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OPONENTSKY POSUDEK

PredloZzena disertacni prace je psana v ceském jazyce a ma celkovy rozsah 112 stran véetné
piehledu literatury a ptiloh.

Disertace obsahuje 36 dil¢ich tabulek, 3 grafy a 7 obrazk, v textu je pouzito celkem 54
zkratek, jejichZ pfehledny seznam autorka uvadi za obsahem jednotlivych kapitol.

V seznamu pouzité literatury je citovano 105 publikaci.

Clenéni prace je standardni — po teoretickém Givodu a piehledu sou¢asnych poznatki
nasleduje stanoveni cilii a hypotézy vlastni prace, charakteristika zkoumaného souboru
experimentalnich zvitat, pouzitd metodika, statistickd analyza a prezentace vysledkd, diskuse
a zaveéry. K disertaci jsou dale ptilozeny tii vyznamné ptivodni prace uchazecky (dvakrat je
prvni autorkou)., publikované v ¢asopisech s impakt faktorem — Pharmacology 2023,
Pharmacological Reports 2019 a European Journal of Pharmacology 2018.

Autorka se ve své praci zaméfila na problematiku terapie antiepileptiky v souvislosti s jejich
moznym negativnim u¢inkem na kostni tkan. Vychazela z literarnich pritkazl rozvoje
osteopenie a osteopordzy u dlouhodobé 1é¢enych epileptikl. Je opakované dolozeno, ze
tradi¢ni antiepileptika mohou indukovat enzymy biotransformace, coz vede ke zvySenému
jaternimu katabolismu 25-hydroxyvitaminu D. Dal§im mechanismem muiZze byt piimy
negativni u¢inek na denzitu kostniho mineralu. Pro nov¢;jsi antiepileptika vSak nejsou

prislusna data k dispozici Byla tedy stanovena hypotéza, ze moderni antiepileptika, zavedena
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do praxe v poslednich dvou dekadach, jsou ke kostni tkani Setrné;j$i. Na zakladé toho si
autorka za cil svého vyzkumu zvolila posouzeni vlivu orchidektomie a n¢kolika zvolenych
antiepileptik nové generace na kvalitu kostni tkdné a kostni metabolismus u mladych potkand.
Vybran byl zonisamid (derivat benzisoxazolu, uzivany pii monoterapii parcidlnich zachvatt a
jako pridatna lécba fokalnich zachvatii se sekundarni generalizaci); pregabalin a gabapentin
(analoga kyseliny gamaaminomaselné s antikonvulznivnimi, antinociceptivnimi a
anxiolytickymi G¢inky) a levetiracetam (analog piracetamu, podavany pfi parcialnich,
generalizovanych a posttraumatickych zachvatech). K pokustiim autorka zvolila osmitydenni
samce potkant albini kmene Wistar, kteii byli za icelem studie chovani ve standardnich
podminkach (protokol experimentu schvalila Odborna komise na ochranu zvitat proti tyrani
UK — LFHK). Celkovou zkoumanou kohortu pfedstavovalo 80 pokusnych zvifat.

Vlastni prace spocivala v jejich nahodném rozdé€leni na jedince urené k orchidektomii na
pocatku experimentu nebo gonadalné intaktni samce, ktetfi podstoupili pouze fez na skrotu.

V obou skupinach pak vznikly stejné velké podskupiny, jez autorka po dvanact tydnt
vystavila u¢inkiim zvolenych antiepileptik. Po ukonceni této faze byla zvifata usmrcena,
jejich sérum alikvotovano a zamrazeno k nasledné analyze ukazatelii kostniho obratu -
aminoterminalniho propeptidu prokolegenu typu I /P1NP); ligandu pro aktivator nuklearniho
faktoru kappa B (RANKL) a osteoprotegerinu (OPG). U levetiracetamu se jesté stanovoval
C-termindlni telopeptid kolagenu typu I (CTX-I). U vSech zvifat byla na konci pokusu métena
denzita kostniho mineralu pomoci dvouenergiové rentgenové absorpciometrie (DXA) se
zhodnocenim denzity celotélové, v oblasti bedernich obratlli a femurti. Pomoci modifikované
metody vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci na hmotnostnim spektrometru
typu trojité¢ho kvadrupdlu byly v krevnim séru na konci experimentu stanoveny hladiny
zonisamidu, gabapentiu a pregabalinu. Koncentrace levetiracetamu byla ur¢ena metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV detekcei fotodiodovym paprskem.

Kostni homogenat, ptipraveny z vypreparovanych femurt pak poslouzil ke stanoveni hladiny
sklerostinu a aktivity kostni alkalické fosfatdzy (BALP). Uskladnéné zamrazené femury takeé
autorka vyuzila k testovani mechanické odolnosti kostni tkan€ pomoci tfibodového ohybani
kosti.

Statistické zpracovani namétenych dat odpovida designu a ciliim prace. Pfi porovnani dvou
skupin byl pouzit dvouvybérovy t-test s piipadnou Bonferoniho modifikaci. Pokud nelze
predpokladat normalni rozdéleni pravdépodobnosti, hodnoceni prob&hlo pomoci

neparametrickych testd (Mann-Whitney nebo Kolmogorov-Smirnoviv test).



Ve vysledcich autorka uvadi, ze orchidektomie neméla vliv na hmotnost pokusnych zviftat,
nedoslo ani k vyznamnym zménam ukazateli kostniho obratu. Orchidektomovani potkani
nicméné méli oproti gonadalné intaktni skupiné statisticky vyznamné niz8i hodnoty denzity
kostniho mineralu na v§ech méfenych mistech, vyznamné klesl 1 praimér jejich femuru a
mechanickd odolnost kosti pfi tfibodovém ohybani. Zonisamid nezptsobil zaddné vyznamné
zmény ukazateli kostniho obratu, denzity kostniho mineralu ani mechanické odolnosti kosti.
Pouziti gabapentinu vedlo ke statisticky vyznamnému vyseni hladiny RANKL u
orchiektomovanych zvitat oproti nelécené skupin€. Denzita kostniho mineralu ani
mechanickd odolnost kosti se vSak mezi skupinami nelisila. Pfi podavani pregabalinu
vyznamn¢ stoupala hladina sklerostinu u gonadalné intaktnich potkant vii¢i nelécené skuping.
U orchidektomovanych zvifat se statisticky vyznamné zvysil RANKL. Mechanicka odolnost
kosti a denzita kostniho mineralu se ani zde neliSila. Ve skupiné s levetiracetamem pokleslo u
gonadaln¢ intaktnich potkani mnozstvi tukové tkané, vyznamné se zvySuje BALP, CTX-1 a
RANKL. U obou aktivné lécenych skupin statisticky vyznamné nartsta celotélova denzita
kostniho mineralu. Na ostatnich méfenych mistech ani v testech mechanické odolnosti kosti
k vyznamnym zménam nedoslo.

V diskusi autorka rozebira sva pozorovani a provadi jejich rozbor na zaklad¢ znamych
literarnich udaji. Vyznamné sniZeni denzity kostniho mineralu v oblasti celé¢ho téla,
bedernich obratlt a femurii bylo u orchidektomovanych zvitat ocekévano v souladu se
znamym faktem, Ze androgenni deprivace je spojena s jejim poklesem. U zonisamidu stale
neni vyjasnény mechanismus u¢inku na kostni tkan. Na rozdil od literarnich dat v této praci
jeho negativni vliv na denzitu kostniho mineralu nalezen nebyl. Nelze vyloucit, Ze je zde
zavislost na vysi davky a tcinek latky bude bifazicky. U gabapentinu a pregabalinu se zd4, Ze
riziko ptipadnych negativnich €inki mize zaviset na hormonalni situaci exponovaného
jedince. Levetiracetam ma ziejmée téz dvoufazovy ucinek. Zvyseni ukazateld kostni resorpce i
formace ukazuje na zrychleni kostniho obratu, ktery vSak nemél vliv na mechanickou
odolnost kosti. Zjistény pokles tukové tkané je idajem piekvapivym, ktery mozna lze
vysvétlit niz§im mnozstvim piijimané stravy.

Zaveér

Po dvanacti tydnech podavani antiepileptik typu zonisamidu, gabapentinu, pregabalinu a
levetiracetamu nebyl nalezen jejich statisticky vyznamny vliv na denzitu kostniho mineralu, a
to u gonadalné intaktnich ani u orchidektomovanych potkanti. Jednotlivé uc¢inné latky
zpusobily zmény nékterych sledovanych ukazatela kostniho obratu, ale zadny z pouzitych

preparati nevedl k vyznamné zméné mechanické odolnosti kosti bez ohledu na skupinu
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pokusnych zvitat. V ptedlozené praci tak autorka demonstruje, ze dlouhodobé podéavani
novych antiepileptik l1ze ve vztahu ke kostnimu zdravi povazovat za méné rizikové.

Kritické poznamky oponenta

-byla nalezena chyba v ¢islovani obrazki: po obr. 4 nasleduje obr.6. Obrazek ¢islo 5 chybi
-tabulky nejsou oc¢islovany (ale jsou piehledné)

-namisto vyrazu “kostni hustota” - opakované se vyskytuje v celém textu — by bylo vhodnéjsi
pouzivat termin “denzita kostniho mineralu”

Nutno ovSem podotknout, ze vySe uvedené nedostatky nejsou zdsadniho vyznamu.

Otéazky oponenta

-jednim z mechanismil negativniho ovlivnéni kostni tkan¢ u starSich antiepileptik je zvySeny
jaterni katabolismus 25-hydroxyvitaminu D. U 1ékt novéjsi generace jste o Zddném ucinku na

metabolismus vitaminu D neuvazovali?

PredloZena prace vnasi nové poznatky o mozném vlivu antiepileptik poslednich generaci na
kostni metabolismus. Zvolené metody a cile prace odpovidaji jejimu zaméteni. Téma je
aktualni a pro obor Klinicka biochemie piinosem. Zavéry jsou formulovany vécné a
piehledné.
Svym pfistupem autorka prokézala schopnost systematického védeckého mysleni a syntézy
poznatkl. Za kladné l1ze téz povaZzovat pojeti diskuse se zdravé kritickym nadhledem
k moznostem sv¢ vlastni prace.
Na zéklad¢ vyse uvedeného hodnoceni ptedlozenou disertacni praci

doporucuji
k obhajob¢ za ticelem ziskani akademického titulu Ph.D. podle § 47 Zakona o vysokych
Skolach ¢.111/1998 Sb.
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