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oponentský posudek disertační práce MUDr. RNDr' Martina Poly, MBA s
názvem

''Role kyslíku v účinnosti fotodynamické terapie na buněčných modelech
v přítomnosti senzitizérů"

Disertační práce MUDr. RNDr. Martina Poly, MBA je zpracovaná stručně a

výstižně o celkovém počtu 86 stran včetně přehledu použité |iteratury, V
přehledu aktuálního stavu problematiky se doktorand zabývá účinky

fotodynamické terapie na buněčné a systémové úrovni, přehledem první, druhé a

třetí generace fotosenzitizérů a jejich využitím v preklinické a klinické praxi.

Doktorandem získané experimentální výsledky jsou pak prezentovány na L7

stranách, kde doktorand úspěšně demonstruje způsob řešení vytyčených cílů

předkládané práce: studium účinnosti fotodynamické terapie V závislosti na

parciálním tlaku kyslíku a druhu fotosenzitizéru, ověření zvýšené produkce

singletového kyslíku při vyšších koncentrací kyslíku a ověření zvýšeného

terapeutického účinku PDT na vybrané buněčné nádorové linii vystavené vyššímu

Poz. Největší pozornost soustředí na rozdílnost distribuce dvou senzitizérů

ZnTPPS. a ZnPcSz v buněčných kulturách HeLa, odlišnost v produkci singletového

kyslíku, ov|ivnění mitochondriálního membránového potenciálu a buněčnou

respiraci. Dosažené výsledky měření ukazují, že produkce singletového kyslíku ve

fosfátovém pufru u vybraných sensitizérů se neliší při koncentracích kyslíku,

které odpovídají tkáňové normoxii nebo 90-násobně vyšší koncentraci' Dalším

pozorováním na buněčných liniích Hela bylo zjištěno, že sensitizér ZnPcSz

vykazuje vyšší afinitu k mitochondriím, kdežto ZnTPPS+ lze ve zvýšené míře

lokalizovat v lysosomech a také, Že účinnost PDT, hodnocena pomocí MTT testu,

závisí na parciálním tlaku kys|íku v atmosféře, ke které byly buňky vystaveny'

V dusíkové atmosféře bylo dosaženo mnohem větší účinnosti PDT při použití

senzitizéru ZnPcSz, kdy buněčná viabilita HeLa buněk klesla až o 80 o/o, zatímco u

senzitizéru ZnTPPS+ dosahovala pouze 20 %' Právě vyšší afinitu senzitizéru

ZnPcSz k mitochondriím a jeho inhibiční vliv na respirační řetězec považuje

doktorand za příčinu menší závislosti v jeho účinnosti na koncentraci kyslíku'



Všechny prezentované výsledky považu1i za hodnotné a jsou bezesporu

přínosem k vědeckému poznání a mohou významně přispět při klinických

a pl ikacích využív ající PDT'

Po formální stránce mám k práci několik připomínek, které nesniŽují její

vědecký přínos:

1. V práci se objevuje několik nepřesností, překlepů a chybějící interpunkce, např'

na str. 5 - oligomycin je uveden jako inhibitor ATP, str' 15 - deriváty tchipurinů

(místo thiopurinů), str. 15 - ,, UŽití kyseliny S-aminlolevulové (ALA) se ukázalo

jako důleŽitÝ .", str' 45 - standartní odchylky, apod'

2. l kdyŽ experimentální část byla zaměřena na úlohu kyslíku v PDT, tak úvodní

kapitoly věnující se třetí generaci senzitizérů a nanotechnologii v PDT mohly být

více rozepsány.

3' Na rozdíl od obrázků píšeme popisek k tabulce nad tabulkou (viz Tabulka 1 a

2).

4. Seznam použité literatury obsahuje 104 citací, znichž pouze 15 z nich je

mladších 5 let'

Dále mám k práci tyto následující dotazy:

1. Na str' 9 uvádíte: ,,Cytosolové enzymy jsou méně náchylné k poškození k PDT.

Tato pozorování souvisí s velice krátkou Životností singletního kyslíku ve vodném

prostředí oproti lipidové Vrstvě'" Mohl byste zmínit, jaké jsou přibliŽně doby

života singletového kyslíku ve vodném prostředí a v lipidech. Jak si vysvětlujete

vyšší náchylnost k poškození Ve spojitosti s rozdílnými dobami života

singletového kyslíku. Jak se liší koeficienty difuze singletového kyslíku v těchto

rozdílných prostředích a jak třeba samotná rychlost difuze může ovlivnit míru

poškození?

2. Při porovnávání různých senzitizérů uvádíte niŽší tkáňovou pronikavost světla

kratších vlnových délek' Mohl byste alespoň přibliŽně kvantifikovat rozdíly

v pronikavosti světla delších a kratších vlnových dé|ek'

3' Při měření produkce singletového kyslíku ve fosfátovém pufru u senzitizérů

ZnTPPS+ a ZnPcSz jste nezměřil Žádný významný rozdíl mezi vzorkem pufru

s nízkou (0,4 m9/|) a vysokou (36 m9/|) hladinou kyslíku, avšak při měření

produkce singletového kyslíku v HeLa buňkách vystavených dusíkové atmosféře

byl u těchto sensitizérů změřen významný rozdíl v produkci singletového kyslíku.

Čím si to vysvětlujete?



Závěr:

/ Po celkovém zhodnocení předložené disertační práce MUDr' RNDr. Martina Poly,

/ MBA doporučuji přijetí této práce k obhajobě a dalšímu řízení. Rovněž doporučuji,
/

aby byl MUDr' RNDr. Martinu Polovi, MBA po úspěšné obhajobě přiznán vědecký titul
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Posuclek clisertační práce MlJIJr'. RNDr. Martina Poly:

Role lryslíku v tičinnosti fotod1,nqtnicÍcé terapie na btměčných nlodelech tl

přítonmo s ti s enz itiz érťt

Přecíložerrá disertační práce o 87 stranách je sepsána v česl<érn jazyce a obsalrr-lje 104 odkazťt na aktuálrrí
vědecké zdroje, 26 obrázků a 2 tabulky. Graficl<á ťtroveťr dokutrrettttt oclpovídá ýpickýrn požadavkům'

V ťrvoclu pr'áce jsou stručně popsány zák|adní fl,zikálně-clternické a biologické prirrcipy funkce
fotoclyrrarnické terapie s clťtrazem na léčbLr orrkologickýclt onemocnění. Další část podrobně.ii rozebírá
jednotlivé get]elace fotosenzitizérťr z polrlec1rt syntézy, prirrcipir terapeutického ťrčinku a ttežádoucíclr
ťtčinkťr lóčiva, vč. příkladri chernických vzorcťt] syntézy nebo typickýclr zásttrpců jeclnotlivých generací2
Iéčiv.

Cí1 práce (stt'' 35)_ie zarriěřeri na stucliunr úrčinrlosti fotodyrtanrické terapíe v závislosti na parciálním
tlaku l<ysiíku a druhtr fcltoserrzitizél'tr' V tóto části jsou cíle strtrčně avšak jeclnoznačně definovány.
Přeclcházíjinr statě z ťtvodriícli kapitol, ktel'é pojedrrávají a pýpech fotociyrramické reakce a roli kyslíku
při fotoclynanrické terapii. Avša]< chybí nri zdťrvodnění cílťr práce ve st'ovnání se současným stavem
poznání3, lcteré by ozí^ejrnilcr a vysvětlilo přínos této práce.

V následirjících částeclr prácea jsou postLrpně představerry výsledky tl*í původrríclr studií5, z nichŽ dvé
jsou publikované v časopisech s IF ( 1 ,560 a 3,651). Citační oirlas techto prací v době sepisování posudku
byl 12 (WoS 8)' což jasně naztračuie, Že řešená pr'oblematika z oblasti fotodynatirické terapie a tírrr i
téma tlisertační práce jsorr velrni aktuální' Pt'o dotaz na klíčová slova ,'Plrotoclynamic Tlrerapy,,
v obclobí adr.2a22 nalezl scholar.google'corn přibližně 21 50a položek a PrrbMec1.gov přiblížně 3 440
položek'

Parr dclktor velrrri dobře zvládnLrl inetodiclté aspekty práce, jak prokázal ve popisovaných studiích.
Experin"rerrý byly postavelty způsobenr vlroclnýtn pro zíslcání odpovídajících dat, analýza vyttživala
odpovídající statistické modely. Všeclrny použité metody jsou v oblasti výzkumu PDT živé a vhodné
pro cíle, které byly zvclletry.

l Jako itt'čitou výlltu uvádírrr šilátnou kvalitrr a čitelnost irlclexů
byly obrázky l'yltoklveny autoťeln, rtrěla být r,ětrclvána r'ětší
obrázky, clrybí ciface zdrirjů'

v clreinických vzorcích (lrapř' obr. 9 apocl')' Pokud
póče 1ejich zpracování. Pokud se jeclná o pŤevzaté

3 V liapitolách ,,Třetí genoťace fotosenzitizér'ťr" a,,Nartclteclrnologie v PD]"'' kter-é jsoLr pontěrně stručné
v pot'ovnánÍ s kapitolani předclrozírni, nlichybí citace t'elevatrtních zclrojťr obsahu.ficic}ipoclrobnější ťtclaje.i V pol'ovnánÍ s citovanýrrti pt'acerni zabývajicírai se téŽ problelrtatikou účinnosti PDT v souvislosti s tnít.ou
ptYítonrnosti k),slíl<u _.např. citace [49' 50, 5l, J4,75,7ó, 88]'
a Mánl výtitu obtcně lc cítacílr"r v práci. Citace nejsoLt řazenypcrstupně clle výskyhr, liter.ární zdroj [5 l]jsern
nedohlerlal, že by byl citován"
5 Sania pr'áce, bolruŽel, necitu"je autoťo\,Y stuciie, zllichŽ infolrnace čerpá anení tak na první pohlecl ziejmé, zda
jde o výsiedk;r jiŽ pr-rblikované (a tudíž jiŽ ]<va}itrrě recenzované) rrebo ilplně nové. Toto si čtenáŤ musí dohledat
sárn. Citaci bych zcle výrazně cloporučil.



Experinrentálrrí část pláce přináší nové poznatky o efektu fotodyrramické terapie. Výsledky trkazují, že
klíčovýrn prvkenr pro efektivrrí PDT je volba vlrodného fotosenzitizóru. Naznačují také, že vhodný
fotosenzitizér by rnohl efektivně vyltŽít i nreclranistrrus |zpu I a tím se pravděpoclobně vyrovnat
s nízkými kotrcetrtraceIni n-rolel<ulárnílio lryslíktr. Výsledky jsou validní a př'edstavují vÝznamný krok
ve výzkumu fotodynamické terapie.

Závěr práce poněkr"rd neobvykle kombinuje výsledkylzávěly vlastnícli a cizích prací. Vzhledenr
k absenci citace vlastníclr prací se talt jeví rrepřelrlednýrn, obzvláště, pokud na jedné stt'aně uzavírá,že:
,,Zjištění z in vitro experirnentů a experimentťr na zvířatech naznačují, Že současná aplikace HBo a PDT
má silnější efekt než PDT." (bez citace) a zát'oveň dodává, Že: ,,Naše mět'ení však ukázala, Že toto není
ttuttré, pokucl se PDT používá za normoxickýclr poclrnírrel<, kdy hladina kyslíktr je již dostatečná k
vyvolárrí rnaximální prodrrkce sirrgletovélro kyslíku' Ukazuje se, že nižší r1ostLrprrost kyslíku rnťrže b1it

kotnpenzována i clelší interakcí excitovanélro fotosenzitizéru s tnolekulou kyslíku, např". díky delší době
Života tripletovélro stavu fotosenzitizértl'", což je poněkud v rozporri. Mnohem lópe je práce s jejírni cíiy
i závěry shrnuta v kapitole ,,Sotlhrn".

Dovoltrji si položit následrrjící otázky vztahující se k předložetré práci;

l) Je znánto z nějalgicfu (alcÍuc?lních) rešeršních prací, zcla po pocláni PDT převctžztje
pozorol,ťini imunoslimulqce či imunosuprese a případně v jaként poměnL? Je z tohoto
pohle&t nějctk výrazn1i rozdíl ntezi jlpy senzitizérů, např'' hydrofilní ys' lipoÍilní apod.?

2) Ve své práci ttl,ddíte, že konlbinace PDT s metodami zvylšttjicími koncenÍraci molelnilárniho

b,slíktl nebude nezbytnú ,, '..pokud pp7 llyt:žije rnechanismus typu I, jak se to jel;í pro
foťosenzitizér ZtPcSz'" Polct'očili.jste nějak vtolltto snlěrtt vlasÍníln výzkument, neba jei
ptYipralltf ete, případně objevili se již nějaké sttldie tuto h1lpoÍézu podpor$tcí?

3) Uvedené experíntentťtlní činnosti v1lc/1d7gií z prací pttblikovcnlých kolektilleln rLtÍorťt,

můžete specifikovctt, Iláš příspá,ek k llýsledkům?

Předloženú prúce "RoIe b,sIíku v účinnostifoÍodynantícké terapie na buněčtých mode\ech
v přítonutosti senzitizét'ů" obsahuje půvoelní, vědecky oponované a pro výzlrttm v oblasti PDT
obvykljlm zpťlsobem publikovntté výsleďk|l. Prttce MUDr. RNDr. Mnrting PoIy nese prvky
tvůrčí čittttosti n orlpovirlú VŠ zcÍkotttt č. t1I/89 Sb., s47 orlst. 4., proto ji ttoporučuji
k obhajobě a v přípudě tÍspěštté obltrýoby udělení akademickéIto titttlu doktor ve 7kratce
Ph.D,

V Hraclci l(rálové
20.1.2023

- f-::.'
,/

doc. RN Dr.',Aleš,&r91. a_Uki lh D
Ústav iékař'slié bió$ziky

Lékařská fal<trlta v Hr'adci Králové
Univelzita I(arlova

I)ostrclell tliscr'trrť'rrí ptitee Ňltll)r. llNDr. Ňlartina Ptll1 s" 212

Siml<ova 870
500 03 Hradec Králové

tel.: +420 495 816 255
e_mail: bezrouka@lÍhl<.cuni.cz


