OPONENTSKY POSUDEK
na disertaéni praci Mgr. Antonina Libry
"Studium transportnich mechanizm lé¢iv v placenté a jatrech"
(Ustav farmakologie a toxikologie, Farmaceutické fakulta University Karlovy v Hradci
Kralové, 2006)

Disertaéni prace Mgr. Antonina Libry je piedloZena jako komentovany soubor praci
publikovanych v hodnotnych zahrani¢nich ¢asopisech. Tématem je studium transportnich
mechanizmi 1é¢iv v placenté a jatrech, kde autor prezentuje své vysledky ziskané za pouziti
modernich molekuldrné-biologickych metod a in vitro i in vivo experimentd. S ohledem na
dilezitost jednotlivych transportnich proteinii pro farmakokinetiku xenobiotik u ¢lovéka, se
autor ve svém vyzkumu postupné vénoval prakticky viem hlavnim pfenaseciim [éCiv.

Priace je ¢len€na na piehledny tvod vénovany obecnému seznameni s problematikou
transportnich proteint zapojenych do farmakokinetickych procesti u ¢lovéka (24 stran), cile se
specifikovdnim podilu autora na jednotlivych pracich a vystupech (2 strany), pouZitou
literaturu (cca 100 citaci recentnich praci), 5 pfiloZenych €lankd kde autor je hlavnim autorem
nebo spoluautorem a souhrn s komentafem dosazenych vysledki.

1. ZHODNOCENI DISERTACNI PRACE

Zvolené téma a cile piedstavuji zajimavy a velice aktudlni problém moderni farmakologie a
fyziologie. Transmembranové transportni proteiny lokalizované na povrchu bunék tkéani
s eliminaéni nebo bariérovou funkei pifedstavuji zékladni mechanizmus, ktery ovliviluje
pohyb endo- a xeno-biotik v organizmu a jejich exkreci. Funkce jednotlivych transpotért
vyraznym zplsobem zasahuje do farmakokinetiky a potazmo i farmakodynamiky vétSiny
1é¢iv. Problematika je navic velmi recentni a obsahov€ nartstd az v poslednich nékolika
letech. V tomto obdobi byla identifikovana, pfedevdim za pouZiti modernich molekuldrng-
biologickych metod, fada transportnich proteind. V kontextu stémito skuteénostmi a
s dlouhodobym vyzkumnym zdmeérem Skolitele, resp. Skoliciho pracovisté, bylo zvoleno téma
predkladané disertadni prace, kterym je hodnoceni exprese, aktivity a interakci transportnich
proteintd v placenté a v jatrech.

Cile prace jsou vyty&eny jasné; byly nasledujici:

1. Zavedeni metod izolace RNA, reverzni transkripce a kvantitativni real-time PCR pro
kvantifikaci exprese transportnich gend v lidskych a potkanich tkanich a bunéénych
kulturach.

2. Studium exprese a lokalizace P-gp v placenté potkana v prib&hu biezosti (v
navaznosti na potvrzenou funkci P-gp v terminalni placenté potkana in vivo).

3. Porovnani exprese genit ABCBI a ABCG2 v lidské BeWo bunééné linii a terminalni
lidské placentg.

4, Porovnani exprese 12 genu nadrodin SLCO, SLC22, SLC10 a SLCI15 v lidskych
HepG2 a Chang Liver bunéfnych liniich jako in vifro modelech pro studium
transportnich procest v jatrech.

5. Stanoveni kinetickych charakteristik transportu potencidlni diagnostické latky pro
magnetickou rezonanci B22956 v bunéénych liniich HepG2 a Chang Liver a srovnéni
s kinetikou endogenni latky taurocholatu.



Pouzité metodiky byly velmi komplexni, sofistikované a naprosto adekvétni ke zvolenym
cilim. Autor pfedev$im pracoval v oblasti molekularng-biologickych metod, kde vypracoval
fadu metod od izolace materidld aZ po kvantifikaci konkrétni mRNA, véetnd pripravy
plasmidi a jejich sekvenovéni. Ocenit lze komplexni pfistup k hodnoceni exprese genidl pro
transportni proteiny — autor pfi své praci, aZ na vyjimky (MRPs — multidrug resistance-
associated proteins), hodnotil expresi vSech transportnich proteint dileZitych ve
farmakokinetice 1éCiv.

Diserta¢ni prace pfinasi fadu vysledki, které jsou hodnovérmé a cenné. Za originalni a zv1asts
pfinosné povazuji:

1) Detailni popis exprese a funkce gentt ABCBI a ABCG2 v placents.

2) Detailni analyza exprese uptake transportérii u dvou liniich slouzicich jako celularni model
jater, HepG2 a Chang Liver.

3) Stanoveni kinetiky (v€etné kinetickych parametri Km a Vmax) a popis transportéri
zapojenych do uptake nové zobrazovani latky pro MRI — B22956, do jater.

Diskuse je soucasti pfiloZenych publikovanych praci a odrazi vyborné znalosti problematiky.
Interpretace vlastnich vysledkd je vécnd a stifzliva. Platnost zji§ténych skuteénosti je precizné
poloZena do kontextu s recentnimi informacemi v této oblasti.

Po formalni strance je prace pfehledné ¢lenéna. Obsahuje viechny poZadované &asti
s minimem didaktickych chyb. Tuto stranku prace lze hodnotit jako vybornou.

Celkove nutno konstatovat, Ze pfedklddand disertaéni prace dokladuje isp&$né splnéni viech
vytyéenych cili.

2. PRIPOMINKY A DOTAZY OPONENTA
2.1. Pripominky a dotazy k odborné a obsahové striance

K praci mam pouze n€kolik upfestivjicich dotazi, které nijak nesnizuji jinak velmi vysokou
uroven disertaéni préce:

- V posledni préci (kontrastni latka B22956) je hodnocena exprese ,,pouze® v roving mRNA.,
Jaké jsou vaSe zkuSenosti se souvislosti mezi detekovanou mRNA a mnoZstvim jejiho
proteinu, ktery je finalné k dispozici pro funkci?

- Pfi daném uspofadani uptake experimentii s pouzitymi bungénymi modely pravdépodobné
nebylo mozné vyhnout se vlivu exportnich transportéri (napf. MRP2, pro ktery, jak uvadi
autor, je B22956 substritem). Jak vyrazny vliv by se v daném uspotadani pokusu dal
pfisoudit exportnim ,,apikalnim* transportérim?

- V posledni praci je pouZito starSich oznageni jednotlivych transportnich proteinf, jinak je
cela prace napsand s novou terminologif. Jakou terminologii je vhodné pouzivat?

- Atkoli to casten€ vyplyva z kontextu, nejsou zavedeny zkratky TG a RG pro vzorce na
str.24. Sou€asné do§lo pravdépodobné k chybé v rovnici na str. 24, kterd by ve zkratkach
zvolenych autorem, méla asi byt napsdna spravné nasledujicim zptsobem:

2A Cl vzorek ( TG—RG)
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2.2. Piipominky k formalni strance
- bez pfipominek
3. ZAVERECNE HODNOCENI

PiedloZen4 disertani prace Mgr. Antonina Libry ,,Studium transportnich mechanizmd 1é¢iv
v placenté a jatrech” splituje podle mého nazoru vsechny pozadavky na kvalitni doktorskou
préci. Jeji bohaty a sofistikovany véeny obsah, zaloZeny na publikovanych vysledcich, svédéi
o intenzivni a promyslené praci piedkladatele s brilantnim zvladnutim slozitych metodik. To
dokladuje 1 5 publikaci v mezindrodnich Casopisech, kde u jedné znich je piedkladatel
diserta¢ni price prvnim autorem. Autor prokédzal Siroké znalosti v dané problematice a
schopnost samostatné tvir¢i védecké prace.

Na zikladé tohoto hodnoceni predloZené disertacni priace d o p o r u ¢ u j i, aby po jeji
uspésné obhajobé, byl Mgr. Antoninu Librovi udélen p¥isluSny védecky titul.
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