Posudek na magisterskou diplomovou prici Be. Lindy MatousSové ,, Testovani ucinkii o-
fosfonatomethylcholinu a jeho analogi proti leishmaniim*

Préace se zabyva in vitro testovanim t¢inku o-fosfonatomethylcholinu a jeho analogi
na promastigoty Leishmania major a ur€enim jejich ICs, tedy koncentrace majici za nasledek
50 % sniZeni rustu kultury vzhledem ke kontrole.

Diplomova prace mé klasické &lenéni. Uvod je psan velmi prehledng, logicky a na 16
strankach poskytuje dostate¢né Siroky a Gplny nahled do celé problematiky.

Metodicka ¢ast je piehledna a kvalitné zpracovand. Chybi mi jen udéni vyrobce Cell
Proliferation Kitu II (XTT).

Kapitoly Vysledky a Diskuse kvalitné prezentuji ziskané vysledky, vynikajici je
vypocet ICsy a rovnéz diskuse vysledki je vétSinou adekvatni. Velice pékna je kalibraéni
kiivka (Graf 2). Je dobré, Ze byla takto prok4zana linearni zavislost mezi poctem
promastigoti a aktivitou méfenou fotometricky, i kdyz bych v tomto bodé mél jednu
pripominku. Nelze pln€ vyloucit, Ze zkouSené latky neovliviluji kromé proliferace i vitalitu
promastigotu a tfeba 1 aktivitu dehydrogenaz. Pak by méfeni absorbance, tedy méfeni
dehydrogenaz, nemuselo odraZet poCet promastigoti, ale jen aktivitu jejich mitochondrialnich
dehydrogendaz, coZ nemusi byt totéZ. Bylo by tedy vhodné udélat pokus, kdy se vyzkousi
fotometricky signal od promastigotli pod vlivem rtiznych koncentraci nékteré studované
slou¢eniny véetné nulové kontroly a zjisti se, zda fotometricky udaj za téchto okolnosti
koreluje opravdu s udajem pocetnim, spoc¢itanim promastigoti. Bylo to zkouseno?

Dale bych mél vyhrady k pfechodu od poéitani promastigoti k fotometrii. Diivody
jsou logické a proti objektivizaci a urychleni nic nemam. Ale nelibi se mi, Ze se srovnavaji
dva pokusy provedené za odlisSnych podminek (milimolarni versus mikromolarnim
koncentracim). Zbytecnou se mi zda i kritika velkych smérodatnych odchylek u poéitani. Ja
jsem naopak byl grafem 1 naprosto nadS$en a o takovych matematicky dokonalych vysledcich
se mi muZe jen zdat. Beru deformity u promastigoti i kdyZ bych fekl, Ze modra je modr4, ale
budiz. Ale co kdyz by to u mikromoldrnich koncentraci vypadalo 1épe? Navic by poéitani u
takto postaveného pokusu, jehoz koncentra¢ni rozsah byl velmi dobfe nastaven, poskytlo
presné udaje o proliferaci a mozny vliv na aktivitu dehydrogenaz (viz vyse) by se neprojevil.

Docela mé mrzelo, Ze miltefosin nebyl zkouméan paralelné s o-fosfonatomethyl-
cholinem a jeho analogy, kdyZ byl k dispozici. Byla by pak jednotnou metodikou stanovena
jeho ICspa mohlo byt provedeno zodpovédné srovnani. Vzhledem k tomu, Ze je diskutovéana
otazka jeho nahrazeni né¢im levnéj$im, bylo by exaktni srovnani na misté. Porovnani bylo
provedeno jen pii jediné koncentraci a ani nebyla uvedena doba kultivace. Z grafu 5, ktery
toto srovnani dokumentuje, vyplyva, Ze takto neni dobré srovnani délat. Latky H-3519 az H-
3504 sefazené podle ICsy vykazaly pii této koncentraci prakticky stejnou aktivitu. Miltefosin,
ktery by podle literarnich idaji mél byt na zaklad€ ICso méné G€inny, byl naopak G¢inngjsi.
Nelze se divit, stanoveni jeho parametri bylo provedeno za jinych podminek, tudiZ pro
spravné srovnani je tfeba se opfit pouze o ICsg stanovenych jednou metodou v jedné
laboratofi. V praci Escobara et al., 2002 je uvedeno pro ICs¢ miltefosinu Sir$i rozmezi. Chapal
bych to tak, Ze v tomto $ir§im rozmezi je u¢innost srovnatelna, coZ by se mohlo projevit spise
niz§imi smérodatnymi odchylkami, nez vétSimi, jak se domniva autorka, mohu se vSak mylit.
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v bodech, ale to neni tak zasadni.

Krome jedné vyse uvedené otazky a piipadné reakce na mé kritické poznamky bych se
chtél jesté zeptat na par drobnosti. Na str. 14 by mé zajimalo, jak se déla obarveni parazity
aglutinovanych protilatek ze séra pacienta. Na str. 15 je zmifiovano plisobeni slou¢enin



antimonu na glykolyzu a beta-oxidaci mastnych kyselin, na str. 18 pak kompetice paromocinu
a ATP. Jak je mozZné vysvétlit, Ze tyto interference ovlivni pfednostné parazity, kdyz u
hostitele se vyskytuji stejné metabolické drahy a ATP je zrovna tak dulezité.

Zavérem bych chtél konstatovat, Ze prace Bc. Matousové je dileZitym piispévkem
v oblasti terapie leishmanii a pfinasi velmi duleZité poznatky. Prace je vypracovana velmi
precizné a uvedené piipominky nikterak nesnizuji jeji hodnotu a nesporny pfinos. V této
podobé ji hodnotim stupném ,,velmi dobra®. V piipadé, Ze autorka rozmeta mé kritické
pfipominky, nebudu mit problém s jesté lep§im hodnocenim.

RNDr. Jan Zenka, CSc.

V Ceskych Bud&jovicich dne 21.5.2010



Oponentsky posudek k diplomové praci Bc. Lindy Matousové

», 1estovani ucinkl o-fosfonatomethylcholinu a jeho analogt

proti leishmaniim*

Bc. Linda MatouSova se ve své praci snazi stanovit na modelu L. major 1Cs pro o-
fosfonatometylcholin a jeho 5 analogi. Z vysledk jeji prace vyplyva, Ze nékteré z téchto sloucenin
maji skutecné inhibi¢ni vliv na leishmanie a jsou proto potencialné vyuzitelné jako 1éky proti
leishmani6zam.

Tak jako prakticky v kazdé praci obdobného rozsahu, i zde najdeme nékolik pieklept a chyb (napf.
»--- JSOU statia uvolnény* misto ,,stadia uvolnéna®, str. 9, po kapitole 2.8. nasleduje v textu kapitola
2.10., a n€kolik dalsich). Autorka na nekterych mistech pouziva termin ,,miltefosin® (napf. str. 19,
38), jinde ,,miltefosine* (napft. str. 34, 37). Na str. 18 autorka uvadi, Ze miltefosin ,,u leishmanii
puisobi na buriky signalnich drah™ — patrné méla na mysli ,,molekuly signalnich drah®.

Kromé vyse uvedenych drobnosti mam k piedlozené praci nékolik vazné&jSich vyhrad:

1.

Uvodni kapitola, ktera je literarni resersi k danému tématu, tedy predeviim leishmaniozam a
jejich terapii, pusobi ponékud neuplné a je mirné matouci. V n€kterych podkapitolach jsou
opomenuty rizné druhy leishmanii resp. typy leishmani6z. Tak se napt. v kapitole ,,2.6.1.
Leishmaniéza® nedozvime nic o L. donovani (kromé udaje v tabulce), ostatnim ,,lidskym*
druhtim je v textu vénovana alespoii zminka. Jinde, v kapitole ,,2.7.1. Etiologicka diagndza“
zase autorka iika, Ze ,,leishmanie mohou byt ... kultivovany z aspiratu sleziny, kostni dfené,
lymfatickych uzlin a jater.” Predpokladam, Ze toto se tyka pouze visceralni leishmaniozy,
coz v textu neni uvedeno. Matouci je také pofadi odstavcl v kapitole ,,2.6.2. Klinické
ptiznaky*, kde by dle mého nazoru pusobilo 1épe, kdyby text vénovany visceralni
leishmanioze nebyl pferusen ,,vsuvkou® o leishmanioze kozni. Druhu L. major je jako
jedinému vénovana samostatna kapitola (kap. 2.5. ,,Leishmania major*), oviem vzhledem
ke své délce (5,5 fadku) mohla klidné byt ,,rozpusténa™ v jinych kapitolach. Druhy odstavec
kapitoly 2.6.2. je takika identicky s Casti kapitoly 2.

Celkové mam dojem, Ze uspofadani literdrniho pfehledu neni nej$t'astnéjsi. V. mnoha
piipadech neni jasné, zda urcité tvrzeni plati pro leishmanie obecné nebo jen pro uréity typ
leishmani6zy. Vhodnéjsi by bylo patrné vénovat jednotlivym typtim leismaniézy samostatné
kapitoly.

Uvodni &ast kapitoly ,,diskuse* (asi 1,5 strany), kde se autorka zabyva terapii, jejimi naklady
a komplikacemi, neni pravou diskusi a patii dle mého nazoru spise do literarniho avodu.

Autorka pouzila pro stanoveni ICsy dvé rizné metody — pfimé sledovani promastigotii

v Biirkerové komurce a méfeni metabolické aktivity promastigoti sledovanim konverze
XTT. Vysledky obou méfeni se vSak drasticky lisi: pokud srovname v grafech 1 a 3
vysledky naméfené po 48 hodinach kultivace pro tfeba analog H-3504, zjistime, ze
srovnatelny pokles Zivotaschopnosti (tj. zhruba pétinova zivotaschopnost oproti kontrole)
vykazuji leishmanie pii koncentraci 2,5 mM (piimé pozorovani) resp. 10 uM (konverze
XTT) —to je rozdil dvou az tif fadi! V diskusi autorka metodu piimého poéitani zavrhuje
jakoZto zatiZenou subjektivitou s tim, Ze ,,data maji velké smérodatné odchylky*. Co je dle
autorky ,,velka smérodatna odchylka®? V praci by mély byt uvedeny konkrétni hodnoty!
Vzhledem k tak vyraznému rozdilu mezi obéma metodami by bylo vhodné provést méfeni
s n¢jakou pozitivni kontrolou. JakoZto o pozitivni kontrole autorka mluvi na str. 27 o
miltefosinu, uvadi i hodnoty ICsp zjiSténé pro néj jinymi autory, nikde vSak neuvadi, jaka



hodnota ICsy pro miltefosin vyplyva z jejich vlastnich mé&feni. Podle srovnani s analogy o-
fofonatometylcholinu v grafu 5 a hodnot uvedenych v tabulce 4 se Ize domnivat (ne viak

s jistotou tvrdit), Ze tato hodnota by dle autor¢inych vysledkii vysla pro miltefosin méné nez
1,45 uM, coz nesouhlasi s vysledky dle Escobar et al. 2002, ktefi naméfili ICso 4,8 — 13,1
UM (str. 27). Tyto dvé skute¢nosti — rozdilné vysledky méfené rozdilnymi metodami a
potencialni nesoulad s vysledky jinych autori — vrhaji stin pochybnosti na hodnoty
naméfen€ autorkou. V praci méla byt uvedena hodnota ICsy pro miltefosin namétena
autorkou a vySe uvedené skutecnosti mély byt podrobngji diskutovany.

Praci doporucuji k obhajobé€ a vzhledem k vy$e uvedenym skute¢nostem ji s jistou opatrnosti
navrhuji hodnotit jako ,,velmi dobrou*, pokud autorka uspokojivé zodpovi nasledujici otazky:

1. Na stran€ 26 autorka pise, Ze dle Williams et al. 2003 odpovidaji vysledky ziskané sledovanim
konverze XTT t€m, které byly ziskany ,.jinymi metodami“. O jaké jiné metody se jednalo — §lo
praveé o piimé sledovani promastigotii v poéitaci komiirce? JestliZe ano, jak si autorka vysvétluje
nesouhlasné vysledky v jejim pfipadé?

2. Nastr. 37 / 38 uvadi autorka, Ze ,,optimalni analog o-fosfonatometylcholinu pro inhibici
leishmanii by mél mit postranni fetézec, aviak ne pfili§ kratky ...«. Co je dle autorky ,,p#ili§ kratky
postranni fetézec™ a pro¢ by nemohl byt kratky, tfeba i 1-uhlikaty. Vyplyva to n&jak z vysledkt
prace?

3.V tvodni ¢asti diskuse se autorka vénuje téZ cené 1écby. Lze odhadnout, jak finanéné naro¢na by
mohla byt lécba nékterym ze studovanych analogli v ptipadg, Ze by se ukézal jako pouzitelny

v humanni mediciné? Je vyroba studovanych latek podobné drahd jako napi. vyroba miltefosinu,
amfotericinu B aj.?
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26.5.2010 v Ceskych Bud&jovicich “Martin Kostka



