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UNIVERZITA PAVLAC’KEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA
Dékanat, Hnévotinska 3, 779 00 Olomouc

V Olomouci 23. ¢ervna 2021

Zapis o konani obhajoby diserta¢ni prace v oboru Lékarska biofyzika

Mgr. Zuzana Mal4, védecka pracovnice Katedry fyziky UK Hradec Kralové, studentka prezenéni
formy doktorského studijniho programu Lékarskd biofyzika na LF UP v

Téma prace: ,,Nanomaterialy a studium G¢innosti fotodynamické reakce na bakterialnich kmenech*

Obhajoba se konala v Olomouci dne 23. ¢ervna 2021 v 10:30 hod.

Komise: (-
predseda: dae, Tng. Kateifina Bartoll Tomanlovi, PHB. o s s s sumuess s 55 s snmmemes o s oummns 5 s a5 50
mistopfedseda: doc. Ing. Josef Hanus, CSec. ..., L/ ............................
Clenové: MUDr. Mgr. Robert Bajgar, Ph.D. ...l l/ ...............................
Mgr. Jaromir Vachutka, Ph.D. ... s s e 2 o
v
doc. Mgr. Vladan Bernard, Ph.D. ... ...
Oponenti: e
Mgr. Sarka Hradilova, PhuD. ..o
RCPTM UP L
Sl L o L S —
Ustav lékarské biofyziky LF MU v Brné
(d

Skolitel: prof. RNDr. Hana Kolafova, CSc. ..ot e,

Predseda komise prednesl struénou charakteristiku uchazege, hodnoceni skolitele a vedouciho
Skolictho pracovisté. Poté uchaze¢ vylozil podstatny obsah své disertace. Oponenti piednesli své
posudky. Ve védecké rozpravé vystoupili: viz ptiloha — zapis o diskusi.

Hlasovani se ucastnilo 5 ... ¢lent komise. Kladn¢ hlasovalo 5’ ¢lent, zaporné 2.9 et
neplatnych listka bylo odevzdano ..2... .

Usneseni:

Pritomni Clenové komise tajnym hlasovanim rozhodli, ze Mgr. Zuzana Mal4 obhéjila/neobhajita*
diserta¢ni praci a doporutili/nedeporuéiti* udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle
§ 47 Zakona o vysokych &kolach ¢. 111/98 Sb.

doc. Ing. Katetina Bartoni Toméankova, Ph.D.
predsedkyné komise

*nehodici se Skrtnéte



Zapis z pribéhu diskuze obhajoby diserta¢ni prace Mgr. Zuzany Malé

Nézev préce: ,,Nanomaterialy a studium ucinnosti fotodynamické
reakce na bakteridlnich kmenech*

Oponenti: Mgr. Vladan Bernard, Ph.D., Mgr. Sarka Hradilova, Ph.D.

Odpovédi na dotazy oponentu

Mer. Vladan Bernard, Ph.D.

Dotazy:

Prosim o komentar a vyjadreni se ke vSem jednotlivym cilim prace definovanych

v kapitole 11. v souhrnné stru¢né formé.

Cile prace:

ovefit uc¢inek antimikrobidlni fotodynamické inaktivace na Gram-pozitivnich a Gram-
negativnich bakteridlnich kmenech

Odpovéd’: Gram-pozitivni bakteridlni kmeny jsou vice senzitivni k aPDI neZ Gram-
negativni kmeny. Rozdilnd bunéénd sténa Gram-pozitivnich a Gram-negativnich
bakterii. Buné¢nd sténa Gram-pozitivnich bakterii je pomérné jednoducha. Obsahuje
vysoké mnozstvi peptidoglykanu a kyseliny teichové. Bakterie navic nemaji Zadnou
vn€jsi bunéénou membranu. Gram-negativni bakterie maji slozitéj$i buné¢nou sténu.
Sténa se skladd z vnéj$i a vnitini membrany oddé&lené periplazmatickym prostorem s
tenkym peptidoglykanem vrstva. Vn&j§i bun&¢nou membranu tvoii dvé lipidové

dvojvrstvy obsahujici fosfolipidy, sacharidy a proteiny.
stanovit optimalni parametry fotodynamické reakce aplikované na bakteridlni kmeny

Odpoved': ZaleZi na daném typu bakteridlniho kmene. Déle zalezi na typu pouzitého
fotosenzitizéru a pouzité koncentraci. ZaleZ{ na intenzité ozafeni. Optimalni parametry
byly stanoveny pro jednotlivé bakterie a dany fotosensitizér.

stanovit optimélni parametry fotodynamické reakce v kombinaci s nano&asticemi st¥ibra
ovétit synergicky efekt kombinace aPDI a nanoé4stic stifbra

Odpovéd’: Kombinace aPDI s AgNPs — snizeni minimélnich inhibiénich koncentraci —
synergicky efekt. Minimdlni inhibi¢ni koncentrace AgNPs byla 3,38 mg/l. Synergicky
efekt pro Meticilin-rezistentni S. aureus: inkubace 45 min, 10 J/cm?, koncentrace
TMPyP: 1,56 — 25 pM, koncentrace AgNPs: 3,38 mg/l. Delsi inkubace nebo delsi
ozafeni — niZ8i koncentrace TMPyP. Synergicky efekt pro K. pneumoniae produkujici
Sirokospektré B-laktamazy: inkubace 45 min, 10 J/cm?, koncentrace TMPyP: 1,56 —



50 pM, koncentrace AgNPs: 3,38 mg/l. Delsi inkubace nebo delsi ozéfeni — niz$i
koncentrace TMPyP.

e ovefit antimikrobidlni vlastnosti TPP-NPs na Gram-pozitivnich a Gram-negativnich
bakteridlnich kmenech.

Odpoveéd: Gram-pozitivni bakterialni kmeny: aPDI zprostfedkovana pomoci TPP-NPs
je vysoce u¢innd proti MRSA a E. feacalis. Jiz po 0,5 min svételné expozici (1,62 J/cm?)
se pocet kolonii snizil o 2 log CFU/ml vii¢i kontrole.

Gram-negativni bakterialni kmeny: nebyla pozorovana vyznamna redukce po 0,5 min
svételné expozici. P. aeruginosa — snizeni poc¢tu kolonii az po 5 min svételné expozici.
K. pneumoniae produkujici Sirokospektré B-laktamazy- nebyla zaznamendna zadna
inhibice ristu.

e ovefit moznosti pouziti kurkuminu v aplikaci aPDI
Odpovéd’: Byla pozorovana redukce bakteridlnich kolonii po aplikaci aPDI
s kurkuminem. Z divodu nestability kurkuminu v ¢ase je nutné jej stabilizovat. Jako

jedna z moznosti je navazani na PLGA mikro¢astice. Byla pozorovéana redukce bakterif
0 20% vici kontrole po aplikaci aPDI s PLGA-CUR.

Megr. Sarka Hradilova, Ph.D.

Dotazy:

Jakym zpilisobem byly vybiriny bakterialni kmeny ke studiu uéinku
fotosensitizerti? Pro¢ jste vybrala konkrétné tyto kmeny?

Odpovéd’: Meticilin rezistentni S. aureus CCM 4591 — rezistentni kmen, problém pfi
1écb¢ v nemocnicich, mize vést az ke smrti. K. pneoumoniae produkujici Sirokospektré
B-laktamazy CCM 2486 — rezistentni k n&kterym antibiotiklim, &asty vyskyt
v nemocnicich. P. aeruginosa CCM 3955, E. faecalis CCM 4224 — citlivé referenéni
kmeny. Vybér bakterialnich kment byl konzultovan a doporuéen od kolegli z Ustavu
mikrobiologie.

Pro¢ nebyly u vSech 3 skupin latek pouzZity stejné testy?

Odpovéd’: Kazda studie se zabyvala trochu né¢im jinym. Kombinace TMPyP a AgNPs
— zajimal nas pfedevsim jejich synergicky G¢inek. TPP-NPs — zde jiz byl fotosensitizér
navazany na NPs. PLGA-CUR - pilotni studie na univerzit€¢ v Milang, kurkumin byl
rovnou navazany na MPs, pfi samotném pouziti kurkuminu jsme narazeli na problém s
jeho stabilitou.

Pro¢ nebyly pomoci AFM charakterizoviny v§echny NP-PS systémy?

Odpovéd’: Kazda latka byla studovéana v jinou dobu, u kazdé latky byl trochu jiny
pracovni postup. AFM studie byla provedena na vybranych NP-PS systémech. Studie
TMPyP a AgNPs — studium synergického efektu, inaktivace byla zfejma, AFM ovéfeni
nebylo nutné. Studie PLGA-CUR — byla provedena v ramci staZe v Milang, zde nebylo
mozné méfit na AFM, transport vzorki z Milana do Olomouce nebyl mozny.



Obr. 15 - 18 AFM - jak si vysvétlujete zmenseni téla bakterii po terapii? A co jsou ta mala
kolec¢ka v okoli kolonie bakterii? MéFitko je stejné, doflo k totalnimu rozbiti bakterialni
struktury?

Odpovéd: ZmenSeni bakterii: rozruseni bunééné stény, vyliti obsahu. Mala kole¢ka jsou
s nejvetsi pravdépodobnosti agarova vrstva, kterou byla oSetiena skla, na které byly
nasledné nanaseny bakterialni suspenze.

Jaké vinové délky (jaka absorpéni maxima) jsou obecné lepsi a Géinnéjsi pro aPDT?

Odpovéd’: Pro PDT se Cast&ji vyuziva Cervené svétlo o vinové délce 635 nm — lepsi
penetrace svétla do tkané. Modré svétlo — mensi prinik do tkang, lep$i pro 1é¢bu
povrchovych nédori, bakterialnich infekei na povrchu.

Pro¢ byla pfi ozafovani kurkuminu s PLGA pouZita LED lampa emitujici viditelné
zareni, kdyz u ostatnich PS-NP systému byl pouzit LED ozafovaé s piesnou vinovou
délkou?

Odpovéd: Studie antimikrobidlnich vlastnosti PLGA-CUR byla sledovadna v ramci
pulro¢ni stdZe na Milanské univerzité. Vyuzivaly jsme zdzemi a moznosti, které ndm
univerzita nabidla.

Jak lze stanovit presnou davku zareni pri pouziti ""Sirokého' spektra zareni jako je VIS
v porovnani s pfesnou vinovou délkou LED za¥ice, které predpokladiam, maji odchylku
+-20nm? ZkouSeli jste, jestli budou ostatni systémy také funkéni pFi pouziti této lampy?
Ktery z pouzitych ozafovaci je vhodnéjsi a pro¢?

Odpovéd: Pfesnou davku muZeme dopoéitat podle vztahu: E = P - t, P...intenzita
ozafeni, t...Cas. Ostatni systémy jsme touto lampou neozafovaly. Vhodné&j$im
ozafovaCem je LED zafi¢ s pfesné definovanou vinovou délkou, u kterého jsme
nasledn€ po zméfeni jeho intenzity schopni dopocitat hustotu svételné energie.

Uvadite, Ze se aPDI jevi jako vhodna alternativa k antibiotické 1é¢bé, jak by to probihalo
konkrétné u pacienta postizeného infekei?

Odpoved’: Zalezelo by na konkrétni aplikaci. Pfi povrchové aplikaci — kozni popéleniny,
infekce kiize, zubi by byl fotosensitizér aplikovan na postizené misto a to by bylo
nasledné ozafeno viditelnym zafenim o vhodné vinové.délce.

Védecka rozprava — dalsi dotazy:

Mgr. Jaromir Vachutka, Ph.D.:

Otazka: Uvédite, Ze stifbrné Ag byly pouZivany po dobu nékolik stoleti, ale vlivem pouZivani
antibiotik doslo ke snizeni jejich pouzivani. Jaké aplikace to byly? V jaké formé& bylo stfibro,
jednalo se o stiibrné nano¢4stice?

Odpoved: Obecné to bylo samotné stfibro, stiibrné nadoby, piibory, k desinfekci jidla a
dokonce Slechta upijela roztoky stifbra za ucelem ochrany pred infekeci.



Otazka: AgNPS se pouzivaji dnes v mnoha odvétvich, jak je to s jejich toxicitou?
Odpovéd’: To pouziti neni tak enormni aby to pro nas mélo n&jaké vaznéjsi dopady.
Otéazka: Takze se nékde akumuluji?

Odpovéd’: Ano, ale pomoci riznych filtri lze nano&astice stifbra zachytit, aby se nedostaly do
okoli.

doc. Ing. Katerina Barton Tomankova, Ph.D.:

Chtéla bych dodat: Ag neni v téle zadrzovano, po n&jaké dobé je vylouceno z téla ven.
Otazka: Provadéli jste i tmavé kontroly bez ozafeni?

Odpoveéd’: ANO, provadéli

Otazka: Ozatovaly se bakterie i samotné bez fotosenzitizéru?

Odpoved’: Testovali jsme i samotné bakterie bez ozéfent, i s ozafenim — to mé&lo maly vliv
Otazka: Jak bakterie snasely modré svétlo? Pokud vim, je pro né pomérné toxické samo o sobg.

Odpoved’: Byl pozorovan maly vliv modrého svétla na riist. ZaleZelo na riiznych podminkach—
pocasi, svétlo, atd.

doc. Ing. Josef Hanus, CSe.:

Otazka: Zminila jste pouziti techniky AFM a silikonovy hrot. Je to technick4 otazka, ale zajima
m¢, jestli material toho hrotu ma vliv na vase vzorky.

Odpoveéd’: Pouzili jsme doporueny hrot pro tuto metodu. Vybér vhodného hrotu byl
konzultovén s kolegou, ktery praci provadél.

Doc. Ing. Katefina Bartoii Tomankova, Ph.D.: To bylo $patné pochopeno, ten hrot byl
kiemikovy, ne silikonovy.

Otéazka: To co jste zde pospala, bylo uz nékdy pouito na pacientech?

Odpoved: ANO, k 1é¢b¢ bércovych viedd. Doc. Mosinger z Prahy ma k tomu i mnohé
publikace.

Otézka: Plati to pojistovna?
Odpovéd’: Myslim, Ze ne, ale nejsem si jista.
Doc. Ing. Katefina Bartonn Tomankova, Ph.D.:

Otézka: Jak to v té Praze ozafuji?




Odpovéd’: Myslim, ze tam maji lampu, ale mozna je to uZ jinak nez pted 3 lety. Pro ozafovani
maji opticky stal, pouzivaji i rizné optické filtry pro odstinéni nezddouciho svétla.



