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Oponentsky posudek disertaéni prace Mgr. Ladislava KUCHARE ,,Tandem mass

spg@;trometry of sphingolipids with application for metabolic studies of sfingolipidoses*

Diggrtaénf prace Mgr. Ladislava Kuchafe se =zabyvd velmi vyznamnou védeckou
problematikou. Jednd se o vyuZit! hmotnostni spektrometrie (MS) jako nastroje pro vyzkum a
diagnostiku metabolickych poruch a chorob, které z nich vychézeji. Konkrétng vyuZiti této
metédy pro kvalitativni a kvantitativni analysy sfingolipid(i (SFL) pro vyzkum a diagnostiku
cherob metabolismu lipidd, Pro zavedeni metody hmotnostni spektrometrie pro tyto téely
mugel kolega Kuchaf nejdifve piipravit lipidn{ hmotnostné znagené standardy a optimalizovat
a validovat metodu hmotnostn{ analysy pro jejich stanoveni. Pro synthesu bylo uZito zejména
semienzymove synthesy, za pouZiti imobilizovaného enzymu lipidnich substritl, sfingolipid
ceraﬁﬂd N-deacetylasy. Vyvinuté metody pro stanoveni pfipravenych standard pak byly
pouZity pro kvantitativod stanoveni sfingolipidd v tkdnich (napf. v pitevnich vzorcich tkand),
lidskych bufikdch a modi pacientlt trpicich nekterymi z lysosomdlnich stfddavych
onemocnéni. Tato stanoveni pak vedla k ziskan{ unikétnich poznatkd, napf. prokézani zvySeni
toxického lyso-SFL v myokardu pacienta s Fabryho chorobou, potvrzeni specifické dlohy
apikdlniho polu placentalnich endothelif & vyuZiti hmotnostnich metod pro uréeni aktivit
lys_Qg.omélnich enzymil. Z vysledki price jednoznaéné vyplyvd, Ze v prib&hu vypracovavani
disertaCni prdce byla vyvinuta a zavedena 3Sirokd paleta metod, které jsou vhodné pro
sléﬁd;(:)vé,ni metabolismu sfingolipidfl za normélnich a pathologickych stavech lidskych jedinct,
a m@hou tak plispét k vysvétlenf molekuldrnich mechanism@ chorob metabolismu lipidd.
Ztohoto hlediska hodnotim piedklddanou disertatni price za vysoce vyznamnou studii,
esengidlni pro rozvoj diagnostiky a lé¢enf studovanych metabolickych chorob.

Z disertaCni prace je patrné, Ze disertant je kvalitnim pracovnikem, ktery se miZe
uplatnit v Fad€ laboratofi biochemického a biomedicinélniho vyzkumu. Z prace jasn& vyplyvé,

ze musel zvladnout Sirokou $kdlu metodik, které jsou nezbytné jak pro semi-synthesu a




charakterizaci lipidoich hmotnostné znadenych standardd a hmotnostn{ analysy téchto

slopéenin v biclogickém materidlu (biologickych vzorcich, které musely byt pro stanoveni

vhoedné& upraveny). Kladné cenfm komplexnf fefeni studované problematiky
| Vysledky disertatni prace Mgr. Ladislava Kuchare plné odpovidaji vytéenym ciliim a,

jak '.jsem jiZ zminila, jsou origindlni{ z¥ady hledisek. O tom sv&d&i jejich publikace v

renomovanych v&deckych Casopisech. Hodnoceni price m& usnadnila pravé tato skutenost;

vysledky ziskané pFi vypracovdni disertalni préce jiZ byly publikovdny ve formé G&tyf
casopiseckych publikaci ve v&deckych ¢asopisech s kvalitnim impaktovym faktorem (Rapid

Coﬁimun Mass Spectrom, IF 2.509, Am J Med Genet A, IF 2.304, Clin Chim Acta IF 2.850 a

Glycobiology IF 3.537), daldi price byla publikovdna jako kapitola vknize a dalif je

sougastn{ publikace - konsensu experti - v &asopise Chem Inherit Metab Dis. Vysledky prace

tedy pr0§1y naroénym recensnim fizenim v jednotlivych té€chto &asopisech (knize). Na &tyfech
pracich je kolega Kuchat prvnfm autorem. To ukazuje 1 jeho vysoky podil na uvedenych
publikacich. Vysledky prdce disertanta proto hodnotim velice vysoko.

" Disertatni prace Mgr. Ladislava Kuchate je jak po strdnce formélni tak i obsahové
velmi kvalitn® vypravena. Je psdna zpisobem, ktery povaZuji za vhodny pro doktorské
disertacni price, kdy vétSina vysledk jiZ byla publikovdna. Disertaéni préce je koncipovéna,
po uvodni teoretické Casti (23 stran), jako komentd¥ k publikovanym pracem (23 stran), a
zakonCena zavery prce (4 strany). PfiloZeny jsou pak separdty publikovanych vystupt. Je
pséﬁgt kvalitni angli€tinou, srozumitelné a ziskané vysledky jsou adekvdtng diskutovény.
Z di§.ertaéni price je patrné, Ze kandidit je kvalitng pfipraven pro védeckou prici ve
stﬁﬂgvané oblasti a bude, dle mého nazoru, platnym &lenem jakékoliv laboratofe, kde jsou
pouiivény metody hmoinostni analysy pro biochemické tdéely. Z celkového fefeni zvolené
problematiky je zcela evidentni, Ze nejen kandidat, Mgr. Ladislav Kuchaf, ale i $kolici
pragovisteé, kterého je &lenem, je t¥eba z hlediska kvality védecké price hodnotit velmi
vyseko.

K praci mdm nésledujici dotazy, které predklddim piedeviim jako podklad pro
diskusi:

1) Standardy pro hmotnosini analysy lipidnich metaboliti byly pfipraveny pomoci
imobilizované sfingolipid ceramid N-deacetylasy, a to s vysokou kvalitou ziskanych
sloudenin. VyuZiti takto imobilizovaného enzymu je tedy idedini pro semienzymové
synthesy studovanych sloucenin. Jaky je ndzor disertanta na otizku, zda by imobilizovany

enzym mohl byt vyuZit i pro kinetické studie.




2) V préci byly analyzovéany lidské tkdn& a modelové také lidské fibroblastické butiky. Jak

hodnotite validitu tohoto bunééného modelu ve srovndn{ se vzorky tkdni?

Zavkr:

Disertaénf prace Mgr. Ladislava KuchaFe je kvalitnf v&deckou praci. Dle mého nézoru
Védé@ké vysledky, které jiz také byly publikovany. Proto ji doporuduji k pfijeti k obhajobé.
Doporucuji rovnez, aby byl na zdklade uspé¥né obhajoby pfedloZené price Mgr. Ladislavu
Kughafovi udélen, dle § 47 Zdkona o vysokych Skoldch & 111/98 Sb., akademicky titul

doktor ve zkratce Ph.D. v oboru Biochemie a pathobiochemie.
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