto nemocnych. Experimentalni skupinu tvofilo 40 laboratornich
potkant (20 z kmene Wistar, slouzicich jako kontroly s normalnim metabolismem, 20 z
kmene hHTG s metabolickym syndromem s inzulinovou resistenci, hypertenzi a
hypertrigyceridémii), u kterych byl proveden clamp. Podrobné uspotfadani experimentl je v
této kapitole nejen popsano, ale i graficky zndzornéno. Vzhledem k neparametrickému
rozloZeni naméfenych experimentalnich dat byl ke statistickému hodnoceni vyuzit
Wilcoxoniv test pro parové veli¢iny a Mann-Whitney test pro neparové veli¢iny.

Autor zjistil jiZ za basalnich podminek signifikantné zvy$enou aktivitu antioxida¢niho
systému ve vazb&é na metabolicky syndrom s hyperinzulinemii. Tuto situaci autor vysvétluje
vy$8i produkei reaktivni formy kysliku doprovazejici metabolicky syndrom. Rovnéz pomér
mezi redukovanou a oxidovanou formou glutationu byl u potkant kmene hHTG zvySeny.
Bé&hem infuze s inzulinem autor zjistil zvy$eni poméru ve srovnani s basalnimi hodnotami,
infuse zabranila i poklesu poméru mezi redukovanym a oxidovanym glutationem navozeny
hyperglykémii. Velmi dtlezitym piinosem ziskanych dat je i ziskani dalSich argumenti, Ze
vyse popsané efekty jsou dany piedevsim inzulinem per se, a ne sekundarn€ normoglykémii.
Dosazené vysledky autor diskutuje na urovni intracelularnich molekularné biologickych déju.
Zejména role oxidu dusnatého v t&chto d&jich se zda byt komplexnéjsi, nez se bézn¢ uvadi.
Vysledky napomahaji vysvétlit ptiznivé klinické zkuSenosti s vyuzitim inzulinu v péci o
kriticky nemocné. Pomahaji objasnit mechanismus tohoto u¢inku zejména prostiednictvim
schopnosti sniZit projevy intracelularniho oxida¢niho stresu. Vysledky v uz$im ¢i Sir§im



kontextu byly prezentovany formou pfednasky ¢i posteru 22krat, z toho 10krat je autor na
prvém misté. Ve formé publikaci byly vysledky uvedeny 7krat, z toho 4krat v anglickém
jazyce, prvym autorem je MUDr Zourek 2krat, vzdy s IF

K piedlozené praci mam nasledujici dotazy.

1) 75% citovanych zdrojii, o které se autor opira, bylo publikovano pred r. 2000, jsou tedy
star§i vice nez 9let, coZ je v rozporu s vysoce aktualnim tématem jeho experimentalni prace.
Jaké je vysvétleni?

2) Pravé posledni 1éta prinesla doklady o vyznamu poruch pulsniho charakteru sekrece
inzulinu pfi vzniku inzulinoresistence, pfi vzniku DM 2 béhem starnuti a pod. Autor se o
pulsni sekreci prakticky nikde nezmitiuje. Mohl by svoje nélezy komentovat z hlediska
pravdépodobnych poruch pulsni sekrece?

3) V souvislosti s hlavnimi nalezy autora tykajici se vlivu exogenni infuze inzulinu na
sledované parametry oxida¢niho stresu bych rad upozornil na experimentélni prace, ukazujici
na stimula¢ni vliv inzulinu na enzym NAD(P)H-oxidazu, ktera je povazovana za jeden z
nejvyznamngéjsich intracelularnich zdroji volnych kyslikovych radikald. Rovnéz je znamo, a
autor sam na tento fakt upozorfiuje, Ze inhibice tohoto enzymu v experimentu zabrani tvorbé
volnych kyslikovych radikali. Mohl by tyto literarni odkazy komentovat z hlediska svych
zkuSenosti ?

4) Je znamo, Ze u kriticky nemocnych se rozviji i low T 3 syndrom vyrazné prohlubujici
mimo jiné diabeticky charakter intracelularniho metabolismu, véetné sniZeni Gi¢innosti
inzulinu, alterace aerobniho metabolismu atd. Mohl by autor blize komentovat vztah
prakticky vzdy ptitomného low T3 syndromu u kriticky nemocnych, ale i u neuspokojivé
kompensovanych diabetiki ve vztahu k porucham oxidoredukénich intracelularnich pochodi
a k naleziim ziskanym ve svych experimentech.

Zavér:
Zavedenim modifikované metody clampu v experimentu autor vytvofil v Ceské republice
unikétni ptedpoklady pro systematické studium fady vysoce aktualnich otézek, souvisejicich s
etiopatogenezou vzniku inzulinoresistentnich stavii, véetné diabetu typu 2, i moZnosti jeho
1é¢by. Ve své disertacni praci dokumentoval u potkanii hHTG s metabolickym syndromem
inzulinoresistenci doprovazenou poruchami intracelularni oxidoredukéni fysiologie. Ziskal
fadu experimentélnich dat o pfiznivém vlivu exogenni infuze inzulinu na zjiStén¢ projevy
oxida¢niho stresu, které mu dovolily se i vyjadfit k mechanismu tohoto pifiznivého vlivu.
Velmi dilezity piinos je i ziskani dal$ich experimentalnich argumentd, Ze tento efekt je dan
predevsim inzulinem per se, neZ sekundarné udrzovanim normoglykémie. Vysledky umoziuji
racionaln&j$i vyuziti inzulinu v 1é¢bé kriticky nemocnych na jednotkéch intensivni péce.

Své vysledky prezentoval autor v ¢eském i zahrani¢nim pisemnictvi s pozadovanym IF.

Na zikladé vySe uvedeného hodnoceni piedloZené diserta¢ni prace doporucuji

udéleni hodnosti PhD.
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