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Oponentsky posudek diserta¢ni prace MUDr. RNDr. Martina Poly, MBA s
nazvem
"Role kysliku v uéinnosti fotodynamické terapie na bunéénych modelech

v pFitomnosti senzitizéra”

Disertacni prdce MUDr. RNDr. Martina Poly, MBA je zpracovana strucné a
vystizné o celkovém poctu 86 stran vcCetné prehledu pouzité literatury. V
prehledu aktudlniho stavu problematiky se doktorand zabyvéd Gcinky
fotodynamické terapie na bunécné a systémové Urovni, prehledem prvni, druhé a
tfeti generace fotosenzitizér( a jejich vyuZitim v preklinické a klinické praxi.
Doktorandem ziskané experimentalni vysledky jsou pak prezentovany na 17
stranach, kde doktorand Uspésné demonstruje zplsob reseni vytycenych cilll
predkladané prace: studium Ucinnosti fotodynamické terapie v zavislosti na
parcidlnim tlaku kysliku a druhu fotosenzitizéru, ovéreni zvysené produkce
singletového kysliku pri vyssSich koncentraci kysliku a ovéreni zvysSeného
terapeutického Gc¢inku PDT na vybrané bunécné nadorové linii vystavené vyssimu
pO,. Nejvétsi pozornost soustfedi na rozdilnost distribuce dvou senzitizérl
ZnTPPS, a ZnPcS, v bunécénych kulturdch Hela, odliSnost v produkci singletového
kysliku, ovlivnéni mitochondridlniho membrédnového potencidlu a bunécnou
respiraci. Dosazené vysledky méreni ukazuji, Ze produkce singletového kysliku ve
fosfatovém pufru u vybranych sensitizérl se nelisi pri koncentracich kysliku,
které odpovidaji tkdnové normoxii nebo 90-ndsobné vyssi koncentraci. DalSim
pozorovanim na bunécnych liniich Hela bylo zjiSténo, ze sensitizér ZnPcS,
vykazuje vyssi afinitu k mitochondriim, kdezto ZnTPPS, lze ve zvySené mire
lokalizovat v lysosomech a také, ze ucinnost PDT, hodnocena pomoci MTT testu,
zavisi na parcidlnim tlaku kysliku v atmosfére, ke které byly bunky vystaveny.
V dusikové atmosfére bylo dosazeno mnohem vétsi Gcinnosti PDT pfi pouziti
senzitizéru ZnPcS,, kdy bunécna viabilita HeLa bunék klesla aZz o 80 %, zatimco u
senzitizéru ZnTPPS, dosahovala pouze 20 %. Pravé vyssi afinitu senzitizéru
ZnPcS, k mitochondriim a jeho inhibi¢ni vliv na respiracni fetézec povazuje

v

doktorand za pri¢inu mensi zavislosti v jeho G¢innosti na koncentraci kysliku.



Véechny prezentované vysledky povazuji za hodnotné a jsou bezesporu
pfinosem k védeckému poznani a mohou vyznamné pfispét pfi klinickych

aplikacich vyuzivajici PDT.

Po formalni strance mam k praci nékolik pfipominek, které nesnizuji jeji
védecky pfinos:
1.V préci se objevuje nékolik nepresnosti, preklepd a chybgjici interpunkce, napf.
na str. 5 - oligomycin je uveden jako inhibitor ATP, str. 15 - derivaty tchipurinf
(misto thiopurin@), str. 15 -, Uziti kyseliny 5-aminlolevulové (ALA) se ukazalo
jako d@lezity ., str. 45 - standartni odchylky, apod.
2. | kdyz experimentdini ¢ast byla zamérena na Ulohu kysliku v PDT, tak Gvodni
kapitoly vénujici se tfeti generaci senzitizérd a nanotechnologii v PDT mohly byt
vice rozepsany.
3. Na rozdil od obrazkd piseme popisek k tabulce nad tabulkou (viz Tabulka 1 a
2).
4. Seznam pouzité literatury obsahuje 104 citaci, z nichz pouze 15 znich je
mladsich 5 let.

Dale mam k préci tyto nasledujici dotazy:

1. Na str. 9 uvadite: ,Cytosolové enzymy jsou méné nachyine k poskozeni k PDT.
Tato pozorovani souvisi s velice kratkou Zivotnostf singletniho kysliku ve vodném
prostredi oproti lipidové vrstvé.” Mohl byste zminit, jaké jsou priblizné doby
sivota singletového kysliku ve vodném prostfedi a v lipidech. Jak si vysvétlujete
vys$i nachylnost k poskozeni ve spojitosti s rozdilnymi dobami zivota
singletového. kysliku. Jak se lisi koeficienty difuze singletového kysliku v téchto
rozdilnych prostfedich a jak tfeba samotna rychlost difuze mdze ovlivnit miru
poskozeni?

2. Pii porovnavani rliznych senzitizérd uvadite nizsi tkadnovou pronikavost svétla
kratéich vinovych délek. Mohl byste alespon pfiblizné kvantifikovat rozdily
v pronikavosti svétla delich a kratsich vinovych délek.

3. Pri mérfeni produk&e singletového kysliku ve fosfatovém pufru u senzitizérd
ZnTPPS, a ZnPcS, jste nezméfil zadny vyznamny rozdil mezi vzorkem pufru
s nizkou (0,4 mg/l) a vysokou (36 mg/l) hladinou kysliku, avdak pri méreni
produkce singletového kysliku v Hela bunkach vystavenych dusikové atmosfére
byl u téchto sensitizérli zméren vyznamny rozdil v produkci singletového kysliku.

Cim si to vysvétlujete?



Zaver: ‘
Po celkovém zhodnoceni predloZzené disertacni prdce MUDr. RNDr. Martina Poly,
MBA doporucuji pfijeti této prace k obhajobé a dal$imu fizeni. Rovnéz doporucuji,
aby byl MUDr. RNDr. Martinu Polovi, MBA po Uspésné obhajobé priznan védecky titul
Ph.D. ——

V Brné dne 27. 1. 2023 Mar. Miroslav Varecha, Pn.u.
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Posudek disertaéni prace MUDr. RNDr. Martina Poly:

Role kysliku v vicinnosti fotodynamické terapie na bunéénych modelech v
pritomnosti senzitizérii

PredloZena disertatni préce o 87 stranich je sepsana v Seském jazyce a obsahuje 104 odkazt na aktualni
védecke zdroje, 26 obrazki a 2 tabulky. Graficka Groveri dokumentu odpovida typickym pozadavkiim.

Vivodu prace jsou strung popsiny zékladni fyzikalng-chemické a biologické principy funkce
fotodynamické terapie s diirazem na lé&bu onkologickych onemocnéni. Dalsi &4st podrobnéji rozebird
Jednotlivé generace fotosenzitizér z pohledu syntézy, principu terapeutického Gginku a nezadoucich
ucinkd l€Civa, vE. prikladi chemickych vzorel! syntézy nebo typickych zéastupceli jednotlivych generaci®
[€Civ.

Cil prace (str. 35) je zaméfen na studium G&innosti fotodynamické terapie v zavislosti na parcialnim
tlaku kysliku a druhu fotosenzitizéru. V této &asti jsou cile strudné aviak jednoznaéné definovany.
Predchazi jim stat€ z Gvodnich kapitol, které pojednavaji o ptypech fotodynamické reakce a roli kysliku
pii fotodynamické terapii. Aviak chybi mi zdGvodnéni cilii prace ve srovnani se souCasnym stavem
poznanf’, které by ozfejmilo a vysvétlilo p¥inos této préce.

V nasledujicich ¢astech prace? jsou postupné piedstaveny vysledky ¥ plvodnich studif, z nichz dvé
Jjsou publikované v ¢asopisech s IF (1,560 a 3,651). Citaéni ohlas techto praci v dobé sepisovani posudku
byl 12 (WoS 8), coz jasn& naznaduje, 7e fedené problematika z oblasti fotodynamické terapie a tim i
téma disertalni price jsou velmi aktudlni. Pro dotaz na kli¢ova slova ,»Photodynamic Therapy*
v obdobi od r. 2022 nalezl scholar.google.com piiblizng 27 500 polozek a PubMed.gov piiblizné 3 440
polozek.

Pan doktor velmi dobfe zvlddnul metodické aspekty prace, jak prokézal ve popisovanych studiich.
Experimenty byly postaveny zpisobem vhodnym pro ziskani odpovidajicich dat, analyza vyuZivala
odpovidajici statistické modely. VSechny pouZité metody jsou v oblasti vyzkumu PDT Zivé a vhodné
pro cile, které byly zvoleny.

! Jako urcitou vytku uvadim $patnou kvalitu a &itelnost indext v chemickych vzorcich (napF. obr. 9 apod.). Pokud
byly obrézky vyhotoveny autorem, méla byt vénovéna ve&tsi péce jejich zpracovani. Pokud se jednd o prevzaté
obrazky, chybi citace zdroj.

'V kapitolach ,, Tfeti generace fotosenzitizéra™ a s, Nanotechnologie v PDT*, které jsou pom&mé strudné

v porovnani s kapitolami predchozimi, mi chybf citace relevantnich zdrojli obsahujicich podrobngjsi udaje.

3V porovnéni s citovanymi pracemi zabyvajicimi se téZ problematikou ti¢innosti PDT v souvislosti s mirou
pritomnosti kysliku — napf. citace [49, 50, 51, 74, 75, 76, 88].

4 Mam vytku obecné k citacim v praci. Citace nejsou fazeny postupné dle vyskytu, literarni zdroj [51] jsem
nedohledal, Ze by byl citovan.

’ Sama préce, bohuzel, necituje autorovy studie, z nichz informace Cerp4 a nenf tak na prvni pohled zi'ejmé, zda
jde o vysledky jiz publikované (a tudi? jiz kvalitn& recenzované) nebo Gplné nové. Toto si ¢tenal musi dohledat
sam, Citaci bych zde vyrazng doporuéil.
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Experimentalni ¢ast prace piinasi nové poznatky o efektu fotodynamické terapie. Vysledky ukazuji, ze
kli€ovym prvkem pro efektivni PDT je volba vhodného fotosenzitizéru. Naznaduji také, e vhodny
fotosenzitizér by mohl efektivné vyuzit i mechanismus typu I a tim se pravdépodobné vyrovnat
s nizkymi koncentracemi molekularniho kysliku. Vysledky jsou validni a pFedstavuji viznamny krok
ve vyzkumu fotodynamické terapie.

Zaveér prace pon€kud neobvykle kombinuje vysledky/zavéry vlastnich a cizich praci. Vzhledem
k absenci citace vlastnich praci se tak jevi neptehlednym, obzvl43tg, pokud na jedné strané uzavira, ze:
»Zjisténi z in vitro experimentti a experiment( na zvitatech naznaduji, ze soucasné aplikace HBO a PDT
ma siln€jsi efekt neZ PDT.“ (bez citace) a zarovei dodava, Ze: ,,Nase méieni viak ukézala, Ze toto neni
nutné, pokud se PDT pouzivd za normoxickych podminek, kdy hladina kysliku je jiz dostateéna k
vyvolanf maximéln{ produkce singletového kysliku. Ukazuje se, Ze niz$i dostupnost kysliku mtize byt
kompenzovana i del§i interakci excitovaného fotosenzitizéru s molekulou kysliku, napt. diky del$i dobg
Zivota tripletového stavu fotosenzitizéru.”, coz je ponékud v rozporu. Mnohem Iépe je prace s jejimi cily
i zaveéry shrnuta v kapitole ,,Souhrn®,

Dovoluji si poloZit nasledujici otazky vztahujici se k piedlozené praci:

1) Je znamo z néjakych (aktudinich) reSerSnich praci, zda po poddni PDT pievazuje
pozorovani imunostimulace ¢i imunosuprese a pripadné v jakém poméru? Je z tohoto
pohledu néjak vyrazny rozdil mezi typy senzitizérii, napr. hydrofilni vs. lipofilni apod.?

2) Vesvé praci uvadite, ze kombinace PDT s metodami zvysujicimi koncentraci molekuldrniho
kysliku nebude nezbytnd ,, ...pokud PDT vyuZije mechanismus typu I, jak se to jevi pro
Jotosenzitizér ZnPcS,.* Pokrocili jste néjak v tomto sméru viastnim vyzkumem, nebo jej
pripravujete, piipadné objevili se jiz néjaké studie tuto hypotézu podporujici?

3) Uvedené experimentdlni Cinnosti vychdzeji z praci publikovanych kolektivem autort,
milZete specifikovat, Vas prispévek k vysledkiim?

PredloZend prdace “Role kysliku v ucinnosti fotodynamické terapie na bunéénych modelech
v pFitomHosti senzitizérii” obsahuje pivodni, védecky oponované a pro vizkum v oblasti PDT
obvyklym zpitsobem publikované vysledky. Price MUDr. RNDr. Martina Poly nese prvky
tvitréi Cinnosti a odpovidd VS zikonu & 111/89 Sb., §47 odst. 4., proto ji doporucuji
k obhajobé a v pripadé tispésné obhajoby udéleni akademického titulu doktor ve zkratce

\
Ph.D. e e
V Hradci Kralové
20.1.2023 ,
doc. RNDr:Ale§ Bezrouk, Ph.D.
Ustav 1ékatské biofyziky
Lékarska fakulta v Hradci Kralové
Univerzita Karlova
Posudek diserta¢ni prace MUDr. RNDr. Martina Poly » 5. 2/2
Simkova 870 tel.: +420 495 816 255

500 03 Hradec Kralové e-mail: bezrouka@lfhk.cuni.cz



