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Obsahem predloZené prace je analyza pUsobeni skupiny nové syntetizovanych fotosensitizéra s
moznym uplatnénim ve fotodynamické terapii nddorovych onemocnéni. Fotodynamicka terapie
(PDT) je zaloZena na vice ¢i méné selektivni akumulaci fotoexcitovatelné latky v nddorovych burnkach
a jejim nasledném ozareni, které obvykle vede k tvorbé reaktivnich kyslikatych molekul (ROS) a
spusténi programované bunécné smrti. Zkoumana skupina latek je odvozena od
tetrafenylporfyrinové zakladni struktury a obsahuje modifikace v podobé jednoho az ctyr glykolovych
fetézcl navazanych na fenylovych skupinach v polohach meta nebo para. Jednotlivé fotosensitizéry
byly porovnany podle jejich ucinnosti na adherentni bunécné linii 4T1 a suspenzni leukemické linii
HL60. U vybranych nejucinnéjsich produktd byla poté testovana jejich schopnost omezit rist
implantovanych nadord in vivo v mySim modelu a zejména byl podrobné studovan mechanismus
jejich pasobeni na buriky bunéénych linii 4T1 a HL60.

Vlastni prace je psana anglicky, pomérné prehledné a srozumitelné. Zejména ceska verze
autoreferatu by si ovSsem zaslouzila peclivéjsi kontrolu formalni i jazykové stranky.

Teoreticka Cast prace obsahuje zakladni popis podstaty PDT a pouzivanych fotosensitizér(i a prehled
literatury tykajici se zejména apoptotickych signalnich drah a jejich indukce pisobenim PDT.

Tézisté prace spociva v experimentalni ¢asti, ze které je patrné, Ze autorka si osvojila fadu rtznych
vysetfovacich metod a dospéla k souboru kvalitnich vysledkd, které usporadala do logického celku. Z
plvodni Sirsi skupiny substituovanych porfyrinl byly pro detailni studium vybrany
hydroxyethylenglykolové derivaty, z nichz nékteré vykazuji lepsi u¢innost nez klinicky pouzivané latky.
Ukazalo se, Ze umisténi glykolovych fetézcli na porfyrinové strukture vyrazné ovliviiuje
vnitrobunéénou lokalizaci fotosensitizéru a tim také jeho Géinnost. U€innéj$i meta derivaty se
hromadi mimo jiné v endoplazmatickém retikulu a k jejich cytotoxickému plsobeni pfispiva draha
spusténa uvolnénim vapenatych iontd, ktera mimo jiné zahrnuje indukci transkripcnich faktor(i ATF4
a CHOP. Para i meta derivaty také aktivuji signalni kaskadu vedouci pfes p38 MAPK, jeji inhibice ale
ovliviiuje celkovy cytotoxicky ucinek PDT jen u para derivatd. V ¢asti Diskuse jsou popsana
pozorovani porovnana s dosud publikovanymi vysledky jinych autort ziskanymi za poutZiti jinych
fotosensibiliza¢nich latek.

Komentare a dopliujici otazky:

1) Jaky vyznam maji ¢isla udana v % ve schematech 3.1 az3.3?

2) Intracelularni rozlozeni meta a para EG-derivat( podle obrazku 4.2 odpovida popisu v textu
(difdzni cytoplazmatické obarveni pro meta derivat a fokalni pro para derivat), ale u rodicovskych
latek se rozloZeni zda byt spiSe opacné. Mate pro to néjaké vysvétleni?

3) Probihajici apoptdza indukovana PDT byla prokazana mimo jiné pomoci Annexinového testu, ktery
umoznuje detekci fosfatidylserinu (PS) na vnéjsi strané cytoplazmatické membrany. Podle kratkého
vysvétleni v textu (str.39) externalizace PS nastava vlivem zmén v permeabilité membrany. O jaké
zmény se jednd a ¢im je toto tvrzeni podloZzeno? Nesymetrické rozloZeni fosfolipidd v membrané je v
intaktni burice zajistovano cinnosti enzymi a moznym divodem ztraty asymetrie je vypadek jejich
¢innosti. Byl mechanismus externalizace PS béhem apoptdzy jiz vyjasnén?



4) V odstavci 4.6 a prislusejicim obr. 4.8, které jsou vénovany interakci studovanych porfyrint se
sialovou kyselinou, jsou nekonzistentné pouzivany terminy titraéni kfivka/vazebna kfivka, vazebna
konstanta je oznacena jako pKa a udadvdna jako bezrozmérna. Vysvétlete, prosim, co je na obrazku
4.8 B, jaka velic¢ina je na ose x, jakym zplUsobem je z dat vypoctena vazebna konstanta a jaky je jeji
vyznam.

5) Obr. 4.13C pravdépodobné doklada, Ze pro cytotoxické Gcinky para derivatu je dllezita kindza p38,
jelikoz v bunikdch MEF s vyfazenym genem pro p38 se statisticky vyznamné sniZuje toxicky ucinek
téchto latek. Pro jednoznacnou interpretaci vysledk(l uvedenych v tomto obrazku by ale bylo tfeba
ovérit, ze v burikdch MEF p38 -/- se porfyriny akumuluji ve stejné mife jako v burikach s intaktnim
p38. Byla tato kontrola provedena?

6) Obr. 4.22 ukazuje mimo jiné vliv inhibitoru kaspaz zVADfmk na Stépeni fodrinu. Inhibitor byl pouZit
ve vysoké koncentraci (100 uM), ve které uz ma nespecifické ucinky (kromé kaspaz inhibuje i dalsi
protedzy, véetné kalpaint). V diskusi autorka z vysledkd uvedenych v tomto obrazku vyvozuje, Ze
kalpainy mohou byt aktivovany kaspazami (str. 69). Podle mych zkusenosti na inhibici kaspazy-3 v
suspenznich bunécénych liniich staci 5 uM zVADfmk, v instrukcich od dodavatel( se doporucena
koncentrace pohybuje kolem 10-20 uM. Jaky byl Gcel experimentu s ptidanim zVADfmk a z jakého
dlvodu byla zvolena koncentrace 100 uM?

7) V praci bylo detailné a vérohodné doloZeno, Ze cytotoxické ucinky studovanych meta derivatl
porfyrind jsou z¢asti zprostfedkovany uvolnénim Ca2+ do cytoplazmy, aktivaci kalpaint a spusténim
signalni drahy typické pro stres endoplazmatického retikula. Paralelné s tim ale nepochybné probihaji
dalsi procesy vedouci k zaniku buriky, nebot inhibice procest spojenych s dénim v endoplazmatickém
retikulu (vyvazani Ca2+ pomoci BAPTA, farmakologickd inhibice nebo knock-down kalpainu, inhibice
translokace Ca2+ do mitochondrii, knock-down proteinu PERK, inhibice elF2) ma vidy omezeny, byt
statisticky vyznamny, vliv na bunécnou viabilitu. Z obr. 4.20 je rovnéZ patrné, Zze BAPTA neinhibuje
vznik 120 kDa fragmentu fodrinu, ktery je pficitan aktivité kaspazy 12. Test cytotoxicity byl provadén
vZdy v jednom casovém bodé (24h po ozareni). Na jakém zakladé byl vybran praveé tento bod? Byl
sledovan i ucinek v jinych ¢asovych intervalech po ozareni? Je mozné, Ze inhibice procesl vyvolanych
uvolnénim vapenatych iontl zanik bunék jen zpomalila, ale konecna frakce bunék, které osetreni
nepreziji, zGstane stejna?

8) Podle vysledkl uvedenych v obr. 4.24 se zd3, Ze kinetika zmén ATF4 na Urovni mRNA (panel B) a na
Urovni proteinového produktu (panel A) spolu pfili§ dobie nekoreluji. Cim by to bylo moZno vysvétlit?
9) Bylo prokazano, Ze cytotoxicky ucinek meta derivatd je alespon ¢aste¢né zprostiedkovan signalni
drahou PERK/elF2 zatimco aktivace p38/MAPK se zda byt dllezita jen v ptipadé para derivatd. Kinaza
p38 se ovsem aktivuje i po oSetfeni bunék meta derivaty. Neni vylouceno, zZe obé drahy jsou po PDT s
meta derivaty spoustény paralelné, pficemz PERK/elF2 ma vétsi (rychlejsi?) ucinek, takze draha pres
p38 se v cytotoxickém Gcinku uplatni jen v pfipadé, Ze je draha spousténd Ca2+ zablokovana.
Zjistovali jste, jaky vysledek by v pfipadé meta derivatl méla inhibice obou téchto drah soucasné?

Pripominky ke grafické a formalni Upravé:

1) Barevné rozliseni kfivek v obrazku 4.1 neni dostatecné a neumoznuje jednoznacné identifikovat
data patfici k mTHPP, mTPP(EG)1 a 2. Tendenci agregovat ma navic zjevné i mTPP(EG)3. Pro presnéjsi
stanoveni zastoupeni agregatll by bylo vhodnéjsi porovnavat emisni spektra fluorescence, ve kterych
se agregace projevi vyraznéji nez ve spektrech absorpcnich. Odkaz na tento obrazek je v textu
umistén az za odkazem na nasledujici obrazek 4.2.



2) V legendach k obrazkdm obsahujicim statisticky hodnocena data (napfr. 4.9, 4.13, 4.16, 4.21) je
systematicky nesprdvné pouzivan vyraz "statisticky rozdil" (statistical difference) misto "statisticky
vyznamny rozdil" (statistically significant difference).

3) Vysledky detekce hladiny fosforylovaného PERK (p-PERK) pomoci western-blottingu (obr.4.24)
nejsou prilis presvédcivé, pro buriky linie HL60 neni tento protein uveden vibec a v legendé k tomuto
obrdazku neni uveden pocet opakovani experimentu. Pro spolehlivou detekci fosforylaéné-
specifickymi protilatkami je obvykle tfeba pridavat do lytického pufru inhibitory fosfataz, ty ale ve
sloZeni lytického pufru v této praci uvedeny nejsou.

4) Drobné nedostatky: V zdkladnim popisu mechanismu pUsobeni PDT se v textu (str. 7) uvadi, ze
fotosensitizér mliZe prenést energii na molekulu kysliku nebo z excitovaného tripletniho stavu prejit
nezarivym prechodem do stavu zékladniho. V obrazku k tomuto textu (klasické Jablonského schema,
obr. 1.2) je ovsem vedle vzniku singletniho kysliku znazornéna fosforescence (tj. pfechod zafivy). U
veli¢iny OPD (celkova fotodynamicka davka) by v Tabulce 4.1 mély byt uvedeny jednotky. V obr. 4.7
(zvlasté v panelu B) je obtizné rozlisit jednotlivé pouzité symboly. V legendé k obrazku 4.24 nejsou
vysvétleny zkratky C a D (control- bez porfyrinu i bez ozafeni?, dark- s porfyrinem bez ozareni?). V
textu (str.36) se uvadi, Ze po prodlouzené inkubaci se rodicovska latka mTHPP objevuje i v
lyzozomech, v legendé k prislusnému obrdzku (4.4) ovsem udaj o dobé inkubace neni uveden u
zadného z porfyrin(. V diskusi na str. 67 se doslovné opakuje ¢ast textu ve dvou po sobé jdoucich
odstavcich.

Pfes uvedené pripominky se domnivam, Ze predlozend disertacni prace ma velmi dobrou Uroven.
Experimentdlni vysledky, které jsou v ni uvedeny, jsou soucasti dvou publikaci v kvalitnich
impaktovanych ¢asopisech a prace nepochybné spliiuje vSechny podminky potiebné pro udéleni
titulu PhD. Proto ji doporucuji k obhajobé.

V Praze, dne 2.8.2012 RNDr Katefina Kuzelova, PhD



