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Posuzovana disertacni prace Mgr. Jakuba Hofmana je koncipovana jako ucelend védecka
studie, ktera je predepsanym zplsobem Clenéna a obsahuje vSechny zavazné oddily.

Prace je psana v ¢eském jazyce, obsahuje 108 stran textu, véetné seznamu 211 pouzitych
literarnich odkazl. Autor préci az na nékolik formdlnich chyb peclivé sepsal a peclivé rozélenil. Velmi
pozitivné lze hodnotit, Ze se autorovi spolu s kolektivem podafilo vysledky vyzkumu uvefejnit
v prestiznich mezinarodnich ¢asopisech (J Pharmacol Exp Ther a Pharmacol Res) a 2 ¢lanky jsou
k posouzeni zaslany (2x Pharmacol Res). Ve dvou pfipadech je disertant na prvnim misté.

Disertacni prace Mgr. Jakuba Hofmana je zamérena na studium farmakokinetickych interakci
inhibitord cyklin-dependentnich kinas (CDK) s |ékovymi efluxnimi transportéry BCRP a P-gp. Cyklin-
dependentni kinasy hraji klicovou ulohu v regulaci bunécného cyklu a jsou zodpovédné za prechod
burnky do S a M faze. Bylo prokazano, Ze vzrist aktivity anebo docasna abnormalni aktivace, pfipadné
porucha inhibice, CDK vede s velkou pravdépodobnosti ke vzniku nadort. Cyklin-dependentni kinasy
pfimo interaguji s onkogeny i nadorovymi supresory (pRb, p53). Naopak, overexprese ptirozenych
inhibitord CDK, napf. proteinu p21Cip1/Wafl, brani proliferaci nadorovych bunék. Pravé posledné
jmenovana skutecnost vedla k hledani a nasledné i vyvoiji syntetickych inhibitor(i CDK proteint, které
je tfeba studovat i z pohledu farmakokinetického.

V disertacni praci jsou in vitro a ex vivo studovany Gcinky 5ti vybranych inhibitorii CDK
strukturné odvozenych od rostlinnych hormon cytokinl (purinové CDKi; olomoucin, olomoucin II,
roskovitin, bohemin, purvalanol A) a 2 latek, jejichz struktura neni zaloZena na substituovaném
adeninovém skeletu (nepurinové CDKi; flavopiridol, SNS-032). Pro studium inhibice i substratové
afinity k efluxnimu transportéru BCRP byla pouZita psi ledvinnd epitelialni MDCKII linie transdukovana



lidskym ABCG2 genem spolu s parentni linii. Pro studium inhibice a substratové specifity k P-gp byla
vyuzita obdobna linie transdukovana lidskym ABCB1. Pomoci akumulacnich a transportnich metod
bylo na téchto liniich prokazano, Ze purinové CDKi purvalanol A, olomoucin Il, behemin a roskovitin
inhibuji BCRP, z ¢ehoZ prvni 2 inhibitory vykazovaly srovnatelnou inhibici k BCRP jako modelovy
inhibitor fumitremorgin C. Rovnéz bylo prokazdno, zZe purvalanol A inhibuje P-gp s obdobnou
ucinnosti jako specificky inhibitor LY335979.

Stejné bunécné modely byly vyuZity ke zjiSténi, Ze olomoucin Il je substratem jak P-gp, tak
BCRP, zatimco substratova afinita purvalanolu A ani k jednomu z transportér( prokazana nebyla.

Vysledky ziskané ztéchto in vitro studii byly konfrontovdny s experimenty na organové
urovni pomoci metody duadlni perfuze potkani placenty, ktera je na pracovisti dobte zavedena. Takto
ziskané vysledky dobre korelovaly s témi ziskanymi pomoci in vitro studii a to jak z pohledu inhibice
transportér(, tak i substratové specifity k nim.

V zdvérecné cCasti disertace jsou popsany i experimenty ovéfujici aditivni nebo synergicky
efekt vybranych inhibitord CDK s uc¢inkem soucasné podanych cytotoxickych substrata.

K predlozené disertacni praci mam nasledujici ptipominky a dotazy:

1) Ceské nazvoslovi, na rozdil od anglického, uznava pouze jednoslovny nazev enzymu, tedy
napf, dihydrofolatreduktasa, tyrosinkinasa, a dalsi...

2) Trochu rusivé plsobi popisy obrazkl jednou v ¢esting, jindy v anglictiné

3) V Ceském textu mame desetinné ¢arky ne tecky (napf. str. 39 odstavec k roskovitinu), naopak
v anglickém textu jsou jen tecky (obr.14 — posledni graf)

4) Na str.42 v poslednim odstavci se zmifiuje metabolismus roskovitinu za ucasti P450, ktery
tvori karboxylat? Jaké jsou moznosti cytochrom( P4507?

5) Na str.60 nesedi poradi inhibiéniho Ucinku studovanych CDKi — data na predchozi strané
ukazuji na vétsi inhibi¢ni ucinek pro olomoucin Il nez pro roskovitin

6) Ztextu lze vycist urcité prekvapeni nad zjisténim, Ze olomoucin Il podléhd sulfataci na
ledvinné studované bunécné linii. V literatufe je doloZena ledvinnd exprese nejméné u
isoforem SULT1A1, 1A2, 1B1, 1C1, 1C2 a 1E1. Samoziejmé vidy bude zaleZzet na konkrétni
linii.

7) Mate néjaké vysvétleni proc jsou nékteré studované inhibitory CDK také dobrymi substraty
nékterych transportér( a dalsi strukturné velmi podobné nikoliv?

8) Je zndm mechanismus inhibice studovanych transportéri pomoci testovanych CDKi?

9) Pfi studiu enzym( se rovnéz vyuzivaji tak jako ve studiu transportérQ tzv. ,specifické
substraty” nebo ,specifické inhibitory”. Dnes se uz vi, Ze nejsou zdaleka tak specifické, jak se
predpokladalo. Nemduze pfi studiu transportérll nastat situace, Ze tzv. ,specifickym
inhibitorem” budu blokovat, tedy ovliviovat, transport i u zatim neprozkoumaného
transportéru a tim vysledek tfeba trochu nebo vice zkreslovat?



Zavérem je mozno konstatovat, Zze Mgr. Jakub Hofman prokazal jak velmi dobrou orientaci ve
studované problematice, tak schopnost védecké prace zavrSenou publikovanim ziskanych vysledkd
v impaktovanych mezindrodnich ¢asopisech. Pfi feSeni studované problematiky byly ziskany origindlni
vysledky, které jsou duleZitym pfinosem k vyzkumu farmakokinetickych interakci inhibitord CDK
s |ékovymi transportéry BCRP a P-gp.

Predkladanou prdci hodnotim jako velmi hodnotnou védeckou studii, ktera spliuje
pozadavky kladené na disertacni praci. Vzhledem k témto skutecnostem doporucuji, aby disertacni
prace byla prijata k obhajobé a aby na zakladé Uspésné obhajoby byl Mgr. Jakubu Hofmanovi udélen
akademicky titul Ph.D.

V Hradci Kralové 22.10. 2012

Prof. Ing. Vladimir Wsél, Ph.D.



