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Prace ma 88 stran, 20 graffi, 92 literarnich odkazi . V teoretickych vychodiscich prace se
autorka  vénuje zakladnim aspektim imunosupresivni 1é¢by se zfetelem na pouziti
kalcineurinbvﬁch inhibiton‘i,cyklosporinu A(CsA) a jeho farmakokinetice, farmakodynamice,
nezadoucim Winklm a lékovym interakeim CsA. Obséhle je zpracdva’.na kapitola v€novana
metodam  monitorovani hladin CsA (TDM) provadéné s cilem optimalizovat
imunosupresivni wdinek cyklosporinu a snfZzit riziko nezadoucich 1ékovych reakei. V textu
jsou rozebrany jednotlivé metody terapeutického menitorovani cyklosporinu A | tj metody
imunoanalytické, metody vysoko-Gfinné kapalinové chromatografie (HPLC) a kapalinové
chrom_atograﬁe ve spojeni s hmotnostai detekei (LC-MS, popf. LC-MS/MS). = Zjevnou

vyhodou imunoanalytickych metod je analyza velkého mnozstvi vzorki béhem kratkého &asu



a jednoduchost stanoveni. Nicméné tyto metody nejsou dostatedné specifické a zkfizena
reakce s Cetnymi metabolity CsA zpasobuje vyrazné odchylky od skuteénych hladin. HPLC
metody jsou povaZovany za referenéni metody stanoveni CyA. Vyzaduji viak asové naroCné
extrakéni postupy piipravy vzorkd, které jsou dilezité pro dobrou separaci. HPLC metody
jsou také pouzivany k méfeni CyA spolené s jeho metabolity. V tom pfipadé se pohybuje
celkovy Gas analyzy v desitkach minut. Vyhodn&jsi ve stanoveni CsA a jeho primarnich
metaboliti se jevi pouZiti kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii, tedy
metodiky stanoveni CsA v lynfocytech, kterd byla jako prvni na sv8té zavedena pravé na

pracovisti autorky.
V dalgi ¢asti jsou definovany zakladni cile prace:

1) zavést, optimalizovat a validovat metodu vysoko-téinne .kapalinové chromatografie s
hmotnostni detekei na stanoveni cyklosporinu A a metabolith AM1, AM9 a AM4AN v
plné krvi a separovanych perifernich lymfocytech .

2) srovnat koncentrace cyklosporinu A a jeho metabolith v krvi a lymfocytech .

3) sledovat vliv cyklosporinu A a jeho metabolitil na cirkadialni kolisani krevniho tlaku.

4) vyuZiji této metody pro terapeuticke monitorovani v b&Zné klinické praxi

5) sledovat viiv CsA a metabolitii na imunitni system .

ad 1) Na pracovisti autorky byla vyvinuta a validovana metoda kapalinové chromatografie s
hmotnostni spektrometrif ke stanoveni koncentrace cyklosporinu A a jeho primarnich

metabolitd (AM1, AM4N a AM9) v krvi a lymfocytech

ad 2).srovnani TDM CsA a jeho metabolitd v C through, C2, C4 a AUC v krvi 1 v
lymfocytech pii dlouhodobém podavani. Byli sledovani pacienti s transplantaci ledvin (n=14,
skup.1), kde byly pacienti rozdéleni i dle rychlosti nastupu funkee $tépu. Byli sledovani i
chroni¢t{ pacienti dlouhodobg stabilni (n=54, skup.2). Byly monitorovany koncentrace CsA a
metabolith v krvi a lymfocytech a provedena korelaci koncentraci CsA a metabolith

analyzovanych v krvi a v lymfocytech.

ad 3). u 31 pacierztﬁ bylo provedeno 24-hodinové ambulantni monitorovani krevniho tlaku
(ABPM) ve stejny den jako odbér krve na CsA. Sledovani bylo provedeno 3x v 1-rognich
intervalech. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin ,.dipper” & ,,non-dipper” ( pokles noéniho
tlaku < 10%) a byl sledovan vliv CsA-a jeho primérnich metaboliti na cirkadialni kolisani

krevriiho tlaku.



ad 4) funkénost imunitniho systému byla na pacientech skupiny [. testovéna testem
transformace fymfocytt (TTL) po stimulaci fytohemaglutininern (PHA), pomoci produkee
INF gamma po stimulaci PHA, antigenem cytomegaloviru a smési antigenti M. tubercuiosis

za vyuziti systému QuantiFERON firmy Celiestis.

Zavery prace: .
1.Byla vyvinuta novda LC-MS/MS metoda vhodnd pro terapeutické monitorovani, tj pro
stanoveni koncentrace CsA a jeho primarnich metabolitd nejen v krvi, ale i v lymfocytech,.

Metoda LC-MS/MS je selektivni, velmi citliva a specifickd. Vyhodou té&chto metod oproti
klasické HPLC je snadnd pfiprava vzorku a kratky Cas analyzy.

2. U skupiny s opozdénym nastupem funkce $t&€pu byly v priib&hu prvniho tydne

nameéfeny signifikantné vy33i hladiny CsA pied uzitim v priméru o 50%, hladiny AM1 byly
5. den po transplantaci. témér trojnasobné. Byly nalezeny zeyména vyznamné rozdily u
AMA4N -hladiny v DGF byly v prvnim tydnu 15-20krat vy$8i. Rozdily u AM9 nebyly
statisticky vyznamné. Obdobné vysledky byly nalezeny i v lyinfocytech.V rané fazi po
transplantact byla tedy zjiSténa mj. vyznamné vyssi koncentrace AM4N i AMI1 v krvi i
lymfocytech u pacientli , coz souviset s opozdénym nastupem normalnich renalnich funkei po

transplantaci ledvin

3. V souboru pacientl po transplantaci bylo zji§téno abnormalni cirkadialni kolisani krevniho
tlaku téméf v 50% provedenych méfeni. Velmi zajimavé je, Ze¢ hladiny CsA a metaboliti
AMI1 a AMY neovlivnily pokles no¢niho tlaku, statisticky vyznammny rozdil mezi skupinami

~dipper a ,non-dipper* byl v8ak nalezen u hladiny metabolitu AM4N v lymfocytech pted |
uzitim. Vysledek naznacuje, Ze zvysena koncentrace vyrazné lipofilniho metabolitu AM4N v

iymfocytech mGze byt pfic¢inow/ markerem ,,non-dippingu“;

4. Pouziti QuantiFERON-CMYV testu se zdad byt v kombinaci s vySetienim virové DNA jako

zasadni k uréeni pacientd s rizikem CMV infekce.

Zavéreéné zhodnoceni:

Prace jé standardné zpracovana, pouZzité metodiky jsou adekvatni a autorka ziskal celou fadu

zajimavych a kvalitnich udaju, které, pokud budou pteneseny do praxe, ziepdi pééi o pacienty



s IS terapii. Je tfeba vyzvednout pfehlednost adekvdtni styl prace a rovnéZ kvalitni formalni

tipravu textu i pfiloh

Price je tedy zdafila, splnila svaj cil a obsahuje Fadu zajimavych a vyznamnych

vysiedki. Jako zdsadni vnimam :

—  V prvni fadé vyvoj a pouZiti nove selektivni, specifické citlivé analyticke metody
stanoveni hladin CsA a metabolitd v krvi a lymfocytech , tedy LCMS/MS.

— popis farmakokinetiky CSA a jeho metabolitl v lymfocytech.

—  Vyznam stanoveni QTF pro predikei rizika CMV infekce

— 'V neposledni fadé i pfispévek prace k problematice  cyklospormem indikované.

hypertenze

. Rovndz ocefji publikaci zasadnich vysledkd v ¢asopisech s IF nebo recenzovanych
tasopisech(5 publikaci , 2x jako spoluautor v casopise s IF, celkem 22 citaci ve Web of

Science) .

K obsahu prace nemém piipominky, mam t#i otazky, které doporuduji v pribchu obhajoby

vysvetlit.

1. TDM cyklosporinu v transplantologii, zdkladni principy, AUC a predikce akutni

rejekcee.
2. Role P glykoproteinu v metabolismu CsA.

3. Mechanizmy vzniku hypertenze pfi terapii CsA, lécba.

Predlozenou disertaéni praci doporuduji k obhajobé a udéleni akademického titulu

doktor(PhD) dle § 47 Zakova o vysokych §koldch ¢ _?\/98 Sb.
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