Oponentsky posudek disertaéni prace ing. Jifiho Kukacky

"Identifikace a stanoveni metaloproteinii a metaloproteinaiz

v experimentalnich modelech a v souborech pacienti“

PtedloZena disertadni prace ma 150 stran, 15 tabulek, 12 grafti, 17 obrazki a 317
recentnich citaci. V pfiloze je citovano 9 praci v Casopisech simpakt faktorem
(Electrochimica Acta IF = 2,995, atd.), 13 praci vrecenzovanych Casopisech, dale jsou

uvedeny abstrakta, prehled prednasek a posterovych sdé€leni z Geskych a mezindrodnich
konferenci.

PreloZend disertaéni prace byla vypracovana na Ustavu klinjcké biochemie a
patobiochemie, Ustavu lékatské chemie a biochemie a Ustavu fyziologie 2. LF UK v Praze
ve spolupréaci s Univerzitou v Qulu.

PredloZend price je ucelenym dilem, které je prehledn& &lendno. V uvodni ¢asti
disertant popisuje vlastnosti metaloproteind a soustiedi se na proteiny obsahujici ve své
molekule zinek. Hlavni pozornost Je vénovadna matrixovym metaloproteinazdm, jejich
klasifikaci, substratové specifité a jejich vztahu k myokardu. Je popsan vliv MMP pii
ischemickém postizeni myokardu a té3 pri aterosklerotickych zméndch cév. Jsou uvedeny
soucasné moZnosti vyuziti MMP v klinicko-biochemické praxi.

V zavéru uvodni &asti je struéné zmingdna molekula metalothioneinu a jeho biologické
funkce. Bylo by vhodné popsat strukturu této molekuly a uvést jeho zakladni biochemické
charakteristiky

Cile prace jsou formulovany presn€ — analyza MMP a sledovani zmén srde¢niho svalu
u potkana ve dvou stavech — kratkodoba a dlouhodoba hypoxie a podani metamfetaminu,
zavedeni metodiky pro identifikaci MMP a metalothioneinu v biologickych materidlech a
Jejich stanoveni u dvou skupin pacientl — dyslipidémie a traumatické poskozeni mozku.

V metodické &asti disertant popisuje experimentilni modely hypoxie - podani
inhibitoru batimastat a amfetaminu. Jsou charakterizovany oba soubory pacientt
(dyslipidémie a traumatické poskozeni mozku). V ¢asti laboratorni metody jsou podrobng
popsany analytické postupy, které Jsou v praci pouzity — isolace srde&nich proteinu, stanoveni
4-hydroxyprolinu, elektroforéza kolagennich proteinti, hybridizace mRNA, zymografie
matrixovych metaloproteindz, kvantitativni stanoven] MMP-3, MMP-9 3 MMP-2,
elektrochemické stanoveni metalothioneinu. Jsou pouZity adekvatni statistické metody.

StéZejni ¢ast prace jsou vysledky a diskuse, kdy autor kriticky hodnot{ své vysledky
v kontextu sou¢asnych znalosti.

Nejprve jsou popsany zmény relativni hmotnosti srdce u Ctyfdenni hypoxie a zmény
sloZeni koncentrace nerozpustych a rozpustnych kolagennich proteint v pravé a levé komote
srdecni vEetné zmén koncentrace hydroxyprlinu v komorach srde¢nich. Dochdzi ke zméndm
aktivity srde¢nich MMP a mRNA pro prokolagen. Dale jsou uvedeny zmeny pti dlouhodobé
hypoxii a podani inhibitoru MMP batimastatu. Hypoxie zvysila aktivitu MMP 2 a MMP-9,
pfi podani batimastatu naopak Jejich aktivita je sni¥end az vymizeld. Metamfetamin zménil
kvantitativni sloZeni proteind pouze v levé komote a zvysil koncentraci metalothioneinu v
seru. Disertant popsal podil matrixovych metaloproteindz na remodelaci srde¢niho svalu
v ruznych experimentalnich podminkach.



U dyslipidemickych pacientd disertant nalezl vySsi koncentraci MMP-9, ktera pri
terapii hypolipidemiky se sniZila a uvadi, ¢ MMP-9 muJe slouzit jako marker Gsp&snosti
hyperlipidemické [é&by.

Pacienti s poSkozenim mozku maji zvysenou koncentrace metalothioneinu, coZ miZe
souviset s jeho neuroprotektivnim pusobenim. V textu je pfeklep na str. 97, kde ma byt
uvedeno ,, u skupiny I“ nikoliv II. MMP2 a MMP9 jsou zvySeny na pocatku hospitalizace
vice u pacientl se zdvazn&j§im postiZzenim pozdéji bez rozdilu

Diseratnt popisuje velmi vysoké hodnoty MMP u difuzniho axonilniho poranéni
mozku, avSak tato podskupina m4 jen tii pacienty a bude zajimavé sledovat tyto zmény na
vetsim souboru.

Pro stanoveni vyznamu MMP a metalothioneiny v klinické praxi bude nutné provést

dalsi vySetfeni navazujici na praci disertanta, ktery naznaé¢il moFné vyuZiti v 1ékarské praxi.

K dizertantu mam nésledujici dotazy ¢i komentate:

1/Jakeé proteiny se skryvajf pod oznadenim metabolické proteiny, kontraktilni proteiny,
rozpustne¢ a nerozpustné proteiny ECM ?

2/ Jak si vysvétlujete, Ze metamafetamin vedl ke zménam jen u levé komory srdeni?

3/ Jaka je mozna dostupnost a rychlost vysetfeni MMP a metalothioneinu v klinicko-
biochemické diagnostice ?

4/'V tabulce 3 popisujici MMP pfi patologickych a fyziologickych procesech by bylo
vhodnéjsi uvést nékde piesn&j$i odborné medicinské terminy neZ rakovina, gastricky vied
apod.

5/'V tabulce 12 je uveden signifikantni rozdil mezi skupinami. Jednd se o rozdil od
kontrol nebo od hodnot pied 1é&bou hypolipidemiky ?

6/ Sledovali jste vztah MMP p#i 1é¢be dyslipidemickych pacientd s dalsimi rizikovymi
faktory ateroskler6zy jako CRP(event. hs CRP), urikémie, glykémie ?

Zavérem lze hodnotit, Ze dizertace se zabyva aktualni problematikou zakladniho a
aplikovaného vyzkumu se vztahem ke klinické medicing jako je studium zmén extracelularni
matrix a metaloproteindz.

Na prici vysoce hodnotim zvladnuti nejen celé Sife laboratornich technik, ale téz
zvladnuti problematiky experimentalni i klinické studie. Prace pfinesla prioritni poznéni a jeji
Casti byly publikovany v ¢asopisech s impakt faktorem.

Na zaklad€ vyse uvedenych skute¢nosti 1ze konstatovat, Ze ing. Jiti Kukacka prokazal
schopnost samostatné védecké prace. Doporu¢uji proto, aby na zaklade uspesné obhajoby
doktorandské disertaéni prace mu byl udglen titul PhD.
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