
OPONENTSKY POSUDEK

na disertační práci MUDr. Petra Koláře, studenta kombinované formy doktorského
studijního programu Lékďská biofyzika na LF UP v olomouci, nazvanou ,,Studium
buněčného poškození po aplikaci fotodynamicky aktivních látek' záíení a ultrazvuku
s využitím fluorescenčních metod a mikroskopie atomárních sil...

Wastní posouzení práce

PředloŽená práce se zabývá moŽnostmi využiti kombinace elektromagnetického záŤení
ultrazvuku a aktivních látek pro navozeni buněčné smrti v nádorových buňkách
prostřednictvím fotodynamické a sonodynamické reakce. Buněčné poškození je ověřovríno
moderními mikroskopickými metodami a především s vyuŽitím mikroskopie atomiírních sil.
Předložená práce má 142 stran. Seznam literatury obsahuje celkem l03 citací (5 internetových
zdrojů), z toho 76 citacije z posledních 10 let. Členění práce do kapitol je zvoleno účelově. Je
rozdělena na dva větší celky: teoretická část a experimentální část. Cíle jsou jasně stanoveny
v úvodu práce' závěreěná kapitola pak qýstiŽně shrnuje dosaŽené výsledky a znich plynoucí
závěry,

V teoretické úvodní části (28 stran) jsou popsány zobrazovací metody světelné
mikroskopie, elektronové mikroskopie a mikroskopie atomámích sil (AFM). Velká pozomost
je věnována moŽnostem měření mechanických vlastností buněk.V další části jsou shrnuty
souěasné poznatky o fotodynamické a sonodynamické reakci. Fotodynamická a
sonodynamická reakce jsou základem pro fotodynamickou a sonodynamickou terapii nádoru,
která je v této práci studována in vitro fluoresceněními metodami sfudia buněčného poškození
a především pomocí mikroskopie atomárních sil.

Výsledková část práce je zpracovana jako soubor komentovaných prací publikovaných
v impaktovaných a recenzovaných časopisech. Vlastní komentař je rozdělen do dvou
logických celků v rozsahu 28 stran a je doplněný citacemi odborné literatury. V první ěásti se
autor zabývá vlivem fotodynamické a sonodynamické reakce na buněčné systémy in vitro a
v druhé části studiem buněčného poškození a mechanických vlastností s využitím
mikroskopie atomiírních sil. Použité a popsané metodiky byly velmi dobře zvoleny.

Výsledková část v rozsahu 71 stran je tvořena souborem 9 vlastních odbomých prací, kde
je autor disertační práce hlavním autorem nebo spoluautorem. Autor se v'ýznamně podílel na
zavedení metod umožňujících detekci mechanických vlastností vzoru a metod pro ověřovríní
Youngova modulu, deformace, adheze a disipace energie. Podílel se rovněž na zavedení
metody pro studium vlastností liposomů a pro studium řízeného uvolňování léčiv
ultrazvukem, kde se mikroskopie atomámích sil ukázala jako vhodná technika. Vliv a
mechanismy fotodynamické a sonodynamické reakce prezentoval na ruzných typech
nádorových buněčných linií při pouŽití por$'rinových sensitizeru TPPS4, ZnTPPS4,
PdTPPS4 a derivátů ftalocyaninu CIA1PcS2 o různých koncentracích, světla vhodné vlnové
délky a ultrazvuku. Byly optimalizovány ozařovací a ozvl,lěovaní podmínky pro navození
fotodynamické a sonodynamické reakce na buněěných liniích a byl prokénán synergický
účinek fotodynamické a sonodynamické reakce.



Význam pro praxi

DosaŽené výsledky jsou kvalitním přínosem nejen v oblasti fotodynamické a
sonodynamické terapie, ale i v oblasti vývoje nouých aktivních látek.

Autor svou prací velmi přispěl k rozvoji oboru a významrté vysledky publikoval
v impaktovaných časopisech citačním ohlasem dle SCI 50. Stanovené cíle práce byly v celém
rozsahu splněny.

Připomínlql a dotazy
Práce je velmi pečlivě zpracována, mám minimum připomínek a dotazi, které nesnižují

vysokou kvalitu předložené práce.

- Můžete mi zdůvodnit' proč jste si vybral pro in vitro studium buněčného poškození
právě linie A549, G36l, Bl6F0, Hela a NIH3T3? ověřoval jste účinky
fotodynamických reakcí i na jiných modelech?

- Jaké je využití nově zavedené metody měření mechanických vlastností buněk v klinické
praxi?

. Na straně 53 pouŽíváte pro modul pruŽnosti jednotku Arb. Mužete vysvětlit použití této
jednotky ve vztahu k interpretaci vašich výsledků?

Zóvěr

Po celkovém posouzení předložené disertační práce MUDr. Petra KoIáře mohu
konstatovat, Že prác-e splňuje v plném rozsahu podmínky pro disertační práce,
formulované v $ 47 vs zákona 111/98 Sb. Autor, vynikající úrovní své disertační práce,
prokázal schopnost samostatné vědecké práce.
Doporučuji přijetí předložené práce MUDr. Petra Koláře k obhajobě. Doporučuji, aby
byl MUDr. Petru Kolářovi po úspěšné obhajobě přiznán vědeclný titul Ph.D.

V Brně 24.5,2014

Doq{ RNDr. Jiřina Škorpíková.CSc.
Biófpikální ústav LF MU Brno
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Disertaění práce o rozsahu 142 stran se zabývá akfuální problematikou související

s možtostmi využití moderních fuzikálních metul a mikroskopie atomárních sil ke studiu

buněčnóho poŠkození po fotodynamické a sonodynamické terapii. Byly sfudovány účinky

porfyrinových sensitizerů TPPSa, ZnTPPS+ PdTPPSa a derivátů ftalocyaninu ClAlPcSz

v kombinaci se zířením vhodné vlnové délky na buněěných liniích adenokarcinomu plic 4549,

lidského melanomu G361, myšÍho melanomu B16Fo, nádoru děloŽního hrdla HeLa a nenádorové

buněčné linie myších fibroblastů NIH3T3 in vitro. Vliv sensitizerů o růzrrýgh koncentacích, ziíření

a ultraanrku na životrost buněk, na produkci reaktivních forem kyslíku a na zrrěny

v mechanických vlastnostech, byl sťudován prosťednicwím fluorescenění mikroskopie,

spektrofluorimetrie a pomocí mikroskopie atomiirních sil. Autor ověřil efektivnost navržených

postupů a metod pro navozeni vysoké fotodynamické úěinnosti nově vyvíjených sensitizerů.

V teoretické části práce jsou na 28 stranách shrnuty nové poznatky o moderních

mikroskopichých technikách a velmi přehledně zpracovr{ny současné o mechanismech

účinků fotodynamických a sonodynamických reakcí. Experimentální ěást prace v rozsahu 99 stran

je přeďožena ve formě komentovaného souboru 9 publikací doplněna citacemi odborné literatury.

Jedním z cílů řešení práce bylo ravedeni metďy umoňující měfuní mechenických vlastností buněk

s v3tžitím milaoskopie atomámích sil. Výsledky pníce nazrračují, fu tato metoda můŽe najít své

vyuŽití v různých biomedicínských aplikacíctL kde je tfuba kr.omě zsbrazsnl povrchu starrovit i

mechanické vlastnosti vzorků (např. fomry deformace, adhezi, mďul pružrosti). Tato stanovení

pak umohí studovat charakter buněěného poškození.
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Autor se zaměřil na identifikaci účinku sensitizérri ra buněěné linie společensky závahých

typů karcinomů jako je adenokarcinom plic, maligní melanom nebo karcinom hrdla děloŽrrího.

Studovď vliv por$ninoých sensitizerů a derivátů ftalocyaninu o různých koncerrEacícb vliv ztiřenÍ

a ultrazrrrrku na ávotnost buněk, na produkci reaktivních fore'lrr kyslíku, na anráry v mechanických

vlastnostrch buněk a nnéay v cyŮoskeletu K iderrtifikaci z:ltrěn byly vnržívány metody

fluorescenční mikroskopie a mikroskopie atorrrrárních sil.

Při studiu fotototoxické reakce na ruarých typech nádorových buněěných linií autor

prokázalo že všechny nově vyvíjené sensitizery jsou fotodynamicky účirmé. ověřil že efektivní

kombinací fotodyna'nické a sonodynamické reakce dor,bází k výzramnému poškození buněk a

snížení jejich ávotrosti. V experimentálním systému in viho arrtor prokázal, žn pto účinnou

aktivaci sensitizérrlje možrro využít synergický úěinek fotodynamické a sonodynamické terapie

s pomocí ultrazvuku. Potvrdil, že kombinace fotodynamické a sonďynamické reakce vede

k efektivnímu navození buněčného poškození, přičemž je klinicky omeze,aa systémová

fototoxicita" ďe zachovárra vysoká terapeutická účinnost.

Dotazy a pfipomínky:

Na shaně 55 je nedostatečný popis obnázku č. 15. Pokud obrázek demonsbuje zrrrěny

mechaniclcých vlastností fotodynamické realrci, chybí tdaje definující ozáření buněk.

Pro studium buněčné životrrosti jste pouávď MTT test. Jaké další metody pro sfudium

buněčného poškození by se daly použít?

JaIď je pathosziologický mechanismus pfudnostrího vychytáváttí fotodynamicky aktivní

látky v nádonrvé tkáni?

7Ávěrz

VýŠe uvedené připomínky významně nesnižují kvďitu předložerré práce. Autor prokázď schopnost

vědecké pníce v nímci svého oboru PředloŽenou ďsertačni práci MUDr.Petra Koláfu doponrčuji

k obhaiobě a na z,{kladě úspěšné obhajoby doporuěuji udělení akademic&ého titulu Ph.D.

V Praze dne 20.5.2014

MUDr. Dagmar Jírcvá' CSc.
odbomý náměstek ředitele" vedoucí

Centnrm toxikologie a zdravohí bezpďnosti
Národní refbrenční laboratoř pm experimentální imunotoxikologii
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