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OPONENTSKY POSUDEK

disertacni prace Mgr. Ondieje Soukupa ,Interaction of organophosphorus poisoning
antidotes with muscarinic and nicotinic receptors®

Charakterizace disertaéni price

Namétem predlozené disertadni prace bylo experimentdlni studium pusobeni oximovych
reaktivatorll acetylcholinesterasy na vybrané typy receptorovych systémi. P fedeni
problematiky bylo pro analyzu interakce vybranych reaktivatorti s nikotinovyni a
muskarinovymi receptory pouZito Siroké 8kaly experimentélnich farmakodynamickych
modelil na bunééné, organové a in vivo urovni.

PredloZend diserta¢ni prace je tvofena tivodem a piilohou obsahujici soubor textii osmi praci
disertanta, které byly publikovény nebo byly piijaty k publikaci v imputovanych odbornych
védeckych Casopisech a souvisi s pfedmétem disertatni prace. V pripadé v8ech uvedenych
osmi publikaci je predkladatel prvnim autorem.

Souboru publikovanych praci je pfediazena tivodni kapitola, ktera v prvni ¢asti vymezuje cil
diserta¢ni prace a v dal8i uvadi shrnuti v soudasnosti znamych udajt o cholinergnim systému
a jeho funkeich a o systemizaci a funkei jednotlivych typi cholinergnich receptort. V dalsi
Casti autor strudn& charakterizuje jednotlivé metodické piistupy, které byly pouzity
v experimentdlni préci, jejiZ vysledky jsou souédsti publikaci zahrnutych v disertaci. V tivodni
Casti je zafazen téZ koncisni komentat dosaZenych vysledkt s uvedenim hlavnich Zavern,
které vyplynuly z vysledkd vyzkumnych praci. V zavéru piedloZené disertaéni prace je také
piipojen souhrn ziskanych poznatkd v eském a anglickém jazyce, seznam publikaci autora,
které nesouvisi pfimo s tématem prace, a seznam abstraktii praci, které uchaze¢ prezentoval
na odbornych konferencich.

Zhodnoceni disertaéni price

Téma disertatni prace plné odpovida oboru a Ize je pokladat za velmi relevantni a aktualni,
nebot” poznéni zakladnich mechanismfi plisobeni reaktivatorti acetylcholinesterasy je
rozhodujicim faktorem pro dali vyvoj ve studované farmakologické skuping. Zaméfeni a
vysledky prace maji nejenom poznéavaci, ale v budoucnosti mohou mit i prakticky klinicko-
toxikologicky vyznam.
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Prace spliiuje po formélni strince predepsané poZadavky a obsahuje jak formulaci studované
problematiky, pfehled soucasného stavu poznani v dané oblasti, popis zvolenych metod
feSeni, vysledky, kterych bylo dosaZeno, seznam pouzité literatury, piehled publikovanych
praci a k préci je pfipojen i souhrn v anglickém a Geském jazyce.

Uvodni teoreticka &4st prace strutné a prehledné shrnuje soucasné poznatky v dané oblasti.
K vypracovani tohoto teoretického uvodu bylo pouZito vice neZ 70 publikaci, z nichz vé&tsina
je zposlednich 5 let. Literérni prehled je psan fundované a srozumitelne, bez zavaznych
obsahovych nebo formélnich nedostatki.

Cile prace jsou definovany v piedlozené disertadni praci velmi piesné a srozumitelné a
dosaZené vysledky tyto vyty&ené cile odpovidajicim zptisobem napliuji.

Podil autora na experimentdlnich pracech, jejich? vysledky jsou v disertaéni praci
prezentovany, neni sice v praci jmenovité definovan, ale na zakladg pfiloZenych publikaci, ve
kterych je vidy prvnim autorem, lze piedpokladat jeho rozhodujici piispévek k ziskanym
vysledkim.

Experimentalni metody, které jsou uvedeny v jednotlivych publikacich, zahrnuji fadu
pokrocilych farmakologickych a biochemickych postupii. Metodicka §ife je 8iroka a zahrnuje
jak techniky in vivo, tak techniky na bun&éné a subceluldrni Grovni. V ramci studii byly
pouZity funkéni studie in vivo (publikace 10.6, 10.8), orgénové studie (publikace 10.1., 10.3.,
10.6), elektrofyziologické bun&ené studie s pouZitim metody ter¢ikového zdmku (patch-
clamp) (publikace 10.8), subcelularni model pro studium uptake cholinu (10.4), vazebnostni a
funkéni receptorové studie (publikace 10.7), & biochemicka méfeni typu stanoveni enzymové
aktivity acetylcholinesterasy (publikace 10.1., 10.2., 10.3, 10.4. 10.6). Usp&iné zvladnuti a
rutinni pouZiti uvedenych metod sv&d&i o schopnosti uchazeée pracovat v experimentalni
laboratofi velmi precizné a odpovédné.

Predkladatel disertaéni prace prokdzal schopnost cilevédomé videcké prace, vcetné
prezentace ziskanych vysledki. Uchaze¢ je hlavnim autorem osmi publikaci s IF pohybujicim
se vrozmezi 0,752 — 4,708. Navic se doktorant podilel na dalsich Ctyfech publikacich
uvefejnénych v impaktovanych &asopisech, které nejsou zahrnuty do predloZené disertadni
prace. Vedle plivodnich praci in extenso je uchazet do soucasné doby autorem 14 abstraktii ze
zahrani¢nich a domécich konferenci, na kterych prezentovala vysledky své price ve formé
piednések a posterti.

Toxikologicky a vojensky vyznam studovanych sloudenin ze skupiny oximil je pomérné
vysoky, aviak poznatky o dalsich mechanismech piisobeni t&chto latek, které se vedle
reaktivace acetylcholinesterasy na wgincich podileji, jsou zatim limitované. Vysledky
predloZené disertaéni price piinaSeji originalni poznatky o mechanismech pisobeni
studovanych latek a rozsifuji a prohlubuji znalosti v této oblasti farmakologie a toxikologie.
Jako originalni lze pfedeviim hodnotit pritkaz inhibice nikotinovych receptorli oximovymi
reaktivatory in vivo. Vyznamnym ptinosem préce je i zjiSténi vyznamnych mezilatkovych
rozdilt v aéincich &tyt zkoumanych reaktivatorti acetylcholinesterasy na vybrané receptorové
systémy. Prdce vysvétluje velmi raciondlng i nékteré rozdilné nalezy pii uziti jednotlivych
experimentalnich metod. DileZité jsou téZ ziskané udaje o vzdjemnych souvislostech mezi
hlavnim reaktivaénim i¢inkem a inhibici muskarinovych a nikotinovych receptorfi. Autor téz
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piinesl nové tdaje o tloze daldich systémd, které se mohou na udinku reaktivatort
acetylcholinesterasy podilet.

Pripominky a dotazy oponenta:

VSechny publikace, které jsou soudasti této disertadni prace, prosly recenznim fizenim ve
kvalitnich odbornych ¢asopisech. Zasadni pfipominky, které by zpochybiiovaly cile, metody a
vysledky prace oponent nema. Z formalniho hlediska by pro pohodlngjsi a piesnéjsi orientaci
v pfiloZenych publikacich pomohlo oznadeni jednotlivych publikaci v pfiloze tak, jak je
pouzivano v €asti 4 (Comment to the results), tj. &islovani publikaci vfadé 10.1 — 10.8.
V seznamu literatury by mély byt uvedeny pouze zkratky nazvii Gasopisi, z kterych bylo
Cerpano. Jinak je disertaéni prace po formalni strance na odpovidajici trovni. Nasledujici
pfipominky a dotazy oponenta jsou proto zaméfeny téméf vyhradné jen na upfesnéni
nékterych udajt uvedenych v teoretickém tivodu a v jednotlivych publikacich:

1. V souhrnu autor uvadi, Ze z osmi publikaci, které jsou sougasti disertaéni prace, bylo sedm
publikovéno v Gasopisech s IF a jedna v &asopise bez IF. Skute¢né je jeden z téchto Casopisti
neimpaktovany?

2. V disertaéni praci na str. 26 je uvedeno, Ze karbamaty patfi mezi ireverzibilni inhibitory
AchE. V pfedchézejicim textu je oviem karbamat fysostigmin zafazen mezi reverzibilni
inhibitory. Jaké je vysvétleni této skutednosti?

3. Vpublikaci 10.4 (str. 543) je v metodice dvakrat uvedena formulace ,»The ipsilateral
ascending cervical symphatetic nerve was identified and cut. Jde o zdvojenf textu nebo byl
skute¢né tento manévr provadén dvakrat?

4. Existuje pfedstava o zvySeni miry exprese nikotinovych receptorti, kterd je navozena
pfiddnim nikotinu do média bun&éné linie TE671 pred pokusem zplisobem, ktery je uveden
v metodické ¢asti publikace 10.8?

5. Z jakého diivodu je volen pomérng dlouhy preinkubacni interval 30 min pied pfidanim
agonisty ve studiich antimuskarinového Géinku oxim@ na preparatech mocového méchyie
potkana (viz napt. publikace 10.1, 10.3)?

6. Pro¢ nejsou v Table 1 v publikaci 10.1 (str. 761) uvedeny vedle smérodatnych odchylek i
hodnoty relevantnich primérnych hodnot experimentdlnich vysledkt pfi studiu kontraktilni
odpovédi preparatl z mogového méchyte?

7. Existuji informace o mozné interakci reaktivator acetylcholinesterasy i s dal$imi typy
receptori?

uuuuuu

8. Do jaké miry lze odekavat na zakladé diivéjdich zkuSenosti s latkami ovliviiujicimi
cholinergni mediaci shodu pfi pfenosu ziskanych experimentalnich poznatkd na lidské
receptoroveé systémy? Jsou napf. afinita a efekt na lidské receptory srovnatelny se situaci
u modelovych zvifecich receptorii?
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Zavér:

Na zakladé vySe uvedenych skuteCnosti konstatuji, Ze prace Mgr. Ondfeje Soukupa
»Interaction of organophoshorus poisoning antidotes with muscarinic and nicotinic receptors™
zcela splituje poZadavky kladené na doktorskou disertaéni praci v daném oboru a jasné
dokumentuje schopnost autora samostatné védecky pracovat na vysoké mezinarodni Grovni.
Odbornou kvalitu pfedloZené prace je tfeba hodnotit jako velice vysokou a spliujici
podminky dle §47 odst. 4 zékona. Doporuguji proto uvedenou diserta&ni praci k obhajobé, na

jejimz zékladg by byl udélen uchazeti védecky titul Ph.D.

V Hradci Krélové dne 12.5. 2011 Doc. PharmDr. F. Trejtnar, CSc.
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