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Kombinaéni 1é¢ba HIV a hepatitid B a C antivirotiky patfi k vyznamnym uspéchiim
farmakoterapie. Vysoceulinna kombinacni antiretrovirova terapie infekce HIV efektivné
potlacuje virovou naloz a podstatné snizuje morbiditu a mortalitu na AIDS. Jeji soucasné
problematické stranky lze spatfovat v nezadoucich tc¢incich, nedostatecné compliance pacientd,
nedostatecné dostupnosti v ekonomicky maélo vyspélych zemich a v neposledni tadé
v komplikacich spojenych s lékovymi interakcemi zahrnujicimi také IéCiva indikovana na
pfidruzend onemocnéni. Peroralni farmakoterapii kombinacemi specifickych antivirotik
s riznym mechanizmem u¢inku je mozné za optimalnich podminek docilit eradikaci HCV viru
az u 95% nemocnych. Portfolio antivirotik proti HCV prochézi navic rychlym vyvojem, ktery
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farmakokinetickych interakci na Grovni transportu a metabolizmu.

Védecka prace uchazeCe se zaméfila predevsim ale nikoli vyhradné na velmi aktudlni
problematiku vlivu efluxnich transportérli, zejména transportéru ABCB1 (P-glykoprotein), na
stfevni absorpci antivirotik proti infekcim HIV, HCV a HBV. Kombina¢ni terapie je trendem
u mnoha jinych onemocnéni, ale v pfipad€ antivirotik je pravdépodobnost 1ékovych interakei
obzvlasté vysoka, coz dolozily i vysledky dizerta¢ni prace. Experimentalni a klinicky vyzkum
v této oblasti md mimotadny vyznam pro optimalizaci farmakoterapie, protoze je schopen
detailné popsat mechanismy interakci

Skolitelské pracovisté ma dlouholetou tradici vyzkumu membranovych transportért a je
v této oblasti mezindrodné uznavané. Uchaze¢ tak mohl vyuzit Siroké portfolio kvalitnich
metod na studium intestindlniho transportu in vitro a ex vivo vcetné kultur Caco-2 bun¢k,
potkanich a lidskych ultratenkych jejunélnich fezl, sledovani genové a proteinové exprese
transportért,, hodnoceni viability preparatl a transportni aktivity pomoci vhodnych substrati a
inhibitord a kvantifikaci 1é¢ivych latek a metabolitlh metodou LC-MS.

Hodnoceni formalni stranky dizertaéni prace: Praice ma formu komentovaného souboru 4
pivodnich praci s impaktnim faktorem publikovanych v renomovanych periodicich. Préce je
sepsana v anglickém jazyce, méa vSechny standardni naleZitosti a je pfehledné¢ uspotadana. Z
celkového rozsahu 87 stran je 40 vénovéano uvodni teoretické ¢asti, kterd velmi dobie a ve
spravném sledu podava informace se vztahem k cilim védeckeé prace. Jsou pojednany vlastnosti
sttevni bariéry a mechanizmy absorpce lécivych latek, vlastnosti studovanych ABC
transportérti, a metabolicka aktivita sttevni bariéry. Velmi kladn€ hodnotim navazujici kapitoly
1.5 a 1.6, vénované faktorim se vztahem k vlastnostem 1écivé latky a organizmu, které
ovliviiuji uplnost absorpce a rozsah presystemové eliminace a tim velikost absolutni biologické
dostupnosti po peroralnim podéni. Dostate¢né jsou také predstaveny a vzajemné srovnany
experimentalni metody vhodné ke zjiStovani vlivu absorpéni a metabolické funkce tenkého
stfeva na farmakokinetiku. Zavér teoretické ¢asti je vénovan charakterizaci vird HIV a HCV,
1é¢be infekci a popisuje zakladni vlastnosti studovanych antivirotik.

Kladné hodnotim komentaie k predloZzenym pracim, které piehledn¢ shrnuji dosazené
vysledky vyzkumu, interpretuji je ve vztahu k pracovnim hypotézam a cilti prace a uvadéji
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uchazectv podil na vzniku publikace. Kapitola Discussion dizertacni prace ale také diskuze
ve vSech publikacich dokladaji hluboké porozuméni studované problematice a nepostradaji
potiebnou kriti¢nost pfi extrapolaci ziskanych poznatki do podminek farmakoterapie. V
kapitole jsou objektivné zhodnoceny vysledky vlastniho vyzkumu a pfednosti a nedostatky
pouzitych metod a vytyCeny sméry navazujiciho vyzkumu. Za pozornost stoji také 207 polozek
v seznamu citovanych publikaci.

K teoretické ¢asti mam nasledujici dotazy a pripominky:

Pripominka 1. V kapitole 1.3. ABC Transporters na stran¢ 16 uvadite, Ze za nejvyznamnéjsi
ABC transportéry pro 1é¢ivé latky jsou povazovany proteiny ABCB1 a ABCG2. Na obrazku
3b jsem ale nenasel ABCG2 (podle symboliky obrazku G2) v zadné tkéni ani ve skupiné
transportérl s ubikvitérni expresi.

Otazka 1.V kapitole 1.7.5 In vivo Techniques uvadite, Ze studie biologické dostupnosti a studie
mapujici mnozstvi 1é¢ivych latek a metaboliti v krvi, tkanich a exkretech (mass balance
studies) neumoznuji urcit, zda nizka biologickd dostupnost je dusledkem nizké schopnosti
permeace nebo intenzivni presystémové eliminace. V literatufe je ale dolozena snaha
vyzkumnych tym fesit tento problém. Jaké uspofadani by musela mit in vivo studie biologické
dostupnosti, umoznujici odliSit vliv netiplné stievni absorpce od ztrat vlivem presystémové
eliminace (cesty podani, mista vzorkovani krve, podana lé¢iva/metabolity, inhibitory)?

Hodnoceni vysledkii vyzkumu, splnéni cilii prace a dotazy k publikacim:

Prace 4.1: Martinec O, Huliciak M, Staud F, Cecka F, Vokral I, Cerveny L. Anti-HIV and
Anti-Hepatitis C Virus Drugs Inhibit P-Glycoprotein Efflux Activity in Caco-2 Cells and

Precision-Cut Rat and Human Intestinal Slices. Antimicrob Agents Chemother.
2019;63(11):¢00910-19.

V préci byly 1ékové interakce na Urovni transportu hodnoceny s pomoci in vitro modelu
obousmérného transportu ptes monovrstvu Caco-2 bunek a s pomoci ex vivo akumulaéni studie
vyuZivajici izolované ultratenké fezy (PCIS) z potkaniho ilea a lidského jejuna. Inhibi¢ni
potencial antivirotik (celkem 13 1é¢iv) byl hodnocen pomoci rhodaminu 123, modelového
substratu pro ABCB1 transportér. Vysledky ukazuji, Ze transportni aktivita ABCB1 ve stfevé
neni vyznamng inhibovéana abakavirem, zidovudinem, TDF, etravirinem a rilpivirinem, zatimco
byl zaznamendan inhibi¢ni u€inek lopinaviru, ritonaviru, saquinaviru, atazanaviru, maravirocu,
ledipasviur a daclatasviru. Vysledky inhibi¢nich studii v kulturach Caco-2 bun¢k a v potkanich
PCIS byly dobte srovnatelné, zatimco vysledky akumula¢nich studii s PCIS z jejuna darcti byly
interindividualné variabilni, v pfipad¢ inhibitort HIV protedzy se shodovaly a u antivirotik
z jinych skupin byly pozorovéany rozdily.

Otazka 2: Jaké podminky ex-vivo experimentu je nutné dodrzZet a jaké faktory a dalsi dé&je,
ovliviiujici stievni absorpci, je nutné uvazit, aby bylo mozné zavéry o riziku lékovych interakei
z akumulaénich studii s PCIS ptenést do podminek farmakoterapie?

Prace 4.2. Huli¢iak M, Vokial 1, Holas O, Martinec O, Staud F, Cervenjr L. Evaluation of the
Potency of Anti-HIV and Anti-HCV Drugs to Inhibit P-Glycoprotein Mediated Efflux of
Digoxin in Caco-2 Cell Line and Human Precision-Cut Intestinal Slices. Pharmaceuticals
(Basel). 2022 Feb 18;15(2):242.

Studie hodnotila interakce antivirotik na irovni ABCB1 zprostfedkovaného efluxu ve stieve.
Asunaprevir, atazanavir, daklatasvir, darunavir, elbasvir, etravirin, grazoprevir, ledipasvir,
lopinavir, rilpivirin, ritonavir, saquinavir a velpatasvir inhibovaly transport digoxinu v buitkach
Caco-2 a hPCIS. Abakavir, dolutegravir, maravirok, sofosbuvir, tenofovir-disoproxyl-fumarat



a zidovudin ABCBI1 neinhibovaly. Porovnani experimentalnich modelii Caco-2 a hPCIS
ukazalo, ze Caco-2 je citlivéjsi, ale vysledky ziskané pomoci hPCIS Iépe souhlasi se zavéry in
vivo studii. Pfi pouziti digoxinu jako substratu sondy ABCBI1 bylo identifikovano vice
inhibitord nez v préci 4.1 pfi pouziti thodaminul23. I vzhledem k vice vazebnym mistim na
ABCBI je ziejmé, ze interakéni potencial je potiebné testovat zvlast pro kazdy ptipadny
substrat, ktery je Casto predepisovanym lé¢ivem a jehoz soubézné pouziti s antivirotiky je
pravdépodobné.

Otazka 3. Velmi zajimavou lé¢ivou latkou z pohledu vami studovanych interakci je dabigatran
etexilat. Co ukézaly publikované studie s Caco-2, PCIS, pfipadné in vivo FK studie o jeho
ptfipadnych interakcich s ARV a DAA?

Prace 4.3. Huliciak M, Lhotska I, Kocova-VIckova H, Halodova V, Dusek T, Cecka F, Staud
F, Vokral I, Cerveny L. Effect of P-glycoprotein and Cotreatment with Sofosbuvir on the

Intestinal Permeation of Tenofovir Disoproxil Fumarate and Tenofovir Alafenamide Fumarate.
Pharm Res. 2023;40(9):2109-2120.

Velmi zajimavé studie zkoumala mechanizmy farmakokinetickych interakci na trovni
intestinalniho transportu a metabolizmu mezi sofosbuvirem na jedné stran¢ a tenofovir-
disoproxil-fumaratem (TDF) a tenofovir-alafenamid-fumaratem (TAF) na strané druhé. Byly
provedeny transportni studie v kultute Caco-2 bun¢k a akumulacni studie s tkdnovymi fezy
z ilea potkant (rPCIS) a pacienti (hPCIS). TDF a TAF byly extenzivné hydrolyzovany jak
v Caco-2 buiikéch, tak v tkanovych fezech, TAF vykazoval vétsi stabilitu. Bylo prokazéano, ze
ABCBI zprostiedkuje eflux obou antiretrovirik a signifikantné sniZuje jejich prostup vrstvou
Caco-2 bun¢k a uptake do rPCIS a hPCIS. SOF neinhiboval eflux TDF a TAF zprostiedkovany
ABCBI, ale zvysil mnozstvi absorbovaného TDF inhibici jeho metabolismu, pfi¢emz celkové
mnozstvi TFV ekvivalentti TDF zlstalo nezménéné. ZvysSeni plazmatickych koncentraci TFV
u pacientil 1é€enych SOF a TDF tak zpiisobuje interakce mezi obéma latkami nezahrnujici
ABCBI, ptipadné spada na vrub jinych lé¢ivych latek v kombinované terapii.

Otazka 4. Byly publikovany studie umoznujici mezidruhové srovnani potkan/Clovék jinych
efluxnich transportérti?

Prace 4.4. Martinec O, Biel C. de Graaf IA, Huliciak M, Staud F, Vokrtal I, Cerveny L, Olinga
P. Human precision-cut intestinal slices as a new model for testing induction potency of drugs
targeting P-glycoprotein (ABCB1)

Prace hodnoti PCIS z lidského jejuna jako model pro indukci transportéru ABCB1 (P-
glykoprotein). Vysledky potvrdily viabilitu, stabilni genovou a proteinovou expresi transpor-
térd v souladu se zachovanou transportni aktivitou. Modelovy induktor a ligand PXR rifampicin
zvysil genovou a proteinovou expresi a aktivitu ABCB1 (akumulaéni studie s rhodaminem) a
genovou expresi CYP3A44. Vysledky ukézaly, Ze PCIS jsou vhodnym modelem pro studium
indukce ABCBI v experimentu trvajicim 48 hodin.

Publikacni aktivita uchazece

Mgr. Huli¢iak je prvnim autorem dvou ptivodni védeckych praci a spoluautorem dalsich dvou
puvodnich védeckych praci, které fesi problematiku vytyCenou jako cile dizertacni prace.
Vsechny préace prosly narocnym oponentnim fizenim v renomovanych védeckych ¢asopisech,
jehoz kladny vysledek je potvrzenim originality témat a vyznamu vysledk, stejné€ jako kvality
pouzitych metod. Podle databaze Web of Science spadaji publikace do 1. kvartilu (2 spolu-
autorské publikace, z toho jedna v prvnim decilu) a 2. kvartilu (2 prvoautorské publikace).
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Mgr. Huliciak sepsal draft verze obou prvoautorskych publikaci, coz je u studenta PGS nutné
vyzdvihnout. Vysledky prace déle zvefejnil formou 4 prednaSek na domécich konferencich
a 3 postert (1 na zahrani¢ni konferenci).

Zavér a doporuceni

Predlozena dizertacni prace je po formalni i obsahové strance velmi kvalitni. Mgr. Huli¢iak
prokézal schopnost vyborné zvladnout naro¢né vyzkumné projekty po teoretické 1 praktické
strance. Ma nezpochybnitelny zasadni podil na vzniku publikaci. Dizerta¢ni prace a publikace
s vysokym impaktnim faktorem piinasSeji originalni poznatky, dokazuji hluboké porozuméni
dan¢ problematice a dokladaji odborné vyjadiovaci schopnosti.

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

V Hradci Kralové, 20. 5. 2024
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