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Jedna se o kvalitni disertacni praci, ktera spliiuje vSsechny odborné i formalni pozadavky.

Posuzovana disertacni prace je prezentovana klasickou formou véetné vlozeni kapitol
s detailnim popisem metod a dosazenych vysledkd. To je plné vsouladu s pravidly pro
sestavovani védeckych spist tohoto charakteru. Razeni prace je velmi pfehledné a obsahuje
souhrn, obsah, graficky velice povedeny uvod, cile, metody, vysledkovou ¢ast, diskusi, zavér,
prehled publikacni aktivity autorky a seznam pouZité literatury (autorka cituje 114 pfevainé
recentnich publikaci). Prace je psand ctivé a srozumitelné, bez gramatickych chyb.
Prezentované informace jsou logicky provazané do smysluplného celku.

Po odborné strance je prace zamérena na 4 cile: 1) popsat vliv stfevniho mikrobiomu
a akutniho a chronického stresu na genovou expresi transkripénich faktor( a zakladnich
isoforem cytochromu P450 zapojenych do metabolismu |éciv, 2) vypracovat HPLC metodu na
stanoveni metronidazolu a jeho hlavniho metabolitu, 3) prostudovat vliv mikrobiomu na
plazmatické  koncentrace  metronidazolu a jeho primarniho metabolitu  2-
hydroxymetronidazolu, 4) zjistit, zda-li zmény stfevniho mikrobiomu méni vliv metronidazolu
na mRNA expresi a aktivitu vybranych isoforem CYP450.

Ke studiu téchto cil( byly vybrany odpovidajici metody. Ocenit Ize jak zvoleny model
bezmikrobnich mysi vyZadujici jak odpovidajici Spickové zazemi vivaria, tak i peclivé
provedenou studii stanoveni exprese a aktivit jednotlivych isoforem CYP450. To umoznilo
ziskani nékolika duleZitych novych poznatk(, napfiklad popsani rozdilného charakteru zmén
exprese isoforem CYP450 u chronického stresu mezi standardnimi a bezmikrobnimi zviraty,
nebo vyrazné indukce Cyp2b10 po podani metronidazolu. Diskuse i zavéry jsou poucné a
vhodné interpretuji dosazené vysledky v kontextu recentnich poznatkd.

Publikacni aktivita autorky spliiuje kritéria pro obhajobu disertacni prace.

Predkladatelka je prvni autorkou tfech plvodnich praci v ¢asopisech s nadpriimérnym
impakt faktorem (dalsi prace je odeslana k posouzeni) a rovnéz spoluautorkou dalSich 2
plvodnich praci v ¢asopisech s impakt faktorem. Tyto prace nasly jiz 6 cita¢nich ohlasd s h-
indexem 2 dle Scopus. V rdmci postgradualniho studia je to nepochybné vyborny publika¢ni
vykon.



Pfipominky oponenta:

e V uvodu by byla ndpomocna tabulka nebo graf sumarizujici dosavadni znalosti o vlivu
stfevniho mikrobiomu na hodnocené isoformy CYP450 a jejich regulujici nukledrni
receptory.

Dotazy oponenta:

e Al to lze z textu ¢astecné dovodit, asi by bylo vhodné dovysvétlit, pro¢ byl vybran pro
experimenty zrovna metronidazol?

e Jsou néjaka data o vlivu stresovych mediatord typu adrenalinu, noradrenalinu a
kortizolu na expresi a funkci hodnocenych enzymd? Je u nich popsana néjaka
davkovda/koncentracni zavislost? Jsou néjaké rozdily mezi lidskymi a mysimi modely?

e Metronidazol vykazoval vyznamny indukéni efekt na expresi Cyp2b10, coz by
naznacovalo jeho stimulujici vliv na CAR receptor. Diskrepance ve vlivu na mRNA
expresi tohoto receptoru u SPF a GF kmen( naznacuje spiSe pfimy agonismus. Existuji
v tomto smyslu néjaka data v literature?

e Mohla by autorka specifikovat podil na provedenych metodach?

Zaveér:

Predlozena disertacni prace splfiuje viechny formalini i odborné pozadavky kladené na
kvalifika¢ni spis této kategorie. Autorka se podilela na vzniku 6 plivodnich védeckych praci
publikovanych v Casopisech svysokym impakt faktorem vcetné tfech prvoautorskych
publikaci, coZ prekracuje poZadavky na obhajobu diserta¢ni prace na Lékarské fakulté UP
v Olomouci. Mgr. Nina Zemanova tedy prokdazala schopnost realizovat kvalitni védeckou praci
v celém rozsahu, tj. od vypracovani reserse, pres planovani a provddéni sloZitych metod az po
zpracovani dat a jejich odpovidajici védeckou prezentaci.

Doporucuji proto kladné pfijeti disertacni prdce a jeji podstoupeni k dalsimu fizeni, jehoz
zakoncenim bude udéleni védeckého titulu Ph.D.

V Hradci Kralové dne 6. 1. 2022
Prof. MUDr. Stanislav Mi¢uda, PhD.

Ustav farmakologie
LFUK v Hradci Kralové



Posudek oponenta

na doktorskou disertacni praci Mgr. Niny Zemanové
S hazvem

"Vplyv ¢revného mikrobiomu na metabolizmus lieciv v experimentalnych
modeloch”

PredloZend disertace se zabyva aktudlni problematikou. Stfevni mikrobiom je v poslednich
zhruba dvou dekéadéach prfedmeétem intenzivniho studia; vzdor tomu je jeho role v metabolismu
xenobiotik stéle relativné malo zndm4a. S ohledem na proménlivost mikrobialni stfevni flory a jeji
ovlivnéni riznymi aspekty nutri¢nimi, etnickymi a pod., je pfitom potencialni modulace pfemény
chemickych latek, zejména 1éCiv, dileZitou strankou jejich plisobeni na organismus. Je tak mozné
konstatovat, Ze téma prace je bezesporu védecky zajimavé a prakticky vyznamné.

Cilem préace bylo sledovat vliv stfevniho mikrobiomu na farmakokinetiku v mysim
experimentalnim modelu s odliSnym stavem mikrobiomu, sledovany byly enzymové aktivity
jaternich mikrosomalnich P450, jakoZ i regulace jejich exprese. Hodnocen byl vliv stresovych
faktor( a l1é¢iva metronidazolu. Ukolem, ktery pfitom musela disertantka vyfesit, bylo vypracovani
vhodné analytické metody pro stanoveni metronidazolu a jeho hydroxylovaného metabolitu v
malych objemech; tato metoda pak byla vyuzita pro sledovani plazmatickych koncentraci 1é¢iva i
metabolitu a jejich ovlivnéni mikrobiomem. Zvolené metody jsou adekvatni cilim prace.

Prace m4 101 stran a je sepsana "klasickym stylem", tj. jako plnohodnotny text se
standardnimi €4stmi (Uvod - stru¢né shrnuti aktuélniho stavu problematiky, v rozsahu 43 stran, déle
Cile prace, Experimentalni ¢ast s podrobnym popisem pouZitych metod, Vysledky v rozsahu 21
stran, Diskuse, Zavéry). Diserta¢ni prace obsahuje celkem 30 obrazki (z¢asti oznaCenych a
Cislovanych jako "grafy") a sedm tabulek, dale celkem 114 odkazd na literaturu (pFevazné na
originalni cizojazy¢né prace). ProtoZe pfedloZeny text je sepsan ve slovenském jazyce, netroufdm si
jakkoliv posuzovat jeho jazykovou spravnost (ackoliv mam ke slovenskému jazyku jistou "rodinnou
afinitu"), nevim také jak je po formalni strdnce tato moZnost upravena pro doktorsky studijni
program akreditovany v ¢eském jazyce. Ale ani jedna z téchto otdzek neni pro posouzeni prace
podstatna (podobné jako hodnoceni autoreferatu, ktery jsem bohuzel nemél v dobé zpracovavani
posudku k dispozici). Z hlediska hodnoceni formalni stranky disertace bych fekl, Ze je mi "klasicka"
forma sympatictéjsi nez "komentovany souhrn publikaci”, je rozhodné ¢tivéjsi a pro ctenére
prijemnéjsi. Na druhou stranu je tfeba zdtraznit, Ze pfedloZena disertacni prace tématicky souvisi s
celkem Sesti publikacemi, na nichZ se disertantka autorsky podilela (z toho ve ¢tyfech pfipadech
jako prvni autorka) - tim nepochybné splnila poZadavky na kladené v tomto sméru na doktorskou
disertaci. Pro oponenta (a dost moZna i pro dalsi Ctendfe) by pFitom nebylo bez hodnoty ani
priloZeni kopii téchto praci, i kdyZ ve zvoleném formatu prace neni poZadovano.

Celkové préaci hodnotim kladné a podle mého soudu dostate¢né dokumentuje zptisobilost
disertantky k samostatné védecké praci a prezentaci vysledki. Toto konstatovani predesildm
nésledujici paséZi - drobné&jsim pfipominkdm a dotaziim k textu - aby bylo zfejmé, Ze nijak
nesnizuji kvalitu préce.

1. Urceni selektivity nové vypracované HPLC metody stanoveni (odd. 5.2.2.) je podle mého soudu
mozZno vztahovat pouze na zkoumanou soustavu (stanoveni metroindazolu vedle jeho 2-OH
metabolitu v krevni plazmé), nejde v3ak o obecné platny parametr analytické selektivity. Domnivam



se, Ze k ziskani této charakteristiky by bylo potfebné provést stanoveni za pfitomnosti bohatsiho
spektra potenciélné rusicich analytd (napf. dalSich nitroimidazolovych antibiotik).

2. Pfiznam se, Ze moc nechépu posledni odst. 2.2.1. Struktira CYP (na str. 21), kde se pise "Na
proximdlnom povrchu proteinu sa vyskytuju inzercie dalSich aminokyselinovych zvyskov, ktoré
formuju J” helix, ktory predlzuje cast polypeptidového retazca nazyvant "meander” oblast a td
predchddza -otocke obsahujticej cystein.”" V jakém je vztahu k pfedchézejicimu odstavci a k Obr.
3? VUci ¢emu je povrch "proximdlni™ - vii¢i membrang, cytoplasmé? V jakém smyslu se zde mluvi
o "Inzercich" - stejné jako v pfedchozim odstavci ve smyslu "vnofeni do membrany"? nebo s
ohledem na porovnavani primarnich struktur riznych forem P450? - pokud takto, jakych? V
nasledujici vété je uvedeno "molekula cysteinu ... poskytuje esencidlny thiolovy ligand pre hemové
Zelezo." Jedna se o stejny cystein? V jakém smyslu je esencialni? Jde skute¢né o "molekulu
cysteinu"?

3. 1 kdyZ se, jak jsem uvedl, necitim opravnén hodnotit jazyk prace, pfece mne nékteré formulace
"tahaji za usi/oci" a jsou nejspis jazykové nespravné, namatkou napf. pocatecni véta prvého
odstavce na str. 28 (neshoda "Znalost ... si nevyhnutné ...") nebo na str. 29 v predposlednim
odstavci opakovani "vplyv ochoreni md spravidla negativny vplyv ..."), popf. formulace "posun v
relativnom zastipeni tychto bakteridlnych kmeriov vedie k zvySenej kapacite ziskdvania energie zo
stravy ..." na str. 41, kde je ponékud zatemnén i smysl. Mysli se "posunem" zména? "zvySenou
kapacitou" zefektivnéni ¢i skutecné kapacita? Kdo lépe "ziskavd energii" - baktérie nebo jejich
hostitel?

Pro diskusi v rdmci obhajoby mam nasledujici dotazy:

1. Cim si vysvétlujete rozdil v odezvé (expresi transkripénich faktorti) na chronicky a akutni stres,
jak jej zobrazuje Graf 1 a Graf 2? Jde skute¢né o udrzovani homeostaze mikrobiomem (str. 79, 3.
odstavec)? NemtZe byt ve hfe rozdilna povaha stresu (uzavieni/ochrana teritoria dominantnim
samcem) - v této souvislosti by bylo dobré stru¢né popsat provedeni stresového experimentu pro
chronicky stres, v Metodach na str. 47 je pouze odkaz na literaturu.

2. Naopak pro odezvu v expresi mRNA P450 se (alespoii pro nékteré formy - CYP1A1/1A) jevi byt
situace zCasti opaCnd, exprese se stresem sniZuje, a to vice pro chronicky stres (Graf 3, 4 vs. 5,6),
mozna to plati i pro aktivitu (Graf 7). Porovnani ¢tenéfi stéZuji rozdily v "panelu sledovanych
forem" CYP), jsou k dispozici pIné kompatibilni data pro mRNA?

Zavérem shrnuji, Ze pfedloZena disertacni prace plné dokumentuje, Ze Mgr. Nina Zemanov4 je
schopna samostatné tviiréim zptisobem védecky pracovat, a spliiuje tak pozadavky ¢&l. 44 Studijniho
a zkuSebnihoo fadu UP Olomouc. Praci proto doporucuji k obhajobé.

V Praze, 6. 1. 2021

prof. RNDr. Jifi Hudecek, CSc.



