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Oponentsky posudek na disertaéni prici v doktorském studijnim programu anatomie,
histologie a embryologie MUDr. Petra Hijka:

_Histochemické zmény po Géinku vysoce toxickych inhibitorii cholinesterdz ve vybranych
¢istech centralni a periferni nervové soustavy.“ Univerzita Karlova v Praze, Lékaiska fakulta
Hradec Kralové.

Zakladni identifikaéni idaje

PiedloZena disertaéni prace MUDr. Petra Hajka ma celkem 117 stran a je standardné
rozdélena do 8 kapitol: Uvod (1 strana), Literamni piehled (41 stran), Cile prace (2 strany), Material
a metodika (8 stran), Vysledky (25 stran), Diskuze (11 stran), Zavéry (2 strany), PouZita literatura
(14 stran).

Textovy &ast obsahuje 17 tabulek a 4 grafy. Obrazovou dokumentaci tvoii 18 mikro a
makrofotografii velmi dobré kvality. Dokumentace je rozsahla a kvalitni.

Aktuilnost FeSeného tématu

Autor se zabyva studiem zmén aktivity nékterych enzymi po pouZiti nervove paralytickych
Jatek a po Géineich latek pouzivanych k 16€bé i profylaxi otrav nervove paralytickymi latkami.

Tato tématika se stava v posledni dobg stale aktudin&jsi vzhledem k jejich pouZiti v riznych
vojenskych konfliktech nebo pii teroristickych ttocich. Toto téma je tedy aktualni nejen z hlediska
histochemickgho, ale i klinického resp. toxikologického, pondvadz by vysledky prace mohly pfispét
k vyvoji co nejicinngjiho antidota s vyuZitim pro 1é€bu i profylaxi otrav nervove paralytickymi
latkami.

Stru¢nd charakteristika jednotlivich kapitol

V @ivodu autor struéné definuje pojem nervové paralytické latky (NPL) a jejich iinky na
metabolismus acetylcholinu. Konstatuje, Ze atkoliv jsou NPL znamy jiZ vice jak 70 let a take
pouZivany, nebylo dosud dosaZeno uspokojivych vysledki ve vyvoj antidota.

Dale pak struéné charakterizuje obsah disertaéni prace a zdivodiiuje pouZiti vlastni vyvinuté
metodiky kvantitativniho hodnoceni histochemickych nalezix.

Literdarni piehled je velmi obsdhly (tém&f polovina celé prace). Je rozdélen do 6
podkapitol. Velmi podrobn& popisuje metabolismus, funkei a lokalizaci acetylcholinu v organismu,
Zv]asts v CNS; lokalizaci a funkei acetylcholinesterdazy (ACHE), butyrylcholiesterazy,
cholinacetyltransferazy i ostatnich enzymi majicich vztah k NPL.

V dalgich podkapitolach se zabyvad problematikou organofosfati (OF) (organofosforovych
inhibitort choliesteraz). Ty neji&inn&jii se pouZivaji jako bojové chemické latky s oznaenim NPL.
Poukazuje na fakt, ¢ se ndkteré OF pouZivaji jako pesticidy. Dale pak vysvétluje dlohu
reaktivatort, které jsou schopny obnovit aktivitu ACHE.

Pomémé velkou pozomost autor vénuje problematice patofyziologie otravy organofosfaty a
souvisejicich histopatologickych a histochemickych zmén. Zabyva se i vlivem heterogenity
mozkovych jader a s tim souvisejici heterogenitou u&inku OF i reaktivatort.

V podkapitole ,, Toxikologické a klinické aspekty* autor vysvétluje pojmy toxickd latka, stfedni
letilni koncentrace, stiedni letdlni davka s dodatkem které davky se podévaji v experimentech,
zji¥tujici G¢inek OF. Velmi podrobn& pak popisuje problematiku akutni a chronické otravy OF
véemns klinickych priznaki. Zavér této podkapitoly je vénovan diagnostice otrav, terapii a profylaxi.
Autor se kratce zabyva i moZnostmi vyuziti inhibitori cholinesteraz v 1é€b& Alzheimerovy choroby,
vaskularni demence, demence pH Downové syndromu, demence s Lewyho ®@lisky a také vyuZitim
parasympatomimetickych G&inkd pfi 1é¢be glaukomu.

V podkapitole ,,Laboratorni metody pritkazu aktivity ACHE® se autor zabyvd pomémge podrobné
popisem histochemického pritkazu ACHE znamymi metodami (Koelle-Friedenwald) a zejména
Karnovsky-Roots, déle imunohistochemickym a biochemickym prikazem detekce aktivity ACHE.
ZvIastni pozornost pak vénuje problematice kvantifikace aktivity enzymu v mikroskopickych




preparatech. Popisuje vyvoj metodiky wvantifikace od semikvantitativaibo hodnoceni ve stupnich
nebo , kif¥cich® a% po moderni metodiku, kterd byla umoznéna konstrukci mikro¢ipl a digitalizace.
Kriticky hodnoti i moZné dskali metod kvantitativniho hodnoceni. Na zaklad® prostudovani praci
renomovanych autori pak dovozuje, Ze je mozZné provést seriézni kvantitativni hodnoceni aktivity
ACHE v mozku i posouzeni toxického efektu.

V dal§i podkapitole ,.Experimentalni poznatky™ se zabyvé tlohou potkana jako modelu pro otravu
OF a problematikou somanu, jakoZto nejticinngjsi NPL. Celou rozsahlou kapitolu literdrniho
prehledu pak uzaviraji podkapitoly tykajici se pouZitelnosti antidota. Nakonec autor uvadi néktere
dal%i dosud nezodpovézené otazky napf. otravy stereoizomery OF, vstup OF do organizmu rliznymi
cestami a problematiku dlouhodobé expozice nizkymi davkami OF. Z t&hto udajii autor vychazi pii
stanovene¢ cilll prace.

Cilem prace je a) vypracovat vlastni metodiku kvantitativntho stanoveni ACHE v CNS a
objektivizovat vysledky korelaci s biochemickym vySetfenim b) popsat a kvantitativaé vyhodnotit
zmény v aktivitd® ACHE po phsobeni zékladnich predstaviteld NPL na vybrand jadra pii akutni
otravé ¢) vyuzit metodu k ovéfeni profylaktického fi¢inku huperzinu A proti NPL d) pomoci
kvantitativni histochemic prokazat Gi€inek standardnich 1 vyvijenych antidot na reaktivaci ACHE
atakované tabunem v&etn& podrobného popisu inhibovanych mozkovych oblasti ¢) vySetfit aktivitu
ACHE v jadrech retikuldmi formace povaZovanych za soulast komplexu dychacich center
v oblongaté f) na zakladg reaktivace ACHE v riiznych tastech mozku se pokusit o vyvozeni zavéru
o priichodu reaktivatorti hematoencefalickou bariérou g) prostudovat udinek zminénych latek na
nervosvalové ploténky brénice.

V kapitole materidl a metodika autor velmi podrobné popisuje pokusnd zvifata, podminky
jejich chovu, pouzité chemikalie, zpusob experimentalni intoxikace a histologicke zpracovani
tkafovych vzorkt. Histochemické vySetteni ACHE bylo provadéno metodou Karnovsky-Roots,
modifikovanou dle Lojdy. Detekce alkalické fosfatazy (AP) byla provadéna metodou dle Lojdy.
Referencni fezy byly obarveny hematoxylinem-eosinem.

Hodnoceni preparatd bylo provadéno v OM Olympus s kamerovym systémem napojenym na
potitat. Kvantifikace aktivity ACHE byla provadéna digitalni analyzou obrazu.

Statistické hodnoceni bylo provadéno rovnéZz velmi peclive. Metodiku si autor ovéfil na mozku
zdravého potkana. Proved! rovnéZ korelaci s biochemickym vySetfenim. Celkové mozZno uvést, Ze
kapitola materi4l a metodika je zpracovana velmi pedlivé do nejmensich podrobnosti.

Kapitola Vysledky je druhou nejrozsahlejsi &asti prace. Je rozd@lena jeSté do dalSich 9
podkapitol. Za nejvyznamn&j§i vysledky poklada nasledujici:

a) Byla vypracovana metoda kvantitativni histochemie vhodnéd pro posouzeni U¢inku NPL na
nervovy systém, Uéinku antidot a profylaktickych latek proti NPL. Tato metoda korelovala se
standardnim biochemickym stanovenim ACHE v mozkové tkani a umoZnila posoudit
histochemické zmény in situ.

b) Bylo prokézéano, Ze stiedni letalni davky NPL snizuji aktivitu ACHE ve strukturach CNS a byly
nalezeny rozdily v inhibici aktivity ACHE mezi jednotlivymi NPL.

¢) Profylaktické vyuZiti huperzinu A bylo nejvyhodn&jii pfi intoxikaci G latkami (tabun, serin,
cyklosin, soman), pfi intoxikaci RUX je tento efekt slabii nebo Zadny.

d) Byl prokézan reaktivatni uginek obidoximu pfi otrave tabunem. Slabsi u&inek vykazovaly
nov&j§i oximy (H1 — 6). Latka KO48 vykazovala slaby nebo Zadny reaktiva¢ni tginek.

e) pHi otravé NPL dodlo k poklesu aktivity ACHE v branici a i zde byl prokézan piiznivy ucinek
huperzinu A pfi otravé somanem a obidoximu pii otravé tabunem.

Uvedené vysledky verifikované kvantitativnim vySetfenim budou mit vyznam pro 1écbu otrav NPL.
Ziskané nalezy pak autor v kapitole diskuze srovnava a konfrontuje s recentnimi nalezy autord
zabyvajicich se obdobnou tématikou.



Piipominky oponenta

K praci médm pfipominky spise formalni.
1) Domnivam se, Ze by autor nemusel podrobné rozepisovat histochemické metody pritkazu ACHE,
nebof ty jsou jiZ vieobecn& znamé jiz vice jak 35 let.
2) Autor sd&luje, Ze optickd denzita zdvisi mimo jiné na tloust'ce preparatu. Jakym zplsobem byla
zméfena?
3) P korelaci kvantitativai histochemie ACHE a biochemické metody byly problémy v oblasti, kde
je aktivita ACHE nejvyssi (bazélni ganglia), coZ autor vysvétlnje vétsi tloudtkou fezu. Nebylo tedy
moZné pouZit tenéi fezy?

ZAvéreéné hodnoceni

Doktorské disertadni prace MUDr. Petra Héjka je zdafild a v soudasné dobg, vzhledem
k narfistajicimu terorizmu a mnoZstvi lokélnich konfliktd, kdy je moZno potitat s pouZitim NPL
velmi aktualni. Vysledky jeho price maji vyznam nejen pro 1éCbu otrav NPL, ale i pro 1é€bu napf.
Alzheimerovy choroby. Ocefiuji rovnéz autorovu spotupraci s Katedrou toxikologie Fakulty
vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralove.

Price je psana dobrou &edtinou, pieklepy jsem témef nenaSel (prosim jen aby autor
nepouZival termin nadledvinky — str. 29).

MnoZstvi prostudované literatury (178 poloZek v seznamu pouZité literatury) svédei o tom,
e autor zvladl nejen studovanou problematiku a metodiku, ale i hodnoceni obsahlych nalezd.
Dokumentace je velmi dobré kvality. Autor pouzil adekvatni histochemické metody a postupy,
v&em? objektivizace v¥sledk pomoci modernich kvantitativnich metod a statistického hodnoceni
vysledki.

Moje pripominky nikterak nesnizuji hodnotu disertalni prace.

Zavér: Price spliluje podminky § 47 zikona o vysokych Skolich 111/1998 Sb. a prote
doporutuji, aby po tisp&né obhajobé byl MUDr. Petru Hijkovi udélen titnl Ph.D.

V Olomouci 22.05. 2008 Prof., MUDr. Vaclav Lichnovsky, DrSc.



