OPONENTSKY POSUDEK
disertacni prace Ing. Jifiho Kuka¢ky
Identifikace a stanoveni metaloproteinu a metaloproteinaz v experimentalnich
modelech a v souborech pacientu

Oponovana prace vznikla s podporou grantového projektu IGA MZ CR NR 8793-
3/2006 a grantt GAUK 45/2001/C a 48/2003/C. Uz z toho se da usuzovat na aktualnost
feSeného tématu. Autor se v prvni ¢asti disertace zabyval stanovenim vybranych proteind,
metaloproteinaz a metalothioneinu a jejich ovlivnénim v srde¢nim svalu potkant. V dalsi asti
prace se vytkl za cil zavést metodiku pro identifikace vybranych metaloproteinaz a
metalothioneinu v biologickych tekutinach a nasledné stanovit jejich koncentrace u pacientt
s dyslipidémiemi a traumatickym poskozenim mozku. Jednoticim prvkem prace je
stanovovani n€kterych metaloproteinaz a metalothioneinu jak v tkanich, tak v krevnim séru.

Prace ma 150 stran textu a 17 stran pfiloh, dokladajicich publikacni a pfednaskovou
aktivitu autora. Disertace je psana s obvyklym c¢lenénim a jednoznatné vytyCenymi cili.
Tretinu prace tvofi uvod do problematiky metaloproteini a metaloproteinaz. Autor se zaméfil
na metaloproteiny se zinkem a matrixové metaloproteinazy a jejich inhibitory. Nejprve popsal
jejich slozeni a klasifikaci, potom charakterizoval doposud znamé fyziologické funkce a
nasledné se vénoval jejich podilu pfi rozvoji vybranych patologickych stavi predevsim s
ohledem na cile predkladané disertace. Cela kapitola je psana prehledné, Ctenafi umozni
velmi dobrou orientaci v rozvijejici se oblasti biochemie a je doplnéna velkym mnoZstvim
citaci nejen pro danou problematiku zakladnich, ale i té&ch recentnich (celkovy pocet citaci je
317).

V kapitole Metody (14 stran) jsou uvedeny vSechny podstatné idaje o souborech zvifat
a experimentalnich podminkach vCetné davkovani pouzitych farmak. Podobné jsou vcelku
dostatecné charakterizovany soubory pacienti a zvolena kritéria pro jejich zafazeni do
jednotlivych experimentalnich skupin. Nechybi ani nezbytné vyjadieni etické komise.
Pfiprava vzorki, pouzité metody stanoveni i zplsob statistického zpracovani jsou popsany
vyhovujicim zpiisobem, ¢ast metod pouzitych pro charakterizaci remodalace myokardu ma na
pracovisti tradici.

Vysledkova ¢ast (26 stran) je Clenéna do oddili s ohledem na jednotlivé cile prace
(experimenty na zvifatech, vySetfeni pacienti) svelmi dobrou a pelivé zpracovanou
dokumentaci, pouzita statisticka hodnoceni odpovidaji charakteru posuzovanych souboru.
V pokusech zaméfenych na sledovani proteini extracelularni matrix v srdci potkand
ovlivnénych hypoxii ¢i amfetaminem byl podrobnéji studovéan zakladni protein extracelularni
matrix — kolagen, a to jak prostiednictvim stanoveni 4-hydroxyprolinu, tak mnozstvim
exprimované mRNA pro prokolagen o, (z kolagenu typu I) a prokolagen a (z kolagenu typu
II), nejbéznéji se vyskytujicich kolageni. Zavedené metodiky stanoveni metaloproteinaz
(MPP-2, 3 a 9) a metalothioninu byly vyuzity s cilem posoudit jejich vhodnost jako dalsich
parametri pro posuzovani prognézy a monitorovani Usp&Snosti 1éEebnych zasahi u tak
zavaznych onemocnéni jako jsou kardiomyopatie, ISCH, dyslipidémie, & traumaticka
poSkozeni mozku. Autor prokazal, ze metaloproteinazy se podileji vyznamné na remodelaci
srdeCni svaloviny za hypoxickych stavii a podani jejich inhibitoru ze skupiny chelatort zinku
se projevi méné vyraznymi zménami. Podobné i podani hypolipidemik sniZilo koncentraci
cirkulujici MPP-9.

V diskusi (19 stran), Clenéné analogicky jako vysledkova Cast, student prokazal, Ze
dokaze ziskané udaje zhodnotit, posoudit v souvislosti s literarnimi udaji a zformulovat
zavéry. Bezprostfednim vystupem disertace, ktery by se dal vyuzit v klinické praxi, je
stanoveni koncentraci nékterych metaloproteinaz v séru pacientd s dyslipidémiemi



k posouzeni efektu hypolipidemické 1éEby a stanoveni MPP a metalothioneinu jako

prognostického markeru u traumatickych poskozeni mozku.

Cela disertace je psana piehledn€, srozumitelné s malym poctem pieklept. Z prilohy je
patrna znacna publikaéni a prednaskova aktivita studenta, a to nejen v oblasti bezprostiedné
souvisejici s obhajovanym tématem. Pozitivem jsou bezesporu 3 publikace s impact faktorem,
kde je ing. Kukacka prvnim autorem.

K autorovi mam tyto dotazy:

1) Chronicka tfitydenni hypoxie a podani samotného batimastatu vyvolalo na prvni pohled
analogické zmény v koncentracich ve frakci kontraktilnich proteini a nerozpustnych
proteini ECM. Mate pro to néjaké vysvétleni?

2) U pacientt s dyslipidémiemi byl dost podstatny rozdil (vcelku logicky) v primérném veku
muzt (41 let) a Zen (62 let). Jaké byl primérny vék muzi a zen ve skupiné kontrol?

3) Jak perspektivni se z Vaseho pohledu jevi zavedeni stanoveni koncentraci metalothioneinu
do praxe?

Zavér: :
Oponovana prace ing. Jiftho Kukacky spliiuje pozadavky kladené na disertacni praci.
Doporucuji ji proto pfijmout a uchazeci i s ohledem na jeho publikacni aktivitu po splnéni
zakonnych nalezitosti udélit titul Ph.D.

24.1.2008 doc. MUDr. Alena Stoklasova, CSc.
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