Oponentsky posudek dizertaéni prace Mgr. Josefa Rezni¢ka: , Interakce antiretrovirotik
s lékovymi transportéry; vliv na farmakokinetiku“

Dizertani prace je predkladana k obhajobé pied ukoncenim doktorského studia v oboru
Farmakologie a toxikologie na Katedfe farmakologie a toxikologie Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Byla vypracovana pod odbornym vedenim Skolitele
pana Prof. PharmDr. Frantiska Stauda, Ph.D. a konzultantky pani doc. PharmDr. Martiny
Ceckové, Ph.D.

Prace se zaméfuje na aktudlni problematiku vyznamu nosi¢ového transportu pro
farmakokinetiku antiretrovirovych 1é¢iv. Jednd se o velmi vhodné zvolené a zajimavé téma.
Nosicovy transport vyznamné ovliviiuje farmakokinetické procesy, u nékterych 1éciv jde
o vliv dominantni. Zaroven se jedna o Casty mechanizmus farmakokinetické interakce mezi
1éCivy navzdjem nebo mezi lé¢ivem a jinou latkou. Pro mnoho skupin 1éCiv je nosicovy
transport urcujici d¢j pfi pruniku pies epitelie, endotel s bariérovou funkci a pro transport
plazmatickou bunéénou membranou. Kombinacni intenzivni farmakoterapie HIV je spojena
s vysokym rizikem nezadoucich ucinkd a charakterizuje ji rychle rostouci portfolio
pouzivanych 1é¢iv. Proto méa experimentdlni a klinicky vyzkum farmakokinetiky vcetné
interakci mezi 1éCivy mimotadny vyznam pro jeji optimalizaci.

Vyzkum transportérii pro léciva na vysoké urovni méa na Skolicim pracovisti dlouholetou
tradici a pracovisté dosdhlo v této oblasti mezinarodniho uznani. Na kvalité publikacnich
vystupl a dizertani prace se projevila hlubokd znalost problematiky a dostupnost §irSiho
spektra vhodnych metod véetné€ in vitro eseji na bunéénych liniich, exprimujicich studované
transportéry, in situ metody dudlné perfundované potkani placenty a in vivo farmakokine-
tickych experimentl s potkany Wistar. Nékteré z metod byly v rdmci prace nov€ zavedeny.

Prace mé standardni formu komentovaného souboru publikaci, je piehledné uspotrddéna
a peclivé sepsana. Autor se vyvaroval Casté chyby, kterou je prezentace zdkladnich informaci
k tématu pfili§ extenzivni formou. Spravné akcentoval informace se vztahem k jasné
formulovanym ciliim vlastni prace a studovanym 1é¢ivim. Vytykdm pftili§ struéné komentaie
v kapitole 7— jedna se v podstaté o pieklady abstrakt publikaci. Uvital bych, kdyby komentaf
obsahoval také stru¢nou pasdz s hlavnimi mysSlenkami z diskuze v publikacich, kde autor
svoje vysledky rozebere v SirSich souvislostech a popft. vysvétli rozporuplna (n€kdy zdanlive)
zjisténi, jako napt. v praci 7.2 (II) nesoulad mezi ndlezem inhibice transportu abakaviru
etravirinem in vitro v experimentu s MDCK buiikami, exprimujicimi lidské P-gp a BCRP,
ktera nebyla pozorovana na modelu dudln¢ perfundované potkani placenty.

Vyjadreni ke splnéni cili prace a dotazy oponenta

Cil prace 1: Pomoci in vitro transportnich experimentd na MDCKII bunkach exprimujicich
lidské transportéry popsat, zda je emtricitabin substratem ¢i inhibitorem P-gp, BCRP, MRP2,
OCT1, OCT2 a/nebo MATEI I¢kového transportéru.

Cil prace byl splnén. Origindlnim zjisténim je, Zze emtricitabin neni substratem OCT1, OCT2,
P-gp, BCRP ani MRP2, ale MATEI.

Otazka 1: MATEI funguje jako efluxni pumpa zodpovédnd za sekreci substrati-kationtl
vyménou za H+ z lumen tubulu. Jde o pH-dependentni antiport. Uprava pH moce se vyuziva pfi
ovliviiovani rychlosti pasivni reabsorpce 1€¢iv v tubulech a tim 1 jejich exkrece do moci. Existuji
udaje o tom, zda zménami pH moci muze dojit k vyznamnému ovlivnéni rychlosti renalni
eliminace 1é¢iv — substrati MATE-1?



Cil prace 2: Pomoci metod in vitro (akumula¢ni a transportni experimenty s MDCKII bunkami
exprimujicimi ABC transportéry) a in situ (transportni studie pies dualné perfundovanou potkani
placentu) popsat vliv etravirinu na transplacentarni ptestup tenofovir disoproxil fumaratu
a abakaviru.

Cil prace byl splnén. Origindlnim vysledkem je prukaz farmakokinetické interakce mezi
etravirinem a tenofovir disoproxil fumaratem in vitro i pomoci modelu dualné perfundované
placenty potkana.

Otazka 2: Informace o farmakokinetice etravirinu jsou piekvapivé neuplné. Etravirin je
metabolizovan cytochromy P450 a UDP-glukuronosyl transferasou a metabolity z 1. faze jsou
v malém mnozstvi (< 2%) vylu¢ovany moci ve formé konjugatt s kyselinou glukuronovou. Na
stran¢ 24 uvadite, ze je vnezménéné formé vylouceno stolici 94% davky. Jaka je absolutni
biologickad dostupnost? Neni ve stolici pievazné nevstiebany etravirin? Jaky vyznam ma pasivni
transport v ptipad¢ etravirinu?

Cil prace 3: Pomoci metod in vitro (akumula¢ni a transportni experimenty s MDCKII bunkami
exprimujicimi ABC transportéry a intestinalnimi Caco-2 bunkami) a in vivo farmakokinetickych
studii na potkanech popsat vliv rilpivirinu na farmakokinetiku (absorpci) abakaviru.

Cil prace byl splnén. Publikace III obohatila informace o inhibi¢nich vlastnostech rilpivirinu viici
hlavnim transportérim pro 1é¢iva a také upozornila na moznost interakce rilpivirinu s abakavirem
ve fazi absorpce po peroralnim podani, zprostfedkované transportéry MDR-1 a BCRP.

Otazka 3: Rilpivirin je prakticky nerozpustny ve vod¢. Jaky vliv méla tato vlastnost na vyzkum
inhibi¢niho vlivu latky na transport modelovych substrati v in vitro experimentech? Vysvétlete
navrh davek obou 1éCiv v in vivo studii interakce mezi rilpivirinem a abakavirem.

Me¢tili jste radioaktivitu také ve zIuci?

Cil prace 4: Pomoci metod in vitro (akumulaéni a transportni experimenty s MDCKII
buitkami exprimujicimi ABC 1 SLC transportéry a HEK 239 bunkami) a in vivo
farmakokinetickych studii na potkanech popsat vliv efavirenzu na farmakokinetiku (exkreci)
lamivudinu

Cil prace byl splnén. Publikace IV obsahuje originalni a vyznamné poznatky o inhibi¢ni aktivité
efavirenzu vuci OCT1, OCT2, MATEI a MRP2 transportérim. Dilezitym zjiSténim je velmi
vyrazné snizeni rychlosti rendlni eliminace lamivudinu a akumulace 1é¢iva v ledvinné tkani pfi
soucasném podani efavirenzu potkanim Wistar.

Otazka 4. Vzhledem k dlouhému polocasu beta faze poklesu koncentrace lamivudinu v plazmé
a velmi malé recovery davky lamivudinu béhem kratké doby vzorkovani v moci pfi sou¢asném
podani inhibitoru a naopak kratkému polocasu eliminace efavirenzu - neni mozné, ze inhibi¢ni
vliv je prechodny, exkrece lamivudinu se pozd¢€ji po podani zvysi a jeho koncentrace v ledvinné
tkani poklesne?

Cil prace 5: Popsat, zda je lamivudin substratem vybranych ABC a SLC transportéri
a studovat s pouzitim ex vivo a in situ metod jejich ptipadnou roli v pfestupu lamivudinu pies
placentu.

Cil prace byl splnén. Jde o transportni studii velmi vysoké kvality, kombinujici celularni
a organovou uroven (perfize placenty potkana) a zahrnujici 1 mikrovilli z lidské placentarni
membrany (potencialné¢ snaz$i extrapolace zavéri do humanni mediciny). Pomoci in vitro
akumulac¢nich a transportnich experimentti na MDCK buiikach a vzorku lidské placenty bylo
zjiSténo ze lamivudin neni substratem P-gp, BCRP nebo MRP2. Transport lamivudinu byl
vyznamn¢ urychlen v buikéach exprimujicich MATEI a také experimenty se vzorky lidské
placenty ukazaly na mozné zapojeni MATEI do transplacentarniho transportu latky. Urovei



exprese MATE] a kinetické udaje ale zatim nedokladaji presvédcivym zpisobem, Ze protein ma
vyznamnéjsi podil na transportu latky ptes lidskou placentu.

Cil prace 6. Pomoci in vitro transportnich experimenti na MDCKII buiikach exprimujicich
lidské ABC transportéry a in situ metody dudln¢€ perfundované potkani placenty zjistit, zda je
efavirenz substratem P-gp, BCRP nebo MRP2.

Pro metodické problémy, vyplyvajici z fyzikélné-chemickych vlastnosti 1éCiva, byl cil prace
splnén c¢astecné. Na bunécné urovni se podafilo prokazat, ze efavirenz neni substratem P-gp,
BCRP ani MRP2. Pfi perfuznich experimentech s potkani placentou dochazelo k adsorpci 1é¢iva
na povrch PVC hadic¢ek a experiment neslo vyhodnotit.

Publikaéni aktivita uchazece

Mgr. Rezni¢ek je prvnim autorem &tyi ptivodnich praci in extenso v ¢asopisech s impaktnim
faktorem, tykajicich se tématu prace, a spoluautorem dal§ich dvou. Jedna se renomované
Casopisy se stfednim a vy$$im IF (rozmezi 1,9 az 4,5) a ndronym recenznim fizenim.

Zavér a doporuceni.

Predlozena dizertacni prace je velmi kvalitni. Obsahuje mnoho origindlnich poznatki
0 nosi¢ovém transportu antiretrovirovych 1é¢iv a jeho vlivu na farmakokinetické vlastnosti
a interakéni potencial studovanych latek. Mgr. Reznitek prokéazal schopnost dobie teoreticky
a prakticky zvladnout naro¢né vyzkumné projekty a mnoho experimentalni technik.
Publikacni aktivita uchazece prevysila pozadavky na studenty PGS na UK.

Proto doporucuji komisi pro obhajobu, aby prijala dizerta¢ni praci jako podklad pro
udéleni akademického titulu Ph.D.
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