OPONENTSKY POSUDEK

Doktorska dizertacni prace, autor: Mgr. Martina Vrbovd, 2016

Predkladana doktorska dizertacni prace ,Vyutiti purifikovanych toxickych latek pfi studiu
nefrotoxicity in vitro“ ma celkem 149 stran v¢. pfiloh a seznam literatury obsahuje 295
spravné citovanych referenci. Soucasti prace jsou také 3 publikace v impaktovanych
¢asopisech, na jedné z nichZ je Mgr. Vrbova prvni autorkou. PfiloZena je téZ jedna prace bez
IF. Prace ma klasické clenéni, kde Gvod na 55 stranach prehledné a diikladné seznamuje

s FeSenou problematikou. Velmi podrobné a peclivé je zpracovana experimentalni ¢ast.
Nasleduje vlastni vysledkova €ast (25 stran) a diskuze (16 stran). Veskeré &asti jsou napsany
Ctivou a srozumitelnou formou bez zavaznéjsich chyb. Ocenuji zafazeni Pfilohy | (Originalni
data), i kdyZ se nejedna o primarni data, ale o statisticky zpracované podklady graft.

Cile prace jsou jasné formulovany a tykaji se aktuaIni a zajimavé problematiky toxicity
acetaminofenu, ktery patfi v sou¢asné dobé mezi nejCastéji pouzivana analgetika

a antipyretika. Mechanismus patologického tGc¢inku acetaminofenu vedouci aZ k akutnimu
poskozeni ledvin a zejména jater neni dosud objasnén.

Autorka studovala nefrotoxicitu acetaminofenu in vitro na lidskych imortalizovanych
proximalnich tubuldrnich burikach (linie HK-2) a zaméfila se na ovéreni hypotézy, 7e toxicky
efekt zpUsobuji konjugaty vzniklé oxidaci acetaminofenu a jeho naslednou reakci

s glutathionem (APAP-SG), ktery je metabolizovan na cysteinovy konjugat (APAP-Cys). Cilem
prace bylo také posoudit mozné vyuZiti stanoveni koncentrace lipokalinu NGAL jako
vhodného proteinového markeru pro detekci akutniho poskozeni HK-2 bunék. K dosazeni
experimentalnich cili Mgr. Vrbova poufZila celé fady biochemickych a bunééné biologickych
metod a vyuZila dostupnosti na pracovisti pfipravenych a purifikovanych APAP-SG a APAP-
Cys konjugata.

K praci mam jen nékolik pfipominek:
Nazev prace mi prijde az pfilis obecny.

Rozsahlda diskuze (16 stran) ¢asto zesiroka opakuje fakta, ktera jiz byla pfedstavena
v teoretické Casti.

Jednotky veli¢in v popisu os u grafG uvadét v kulatych a ne hranatych zavorkach.

U mikroskopickych snimki je v pravém dolnim rohu ukdzano vétsi zvétseni, které neni
specifikovano a ani neni zirejmé, co vlastné vyrez ilustruje.



Hmotnostni spektra (graf 10, 11, str. 96, 97) jsou oznacena jako tandemova, ale ve spektru
graf 10 postradam fragmentacni ionty. Naopak u MS2 spektra v grafu 11 by se mohl
oznatit/okomentovat hlavni produktovy ion m/z = 140.

Autorky bych se rad zeptal na nasledujici:

1) Ukazujete, ze HK-2 buriky metabolizuji acetaminofen a vznikaji konjugaty APAP-SG
a APAP-Cys. Nezkouseli jste analyzovat i hlavni konjugaty, tj. glukurondty a sulfaty a provést
vzajemnou kvantifikaci?

2) Muzete okomentovat, zda jste pfipadné vedle mé&Feni ROS a GSH téZ stanovovali hladiny
hlavnich antioxida&nich enzym( (nap¥. metodou Western blot)?

3) Mate néjaké vysvétleni pro niZ3i toxicitu 5 mM APAP-SG v porovnani s ostatnimi
pouzitymi koncentracemi?

74avérem mohu konstatovat, Ze Mgr. Martina Vrbova pfispéla k fedeni zajimaveé problematiky
nefrotoxicity acetaminofenu a prokazala, Ze je schopna o své praci uspésné referovat.
Piedkladanou praci doporuéuji postoupit k obhajobé za icelem udéleni titulu Ph.D. za
jménem.

V Praze, dne 11.9.2016

A
A \

RNDr. Marek Vrbacky, Ph.D.

Fyziologicky tstav AV CR, v. v. i.
Videriska 1083
142 20 Praha 4
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Posudek diserta¢ni prace

Mgr. Martina Vrbova

Vyuziti purifikovanych toxickych latek pii studiu nefrotoxicity in vitro

Disertaéni prace se zabyvéa studiem nefrotoxicity acetaminofenu a jeho metabolickych
derivatd, coz predstavuje velice aktudlni tématiku v oblasti vyzkumu toxicity 1é¢iv. Prace je
logicky roz¢lenéna. Teoreticka ¢ast pojednava o renalni biotransformaci xenobiotik, akutni
nefrotoxicit¢ zplisobené Iéky veetné popisu moznych markerd poskozeni ledvin.
V experimentalni praci se pak autorka zabyva studiem vlivu acetaminofenu a jeho derivatl na
rendlni HK-2 bunky, kde vyuzila optické mikroskopie a tady biochemickych a
imunochemickych testl k popisu toxického pisobeni testovanych latek. Na zakladé ziskanych
vysledkl autorka vznesla i vlastni hypotézy popisujici nefrotoxicky ucinek acetaminofenu a
jeho metabolitd.

Prace vychazi ze tii pfilozenych publikovanych praci (dvé s impaktnim faktorem), které
prosly oponentskym fizenim, a jednoho rozsiteného abstraktu z konference CECE Junior

2013. Mgr. Martina Vrbova je u dvou praci uvedena jako prvni autorka.

Po formalni strance je prace zpracovana na vyborné Grovni a az na par pieklepl je témér

nemozné nalézt v ni jakoukoli chybu.

Po strdance obsahové rovnéz nelze praci mnoho vytknout, nebot’ stéZejni ¢ast dila prosla

oponentskym fizenim a byla publikovana v ¢asopise Physiological Research.

Autorka splnila vytéené cile a k vlastni praci bych méla pouze nékolik dotazi a
ptipominek:

Uvadite, ze Cistota testovanych latek byla ovéfena pomoci MS s ,elektronsprejovou*
ionizaci (str. 76) a pouziti tandemové MS, ale uvedené grafy ukazuji pouze spektra z
jednoduchych MS skenti (str. 96, 97). Mohla byste upfesnit postup Vaseho méfeni pomoci
MS s ionizaci elektrosprejem a vysvétlit rozdil mezi elektronovou ionizaci a ionizaci
elektrosprejem?



Muzete se vyjadfit k rozporuplnym vysledkim inkubace bun€k v pifitomnosti 1 mM
APAP-SG a 5 mM APA-SG (str. 99, 147)? Stanoveni ,,LDH leakage* i morfologie ukazuje

na vyssi poskozeni bunék v ptitomnosti nizsi koncentrace APAP-SG.

Jak si vysvétlujete narGst intracelularni koncentrace GSH ptfi inkubaci bun€k s vyssi
koncentraci APAP-SG (1 mM a 5 mM) oproti nizkym testovanym koncentracim (0,25 mM
a 0,5 mM) (str. 103)?

Muzete vysvétlit odlisny trend vlivu délky inkubace na viabilitu bun€k v ptipad¢ inkubace
v ptitomnosti 5 mM APAP-Cys (str. 104)?

Jak si vysvétlujete, ze produkce ROS neni zavisld na délce inkubace bunék, ale jen na
koncentraci APAP (str. 116)?

Na str. 123 vznasite hypotézu o indukci apoptézy plisobenim APAP-SG. Jaké vysledky
Vs vedou k této hypotéze?

Jaky je Vas$ nazor na specifitu pouzitych biochemickych testl, napt. stanoveni glutathionu
v bunéénych lyzatech. Jaké daldi latky mohou ovlivnit vysledky méteni? Jaké jiné
analytické metody by mohly byt vhodné;jsi?

Rovnéz je patrnd nelinearni zavislost poctu bunék na vysledek WST-1 testu (str. 80) —
vyrazné niz§i hodnoty absorbance pro 20 tis. bun€k vs. 30-50 tis. bunék. Jaka je specifita
WST-1 testu?

Vsechny experimenty byly provadény na velkém poctu bunék (tisice). Jak mize takto
velka a heterogenni populace bunék, i kdyz se jedna o specifickou bunéénou linii, pouzita
v experimentech ovlivnit ziskané vysledky? Jak ptinosné vidite sledovani toxického vlivu
riznych latek na jednotlivych burikach a obecné potencial ,,single cell analysis® pfistupt

v analytické chemii?

Uvedené drobné piipominky/dotazy nikterak nesnizuji kvalitu piedloZzené prace a

vzhledem k vySe uvedenému doporucduji prijeti disertacni prace k obhajobé.

V Brné 12. zari 2016

A5 ]
Crecer Lo

Mgr. Jana Kienkov4, Ph.D.
Ustav analytické chemie AV CR, v. v. i.
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doktorské dizertacni prdce
»Vyuliti purifikovanych toxickych Iatek pfi studiu nefrotoxicity in vitro.“

Autor prace: Mgr. Martina Vrbova

Pracovisté: Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka, Katedra analytické
chemie

Vedouci prace: prof. Ing. Karel Ventura, CSc.

Skolitel-konzultant: doc. RNDr. Tomag Rougar, Ph.D.

Oponent: prof. MUDr. Stanislav Mi¢uda, Ph.D., Ustav farmakologie, Lékaiska fakulta v Hradci
Kralové, Univerzita Karlova

Obecna charakteristika prace:

PfedloZena dizerta¢ni prace obsahuje vechny predepsané néleZitosti. Celkovy rozsah
prace je 162 stran v€etné Ctyfech pfiloZenych publikaci autorky. Samotny text je fadné
strukturovany a obsahuje teoreticky Gvod v rozsahu 69 stran, definici cild prace, detailni popis
pouzitych metod v rozsahu 16 stran ndsledovany 25 strankami vysledk(, 16 stranami diskuse,
zavérem, prehledem poufZité literatury (citovano 295 praci), pfehledem originélnich dat a 4
pfiloZzenymi publikacemi. U dvou ztéchto publikaci se jednd o prvoautorské préce
predkladatelky, pficemZ jedna z nich je pdvodni praci v ¢asopise s impakt faktorem. Autorka
tedy splfiuje kritéria nutna pro zahajeni procesu obhajoby kvalifikaéniho spisu této kategorie.

Zhodnoceni dizertacni prace:

V teoretickeé Casti autorka postupné seznamuje Ctenafe svyznamem ledvin pro
biotransformaci xenobiotik, sfunkci jednotlivych enzymovych systém@ a sroli téchto
mechanizm( pro vznik toxickych produkti. Nésleduje popis mechanizmd nefrotoxicity 1é¢iv se
zaméfenim na paracetamol a jeho metabolické drdhy, moiné bunééné testy hodnoceni
nefrotoxicity a problematiku pouzivani bioindikator poskozeni rendlnich tubularnich bunék
(napf. NGAL, KIM1, nebo marker(i oxidac¢niho stresu). Text je pfehledny a umozriuje ¢tenéfi
pochopit nésledné formulované cile prace, které jsou zaméfené na aktudlni problematiku
novych aspekt in vitro hodnoceni tubuldrni toxicity paracetamolu a jeho metabolit(l. Zvolené
metody odpovidaji cilim feseni a jsou naleZité popsané.

Vysledky prace prezentuji postupné in vitro hodnoceni toxicity acetaminofenu (APAP)
a jeho dvou metabolitli — glutathionového (APAP-SG) a cysteinového (APAP-Cys) konjugatu.
PouZité testy na viabilitu a cytotoxicitu prokdzaly toxicky vliv matefské na HK-2 buriky. Oba
konjugované metabolity se jevily jako vice toxické, tj. efekt nastupoval jiZ v nizsich
koncentracich. Role hodnoceni NGAL jako indikatoru bunééného poskozeni vykazovala
nejasnosti v podobé variabilni reakce na pouZité nefrotoxiny. U obou metabolitd se rovnéz
téZce hledala koncentracni zavislost s koncentracemi glutathionu nebo s Unikem LDH. Dané
poznatky pfispivaji nejen k poznéni role konjugovanych metaboliti paracetamolu v rozvoji



nefrotoxicity, ale rovné zptesnuji problematiku in vitro hodnoceni nefrotoxity za pouZiti HK-
2 bunék.

Diskuse i zévér odpovidaji dosaienym vysledkim. Autorce se podafilo pfiléhavé

interpretovat prezentovana data v kontextu s recentnimi poznatky. Nésledné uginéné zavéry
jsou stfizlivé a podtrhuji vyznam ziskanych vysledk.

Pfipominky oponenta:

Nemam.

Dotazy oponenta:

Zavér:

Toxicita metabolitd APAP-SG a APAP-Cys byla hodnocena po 24 h inkubacich, nicméné
za klinické situace se nefrotoxicita APAP rozviji s vét$im zpozdénim. Nezkougeli autofi
i del$i inkubace?

Pro extrapolace do in vivo situace je nutno zhodnotit i biologicky polodas eliminace
téchto latek, ktery determinuje expozici organizmu. Jsou zndma data, jak to probihd u
jednotlivych species? MUZe autorka pfipadné (pokud byly né&kym publikovany)
prezentovat kfivky priibéhu koncentraci APAP a jeho metabolitd v plazmé a mo¢i a
porovnat to s pouZitymi koncentracemi matefské latky a metabolit(i?

Jsou podobna in vitro data hodnoceni nefrotoxicity pro NAPQI. Pokud ano, muze
autorka porovnat s vysledky své prace? Je znamo jakych dosahuje béhem intoxikace
NAPQI systémovych koncentraci?

Porovnani toxického potencidlu hodnocenych latek by pomohlo vypoéteni hodnot ICso
— pokouseli se autofi o jejich uréeni?

Nezkou3eli autofi na daném modelu porovnani vysledku NGAL s dal$imi indikatory
nefrotoxicity jakym je napf. KIM-1?

MUZe autorka specifikovat rozsahy praci, na kterych se b&hem Feseni podilela?

DizertacCni prace autorky spolu s doloZzenymi vystupy dokladuje jeji intenzivni vyzkumnou

aktivitu, kterd dale rozviji dlouhodobé sméfovani zkuseného vyzkumného tymu, jeho? byla

Clenkou. Lze jenom konstatovat, Ze oponovana dizertacni prace Mgr. Martiny Vrbové spliiuje
formalni i faktické pozadavky kladené na takovyto kvalifikaéni spis. Autorky dle mého nazoru

prokazala schopnost samostatné Uspésné fesit sloZité védecké problémy, vyuZivat k tomu

nejmoderné;jsi metody a pfistupy a vysledky vhodnou formou prezentovat.

Doporucuji proto kladné prijeti dizertacni prdce a jeji podstoupeni k dal§imu Fizeni, jeho?
zakoncenim bude udéleni hodnosti PhD.

V Hradci Kralové dne 20.9.2016 prof. MUDr. Stanislav Mi¢uda, PhD.

Ustav farmakologie
UK, LF v Hradci Kralové



