Posudek na diserta¢ni praci Mgr. Jany Mandikové s nazvem ,,Interakce antimikrobidlnich
latek s 1ékovymi ledvinnymi transportnimi systémy in vitro®, vypracovnané pod vedenim
doc. PharmDr. FrantiSka Trejtnara, CSc. na Katedie farmakologie a toxikologie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzita Karlova v Praze.

Jak nazev prace napovida, vlastnim tématem prace je studium interakci vybranych
antimikrobidlnich latek s vybranymi membranovymi transportnimi systémy/proteiny siln¢
exprimovanymi v buiikach tubuld ledvin. Experimenty jsou designovany jako in vitro studie
na permanentnich bunéénych liniich, coz autorce umoznilo se detailngji zaméfit na jednotlivé
interakce vybranych 1éCiv se studovanymi transportéry. Téma je to velmi atraktivni,
s vyznamnym aktualnim pfesahem do klinické praxe. Ziskané vysledky umoziuji zamyslet se
nad novymi designy farmakologické 1é¢by, zvySujici efektivnost podavaného 1éku a na
druhou stranu snizujici zat€z organismu.

Prace mé standardni strukturu tvofenou abstraktem shrnujicim ziskané poznatky,
uvodem/teoretickou casti, Sifeji seznamujici s danou problematikou a vyustujici ve vlastni
cile prace. Nasleduje experimentalni ¢éast s vyctem pouzitého materidlu a metod. Déle pak
vlastni vysledky, diskuse, zdvér a seznam pouzité literatury. Prace je doplnéna dvéma
odbornymi ¢lanky (autorsky a spoluautorsky) ve vysoce kvalitnich recenzovanych odbornych
Casopisech, kde jsou vysledky ptedlozené prace zvetejnény. Je zde také uveden seznam
dalSich Sestnécti odbornych ¢lankli v recenzovanych casopisech, vétSinou velmi kvalitnich,
kterych je Mgr. Mandikova spoluautorkou, a které se Castecné prekryvaji s tématem jeji
disertacni prace. Jiz toto samo o sob¢ ukazuje na védecké schopnosti autorky a opravnénost
k ziskani titulu Ph.D. Za vyzdvihnuti i jisté stoji, jak jsem snad spravné pochopil, ze
protokoly pouzité v praci k testovani pracovnich hypotéz, si autorka musela na Skolitelském
pracovisti zavést sama, coz samo o sob¢ Casto vyzaduje dostatek odhodlani ptfekonavat
piekazky a dostatecnou laboratorni zru¢nost a zkusenosti.

Vysledky prace budou jisté soucasti prezentace u obhajoby a tak nema myslim moc
smysl je zde detailné opakovat. Struéné, prace je zaméfena na studium interakce entecaviru
(ETV), acyklickych nukleosidovych fosfonatt (PMEG, PMEO-DAPy a (S)-HPMPA) a
Amfotericinu B (AmB) s transportéry rodiny SLC OAT1, OCT2, CNT2 a CNT3. Dale pak
s transportéry rodiny ABC transportéri ABCB1 a ABCG2.

Nejvyznamnéjsi objevy reprezentuje zjisténi, ze ETV je inhibitorem a substratem
transportérit OAT1, CNT2 a CNT3 a castecné 1 ABCB1 a ABCG2. Dale, ze OATI interaguje
S ANPs, které mohou byt jak jeho substraty, tak inhibitory. A Ze nékteré ANPs inhibuji 1
transportéry ABCB1 a ABCG2. Studie s AmB ukéazala jeho schopnost inhibice transportéru
OCT2, ale ne transportéru OATI. bylo vSak prokazano, ze kyselina deoxycholova (DOC),
ktera je soucasti komplexniho preparatu s AmB inhibuje jak OAT1, tak OCT2.

Jak jsem jiz naznacil v uvodu, ziskané vysledky povazuji za velmi cenné a rozsifujici
nas pohled na moznosti zlepSeni vyuziti, u€inkl a farmakokinetiky testovanych latek, stejné
jako jejich derivati. Soucasné€ jsou vynikajicim odrazovym mustkem pro navazujici studie
zaméiené na tuto problematiku.

K struénému hodnoceni vlastni préce, jak je predloZzena. Abstrakt mi pfipada zbyte¢né
dlouhy a detailni na ukor rychlému ptedstaveni vysledkt predlozené prace. Teoretickd Cast
veelku vystizné a obsahle predstavuje danou problematiku, pfedstavuje pracovni hypotézy,
z kterych jsou pak logicky vystavény cile prace, kromé cile ¢.4, jeZ je spiSe cilem doktorského
studia jako takového. Vysokou kvalitu teoretické prace pon€kud snizuji drobné nepiesnosti,
jako napf. Spatna definice ,clearance” (str.8.), nebo ze ABCBl1 a ABCG2 jsou
nejvyznamngj$i ABC transportéry v organismu, mnohé jiné z této skupiny transportéra jsou
s ohledem na poskozeni organismu a jeho funkci pfi jejich poskozeni mnohem vyznamné;jsi.
Také je Skoda, Ze vypadla kapitola o podtiidé MRP, jiZ se autorka prakticky sice nezabyva,



ale ¢asto jeji ¢leny, jako silné exprimované a v ledvinach vyznamné funkéni zmifiuje. Cast
experimentalni pak na jednu stranu je az nadbytecné detailné pojata, na druhou stranu
nasledovnici jist€ oceni peclivy a piesny vycet krokli jednotlivych postupti. I to je vSak nejspis
odrazem ,,novackovstvi autorky v téchto technikach, o ¢emz svédci i nékteré pouzité terminy
a nepresnosti: Lidsky xy expresni plasmid (str.38) — anglikanismus, lidé zadné plamidy
nemaji; buiiky byly sazeny (str.39) - vysety; kontrola zatizeni proteinti na gelu (str.42) —
vnitini standard, kontrola nanasky vzorku (navic tyto data nejsou nikde ukazana); 10%
aprotininu, 10% benzamidinu,...- tak velké mnozstvi téchto latek urcité pouzito nebylo. Jako
laikovi v dané oblasti by mi pro orientaci také velmi pomohlo, kdyby uvadéné tzv. standardni
substraty, Ci inhibitory pro jednotlivé transportéry byly prezentovany i formou tabulky. Také
povazuji za celkové $t'astnéjsi v ptipadé vice synonym pro dany gen/protein se V textu drzet
jen jednoho (zde ptipad napt. ABC transportérti). Rad bych také upozornil, Ze pouzivat
v experimentech tohoto typu konfluentné naroslé buinky je velmi nevhodné z hlediska
standardnosti experimentu. Nasledna vysledkova ¢ast je pak podana velmi jasnou a
srozumitelnou formou, coz hodnotim velmi kladng, stejné jako design experimentd, jednotlivé
pracovni hypotézy a postupy k jejich ovéfeni/vyvraceni s ohledem na vytyCené cile. Trochu
zmatecné vSak pusobi jakési volné pouzivani termint triplikat a 3 nezavisla opakovani, coz
Z pohledu tradicniho vyznamu téchto terminii V uspofddani experimentu znaci Uplné jinou
informaci. Dale v nékterych grafech je prezentovana vysoka statistickd vyznamnost rozdilu
mezi testovanymi skupinami, ale v textu je to uvedeno jako nevyznamné nebo mirny vliv
(napt. kapitola 6.3.3. Cytotoxicita ETV, viabilita u hOAT1 x GS-9191). Dale, grafy na obr. 23
a 24 jsou prakticky necitelné a o vypocitanych vyznamnych rozdilech uvedenych v textu se
¢tenat muze jen dohadovat. Zde také tvrzeni, ze GS-9191 puisobil stejné efektivné na inhibici
studovanych transportérii jako jejich specifické inhibitory je dle mne ponékud zavadégjici diky
jeho o 2-3 rady vétsi uéinné koncentraci.

Naésleduje ¢ast diskuse, kde autorka jasnou a ¢tivou formou, komentuje své vysledky
se soucasnymi poznatky z jinych praci a své vlastni tak logicky zacletiuje do celkového stavu
poznani v této oblasti vyzkumu. Nésleduje struéné zavéreéné shrnuti a seznam pouzité
literatury, ¢itajici ictyhodnych vice jak 200 citaci.

V souhrnu piedloZzenou praci povazuji za velmi zdaftilou, jasn¢ dokreslujici autor¢iny
schopnosti formulovat védecké hypotézy, najit si cestu k jejich testovani, designovat a
zejména UspeéSné realizovat potfebné experimenty, které piinasi odpovidajici vysledky. Dle
prilozenych publikaci je autorka také schopna své plivodni vysledky odpovidajici formou
prezentovat v podobé& odbornych ¢lanki v mezinarodnich a vysoce hodnocenych periodikach.
Vsechny tyto skute¢nosti mne vedou k jasnému doporuceni predloZzené prace k obhajob¢ a
jako podkladu k ziskani titulu Ph.D..

Zaveérem mam nasledujici otazky do diskuse:

1. Vpraci je uvedeno, Ze pouzit¢ bunéfné linie byly vybrany na zakladé¢ snadné
kultivovatelnosti. Byl také délan expresni profil studovanych a jim piibuznych
transportéri u pouzitych bun¢k? Nebyl by to vhodny parametr vybéru vhodné bunééné
linie?

2. Byl n&jaky divod, pro¢ v experimentech s exogenni expresi studovanych transportérd,
nebyly vSechny studované transportéry testovany na obou pouzitych liniich, ptipadné
vSechny na jedné?

V Brn¢ 4.8.2014 Mgr. Jiti Pachernik, Ph.D.



