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Obhajoba disertac¢ni prace — zapis o diskuzi
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S VYUZITIM MODERNICH MIKROSKOPICKYCH METOD

Autor prace: Mgr. Jakub Malohlava

Skolitel: Doc. Ing. Katefina Bartoii Tomankova, Ph.D.
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Datum obhajoby: 14. 6. 2017

Dotazy a odpovédi oponentii

posudek - Mor. Vladan Bernard, Ph.D

Dotaz:

V préci informujete o provedeném testovani U€inkd fotosensitizérii (testy cytotoxicity) na
jednotlivé bunééné linie pomoci metody MTT. Ve vysledcich uvadite pouze porovnéni
viability pfi koncentracich IC50 mezi nadorovymi a nenddorovymi butikami, nikoliv jiz pro
jednotlivé typy sensitizérii a taktéz bez konkrétnich koncentra¢nich hodnot. MiZete tyto
hodnoty uvést a srovnat pro jednotlivé typy pouzitych sensitisérti a typt bunéénych linii?

Odpovéd’:

Pro bunécnou linii HeLa a PS MgTPPS, byla hodnota IC50 10 uM, TMPyP 0,1 uM. Pro
bunéénou linii G361 a PS ZnTPPS4 2,5 uM a NIH 3T3 16 uM. Pro bunénou linii HeLL.a m¢l
vyS§§i u€innost sensitizér TMPyP. Hodnota IC50 také zalezi na mnozstvi energie predané
ozé&fenim, v tomto piipadé se vzdy jednalo o 5 J/em?.

Dotaz:

Muzete celkové zhodnotit jednotlivé pouzité sensitizéry a vyslovit svoji domnénku, ktery
z testovanych fotosensitizérti je nejvhodnéjsi pro aplikaci ve fotodynamické terapii dle Vami
ziskanych dat (v souladu s dil¢im cilem prace: Ovéfit G¢innost fotodynamické terapie in vitro
s vyuzitim nové vyvijenych porfyrinovych sensitizer()?

Odpovéd’:

Vsechny studované PS statisticky vyznamné méni hodnoty mechanickych vlastnosti,
konkrétné¢ YM, u nadorovych buné¢nych linii. Pouze zhodnot IC50 je nejucinnéjsi PS
TMPyP. Je viak tieba brat v potaz, Ze jeden sensitizér neni vhodny pro vSechny druhy nadort.
Akumulace PS, kdy se PS nashromazdi a zistane po néjaky ¢as v cilové tkani, je komplexni



proces, ktery ovliviiuje fada faktord, jako jsou fyzikalné-chemické vlastnosti PS, cévni
zasobeni a metabolismus cilové tkané. Studované PS jsou studovany in vitro a jsou tedy
soucasti zakladniho vyzkumu. Schvalené PS, napf. ALA, se pouziva u cervikalni dysplazie,
nemelanotické rakoviny kize, Barretova jicnu nebo psoridzy.

posudek - doc.RNDr. Roman Kubinek, CSc.

Dotaz:

Na str. 127 a 12 se uvadi, ze navrat PS do zékladniho stavu je nasledovén fluorescenci a o 3
fadky se slovem ,,opét™ mize nastat fosforescence. Jaky proces tedy nastane?

Odpoveéd’:

V souvislosti V praci je popsan popis deexcitace, pficemz jsou oziejmény jednotlivé procesy
deexcitace, kdy ze S; do zakladniho stavu s luminiscenénim pfechodem je nazyvana jako
fluorescence a z T, do zékladniho stavu s luminiscenénim ptfechodem jako fosforescence,
u které také nastava k Casové prodlevé oproti fluorescenci. Obecné nelze urcit, ze PS se
vydava jen cestou fluorescence nebo fosforescence. Kromé zativych ptrechodii také nastavaji
nezéiivé prechody, hlavné ve formé tepla.

Dotaz:

V souvislosti s vyétem fotosenzitizéri a informaci na str. 22, Ze jsou i zapouzdiené
v nano¢ésticich, mam dotaz do diskuze, zda se disertant setkal v literatufe ¢i v praxi s jinymi
formami nanostruktur, pouzivanymi v PDT?

Odpovéd’:

Literatura udava mnozstvi NP souvisejici s PDT, protoze maji ur€ité vyhodné vlastnosti:
vysoky pomér povrchu a objemu, zabramnuji pfedéasnému uvolnéni PS, ptipadné inaktivaci
PS, propijcuji amfifilni charakter, upravuji farmakokinetiku, vychytavani a mnoho dalSich.
Rozdéluje je do skupin, kde ptisobi jako pfepravni mechanismy, napomahaji transferu energie
nebo urcitym zplisobem napodobuji chovani PS (fulereny, TiO,, ZnO), dale podle toho zda
jsou biodegradabilni (derivaty polyesteru, polyakrylamidu, liposomy, pfirodni
makromolekuly jako NP) nebo nedegradujici (kfemikové, zlaté, magnetické). Na ULB byly
testovany SPIO NP, avSak nebyla prokézana vyssi u€innost PDT. Studuje se novy kompozit
na bazi uhliku.

Dotaz:
V kapitole 2.3.1. je odkaz na zdroj literatury, ktera popisuje ur€ité hroty. Jaké vsSak byly

pouzity ve VaSem konkrétnim piipadé? Zde bych pravé cekal né&jaké aktudlni informace
vztazené k vlastni praci.



Odpovéd’:

Typ hrotu pouzity pifi praci je uveden v kapitole 4.6, kterd pfedstavuje metody AFM pouZité
v praci. Jednalo se o hrot DNP (Bruker, Si3N4) o nominalni hodnot& konstanty tuhosti 0,12
N/m. Kapitoly 1 a 2 jsou teoretické kapitoly a pfedestiraji jak Siroké a komplexni téma PDT a
vyhodnocovani u¢inku PDT pomoci mikroskopickych metod je. Volba hrotu zéleZi vzdy na
konkrétni aplikaci a stdle se nejvice pouzivaji hroty z kfemiku a nitridu kfemiku, tuhost je pak
dana povahou skenovaného vzorku.

Dotaz:
Muze ovlivnit méfeni i naptiklad Stihlost hrotu?
Odpoveéd’:

Meéfeni to ovliviiuje minimalné, jelikoZ jsou méfené struktury takovych rozméra, Ze ovlivnéni
Stihlosti hrotu je zanedbatelné.

Dotaz:

V kapitole ,,Vysledky a diskuze“ na str. 56 je odkaz, Ze selektivita nadorové tkané je pomér
mezi koncentraci fotosenzitizéru v nadorové a okolni tkani. Existuji metody, které specifikuji
tento pomér?

Odpovéd’:

Tento pomér se velice t&€Zko urcuje, nebot’ je zde velké mnozstvi faktord, které toto ovliviiuji.
Mezi né patii naptiklad typ PS (hydrofilita, lipofilita), typ nadoru, jaky mé uptake/clearence,
proliferace, cévni zasobeni. Diky fluorescenénim vlastnostem PS je lze vyuzit i pii
diagnostice a lokalizaci. Pro kvantitativni uréeni latky se vyuziva predev§im kapalinova
chromatografie v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem. Jako dal$i metodu je mozné
pouzit mikrodialyzu.

Dotaz:

Str. 59 — nevycetl jsem zde, co tvofi statisticky soubor. Kolik je to bun€k, z kolika vzorkl
(kultivaci) ptipravenych za jakych podminek. Pfipadné, jak to ovlivni zména podminek.

Odpovéd’:

Testy probihaly vzdy alesponi ze 3 nezavislych méfeni a podminky jsou uvadény v kapitole 4
Materidl a metody, kdy pro experimenty s vyuzitim mikroskopu atomérnich sil byly pouzity
specidlni Petriho misky o priméru 50 mm se sklenénym dnem WillCo. Do nich bylo vyseto
10° bunék s 2 ml kultivadniho média DMEM. Adheze bun&k probihala pfes noc. Sniméni
bunék probihalo pfi pokojové teploté s Cerstvé vyménénym kultivaénim médiem. Pro
navozeni fotodynamického efektu byly buiky inkubovany s PS po dobu 24 h ve tmé pfi
teploté 37 °C a 5 % CO2. Po dob¢ inkubace byly buriky zbaveny neabsorbovaného sensitizéru
a ozéafeny davkou 5 J/em?®. Statisticky soubor tvofilo vzdy m&feni alespoit z 30 bungk. Pro



vyhodnoceni Youngova modulu bylo vyhodnoceno semiautomaticky nékolik tisic silovych
ktivek na jednu sadu bunék — napt. kontrola.

Pozndmka doc. RNDr. Roman Kubinek, CSc.:
VysSe uvedené skutecnosti bych zaradil do disertacni prdce.
Dotaz:

Str. 6512 Zminka, Ze ,,silové kiivky jsou vyhodnocovany pomoci mnoha modeli* navozuje
dotaz, jaké to byly modely, které byly pouzity p#i konkrétnich experimentech, pouZitych
v DP? ‘

Odpovéd’:

Pouzity model je uveden v kapitole 4 Material a metody, a byl pouzit Sneddontiv model, ktery
se pro buiky pouziva nejvice. Pfedstavuje kuZel vtlatovany do povrchu, coz predstavuje
ukon, ktery vykonava hrot.

Dotaz:

Co znamenaji vysledky ziskané z méfeni pro pouzité buiiky a fotosenzitizéry? Ktery
fotosenzitizér vyraznéji ovlivni vysledky a které byly zahrnuty do statistickych vyhodnoceni.
To by se mélo objevit v diskuzi.

Odpovéd’:

VSechny studované PS statisticky vyznamn& méni hodnoty mechanickych vlastnosti. Z testil
viability je nejucinnéjsi PS TMPyP. Je vSak tfeba brat v potaz, Ze jeden sensitizér neni vhodny
pro vSechny druhy nadord. Celkova farmakokinetika je ovlivnéna fadou fyzikalnich a
fyziologickych faktord, napt. fyzikalné-chemické vlastnosti PS (naboj, lipofilita), cévni
zésobeni a metabolismus cilové tkang, intenzita ozafeni. Studované PS jsou studovény in vitro
a jsou soucasti zakladniho vyzkumu.

Dotaz:

Obr. 19 Prosim o popis obrazku 19. Jde o jeden typicky obrazek? Jiné butiky maji podobné
znaky?

Odpovéd’:

Ano, jednd se o typicky obrazek a ostatni buiiky vykazuji podobné znaky. Diky
zobrazovacimu modu, ktery interaguje nejen s povrchovymi, ale i podpovrchovymi
strukturami, pfedpoklddame, Ze se jedna o aktinova vlékna, jejichZ reorganizaci lze sledovat i
v konfokalnim mikroskopu.

Dotaz:
Nemohli bychom tedy stejnou oblast porovnat s vysledky z konfokéalni mikroskopie?



Odpovéd’:

Ano lze to. AFM dokaze kombinovat AFM obraz s fluorescenénim. Avsak p¥i AFM analyze
byly méfeny zivé buriky v médiu. Pro konfokalni mikroskopii bychom tyto buiiky museli
zafixovat, tudiz usmrtit. Z tohoto divodu by vzorky byly porovnatelné jen obtizné.

Dotaz:
Jak se méni jevy pti F-d spektroskopii v porovnadni v médiu a na vzduchu?
Odpovéd’:

Dochazi ke zméné zastoupeni plisobicich sil. Napt. kapilarni sily, které se projevuji u méfeni
na vzduchu, v kapaliné mizi. Na k¥ivce ziskané v kapaling se objevuji fluktuace (vy$si Sum),
které¢ jsou nejspiSe zplisobeny interakci samotného nosniku s kapalinou. Pro praci je

vvvvvv

tuhost nosniku a kalibrace.

Dotaz:
Obr. 20 je vysledkem jen jednoho mé&feni?
Odpovéd’:

Obr. 20 pfedstavuje vystup ze zobrazovactho médu PF QNM, ktery nabizi vyhodnoceni vice
parametril, neZ jen topografické zobrazeni buriky. PF QNM piedstavuje online analyzu kiivek
ziskanych v médu PeakForce Tapping.

Dotaz:

Zavér: zde jsem nepochopil, jak je provazén ,,odhad“ mechanickych vlastnosti bunék s
ucinnosti PDT. Co bylo Vasim osobnim pfinosem a zjisténim? Jaky vyznamny vysledek prace
pfinesla?

Odpovéd’:

Odhad mechanickych vlastnosti znamena, Ze v sou¢asnosti neexistuje zadny standard, ktery
by jasn¢ definoval hodnotu YM pro jednotlivé bun&né linie. Mym piinosem bylo zobrazeni
zmén vyvolanych PDT metodou, kterd v oblasti PDT nebyla vyuzivana, a piidal jsem tak
stfipek do mozaiky znalosti ohledné PDT. A také, Ze jsem na ULB zaved! dal3i metodu pro
hodnoceni vlivu PDT.



Dotazy a odpovédi v ramci diskuze

1) doc.RNDr. Roman Kubinek, CSc.

Otazka:

Skenovani samotného obrazu trvalo pomérné dlouhou dobu cca 40 minut. Je nutné dodrzet
tento ¢as? Nedochazi k poskozeni bunék?

Odpovéd’:
Buriky mohou byt skenovany po dobu max. 3 - 4 hodin, tudiZ je doba 40 minut stale

v Casovém rozmezi. Navic, abychom dosahli lepSiho rozliSeni a vyvarovali se artefaktti , je
vhodnéjsi volit mensi rychlosti skenovani.

2) doc. RNDr. Jifina Skorpikovd, CSc.

Otazka:

NemtiZe se v prub¢hu skenovani hrot opotebovat a tudiz davat jiné vysledky? Dochézi
k vyméndm hrotd v pribéhu experimentu?

Odpovéd’:

Hroty jsou ménény po kazdém ukonceném experimentu, aby se zajistily konzistentni
vysledky, méfené jednim hrotem.

3) doc. Ing. Josef Hanus, CSc.

Otazka:

M4 tedy vliv na kvalitu a citlivost skenovani raménko? Popf. jakd je mira ovlivnéni méfeni
v porovndni s hrotem? Je zde zavislost na materialu, ze kterého je hrot vyroben?

Odpovéd’:

V piipad€ naSeho méteni materidlova zavislost nehraje roli, jako je tomu moZné v jinych
oborech vyuZivajicich AFM (napt. elektrochemie, atd.). Procentualni zastoupeni vlivu hrotu a
nosniku na méfeni nelze jednoznaéné uréit, nebot’ se jedna o komplexni systém. Hrot m4a vliv
na jemnost detaili zobrazeného vzorku a nosnik na velikost minimdlni interakce. Pro m&kké
vzorky neni mozné pouzit tuhy nosnik, protoze by jej poskodil



