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Oponentsky posudek na doktorskou prici
RNDr. Richarda Vitaska

Tema - Imunochemické detekee tkanového poskozeni

Doktorska prace RNDr. Vitaska je velmi dobie koncipovina s hiwi--;\a experimentalniho 1
moznosti vyuziti v klinické medicing. Z tohoto aspektu je prikladna a naznacujici smér
kterym by se dokt
Cilem prace bylo vybrat spolehlivé a pomerne dobie v klinice vvuzitelné z tkanoveého
poskozeni. vznikajici na podklade adikalu a jejich reaktivnich produktd.
Ke studin tkagoveho poskozeni hyly vyhrdny dva markery. Jako znak podatecniho poskozeni
thané reaktivnimi slouceninami byl vybran 3 —nitrotyrosin jako stabilni produkt pusobeni
kyseliny peroxydusité. Druhym v \l\r uym markerem byl elvkoprotein COMP (cartilage

ice vznikajici na I¢kaiskyveh fakultich mely vyvvijet.

oligomeric matrix protein) —oznacovany jiko lmmhmmm voiko nak pokrocilé [aze
(kdnoveého poskozeni. jmenavite chrupavky,
Prvni laze experimentalni price by la zamicicna na vyber spolehlivvel metodik. vhodnych i

pro pripadné rutinni pouziti v klinice. Pro marker 3-nitrotvrosin byvla piipravena viastni
monoklonalni protilatka s v vssialinitou nez u protilatky dostupné komeréné a poté vyvinuta
cithva a jednoducha metoda. kterau bylo moznd stanovit 3-nitrotyvrosin v dostatecné tedénych
sérech a tkdnovych extraktech pii koncentract bilkovin pod Tmoeml.

Pro pokrocilou fazi tkanove destrukee. konkétne chrupavky. bylv pripraveny viasini
monoklonalni protilatky proti ruznyim cpitoptim COMP. jeiich roztiidéni a vyber takovyeh,
které by umoznily merit hladinu COMP v elnich tekutinach inhibicni a sendvicovou
metodou.

K overovani lestu a metodik vhodnyeh pro detekei 3-nitrotvrosinu byly provedeny pokusy na
potkanich modelech (experimentalne indukovana pneumonic za podminek normoxie a
hyperoxie). elylloﬂwoq/w/\ makroligove linie RAW 264.7 mvsi . membrany ldskyeh

ervtroeytu jak mtaktnich. tak po 24 hodinoveé peroxidaci a konecne 1 sledovani koneentrace 3-
nitrotyrosinu v bunéenych bitkovinach jak rozpustiaveh. ik nerozpustnyeh béhem starnuti
mode ry$Sich rostlin (Nicotiana) a kvasinek (Sacharomycees cerevisiae),

P studiu vyznamu COMP pro klinick: Inost byl zkoumana vazba monoklonalnich
protilatck prot krvptickym fragmentuim 2 porovnanim sc zndmou primarni strukturou COMP
bylo zjisté estovanyceh protilitek se vaze na jinon doménu v jcho podjednotee.

Protoze bylo zjisteno, ze¢ mezi zZkowmanynn monol\’loml".’l'l-i |\|'r:'.ii.:ill\'umi neexistuje slérickd
kompetice. byla vy vinuta sendvicova imunoese). Na zaklade ko vypracované metody bylo
mozné uréit zakladni udaje tykajici se hladiny L(_)\/IP voséra bsyoovialnd tekutine hidi za
fyziologickych 1 patologickveh stavu ( revmatoidni artritida. osteoartroza).

Autor doktorske dizertacni price |\"0T<:': zal. z¢ se hladina 3-nitrotyrosinu v séru béhem 4
denni hypoxie signifikantn¢ zvysuje. ale hyperoxie u /d]d\\L|| p ikanu neméni hiadinu ant

obsah 3-nitrotyrosinu v plicni tkani. /Ll patologickyeh podminek (experimentalng

©anou pneumonte) brant h_\';.n;ru\; s zvvSovani koncentrace “w-l HIolyrosinu v séru |
plicni tkant a dokonce hladinu tohoto me ‘u tkdnoveho poskozeni v seru snizuje. Toto
pozorovani je vyvznamne i s hlediska nm:_l.cm:x‘l\'elm a naznacuje vyznam oxygenoterapie
nemocenyeh nejen 7 davodu chronicke plicni insuficience. ale 1 v akutni stavech, zejména u
tezkych plicnich zanctu.
Pozoruhodné je i zjisténi. ze pri fugocytdze erviroeytu makrolacovou linti bylo stanoveni 3-
nitrotyrosinu jednim z dukazu. zc :'c«:"'.'-u.;:.J vzplanuti je blok --rn:-fciich membranami.

nikoli obsahem. Pt studiu 3-nitrotyvrosing na modelu starmutd svasich rosthin a kvasinek




disertant prokazal, Ze pritomnost 3-nitrolyrosinu Gzee souvisi s procesem starnuti ( pi
poskozeni reaktivinimi dusikovymi slouceninami) a zjisteni. 7o

nastarnuti kvasinek se podili

reaktivni slou€eniny dusiku je prioritnim zjisénim. Ocenenihodny jo 1 vysledek prace tvkajici
se vyuziti inhibi¢ni a sendvicove FIA pro urcovani diferencialn® diagnostickych a
prognostickych markeru, konkretne hladin COMP v séru 1 synovialng tekuting u ruznych

artralgii a artropatij.

Doktorska prace RNDr Vvtaska je velmi precisné zpracoviana. po formalni strance zccla
vyhovuje. obsahem je podncind a obsahuje radu puvodnich metodickych i experimentalnich
vysledku. Je doplnéna osmi prilohami odpublikovanych studii v renomovanych Casopisech,
které dokumentuji akceptovatelnost vedeckyeh vysledku,

Zajimalo by mne, 7c
transplantacich organu jako jednoho z markeru mozncého odhojovani ?

A

V jakveh klinickyeh situacich se da uplatnit vySetfovani 3-nitrotvrosinu ?

a vysetieni 3-nitrotyrosinu v seru by bylo mozné vyuzit pii

Je mozndé vySetieni 3-nitroty rosiu vvuzit i jako markeru nedostatecného oxidativiniho
vzplanuti pfi bakterialnich infekeich !

K praci neméam zadné piipominky.Domnivam sc. ze vvuzitelnost metodik v predlozené
doktorské praci je mimoradne cennd pro klinickou praxi o priniasi i podnéty k dalsim studiim

exprimentalnim 1 khinickyni.
Doktorskou pract RNDr. Richarda Vitaska povazuji za velmi kvalimi. odpovidajici
pozadavkum na udeleni ttulu Ph.D. a komisi ji s timto posudkem doporuéujr.

V Praze 21.8.2006 prof. MUDr Terezie Fucikova, Drsc



