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Oponentsky posudek doktorské disertac¢ni prace: Mgr. Tomas Rousar
»Studium zmén antioxidacni rovnovihy v hepatocytech po pilisobeni
xenobiotiky in vitro*

PredloZend disertacni prace Mgr. Toméa%e Rousara je v rozsahu 115 stran, obsahuje 8
kapitol. Hlavnim cilem této disertalni prace bylo pfispét k zavedeni a optimalizaci
metody ke stanoveni glutathionu, kterd je lepSi ve srovnani se souasné zavedenymi
metodami. Kromé toho autor piehodnotil toxicitu po acetaminofenu v kultufe hepatocyti
s vyuZitim vyvinuté metody pro stanoveni glutathionu. Hepatotoxicita po acetaminofenu
je velmi dilleZita z hlediska pfedavkovéni a lécby v klinické toxikologii. Teoretickd Cast
obsahuje shrnuti nejnovéjsiho literdrntho piehledu o daném studijnim tématu. Pak
nasleduji hlavni cile této disertaini price, riizné experimentalni metody, vysledky a
nakonec je uvedena Cast diskusni a zdvéretnd, nisledovana 106 citacemi. Chtél bych
zdiraznit, Ze vlastni vysledky disertace byly publikovany ve formé 6 plvodnich praci v
odbornych védeckych Casopisech, a ve 3 piehlednych ¢lancich, z nichZ u dvou je uveden
Mgr. Tomas Rousar jako prvni autor. TakZze celkova jeho publikacni Cinnost piedstavuje
9 publikaci, dotatkem jsou je$té€ mnohé prezentace ve forme abstrakti.

Téma disertace je nanejvy$ aktualni; uvaZime-li, e zména antioxidacni rovnovahy
v busikach po plsobeni xenobiotika je velmi dileZitou oblasti. Napiiklad v&t3i nebo
dokonce niz8i ddvky acetaminofenu mohou vyvolat hepatotoxicitu a renalni toxicitu.
Uziti-spolykéni 15 g acetaminofenu miZe byt fatdlni a smrt je zapfi¢inéna véinou
hepatotoxicitou s centrilobularni nekrézou, spojenou s rendlni tubularni nekrézou.
Mimoto glutathion, ktery byl pe¢livé autorem zkouman, je nejhojnéjsim intracelularnim
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neproteinovym thiolem (tripeptid) a patf{ k nejmocné&j§im antioxidantim.

Cilem této disertadni prace bylo zavést a optimalizovat metodu ke stanoveni glutathionu,
ktera ve srovnani s existujicimi metodami by méla byti piesnéjsi, rychlejsi, citlivéjsi,
velmi dobte reprodukovatelnd a dokonce lacingj§i. Vedle vylep3eni analytické metody
pro stanoven{ glutathionu bylo provedeno hodnoceni dalstho mechanismu
paracetamolové toxicity.



K fefeni zadanych kol autor pouZil adekvatni metodické postupy odpovidajict
soutasnym pozadavkim, coZ velmi dobfe popsal na vice nezli 20 stranach.

K vysledkdm disertaéni préce.

Autor v  uvedenych experimentilnich podminkédch piispél k  vylepSeni
spektrofluorometrické metody pro stanoveni glutathionu, jeZ je zaloZena na méfeni
reakéniho produktu mezi O-ftalaldehydem a glutathionem ve srovnani k existujici HPLC
metodé, ktera se rutinné pouZiva. Autor usoudil, Ze optimalizovana glutathionova metoda
mé vysokou specifitu, citlivost, pfesnost a je srovnatelnd s metodou HPLC a pfi pouZiti
kultury hepatocytd je mén& narodna na &as. Autor objevil na davce zavisly pokles v
glutathionreduktizové aktivité jako funkei koncentrace acetaminofenu v hepatocytech
vlivem vytvofeného metabolitu acetaminofenu, ktery byl dosud povaZovén za nekodny.
To vede k pochopeni jiného mechanismu paracetaminofenové toxicity vedle tvorby
vysoce aktivniho a toxického metabolitu (N-acetyl-p-benzochinonimin), ktery se vytvafi
jen pti vySSich dévkach, aviak sniZeni glutathionreduktizy se objevuje pfi niZdich
davkach, coZ je pravé dileZity objev potencialni toxicity u acetaminofenu, ktery je
uveden v této praci.

Préace Mgr. Tomase Rousara je precizni a dobfe zdokumentovand. Kvalita této védecke
prace byla zdiraznéna autorovymi publikacemi

K piedloZené praci mam tyto nasledujici pfipominky a dotazy:

- Chemicka a toxikologicka charakterizace elektrofilni povahy reaktivnibo
metabolitu ma vest k vyvoji G&innych antidot (napf. N-acetylcystein),
které by chréanily ob&t od nahle vzplanuvi (fulminantni) hepatotoxicity a
smrti. Pro¢ nelze pouzit aplikace GSH jako antidota in vivo?

-V gasti “Vysledky” na strané 84 — velmi zajimavé je vyjadieni pribéhu
AAP koncenirace toxického efektu jako uvoliiovani LD nebo pomoci
WST-1 testu. Autor dokdzal, 2¢ AAP 1 mM je netoxické po 24 hodinéch
kultivace pomoci LDH testu, aviak vykazuje vysokou toxicitu s pouZitim
WST-1 testu. MiZete se vyjadiit k témto vysledkiim a vysvétlit tyto
-rozdily? : : : o

- Opét v &asti “Vysledky” na strang 87: 1 mM koncentrace APP vyvolala
statisticky vyznamné sniZeni glutathionreduktdzové activity po 3 hodinéch
inkubace, ale nikoliv po 12 nebo 24 hodinich. Prosim o vyjadfeni a
vysvétleni.

-V soucasné dobé je metoda Hissina a Hilfa nejcitovangjsi metodou pro
glutathion. Jejich vylepseni ve vztahu ke specificité metody je
nejdileZit&ji, jestlize se testuje hepatocytarni kultura. Myslite si, Ze Vase
metoda bude také lepdi viiéi soufasnym metodam, které se provadéji s
jinymi tkdndmi? Zamyslite se na testovani metody s dal¥imi tkanémi?

Formalni pfipominky k praci Zadné nemam.



Zaver:

Prace fe¥i zdva’né téma, které ma nejen teoretickou, ale i praktickou dilleZitost.
Zamé¥eni prace, vybér metod i interpretace vysledki jsou na velmi dobré odborné trovni.

Zavirem komstatuji, Y& Mgr. Tomé8 Roular prokézal, Ze si osvoiil zdklady
samostatné védecké prace a piedioZeny spis splfiuje poZadavky kladené na doktorskou
disertatni praci, a proto komisi jednoznadné

doporuéuji,

aby byla préce predloZena k obhajob# a na zaklad® Gsp&iné obhajoby byl uchazeti udélen
titul Ph.D.

V Praze dne 28. 5. 2008.

Prof. Dr. H. Farghali, DrSc.



