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Fotodynamicky aktivni Idtky a jejich pouZiti pro fotodynamickou

terapii

PtedloZend prace autorky Mgr. Ludmily Zarské se majoritné vénuje studiu fotodynamicky aktivnich
latek a jejich interakci s vybranymi bunégnymi liniemi s dirazem na studium ovlivnéni zakladnich
buné&énych pochodd. Minoritni ¢ast prace prezentuje vysledky experimentd vénujicich mikrocasticim

a studiu jejich antibakteridlnich Gcinkd.

Disertaéni prace ma charakter uceleného textu standardniho formétu a obsahu. Prace ma celkem 110
Eislovanych stran textu véetné souhrnu citaci a seznamu publikacni aktivity autorky. Cela prace je
glenéna do 9 kapitol zahrnujicich kapitolu drobnému Uvodu, kapitolu stanovujici vyzkumné cile,
kapitolu popisu soutasného stavu poznani v dané oblasti na zakladé literdrni reserse, kapitolu
experimentalni ¢asti vénujici se popisu pouZitého materidlu a metod, kapitolu prezentujici vysledky,
kapitolu obsahem zaméFenou na diskuzi nad ziskanymi vysledky a posledni kapitolu v podobé
z4véreného hodnoceni. Dale obsahuje prace samostatné kapitoly pouzitych literarnich zdroji a vycet
publikaéni ¢innosti autorky.

V prvni kapitole ,Uvod” seznamuje autorka Ctenafe s celkovou ideou prace a problematikou
fotodynamické terapie pfi nadorovém onemocnéni. Této Uvodni kapitole v textu prace predchazi
samostatné necislovany seznam zkratek a obsah prace. Druha kapitola nazvana ,Teoreticka ¢ast” je
obsahové nejobsahlejsi. Sestdvd se znékolika podkapitol, které jsou vysledkem literarni reserde
provedené autorkou na téma fotodynamicka terapie a biodegradabilni polymery. Patti sem napfiklad
stat vénujici se mechanismiim fotodynamické reakce, fotosenzitivnim ldtkdm, svételnym zdrojim Ci
mechanism@m destrukce nadoru. V tieti kapitole ,Cile prace” autorka pomoci péti bodd strucné
definovala vyty&ené cile prace své disertacni prace.

Nasleduje kapitola ¢tvrtd nazvana ,Materidl a metody”. Zde se autorka vénuje popisu pouZitych
fotosenzitivnich latek, zvolenym bunéénym liniim, zdroji zéfeni a ozafovacimu protokolu a’jednotlivym

kvalitativné kvantitativnim analytickym metoddm pouzitym pro popis ovlivnéni zékladnich bunécnych



pochodt véetné zobrazeni mikroskopii atomarnich sil ¢i statistickému zpracovéni dat. Navazujici pata

o

kapitola ,Vysledky prezentuje a pfiméfené hodnoti dle stanovenych cilG ziskané vysledky
provedenych experimentd a méreni. Tato kapitola je vhodné clenéna do nékolika podkapitol,
vénujicich se jednotlivym dil¢im experimentdm ¢i méfenim. V textu jsou postupné prezentovana data
V podkapitoldch nazvanych ,In vitro studie fotodynamického efektu porfyrinovych fotosenzitizér(
TMPyP a ZnTPPS4 na nadorové linie“, ,Biologické hodnoceni fotodynamického ucinku
zprostfedkovaného TPP-NP“ a ,Mikro&astice PLGA”. Sestou kapitolou je ,Diskuze”, v které jsou
v pfiméreném rozsahu ziskand data konfrontovdna s dostupnymi daty a vysledky experiment( jinych
vyzkumnych tym0(. Autorka se zde samostatné vénuje viem tfem podkapitoldm definovanym
v kapitole pét.

V kapitole ,Zavér”, tj. sedmé kapitole textu, se autorka na dvou strandch jasné a smysluplné hodnoti
ziskané vysledky a vyjadfuje se k jejich validite.

Seznam citaci a pouZitych literarnich zdrojd uvedeny na konci disertacni prace obsahuje pres 170
odkazl na relevantni vyzkumné ¢i souhrnné prace a internetové zdroje. V citacnich zdrojich jsou
zastoupeny aZ na vyjimky periodika s ,,impakt faktorem” a se zejména novéjsim datem publikovani.
PfedloZend prace je tak dobfe zasazena do kontextu soucasné védy a reaguje na aktualni vysledky
vyzkumu.

Po strdnce stylistické a kvality text je prace na dobré Urovni. Kapitoly textu na sebe logicky navazuji a
vzajemné se dopliuji, text neobsahuje Zadné $patné srozumitelné pasaze.

Drobnou poznamku si dovolim k textu kapitoly 2, respektive podkapitoly 2.1.6.1.2 LED diodové
zdroje. V této kapitole shleddvdm mirnou nekonzistenci a chybovost v uvadéni fyzikalniho popisu
vlastnosti LED zdrojl, konkrétné zminéného vykonu v jednotkach V ¢i dale v textu v jednotkach
W/ecm2. Dalsi poznamku sméfuji k obrazku 37., kde postradam Gdaj o pouzitych jednotkach
kvalitativniho popisu distribuce velikosti ¢astic.

Také si dovolim osobni ndzor, Ze zafazeni posledni kapitoly vénujici se syntéze a aplikaci mikro¢astic
jakoZto materidlu s antibakteridlnim ucinkem do textu prace bylo mozna aZ zbyteéné. A to s ohledem
na primarni zaméreni disertacni prace ale také s ohledem na fakt dostate¢ného rozsahu
experimentdini ¢asti vénujici se fotosenzitivnim latkam. Za fazeni diskutované kapitoly ale ur¢ité
nesnizuje kvalitu prace a doplfiuje na druhou stranu predstavu o Sirokych schopnostech a znalostech
autorky.

PredloZenou praci hodnotim jako zdafilou a ve svém obsahu pfinosnou. Autorka v praktické &asti
prezentuje velké mnoZstvi dat, které byla schopna také dale v ¢asti diskuze zpracovat do souhrnné
podoby a vyuZit je k hodnoceni vytyéenych cil(l. PovaZuji za vhodné také uvést pozndmku o velkém
objemu laboratornich metod a technik, které byly v dané in vitro studii fotosenzitizérd i mikro¢astic

pouZzity.



Prezentované experimentalni studie maji realné opodstatnéni, zejména s pfihlédnutim k zvy3ujici se
incidenci nddorovych onemocnéni a nespornému benefitu zvolené fotodynamické terapie v podobé
cilené 1é¢by. Proto je zvolené téma z medicinského a spole¢enského hlediska velmi aktudlni. Vlastni
prace obsahuje mnoiZstvi cennych experimentdlnich dat, které je moino pouzit pro dalsi vyvoj a

zdokonaleni metody fotodynamické terapie.

Hodnocend disertaéni prace vykazuje viechny znaky pro splnéni podminek samostatné tvlrci védecké
prace a obsahuje pavodni védecké vysledky. Tyto byly autorkou publikovény v sedmi plvodnich
védeckych publikacich ¢asopisd s IF, pfitemz z toho tffi prvoautorsky. Soupis autorcinych publikacnich
¢innosti také zahrnuje osm konferen&nich abstraktl na akcich mezindrodniho vyznamu. Prezentovana

getnd publikaéni aktivita autorky ukazuje na jeji vysoky zéjem a orientaci v oblasti védy.

Na zakladé rozboru disertalni prace, posouzeni jeji védecké Urovné, zhodnoceni stanovenych cildl a
dosaZzenych vysledk(i konstatuji, Ze prdce spliiuje obecné poZzadavky kladené na disertacni préci
v lékaFskych oborech. Veskeré zminéné pfipominky uvedené v posudku jsou v akceptovatelné mife a

nesnizuji celkovou kvalitu pfedkladané disertace.

Pfedlozenou disertaéni praci Mgr. Ludmily Zarské ,Fotodynamicky aktivni latky a jejich pouZiti pro
fotodynamickou terapii” doporucuji k obhajobé pro udéleni akademického titulu Ph.D. (podle §47

Zakona o vysokych skolach €. 111/98 Sb.)

Otazky k obhajobé:

Prosim o objasnéni, pro¢ byl pro statistické hodnoceni a grafické znazornéni dat zvolen primér a
standardni odchylka namisto mozZnosti zvolit napfiklad median a kvartilovy rozptyl s grafickou

vizualizaci box-plot grafy.

Z textu nejsem zcela schopen pochopit, kolik jednotlivych dat bylo pro statistické hodnoceni pouZito.
V textu stoji Ze byl kazdy vzorek testovan devétkrat (dvandactkrat) — kap. 4.8. Mam toto chédpat jako
devét (dvanact) samostatnych nezavislych vzork(, ¢i devét (dvandct) mikrotitracnich desticek vidy po

96 vzorcich téhoz experimentu?

Soucasné bych se také rad zeptal, jaky statisticky test nulové hypotézy porovnani soubord dat byl

pouZit a zda byla data testovana na normalitu (viz volba prdmeéru a smérodatné odchylky).

V Brné 22.11.2022 » doc. Mgr. Vladan Bernard, Ph.D.
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Disertacni prace predlozena k oponentufre je zamérena na studium a ovéirovani
ucinnosti fotosenzitizéri druhé a treti generace na nadorovych a nenddorovych
bunécnych liniich. Autorka se rovnéz vénovala syntéze, modifikaci a charakterizaci
mikrocastic na bazi kyseliny poly (mlécné - co - glykolové) (PLGA MP) a studiu jejich
antibakteridlniho efektu na vybrané bakterialni kmeny.

Autorka si v ramci postgradudlniho studia vytycila nasledujici cile:

e in vitro ovéreni fotodynamické aktivity porfyrinovych fotosenzitizéri TMPyP
a ZnTPPS4 na nadorovych liniich HeLa a G361

e in vitro studium fotodynamické aktivity sulfonovanych polystyrenovych
nanocastic se zapouzdfenym fotosenzitizérem TPP (TPP-NP) na tfech
bunécnych liniich (NIH3T3, HeLa a G361)

e syntéza a charakterizace PLGA MP

e funkcionalizace PLGA MP

e ovérovani antibakteridlni aktivity modifikovanych PLGA MP

Celkovy rozsah prace je 110 stran vetné seznamu pouZité literatury a piehledu
publikac¢ni ¢innosti autorky. Diserta¢ni prace ma standardni format a jedn4 se o uceleny
text prehledné rozdéleny do 9 kapitol, které zahrnuji jak Gvodni teoretickou ¢ast, tak i
popis experimentdlni ¢innosti autorky vcetné dosazenych vysledki a diskuze.

Teoreticka Cast prace je podloZena reSersi ¢itajici 169 literarnich zdrojt a 4 odkazy
na internetové zdroje. Priblizné tfetina citovanych pracf byla vydana v poslednich péti
letech a naprosté vétsina jich pochazi ze zahrani¢nich impaktovanych ¢asopisfi. PouZité
zdroje tak dobre odrazi aktudlni stav védeckého poznani v dané oblasti. V tvodni kapitole
autorka zasazuje problematiku fotodynamické terapie (PDT) do S$ir$iho kontextu
jednotlivych strategii protinadorové lécby a vnasledujici teoretické ¢asti popisuje
samotny princip této terapeutické metody vcetné historického vyvoje a jednotlivych



mechanismi Gc¢inku. Déle podava prehled fotosenzitizéri vcetné jejich klasifikace a
rozdéleni do prislusnych generaci. Autorka se rovnéz vénuje svételnym zdrojim
pouzivanym pro navozeni fotodynamického jevu a mechanismim cytotoxicity
zprostifedkované PDT. Z hlediska teSené problematiky se jako velice zajimava jevi
podkapitola zaméfend na nové strategie PDT a zejména potom moZnosti vyuziti

nanotechnologii v PDT. Teoreticka ¢ast je zakoncena podkapitolou shrnujici informace o
biodegradabilnich polymerech s dlirazem na PLGA.

Experimentalni Cast prace zacina standardné vyctem a podrobnym popisem
vyuzitého materidlu a zvolenych metod. Autorka seznamuje ctenafe s pouzitymi
bunéénymi liniemi, bakteridlnimi kmeny a fotosenzitizéry. Detailné uvadi zvoleny
protokol méreni a provedené metody zahrnujici MTT test pro hodnoceni Zivotnosti
bunék, méreni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS), méreni mitochondrialniho
membranového potencidlu a zobrazeni mikroskopii atomarnich sil (AFM). Vénuje se
rovnéZ popisu syntézy mikrocastic PLGA, jejich povrchové upravé a stanoveni
antibakteridlniho efektu. VSechny metody vcetné statistického zpracovani dat jsou
uvedeny v dostatecné mire.

Vysledky dosaZené autorkou prace jsou shrnuty v nasledujici ¢asti vétSinou formou
pirehlednych sloupcovych grafii véetné vyznaceni statistické vyznamnosti. Grafy jsou
doplnéné podrobnymi popisky a rovnéz textovym komentarem, ktery zahrnuje vSechna
dalezita zjisténi. Vysledky jsou clenény podle jednotlivych cili vytyéenych autorkou.
Velice nazorné plisobi predevsim zobrazeni jednotlivych bunék pted a po fotodynamické
terapii prostrednictvim AFM 2D topografie. Nasleduje diskuze ¢itajici celkem 8 stran, v niz
autorka konfrontuje nové zjiSténé vysledky sinformacemi dostupnymi v literature.
V diskuzi jsou v pfimérené mife zhodnocena vSechna dilezita fakta. Zavér prace pak jiz
jen stru¢né uvadi nejdtlezitéjsi poznatky ziskané v ramci disertacni prace.

Z formalniho hlediska je prace psana na dobré jazykové urovni a obsahuje pouze
minimum pieklept. V textu se vyskytla jedna nerozvedena zkratka (ALA na str. 31), ktera
neni uvedena ani v seznamu zkratek. Citovani internetovych zdrojd v textu prace ani
jejich uvedeni v seznamu literatury neodpovida prislusné cita¢ni normé. Za zminku stoji
rovnéz nizsi tiskova kvalita nékterych grafti v kapitole vysledky (predevsim obr. 38 - 41).

K praci mam nasledujici dotazy:

1) Vtvodu prace je uvedeno, Ze idealni fotosenzitizér by mél vykazovat vy$é{ absorpci
v oblasti tzv. terapeutického okna (600 - 850 nm) a naopak nizkou absorpci v oblasti
spektralniho maxima denniho svétla (400 - 600 nm) z divodu mozné fotosenzitizace
kiiZe. Naproti tomu byl k navozeni fotodynamického jevu pouzity LED diodovy zdroj o
vinové délce 414 nm. Jaka jsou tedy absorp¢ni maxima pouzitych fotosenzitizérG?
Nesnizuje nizSi pouzita vilnova délka potencial vyuziti téchto fotosenzitizéri v
pripadnych budoucich klinickych aplikacich?



2) Jak si vysvétlujete, Ze pii ozareni delsim neZ 1 min nebyla produkce ROS p¥i pouziti
TPP-NP v pripadé nadorovych linii zavisld na koncentraci fotosenzitizéru? Doslo
k maximalni moZné produkci ROS jiz pri kratSich ozatrovacich Casech, respektive
nizsich koncentracich fotosenzitizéru? Nebo mohla byt pri¢inou saturace prislusné
mérici metody a vysS$i produkci ROS jiZ nebylo mozZné pii daném nastaveni
experimentu stanovit?

3) Existujiv literature data, ktera by ukazovala ticinek samotného fotosenzitizéru TPP na
studované bunécné linie? Pokud ano, je moZné porovnat, nakolik dosSlo diky
zapouzdieni TPP do sulfonovanych polystyrenovych nanocastic ke zvySeni
cytotoxického efektu?

Celkové lze konstatovat, Ze prace je psana na vysoce aktudlni téma, protoze jak
rizné strategie 1é¢by zhoubnych nadord, tak i hledani novych latek s antibakteridlni
aktivitou patii k nejvétSim vyzvam soucasné lékarské védy. Autorka si béhem studia
osvojila celou fadu metod, které pak vyuZzila vramci daného oboru k ziskani novych
poznatkd. Prokézala, Ze vyraznéjsi fotodynamicky efekt byl dosaZen u nadorovych linii po
aplikaci fotosenzitizéru TMPyP, a zaroven, Ze citlivéjsi viici tomuto typu terapie jsou HeLa
buniky. Porovnala rovnéz uclinnost sulfonovanych polystyrenovych nanocastic se
zapouzdrenym fotosenzitizérem TPP na nenadorovych a nddorovych bunécnych liniich,
kde byl zjistén vyznamny cytotoxicky efekt na nadorové bunky a zaroven vyrazné nizsi
ucinek u nenadorovych bunék. Autorka se rovnéz podilela na pripravé a modifikaci PLGA
MP a nésledné tspésné ovérila jejich antibakterialni icinek na bakterialnich kmenech
Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Stanovenych cili prace tedy bylo dosazeno, a to
za pouZiti vhodnych metod.

Vysokou kvalitu prace rovnéz doklada cetna publika¢ni aktivita autorky a fada
konferen¢nich prispévkl. Plvodni védecké vysledky dosazené vtéto praci byly
opublikovany ve dvou prvoautorskych ¢lancich uverejnénych v prestiznich zahrani¢nich
¢asopisech s vysokym impakt faktorem. Autorka se rovnéz spoluautorsky podilela na
dalSich 4 impaktovanych publikacich, které uzce souvisi s tématem disertacni prace.

Autorka v predloZené disertacni praci prokazala schopnost samostatné védecké
cinnosti. Disertacni prace spliiuje i pres uvedené drobné vyhrady pozadavky stanovené
na zavérecné prace vdaném oboru.

Diserta¢ni praci autorky Mgr. Ludmily Zarské na téma ,Fotodynamicky
aktivni latky a jejich pouziti pro fotodynamickou terapii“ doporucuji k obhajobé a
na zakladé uspésné obhajoby souhlasim s udélenim akademického titulu doktor ve
zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych skolach ¢. 111/98 Sbh.

V Olomouci dne 25.11. 2022

Mgt Jaromir Vacﬁutka, Ph.D.
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