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Vyznam disertaéni prace pro prislusny obor

Disertaéni prace se vénuje hodnoceni vlivu fotodynamicky aktivnich latek pomoci
modernich mikroskopickych metod. K vyhodnoceni fotodynamického ucinku je vyuZito
metod konfokalni mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil, ve spojeni s metodami testovani
Zivotnosti bun&k. Disertaéni prace rozviji experimenty, které byly v oblasti fotodynamické
terapie provadény na pracovisti v predchozich letech, a jejich vyzkum je vyznamny pro 1é¢bu
nadorovych onemocnéni. Vyznam disertaéni prace pro oblast biomediciny je tedy
jednoznacny.

Vyjad¥eni k postupu FeSeni problémi, pouzitym metodim a splnéni stanoveného cile

Cile diserta¢ni prace jsou jednoznatné formulovany v uvodu experimentalni Césti
diserta¢ni prace. Cile jsou zamé&feny na nosné téma celé prace, a to zavedeni hodnoceni
bun&éného poskozeni nadorovych a nenadorovych bunéénych linif s vyuZitim
mikroskopickych a fluorescenénich metod, hodnoceni cytomechanickych vlastnosti té€chto
linif s vyuzitim AFM a ovéfeni u€inku PDT s vyuzitim nové vyvijenych porfyrinovych
senzitizéra a ovéfeni vlivu PDT na cytoskeletalni vlastnosti linii nddorovych a nenadorovych
bunék.

Vlastnimu experimentu je vénovéno, véetné uvedeni ,,materidlu a metod* a ,,vysledkd
a diskuze® 20 stran. Prvnich 50 stran vcelku zbyteéné obsahle, zahrnuje teoreticky popis.
Neékteré vyhrady uvadim v pfipominkach v nasledujicim textu.

Deklarované cile v uvodu prace jsou vSak postupné prezentovany a diskutovany.
Povazuji cile disertaéni prace za Castené splnéné. Zavéry poukazuji pouze na perspektivy
pouzitych metod a, jak uvadi autor DP na ,,odhad mechanickych vlastnosti bun€k pomoci
AFM, ktery se tak zda byt perspektivni metodou diagnostiky riiznych chorob®.

Stanovisko k vysledkim disertaéni prace a k piivodnimu prinosu disertanta

Pokud neberu v tvahu piehled pouzité literatury a uvodni strany DP, pfiblizn€ dvé
tretiny disertaéni prace je vénovana teoretickému popisu pouZitych metod a materidld. Ke cti
disertanta je tieba uvést, Ze popis vychdzi zpomérné rozsahlého poctu 128 pouzitych
literarnich zdroji a odkazy jsou propojovany jak steorii, tak v diskuzi s dosaZenymi
vysledky. Zde bych ale ogekéaval v&tsi podil diskuze k vlastnim experimentdlnim vysledkim.
Vyhrada by mohla zaznit k pouZiti zdroje Kubinek, Vijtek, Maslan: Mikroskopie skenujici
sondou z roku 2003, ktery je vzhledem k dynamicky se rozvijejicim metoddm jiz vhodny jen
pro vyuku zdklad téchto metod. Autor DP pouZziva moderni pfistroj AFM pro biologické
i¢ely a mohl zaméfit sviij popis pfedevsim k t€émto aplikacim AFM.

PfestoZe autor disertani prace vyuzival tento piistroj i k jinym aplikacim na LF UP,
nehodnotim &ast disertaéni prace zpracovanou v kapitole 6, protoZe nema ndvaznost na vlastni
cile diserta¢ni prace.

Jak jsem jiZz uvedl, pGvodni experimentdlni ¢ast, kde by autor mél pfedevSim vyuzit
prostor k popisu i vyhodnoceni u¢innosti metod je omezena na 20 stran, z &ehoZ jsou 3
vyhrazeny pro popis materidlu a metod. Ve vysledcich, které diskutuje v €asti 5, jsou uvadéna



statisticka vyhodnoceni, ale z textu neni patrné na kolika vzorcich (¢i bunikach) byla statistika
provadéna. Vlastni pozorovéni jsou dobfe provdzana s odkazy na poznatky jinych autord, ale
bez zjevného vyvozeni vlastntho zavéru, ktery by ozifejmil mechanismus bunééného
poskozeni a ti¢innosti v redlnych terapeutickych postupech.

Formalni Gprava disertacni prace, vyjadieni k publikacim autora

Formalni uprava disertatni prace je uspokojivd, md minimum pteklepd. Dalsi

ptipominky a komentafe, piipadné otazky do diskuze:

V souhrnu jsou uvedené pouzité mikroskopické metody — AFM a konfokalni
mikroskopie, ale bez zminky k ¢emu byly pro feSeni disertacni prace nezbytné.

Na str. 127 a 12'° se uvadi, Ze navrat PS do zakladniho stavu je nasledovan
fluorescenci a o 3 fadky se slovem ,,op&t* miiZe nastat fosforescence. Jaky proces tedy
nastane?

Str. 126 uvadi autor pojmy ,,anion“ a ,,kation“. Cesky vsak jde o ionty, iony jsou takto
uvadény ve slovenské literatufe.

V souvislosti s vy¢tem fotosenzitizérti a informaci na str. 22, Ze jsou i zapouzdiené
v nanocésticich, madm dotaz do diskuze, zda se disertant setkal v literatufe ¢i v praxi
s jinymi formami nanostruktur, pouzivanymi v PDT?

Str. 32* pie se zde, Ze obraz se tvoii promitnutim maxim a minim na sitnici. Tam se
ale promitd jiz hotovy obraz. Difrakéni a interferen¢ni obraz se vytvaii v obrazové
ohniskové rovin¢ objektivu a je zdrojem sekundarniho vInéni, které wvytvofi
v obrazové rovin¢ (nebo na sitnici ¢i detektoru) obraz. VétSinou je okem pozorovan
v obrazové roving virtualni obraz.

Str. 32" rozliSovaci schopnost neni vzdalenost dvou bodi.

Kapitola ,,metody svetelné mikroskopie* mohla byt klidn€¢ omezena jen na pouZitou
konfokalni mikroskopii.

34'% bylo by presndj$i uvadet, Ze fazova desticka se umisti do obrazové ohniskové
roviny (zde se vytvaii primarni obraz).

35% nemusi jit jen o dvojlom, ktery je uvadén jako krystalova anizotropie.

Na str. 38 kapitola 2.2.6. jde o super-rozliSeni (i kdyz chapu, pro¢ je zde uvedena
resoluce, nepovazuji to za spravné).

40° NSOM mé vyuZiti evanescentnich vin jako jednu z moZnosti (je uvedeno dale
v textu).

V kapitole 2.3.1. je odkaz na zdroj literatury, kterd popisuje ur€ité hroty. Jaké vSak
byly pouzity ve Vasem konkrétnim piipade¢? Zde bych praveé cekal néjaké aktualni
informace vztazené k vlastni praci.

Str. 51. Pokud se zde uvadi artefakty pii skenovani, mélo by zaznit, jaké vznikaly pti
experimentu a jak byly odstrafiovany.

Str. 53'7 mikroskop, ktery pouZivéte, neni transmisni, ale invertni.

V kapitole ,,Vysledky a diskuze* na str. 56 je odkaz, ze selektivita nadorové tkané je
pomé&r mezi koncentraci fotosenzitizéru v nddorové a okolni tkani. Existuji metody,
které specifikuji tento pomér?

Str. 59 — nevycetl jsem zde, co tvofi statisticky soubor. Kolik je to bunék, z kolika
vzorkl (kultivaci) pfipravenych za jakych podminek. Piipadné, jak to ovlivni zména
podminek.

Str. 61 v odkazu na obr. 12 zahrnuje popis jednoho snimku. Pti velké variabilité
podobnych vzorkd v§ak budou obrazky urc€it¢ odlisné.

Str. 63 obr. 13 a 14. Kolik buné€k bylo takto pozorovéano a za jakych podminek? (viz.
predchozi dotazy).



Str. 6512 Zminka, Ze ,silové kiivky jsou vyhodnocovany pomoci mnoha modeld*
navozuje dotaz, jaké to byly modely, které byly pouzity pii konkrétnich
experimentech, pouzitych v DP?

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

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

Dotaz do diskuze ,.jak se méni jevy pifi F-d spektroskopii v porovnani v médiu a na
vzduchu?*

Obr. 20 je vysledkem jen jednoho mé&feni?

Zaver: zde jsem nepochopil, jak je provazan ,,odhad“ mechanickych vlastnosti bun&k
s u¢innosti PDT. Co bylo Va$im osobnim pfinosem a zji§ténim? Jaky vyznamny vysledek
prace piinesla?

Publikace disertanta spliiuji podle pozadavki LF UP podminku ptedloZeni disertaéni prace
k obhajobg.

Zavérecné vyjadreni

Disertatni prace neobsahuje zavazné nedostatky, které by ji branily v piedloZeni

k obhajobg. Jako oponent ji doporuéuji k obhajobé a po /j;j}_ﬁg&éiném prib&hu doporucuji

udéleni védeckopedagogické hodnosti Ph.D. dle §47 Zako pa o V§/é. 11/98 Sh.

V Olomouci 2. 5. 2017 R
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Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Jakuba Malohlavy

s nazvem

STUDIUM UCINKUY FOTODYNAMICKY AKTIVNICH LATEK S VYUZITIM MODERNICH MIKROSKOPICKYCH
METOD

Predlozena préace k oponentufe autora Mgr. Jakuba Malohlavy se zabyva aspekty studia fotodynamicky
aktivnich latek sddrazem na moznost vyuZiti modernich mikroskopickych metod k jejich hlubsimu
popisu. Disertaéni prace ma charakter uceleného textu doplnéného originalnimi grafy a mikroskopickymi
obrazy. Préace méa celkem 97 stran textu véetné souhrnu citaci a seznamu publikaéni aktivity autora. Cela
prace je ¢lenéna do 7 kapitol zahrnujici zejména potrebny teoreticky Gvod a popis soucasného stavu védy
v dané oblasti na zakladé literarni rederse, navazujici kapitolu stanovujici vyzkumné cile, kapitolu vénujici
se popisu pouZitého materidlu a metoddm, kapitolu shrnujici vysledky a diskuzi nad nimi, kapitolu
obsahem vénujici se dal$imu experimentalnimu pozorovani a posledni kapitolu v podobé zavérecného
hodnoceni.

Prvni i druhd kapitola se vénuje literarni reSersi vazajici se k tématu hodnocené disertacni prace.
Konkrétné jde o kapitoly s ndzvem ,Fotodynamicka terapie” a ,Mikroskopické techniky”. Prvni kapitola
se podrobné popisuje historii, princip a pribéhu fotodynamické terapie. Dale zpracovdvd téma
fotosensitizérd, zdrojd elektromagnetického zafeni a popisuje efekt fotodynamické terapie na bunécné
Urovni. Druhd teoretickd kapitola se zabivd mikroskopickym technikam a jejich historii. Sou&ésti této
kapitoly je resere vénujici se podstaté svételné mikroskopie véetné metody fluorescenéni, konfokalni a
super-resoluéni. V dalsi &asti je zpracovano téma mikroskopie atomarnich sil véetné technik mikroskopie
atomarnich sil.

Nasledujici kapitola ,Cile prace” informuje ¢tendfe o vytycenych konkrétnich cilech prace, které jsou v

textu definovany jasné a jednoznacné.



V kapitole , Materiél a metody” jsou pomérné stru¢né sumarizovany pouZité chemikalie, fotosensitizéry,
bunééné linie a laboratorni vyzkumné metody. Mezi jmenované metody patfi technika testd bunééné
cytotoxicity MTT, metody fluorescenéniho barveni, mikroskopickd metoda atomarnich sil a pfehled
statistického vyhodnoceni dat.

Navazujici kapitola ,Vysledky a diskuze” hodnoti vliv fotodynamicky aktivnich latek na zvolené bunécné
linie a konfrontuje je s vysledky jinych autord. Tato kapitola neni dale €lenéna na niZsi celky a vysledky
jsou presentovany v souvislém nestrukturovaném textu.

Pfedposledni kapitola textu prace ,Dalsi pozorovéni pomoci mikroskopie atomarnich sil na Ustavu
lékatské biofyziky, LF UP v Olomouci” se vénuje technice mikroskopie atomdrnich sil a prezentuje
vysledky dalsich mikroskopickych pozorovani autora — studium polymernich film{ kyseliny hyaluronové,
charakterizaci Ni-Ti endodontickych nastroji, studium bakterii, studium nanocastic stribra, studium
nanodastic oxidu titanicitého, vazebné sily a adheze.

Posledni éislovanou kapitolou prace je ,,Zavér” v rozsahu jedné strany.

Seznam citaci a pouZitych literarnich zdroji uvedeny na konci disertacni prace obsahuje 121 odkazl na
relevantni prace a 18 internetovych odkaz(. Vyrazna ¢ést titul(l ze seznamu citaci tvori recentni prace
z poslednich deseti let a mnoho zcitovanych praci predstavuje vyznamné zdkladni prace z oboru.
Majoritni zastoupeni tvofi prace vanglickém jazyce, minoritni skupinu prace publikované v jazyce
ceském. V citacnich zdrojich jsou zastoupeny aZ na vyjimky periodika simpakt faktorem ¢i pripadné
alespori odborné recenzovana. PredloZena préce je tak dobfe zasazena do dneSniho kontextu a reaguje
na zcela aktualni vysledky vyzkumu. V tomto ohledu nelze vznést jakychkoliv namitek.

Po strance stylistické Grovné a kvality textu Ize mit k préci snad pouze drobné vyhrady v podobé nékolika

malo preklepl.

Po formalni i obsahové strance bych autorovy vytknul i pfipominkoval nékteré skutecnosti:

1) Chybéjici ¢islovani pouZitych vzorcl v textu. Cislovani vzorct v dokumentech prezentovaného
typu byva standardem a pfi jejich absenci pUsobi text méné prehledné, zejména v pripadé jejich
Castéjsich citaci.

2) Nejednotnost v pouzitych fyzikalnich jednotkach. V textu na strané 45 je v jedné vété pfi popisu
rozliSeni pouité metody pouZito rliznych délkovych jednotek — nm pro lateralni a A pro
vertikdlni. Toto mlZe na étenare pusobit rusivé a znesnadriovat rychlé porovnani tdaju.

3) Clenéni do podkapitol. Tato pfipominka se tykd kapitoly ,Vysledky a diskuse”, kterd je celd

koncipovéna jako jednolity text doplnény grafy ¢i mikroskopickymi obrazy. Shledavéam vhodnéjsi



6)

tuto kapitolu dale ¢lenit do podkapitol (zejména vysledkovou ¢ast) ve spojitosti s vytyCenymi
experimentalnimi cili, ¢&imZ by byla étenafi prehlednéjsi.

Podle mého nazoru je vprvnich kapitoldch vénovén zbytecné velky prostor pfehledu riznych
fotosensitizért, pficem? pouZity experimentdlné byly pouze zastupci jedné skupiny z celého
spektra jmenovanych a detailng popisovanych. Na druhou stranu v préci postraddm hlubsi
fyzikaIni popis v textu rozebiranych jev(i a pojmu — napf. jev excitace a kvantovy pfenos energii Ci
vztah mezi teplotou a emisnim spektrem. Tato pfipominka ale musi byt bréna s jistou rezervou,
Gvodni teoreticky text jako celek i pfes osobni ndzor neplsobi rusivé ani nekompletné Ci
nedostatecné.

Pozastavuji se také nad pfitomnosti kapitoly 6. ,Dalsi pozorovani pomoci mikroskopie
atoméarnich sil na Ustavu Iékafské biofyziky, LF UP v Olomouci”. Chéapu, Ze redlnym cilem autora
bylo informovat ¢tendfe o svém dal$im vyzkumu realizovaném pomoci techniky mikroskopie
atomarnich sil a nelo tedy o snahu uméle navysit obsahovy rozsah préace, avSak v daném
pfipadé a pozici zafazeni kapitoly vtextu prace pusobi tato kapitola bez vyrazného kontextu
k hlavnimu vyzkumnému cili disertaéni studie — tj. studiu Gcinkd fotodynamicky aktivnich latek.
Poznamka se tyka zejména podkapitol mikroskopické studie zubnich rotacnich nastrojd a studie
metalickych nanoéastic, které kromé shodné mikroskopické techniky nenesou Zadné propojeni
s nosnym tématem disertacni prace.

Drobné vyhrady mam také kzévéru, ktery mi pfipadd ne zcela dostate¢né konzistentni
s vyslovenymi cili prace, resp. ne vSechny vytyéené cile prace jsou vzdvéru dostatecné

komentovény a hodnoceny. Cely text zavéru je psan spiSe povrchné a neadresné.

Pfes nékteré vytky a zminéné nedostatky pfinasi prace bezpochyby inovativni pohled na moznost poufZiti
fotosensitizérd a moinosti jejich studia. Predevsim pouZiti metody mikroskopie atomarnich sil
predstavuje novy nédhled na moZnosti studia bunéénych linii, jejich cytomechanickych vlastnosti a ovéreni
si funkce nové vyvijenych sensitizérd v oblasti fotodynamické terapie. Realizovand studie ma redlné
opodstatnéni, zejména s pfihlédnutim k zvySujicim se pfipadim nadorového onemocnéni v lidské
populaci. Kaidy novy pfispévek vedouci kpoznani mechanismu plsobeni nové vyvijenych latek
protinddorovych 1é¢iv umoini dal$i postup kzlepSeni péce o pacienty. Proto je zvolené téma

z medicinského a spoleenského hlediska velmi aktudlni.



Hodnocend disertaéni prace vykazuje vsechny znaky pro splnéni podminek samostatné tvirci védecké
prace a obsahuje plivodni védecké vysledky. Tyto byly autorem publikovény v péti plvodnich védeckych
publikacich &asopist s IF, pfi¢emz z toho jedna prvoautorsky. Mimo to obsahuje vycet autorovych praci
dalsi Etyfi spoluautorské plvodni védecké prace publikované v casopise s IF a nékolik praci vazajicich se
ktématu publikovanych v recenzovaném ¢asopise. Soupis autorovych publikacnich cinnosti také
zahrnuje dvé kapitoly v monografii a pét konferencnich abstraktl. Prezentovana Cetnd publikacni aktivita

autora ukazuje na jeho vysokou orientaci v oblasti védeckého zdjmu.

Na ziklad& rozboru disertaéni prace, posouzeni jeji védecké Urovné, zhodnoceni stanovenych cild a
dosazenych vysledk( konstatuji, Ze prace spliuje obecné poZadavky kladené na disertaéni praci
v lékarskych oborech. Nedostatky uvedené v posudku jsou v akceptovatelné mife a nesnizuji vyrazné

celkovou kvalitu predkladané disertace.

Pfedlozenou disertaéni praci Mgr. Jakuba Malohlavy ,,Studium ucinkd fotodynamicky aktivnich latek s
vyuzitim modernich mikroskopickych metod” doporucuji k obhajobé (podle §47 Zakona o vysokych

Skolach €. 111/98 Sh.)

Otazky k obhajobé:

1) Vpréaci informujete o provedeném testovani UCinkG fotosensitizérl (testy cytotoxicity) na
jednotlivé bunécné linie pomoci metody MTT. Ve vysledcich uvédite pouze porovnani viability pfi
koncentracich 1C50 mezi nddorovymi a nenadorovymi burikami, nikoliv jiZ pro jednotlivé typy
sensitizérd a taktéZ bez konkrétnich koncentracnich hodnot. MuizZete tyto hodnoty uvést a
srovnat pro jednotlivé typy pouzitych sensitisérd a typd bunécnych linii?

2) Mduzete celkové zhodnotit jednotlivé pouZité sensitizéry a vyslovit svoji domnénku, ktery
z testovanych fotosensitizér(l je nejvhodnéjsi pro aplikaci ve fotodynamické terapii dle Vami
ziskanych dat (v souladu s diléim cilem prace: Ovéfit Ucinnost fotodynamické terapie in vitro

s vyuzitim nové vyvijenych porfyrinovych sensitizerd)?

V Brné dne 12.5.2017 Mgr. Vladan Bernard, Ph.D.



