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Oponentsky posudek dizertacni prace Mgr. Eriky Rousarové:

»Vyuziti modernich analytickych metod pii studiu enzymové toxicity

latek”

Hodnocena dizertacni prace je pomérné rozsdhld (164 stran) a jiz tradi¢né rozdélena
do dvou d&asti. Prvni je tvofena pomérné podrobnym teoretickym tvodem do studované
problematiky. Zde autorka podéva nejen teoreticky pohled na fe$enou problematiku, ale
poukazuje i na zdsadni vyznam ziskdvani novych védeckych informaci v oblasti
metabolickych déji spojenych predevsim s paracetamolem, ktery je v nasi populaci velice
Casto uzivanym analgetikem-antipyretikem. Druhd ¢ast dizertadni prace je tvofena
popisem provadénych experiment(i, vysledky a diskuzi, za kterou ndsleduji t¥i
impaktované publikace in extenso. V jednom piipadé je dizertantka hlavnim autorem a ve
dvou spoluautorem téchto praci. Celd dizertaéni prace je velice peclivé zpracovana véetné
péknych barevnych schémat a obrazki. Po formalni strance nelze préci nic zdvaznéjstho
vytknout.

Jak jsem jiz pfedeslal, dizertantka v predloZzené prici popisuje fadu cennych a
zajimavych vysledkii. Mezi patrné nejvyznamnéjsi patii zjisténi, Ze konjugét glutathionu a
paracetamolu, ktery je v literatufe vétSinou obecné povaZovan za detoxikaéni produkt
metabolismu tohoto 1é¢iva, mfize byt schopen indukovat produkci ROS (reactive oxygen
species). Déle také miiZe snizovat aktivitu klicového enzymu recyklace glutathionu jakym

je glutathionreduktadza. Vzhledem k tomu, Ze paracetamol je v populaci povaZovan mylné
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za zcela bezpecné 1éc¢ivo (i diky tomu, Ze je volné prodejny), patfi toxické poskozen{ jater
metabolity tohoto analgetika-antipyretika k nejcast&jsim dtivoddm transplantace
uvedeného organu. Ziskané vysledky a zavéry jsou proto velice cenné a potfebné.

Na zévér mého posudku bych chtél konstatovat, Ze predloZzend dizertatni prace
zcela napliiuje poZadavky na ni kladené. Ve zvoleném oboru je uchazecka velice dobte
orientovéana a je také schopna pouZivat celou fadu experimentdlnich metod a technik.
Ziskané origindlni vysledky je pak schopna publikovat v prestiznich periodicich s

impaktnim faktorem.

K prici mam ndsledujici otdzky:

1. V teoretickém uvodu na strané 58 uvadite, Ze po prfeddvkovani paracetamolem (>140
mg/kg) miize dojit k poskozeni hepatocytii. Z jakého zdroje jste Cerpala? Jaké je denni a
jednotlivd maximdlni ddvka paracetamolu v nasem lékopisu?

2. V praci uvadite, Ze paracetamol mtze poSkodit jatra nebo ledviny. Ktery dals{ orgén

muiZe byt uzivanim tohoto léc¢iva poskozen?

K prici mam ndsledujici drobné pripominky:
- bylo by dobré v dizertaéni praci kromé impaktovanych publikaci uvést i seznam
vSech praci autorky
- ndazev acetaminofen je pouZivan v literatufe americkych ¢ kanadskych autord.
Evropa preferuje nazev paracetamol, coZ je i uzndvany genericky nézev tohoto

1é¢iva.
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PredloZenou dizertacni prdci rdd doporucuji k obhajobé a na zdkladé tispésné obhajoby,
doporucuji udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zdkona o
vysokych skoldch ¢. 111/98 Sh.

V Olomouci 24. zafi 2015

prof. MUDX. Rostislav Vecefa, Ph.D.
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Posudek doktorské disertacni prace Mgr. Eriky Rousarové

Nazev prace: Vyuziti modernich analytickych metod pfi studiu enzymové toxicity latek

Oponent: doc. RNDr. Petr Fryc¢ak, Ph.D.

Mgr. Erika RouSarova se ve své praci zabyvd mechanismy toxického plsobeni acetaminofenu
(paracetamolu) jako velmi Siroce uzivaného a volné dostupného analgetika a antipyretika. Nosnou linii
prace je snaha o ovéfeni kontroverznich poznatkd tykajicich se mozného toxického pusobeni aduktu
acetaminofenu s glutathionem, ktery byl az do neddvna povazovan za netoxicky metabolit.

Disertacni prace ma rozsah 128 stran, cituje celkem 150 literarnich zdroji a je vybavena pfiméfenym
mnozstvim ilustraci, schémat a tabulek. Prace je doplnéna pfilohami, v nichz se nachazeji podrobné;jsi
experimentalni data a pretisky tfi souvisejicich ¢asopiseckych sdéleni se spoluautorstvim doktorandky.
Prace je sepsana peclivé, na dobré jazykové i grafické urovni a piisobi ucelenym dojmem. Clenéni prace
je klasické, tj. na Uvod, teoretickou ¢ast, experimentdlni ¢ast, vysledky, diskuzi a zavér. Obsaznost prace
jako celku pokladam za vyhovujici, nicméné kapitoly Uvod a zavér jsou pomérné minimalistické a
zaslouzily by vice rozvinout.

Teoretickd ¢ast pojednava o biochemickych pochodech souvisejicich se syntézou a funkci glutathionu
jako latky zapojené v udrzovani stabilniho redoxniho prostifedi bunky a vdruhé fazi metabolismu
xenobiotik. Zvlastni kapitoly jsou vénovany glutathionreduktdze, metodam jeji purifikace a inhibitoriim
tohoto enzymu, jehoz inhibice je dale v praci rozsahle studovana. Nasleduje kapitola s popisem struktury
a funkce mitochondrii, vysvétlenim mechanismu dychaciho fetézce a oxidativni fosforylace a s tim
souvisejici tvorbou reaktivnich forem kysliku. Posledni kapitola teoretické ¢asti je vénovana metabolismu
acetaminofenu a mechanismim jeho terapeutickych a toxickych Gcinkd.

Ocenit je tfeba jasné formulovani ambicidznich cilG, které jsou nasledné systematicky dosahovany.
Experimentalni a vysledkova ¢ast popisuje pripravu konjugdtd acetaminofenu s glutathionem, purifikaci
glutathionreduktazy z lidskych erytrocytt a studium jeji inhibice jak acetaminofenem a glutathionem, tak
i pfipravenymi konjugaty. Déle je popsdno studium tvorby reaktivnich forem kysliku v mitochondriich za
pfitomnosti téchto latek. Vysledky jsou v nasledujici ¢asti podrobné diskutovany.

K praci mam nasledujici pfipominky vesmés formélniho charakteru:

e Nazev prace je vzhledem kjejimu obsahu velmi vagni. Na pocatku doktorského studia ziejmé
slouZil jako téma prace, ale zde mél byt konkretizovan, zcela jisté mélo napf. v nazvu figurovat
slovo acetaminofen.



e Nékterd schémata jsou schematickd aZ pfili§ (napf. obr. 4: R-OH mulZe z R-H vznikat pouze
oxidaci, ne redukci nebo hydrolyzou), neni v nich konzistentné pouZivdna &estina pro popis
jednotlivych detailt (obr. 3).

e Tabulky | a Il jsou zbyte¢né, informace mohly byt uvedeny pfimo v textu; naopak tabulkami
mohly byt podpoteny pro ¢tenére nepfilis prehledné kapitoly 4.7.3.1 - 4.7.3.4.

e Kapitoly 4.6.1 a 4.6.2 by bylo mozné snadno spojit do jediné.

e Na str. 59 by misto obchodniho ndzvu acylpyrin bylo lepsi uZit chemického nazvu sloudeniny
(acetylsalicylova kys.).

e Na obr. 30 — 32 jsou uvedena hmotnostni spektra konjugatd. Viechny obrazky jsou v legendé
oznaceny jako tandemova hmotnosti spektra, nicméné pouze na obr. 31 je MS/MS spektrum.
Zbyvajici dvé spektra jsou MS.

e Vtextu jsou ob&asné chyby z nepozornosti (str. 31 — mezi dvéma oxida¢nimi stavy FAD; str. 60 —
4-hydroxy-p-aminofenol a 3-hydroxy-p-aminofenol; str. 89 — nékolik krystalkli dithionigitan
sodny; str. 116 — pomoci Lineweaver-Burkovo transformace), stylisticky neobratné formulace
(str. 60 — fenacetin zplsobuje nefrotoxicitu) a obsolentni a nespisovné terminy (extink&ni
koeficient, vyprecipitovany, zainhibovat). MnoZstvi téchto chyb je ale malé.

Prosim autorku prdace, aby se v ramci obhajoby vyjadrila k nize uvedenym otdzkdm a komentaiom:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Na str. 76 je uvedeno, Ze Cistota pfipravenych konjugatd byla nejméné 98%, ovsem z obr. 26 je
patrné, Ze zejména minoritni konjugdt (APAP),-SG neni v chromatogramu dobfe rozli$en od ostatnich
pikG. Byla tato ldtka dale precistovana? Je mozné deklarovanou Cistotu doloZit podobnym
chromatogramem jako na obr 33?

Jak byla provadéna optimalizace purifikace glutathionreduktazy (kapitola 4.5.3)? Jak se vysledny
postup lisil od citovanych praci?

Nepokladam za pfili§ Stastné pocitat statistické ukazatele z pouhych dvou opakovani (str. 89, graf 8
na str. 98, tab. VI na str. 106).

Pro€ byly pfi statistickém zpracovani voleny rlizné hodnoty hladiny vyznamnosti (str. 89, dale grafy 3,
4,7, 8)?

PFi predavkovani acetaminofenem existuje predpoklad deplece hladiny glutathionu v hepatocytech
tvorbou aduktu APAP-SG. Je viibec vtakové situaci aktivita pfip. mira inhibice glutathionreduktazy
relevantnim parametrem? Z diivodu vysokého poméru GSH/GSSG za normalnich podminek je zfejmé,
Ze bunécnd zasoba oxidovaného glutathionu je nizka a nemUze byt zdrojem podstatného mnozstvi
GSH.

Je-li inhibi¢ni konstanta GSH (1,3 resp. 0,8 mmol/l, viz str. 116 a 117) niz$i neZ inhibi¢ni konstanta
konjugatu APAP-SG (4,8 resp. 5,4 mmol/l), aktivita glutathionreduktazy by méla byt po pfedavkovani
acetaminofenem znatelné vy$si nez za normalnich podminek. Tomu nicméné pfrili§ nenasvédCuje
srovnani dat v tabulkach Prilohy 1 a 3, resp. 2 a 4.

Je mozné divod toxicity acetaminofenu hledat i v obecném narGstu oxidac¢né-redukéniho potencialu
v bunce pfi odcerpani redukované formy glutathionu (Nernstova rovnice), coz musi mit nutné vliv
na jiné redoxni systémy pfitomné v bunce?



Zavérem konstatuiji, Ze vy3e uvedené pfipominky nesnizuji védeckou urover préace, kterou pokladam za
zdafilou a pfinosnou z hlediska objasfiovani mechanism{ toxicity acetaminofenu. To doklada i publikace
vysledk vyzkumu doktorandky v kvalitnich mezinarodnich odbornych periodicich a na mezinarodnich
konferencich. Praci doporucuji k obhajobé.

V Olomouci 15. fijna 2015
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doc. RNDr. Petr Frycak, Ph.D.
Katedra analytické chemie
Ptirodovédecka fakulta
Univerzita Palackého v Olomouci



OPONENTSKY POSUDEK

Doktorska disertacni prace, autor: Mgr. Erika Rousarova, 2015

Predkladana doktorska disertacni prace ,VyuZziti modernich analytickych metod p¥i studiu
enzymové toxicity latek” ma celkem 147 stran v¢. pfiloh a seznam literatury obsahuje 150
spravné citovanych referenci. Sou¢ésti prace jsou také 3 publikace vimpaktovanych
Casopisech, na jedné z nichZ je Mgr. Rousarova prvni autorkou. Prace sleduje klasické
Clenéni, pfiemZ podrobny Gvod poskytuje ¢tendfi pfiméfeny vhled do feSené problematiky.
Velmi podrobné a peclivé je zpracovana experimentalni ¢ast. Nésleduje vlastni vysledkova
Cast (24 stran) a diskuse (14 stran). Veskeré &asti jsou napsany ¢tivou a srozumitelnou

vevs

Cile prace jsou jasné formulovany a tykaji se aktualni a zajimavé problematiky toxicity
acetaminofenu, ktery patfi v sou¢asné dobé mezi nejéastéji pouZivana analgetika a
antipyretika. Mechanismus patologického tGc¢inku acetaminofenu vedouci aZ k akutnimu
selhani jater nebo ledvin neni dosud objasnén. Autorka se zamé¥ila na ovéfeni hypotézy, ze
toxicky efekt zplUsobuje konjugat APAP-SG, vznikly oxidaci acetaminofenu a naslednou
reakci s glutathionem. Toto se podafilo prokazat pomoci metodicky rozmanitych
experiment(, které zahrnovaly pfipravu a purifikaci konjugatu, izolaci glutathionreduktazy
pomoci bioafinitni chromatografie, a stanoveni fady enzymatickych a bioenergetickych

parametrd.
K praci mam jen nékolik drobnych pfipominek:

str. 41, legenda obr. 10, neni uveden fluorofor, kterym jsou nabarveny mitochondrie

(zelend); pomoci DAPI se znadi jadra (modra)

str. 47, 48, vodikové ionty, spravné protony

str. 66, ferrikyanid draselny, spravné hexakyanidoZelezitan

str. 72, hmotnostni spektrofotometr LCQ ion trap, spravné hmotnostni spektrometr
str. 79, 81, molarni extinkéni koeficient, spravné moldarni absorpéni koeficient

str. 88, v podminkach méreni fluorescence uvadét i Sirku Stérbin (Ex i Em)

Autorky bych se rad zeptal na nasledujici:



1) Konjugat APAP-SG indukuje produkci ROS s i bez respiraénich substratd. Neni mozné, Ze
se chova jako tzv. ,redox cycler”?

2) Byl studovan vliv APAP-SG na redox stav cytochromu c. Nemate udaje i o vlivu na dal3i
mitochondrialni mobilni pienade¢ elektron(i — koenzym Q? Zajimavy by téz byl vliv na

enzymové aktivity komplext respiracniho Fetézce.

Zavérem je mi potéSenim konstatovat, ze Mgr. Erika Rougarova vyznamné prispéla k feSeni
zévazné problematiky toxicity acetaminofenu a prokazala, 7e je schopna o své praci uspésné
referovat. Predkladanou praci doporuéuji postoupit k obhajobé za ucelem udéleni titulu

Ph.D. za jménem.

V Praze, dne 18.10.2015
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RNDr. Marek Vrbacky, Ph.D.

Fyziologicky Ustav AV CR, v. v. .
Videnska 1083
142 20 Praha 4



