OPONENTSKY POSUDEK

na disertaéni praci MUDr. Petra KolaFe, studenta kombinované formy doktorského
studijniho programu Lékafska biofyzika na LF UP v Olomouci, nazvanou ,Studium
bunééného poskozeni po aplikaci fotodynamicky aktivnich latek, zafeni a ultrazvuku
s vyuzitim fluorescen¢nich metod a mikroskopie atomarnich sil.

Vlastni posouzeni prdce

PfedloZena prace se zabyva moznostmi vyuziti kombinace elektromagnetického zareni
ultrazvuku a aktivnich latek pro navozeni bunééné smrti v nadorovych burkach
prostfednictvim fotodynamické a sonodynamické reakce. Bunééné poSkozeni je ovéfovano
modernimi mikroskopickymi metodami a pfedevsim s vyuzitim mikroskopie atomarnich sil.
PfedloZena prace ma 142 stran. Seznam literatury obsahuje celkem 103 citaci (5 internetovych
zdrojt), z toho 76 citaci je z poslednich 10 let. Clenéni prace do kapitol je zvoleno ugelové. Je
rozdélena na dva vétsi celky: teoreticka ¢ast a experimentalni ¢ast. Cile jsou jasné stanoveny
v uvodu prace, zavére¢na kapitola pak vystizné shrnuje dosazené vysledky a z nich plynouci
zavery.

V teoretické uvodni c¢asti (28 stran) jsou popsany zobrazovaci metody svételné
mikroskopie, elektronové mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil (AFM). Velké pozornost
je vénovana moznostem meétfeni mechanickych vlastnosti bunék.V dalsi ¢asti jsou shrnuty
souCasné poznatky o fotodynamické a sonodynamické reakci. Fotodynamickd a
sonodynamicka reakce jsou zdkladem pro fotodynamickou a sonodynamickou terapii nadort,
kterd je v této préci studovéna in vitro fluorescenénimi metodami studia buné¢ného poskozeni
a pfedevsim pomoci mikroskopie atomarnich sil.

Vysledkova ¢ast prace je zpracovana jako soubor komentovanych praci publikovanych
v impaktovanych a recenzovanych casopisech. Vlastni komentaf je rozdélen do dvou
logickych celkd v rozsahu 28 stran a je doplnény citacemi odborné literatury. V prvni ¢asti se
autor zabyva vlivem fotodynamické a sonodynamické reakce na bunécéné systémy in vitro a
vdruhé c¢&asti studiem bunééného poskozeni a mechanickych vlastnosti s vyuZitim
mikroskopie atomarnich sil. Pouzité a popsané metodiky byly velmi dobie zvoleny.

Vysledkova €ast v rozsahu 71 stran je tvofena souborem 9 vlastnich odbornych praci, kde
je autor diserta¢ni prace hlavnim autorem nebo spoluautorem. Autor se vyznamné podilel na
zavedeni metod umoziiujicich detekci mechanickych vlastnosti vzord a metod pro ovéfovani
Youngova modulu, deformace, adheze a disipace energie. Podilel se rovnéz na zavedeni
metody pro studium vlastnosti liposomii a pro studium ftizeného uvolilovani 1é¢iv
ultrazvukem, kde se mikroskopie atomdrnich sil ukazala jako vhodna technika. Vliv a
mechanismy fotodynamické a sonodynamické reakce prezentoval na riznych typech
nadorovych bunécnych linii pfi pouziti porfyrinovych sensitizerd TPPS4, ZnTPPS4,
PdTPPS4 a derivath ftalocyaninu CIA1PcS2 o riznych koncentracich, svétla vhodné vinové
délky a ultrazvuku. Byly optimalizovany ozafovaci a ozvucovani podminky pro navozeni
fotodynamické a sonodynamické reakce na bunécnych liniich a byl prokazan synergicky
uc¢inek fotodynamické a sonodynamické reakce.




Vyznam pro praxi

Dosazené vysledky jsou kvalitnim pfinosem nejen v oblasti fotodynamické a
sonodynamické terapie, ale i v oblasti vyvoje novych aktivnich latek.

Autor svou praci velmi pfispél k rozvoji oboru a vyznamné vysledky publikoval
v impaktovanych ¢asopisech citaénim ohlasem dle SCI 50. Stanovené cile prace byly v celém
rozsahu splnény.

Pripominky a dotazy
Prace je velmi peélivé zpracovana, mam minimum pfipominek a dotazi, které nesnizuji
vysokou kvalitu predloZené prace.

-  MiZete mi zdivodnit, pro¢ jste si vybral pro in vitro studium bunééného poskozeni
pravé linie A549, G361, B16F0, Hela a NIH3T3? Ovéfoval jste ucinky
fotodynamickych reakei i na jinych modelech?

- Jaké je vyuziti nové zavedené metody méteni mechanickych vlastnosti buné€k v klinické
praxi?

- Na strané 53 pouzivate pro modul pruznosti jednotku Arb. MlzZete vysvétlit pouZiti této
jednotky ve vztahu k interpretaci vasich vysledka?

Zaveér

Po celkovém posouzeni predlozené disertani prace MUDr. Petra Koliie mohu
konstatovat, Ze price spliuje v plném rozsahu podminky pro disertaéni prace,
formulované v § 47 VS zikona 111/98 Sb. Autor, vynikajici Grovni své diserta¢ni prace,
prokazal schopnost samostatné védecké prace.

Doporucuji prijeti predloZzené prace MUDr. Petra Kolaie k obhajobé. Doporucéuji, aby
byl MUDr. Petru Koldrovi po uspésné obhajobé piiznan védecky titul Ph.D.

MR
V Brné 24.5.2014

Doc. RNDr. Jitina Skorpikova.CSc.
Biofyzikalni ustav LF MU Brno
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Nazey prdce: Studium buné&ného pofkozeni po aplikaci fotodynamicky aktivnich ldtek, zdFeni

a ultrazvuku s vyuZitim fluorescenénich metod a mikroskopie atomarnich sil.

Autor: MUDr.Petr Kola¥
Skolitel: Doc.Ing.Katefina Tomankova, Ph.D.
Skolici pracovisté: Ustav 1ékatské biofyziky, LF UP Olomouc

Oponent: MUDr.Dagmar Jirov4,CSc.
Pracovisté: Statni zdravotni Gstav, Praha

Disertaéni prace o rozsahu 142 stran se zabyvad aktudlni problematikou souvisejici
s moZnostmi vyuZiti modernich fyzikalnich metod a mikroskopie atomarnich sil ke studiu
bunéného poskozeni po fotodynamické a sonodynamické terapii. Byly studovdny ucinky
porfyrinovych sensitizerdi TPPSs;, ZnTPPSs, PdTPPS; a derivati ftalocyaninu CIlAIPcS,
v kombinaci se zafenim vhodné vinové délky na bunéénych liniich adenokarcinomu plic A549,
lidského melanomu G361, mysiho melanomu B16FO, nddoru d€loZniho hrdla HeLa a nenadorové
bun&&né linie mysich fibroblasti NIH3T3 in vitro. Vliv sensitizeri o riznych koncentracich, zafeni
a ultrazvuku na Zivotnost bun€k, na produkci reaktivnich forem kysliku a na zmény
v mechanickych vlastnostech, byl studovdn prostfednictvim fluorescenéni mikroskopie,
spektrofluorimetrie a pomoci mikroskopie atomarnich sil. Autor ovéfil efektivnost navrZenych
postupii a metod pro navozeni vysoké fotodynamické ti€innosti nové vyvijenych sensitizerd.

V teoretické &4sti pridce jsou na 28 straniach shrnuty nové poznatky o modernich
mikroskopickych technikach a velmi pfehledné zpracovany soucasné poznatky o mechanismech
uc¢inku fotodynamickych a sonodynamickych reakci. Experimentalni &ast prace v rozsahu 99 stran
je ptedloZena ve form¢ komentovaného souboru 9 publikaci doplnéna citacemi odborné literatury.
Jednim z cilt feSeni prace bylo zavedeni metody umoziujici méfeni mechanickych vlastnosti bunék
s vyuzitim mikroskopie atomdrnich sil. Vysledky prace naznaduji, Ze tato metoda miZze najit své
vyuZiti v riznych biomedicinskych aplikacich, kde je tfeba kromé zobrazeni povrchu stanovit i
mechanické vlastnosti vzorkt (napf. formy deformace, adhezi, modul pruZnosti). Tato stanoveni

pak umoZni studovat charakter bun&¢ného poskozeni.

TELEFONNI CISLO USTREDNY: 267 081 111 BANKOVNI SPOJENI. 17301010710 1C: 75010330
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Autor se zaméfil na identifikaci u¢inku sensitizéri na buné¢né linie spoleensky zdvaznych
typt karcinomd, jako je adenokarcinom plic, maligni melanom nebo karcinom hrdla d&loZniho.
Studoval vliv porfyrinovych sensitizerti a derivati ftalocyaninu o riiznych koncentracich, vliv zafeni
a ultrazvuku na Zivotnost buné€k, na produkci reaktivnich forem kysliku, na zmény v mechanickych
vlastnostech bun€k a zmény v cytoskeletu. K identifikaci zmén byly vyuZivany metody
fluorescenéni mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil.

Pfi studiu fotototoxické reakce na riznych typech nadorovych bunéénych linii autor
prokdzal, e v8echny nov€ vyvijené sensitizery jsou fotodynamicky u¢inné. Ovéfil, Ze efektivni
kombinaci fotodynamické a sonodynamické reakce dochazi k vyznamnému poskozeni bunék a
sniZeni jejich Zivotnosti. V experimentdlnim systému in vitro autor prokéazal, Ze pro G€innou
aktivaci sensitizéri je moZno vyuZit synergicky u¢inek fotodynamické a sonodynamické terapie
s pomoci ultrazvuku. Potvrdil, Ze kombinace fotodynamické a sonodynamické reakce vede
k efektivnimu navozeni  bunéného poskozeni, pfiCemz je klinicky omezena systémovéa
fototoxicita, ale zachovana vysoka terapeuticka u&innost.

Dotazy a pFipominky:

1. Na strané 55 je nedostateény popis obrazku &. 15. Pokud obrazek demonstruje zmény
mechanickych vlastnosti fotodynamické reakcei, chybi udaje definujici ozafeni bunék.

2. Pro studium bun&&né Zivotnosti jste pouZival MTT test. Jaké dal§i metody pro studium
bunétného poskozeni by se daly pouzit?

3. Jaky je pathofyziologicky mechanismus pfednostniho vychytavani fotodynamicky aktivni
latky v nadorové tkani?

Zavér:

Vyse uvedené pfipominky vyznamné nesniZuji kvalitu pfedloZené prace. Autor prokazal schopnost
védecké prace v ramci svého oboru. PfedloZenou disertacni praci MUDr.Petra Koléfe doporuéuji
k obhajobé a na zdéklad& Gaspé¥né obhajoby doporuéuji udéleni akademického titulu Ph.D.

V Praze dne 20.5.2014

f
MUDr. Dagmar Jirova, CSc.

Odborny naméstek feditele, vedouci
Centrum toxikologie a zdravotni bezpe¢nosti
Narodni referen¢ni laboratof pro experimentalni imunotoxikologii

telefon: +420 26708 2439, 724233896 E-mail: jirova@szu.cz




