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1) Otazky oponentd

1.1. doc. Kubinek, CSc.
Str 7 - v odstavci vénovaném EM nesouhlasi s tim, Ze zvétSeni EM je
az 30 000 nasobné. Mélo by byt vyssi — napr. u TEM a HRTEM.

Citovana literatura odpovida rozsifenému povédomi ohledné EM. Ve védecké praxi je v3ak v kvalitné
vybavenych laboratofich bé&Zné, Ze pfi pouZiti urychlovaciho napéti 15 kV je (u TEM) bézne
dosahovano zvétseni az 300 000x (odpovida rozliseni pfiblizné 1,2 nm). Nejmoderné&jsi
pfistroje dnesni doby jsou schopny dosahnout rozli$eni i pod 0,5 nm (malé vzorky, ultratenké
vrstvy, TEM), konkrétné TEM s urychlovacim napétim 200kV se pohybuje okolo 0,2 nm v
zavislosti na pracovnim moédu a pouzitém detektoru.

U HRTEM (metoda detekce obrazu na zakladé interference pfimého a difraktovaného
elektronového paprsku) je dosazeno krajniho rozliseni az 0,08nm (pro krystaly). U HRTEM je
v8ak dosazeno vysokého rozliseni na Ukor malého kontrastu.

V souvislosti s obr . 2 - dotaz - jak se Gtvary magnetickych nosi¢ét o
velikosti desitek mikrometri chovaji v lidském téle oproti
magnetickym nosiéiim o velikosti desitek nanometri.

Magnetické mikro&astice (primér 500nm a vétsi) — aplikace pfevdiné v oblasti analytické separace:
a) separace bunék (ale i napf. spermii) — tzv. magneto-imunologicka separace

b) bilkovin a jinych biomolekul ze sloZitych smési pomoci magnetického pole.



Prostfednictvim protildtek navdzanych na povrchu nosiCe Ize vychytdvat ze vzorkd a posléze
analyzovat napf. cirkulujici rakovinné buriky z krve onkologickych pacientd.

S klesajicim rozmérem magnetického nosice roste pomér plocha (S) ¢astice ku objemu &astice (V) =>
vysokd efektivni plocha povrchu = vice navazanych pozadovanych ligandl pro cileny transfer. Zaroven
se se zmen3ujicim polomérem ¢&astice zvySuje Sance pro distribuci prostfednictvim tkafové difize a
snizuje se pravdépodobnost rozpoznani magnetického nosi€e bufikami imunitniho systému.
S klesajicim rozmérem magnetického nosice ubyva také magnetickych domén. Od urcitého kritického
rozméru magnetickd nano-¢astice vykazuje jedno-doménovy charakter =magnetické momenty viech
atom@ mifi v jednom sméru = kooperuji spolu skrz celou &3stici (tj. magneticky moment atomu
leziciho na jednom konci éastice vi o vée o chovéni magnetického momentu atomu leZiciho na
druhém konci ¢astice9) = &astice pak navenek vykazuje ohromny magneticky moment (velikost v
tisicich az deseti tisicich Bohrovych magnetont)= vyuZiti v NMR jako vynikajici kontrastni latka, také
pfi hypertermii - cilené destrukci tkané vlivem indukovaného tepla, atp.

Str 17 - uvedeno Zze bylo dosazeno subatomarniho rozliSeni pfFi
zobrazeni biomolekuly DNA - rozliSeni zlabku. Opravdu Slo o rozliSeni
pod 10-19m?

Rozlideni 2labkd, jeZ jsou rozmistény na vidkné DNA v rozpéti 3nm a 5nm samoziejmé neimplikuje
pfimo subatomaérni rozlideni ©, duleZité je zminit, zda jde v praxi o rozlideni v ose Z i v roviné XY (kde
byva zpravidla rozlideni o fad horsi) a jakym zplsobem bylo dosaZeno. V textu citovanych ¢lanki je
specifikovéno, Ze jde o detekci v ose Z, kdy zminéné Zlabky byly detekovény na zékladé zmén ve vy3ce
zobrazeného profilu vidkna DNA o 0,2nm. (Leung et al 2012). Analogicky také v Cerreta et al 2013 -
V obou pfipadech bylo pouZito specidlni frekvenéné modulované AFM.

Obr. 6 - na pravé strané neni uvedeno, co je na obrazku - ani v textu
na to neni odkaz

Obr. 6: Schéma vzniku topografického obrazu pfi AFM skenovdni, (1) nosnik, (2) hrot, (3) smér skenovdni, (4)
vertikdlni posun hrotu, (5) redlny povrch vzorku, (6) zobrazeny povrch vzorku.

Citovany Obr 6 ilustruje prdvé zminénou konvoluci velikosti koncového poloméru hrotu a velikosti
zobrazovaného objektu, jeZ se odrdzi v naméreném vyskovém profilu zobrazovaného predmétu a je
samo o sobé zdrojem &etnych artefakti v obrazu (viz pravd cdst obr 6). NapfF. kulové objekty nemohou
byt nikdy zobrazeny jako kulové, ale vidy pouze jako hompole.

Str 45 - jedna se o diamagnetickou slozku na povrchu magnetické
¢éastice nebo o dielektrickou, tedy elektricky nevodivou?



Studované syntetizované Castice maji obal jadra tvofeny diamagnetickou slozkou, jak je obecné
uvedeno na str. 45 — posledni odstavec vénovany magnetickym mikro¢asticim aplikovanym
v separacnich metodach.

Je spravné zkratka root mean square - Rms - jak je v textu uvadéno?

Ano, zkratka RMS, symbolicky zna¢ena v podobé RMS,. Rms ¢i Rq znaci root mean square roughnes,
statisticky parametr vystihujici vySkovou distribuci v analyzované plose.

RMS (Root mean Square, znaceno také Rms, Rq): reprezentuje stfedni kvadratickou odchylku o dané
proménné:

Ra (average roughness) je definovana jako primérna odchylka vsech vyskovych hodnot v dané oblasti

vzhledem ke stfedni hodnoté:
1 N
2= ]_=1I ey

V obr. 37 ¢astice na snimku z AFM nevykazuji zadné zaobleni?

Zminény AFM snimek zobrazuje komer¢ni nosice, které nevykazovaly kulové symetricky tvar. Jde o
snimek ziskany v kandlu Peak-Force_error, tedy nejde o obraz topograficky, na kterém by byly zfejmé
vyskové zmény v morfologii astice.

Pfesto Ize v dolni horizontalni linii usuzovat na zaobleni ¢astice — jak je zfejmé pfi pohybu hrotu po
pfedni hrané castice - kdy se hrot doslova ,$plhda“ po zaoblené hrané nahoru. Tyto zobrazované
Castice jsou jedny z nejvétsich, které byly analyzovany. Pravé diky jejich velkému rozméru neni dil¢i
zaobleni ¢astic jiZ tak zifejmé, jako napf. u ¢astic o priméru okolo 1um a méné.

Jakym zpiisobem se provadély BET analyzy magnetickych
nanocastic?

K méfeni plochy povrchu a porozity materialdl byl pouzit BET analyzator - Sorptomatic 1990, zaloZeny na tzv.
statické volumetrické metodé (proméreni adsorpcni izotermy v diskrétnich krocich). V zédkladnim
vybaveni se pouZiva pro fyzisorpéni méreni (fyzikalni adsorpce) pro urcovani specifické plochy
povrchu a distribuci Sifek mikro a mezop6rd poréznich materiald pouZitim plynd jako dusik, argon,
krypton,...

Byly BET analyzy provadény u vSech predlozenych vzorkii?

BET analyza byla provedena pouze u vybranych vzorkt magnetickych nosi¢i — B 30 ox, B 77 a HPS— B
-21. K BET analyze je potfeba znacného mnozstvi ¢astic (100g a vice syntetizovanych nosi¢ll) a pro
vlastni srovnani souvislosti mezi poréznosti studovanych ¢astic a AFM naméfenymi Rms hodnotami
bylo toto srovnani dostatecné.



1.2. Mgr. Fohlerova, PhD.
Lze kvantitativné zhodnotit mnozstvi DNA adsorbované na zkoumané
povrchy?

Vzhledem k vlastni metodice nandseni DNA na modifikovany povrch (opakovany oplach vzorku a
osuseni stlacenym plynem vedouci k odstranéni neuchycenych molekul DNA) nelze kvantitativné
zhodnotit kone¢né mnoZstvi DNA adsorbované na zkoumaném povrchu.

Predchozi dotaz byl myslen v tom smyslu, zda jste zkouseli
davat urcitou koncentraci DNA a tu, ktera se adsorbuje
nasledné deadsorbovat a kvantifikovat jeji mnozsvi?

Ne, u vzorkd jsme kvantifikaci touto cestou neprovadéli. S podobnym postupem jsem se

v literatufe dosud nesetkala, nedomnivam se, Ze je kvantifikace timto zplGsobem fakticky
mozna.

V praci na str. 58 zminujete, Ze I1ze sledovat detailni strukturu viakna
DNA (stupen kondenzace, nadSroubovicové vinuti). MiiZete tyto jevy
(v zavislosti na typu povrchu) vice objasnit a ukazat na konkrétnich
vzorcich?

Cilem prace bylo zavedeni metodik vedoucich k efektivnimu zobrazeni molekul DNA metodou AFM a
jejich ovéreni pfi fotodynamickém pulsobeni vybranych senzitizérd. Studované vzorky nebyly
zkoumadny s cilem vyhodnotit plsobeni interkalatorti. Na nasich vzorcich nebyla zaznamendna zména
stupné kondenzace zobrazenych DNA vldken ¢i zména vinuti. | kdyZ nékteré publikace uvadi, Ze
TMPyP se vaze po ozdreni pfimo na vlakno DNA — na nasich snimcich nebyla ziejma zména
v konformaci zobrazené DNA u vzorkl ovlivnénych a vzorkl kontrolnich.

2) Otazky, odpovédi a komentare v rdmci diskuze

Prof. Ing. Jan Halek, CSc.: Doporucuji vyuzit praci pro vyuku studentd zubniho i
vSeobecného 1ékarstvi.

doc. RNDr. Jifina Skorpikova, CSc.: Mluvila jste o zkouméni struktury DNA, jaké
je tedy omezeni pro pouZiti elektronového mikroskopu ve srovnani s AFM pro tyto
analyzy?
Rozdil pfi pouziti EM a AFM je zejména v rychlosti pfipravy vzorku, narocnosti pfipravy a tedy také
v cené pfipravenych a analyzovanych vzorkl. Jako klicové vidim moZnost studovat DNA pfimo
v podminkdch blizkym fyziologickym podminkam a moZnost studovat dynamické zmény na vldkné
DNA po pfidédni napf. interkaldtord, enzymu €i protein(.



MUDr. Mgr. Robert Bajgar, Ph.D.: Zhodnoceni povrchu nosi¢i bylo pouze na
zakladé subjektivniho hodnoceni nebo byla provedena i kvantifikace?
Zhodnoceni tvaru nosi¢ bylo provedeno vizudlné ze ziskanych AFM snimkd. Co se ty¢e parametr(
povrchu (hodnoty Rms), tak tyto jsou vyhodnoceny standardni statistickou cestou na zakladé dat
ziskanych z analyzy obrazu.

Nésledné byly porovnany hodnoty Rms, vizudlni vysledky a hodnoty ziskané z BET analyzy u
vybranych vzorkl. Bylo ovéreno, Ze data z BET izoterm koreluji s vysledky ziskanymi AFM analyzou.

Mgr. Vladan Bernard, Ph.D. : Je rozdil v sile vazby DNA na slidu u
fragmentované a nefragmentované DNA?
Sila vazby zdvisi na poctu elektrostatickych interakci mezi vldknem DNA a modifikovanym
substratem. Tedy delsi vlidkno by mélo byt [épe pfichycené k substratu oproti kratkému vldknu.
Nicméné povrchovy naboj vidkna DNA je dostateény pro uchyceni i velmi kratkého fragmentu.

Pokud myslite dotaz ve smyslu, Ze u delSich fragmentl DNA bylo snazsi imobilizovat DNA oproti
kratkym fragmentlim — tak tento rozdil se obéas projevoval pfi zavddéni metody. Po optimalizaci
metody jsem Zadné rozdily nepozorovala.

Mgr. Jaromir Vachutka, Ph.D.: S pouzitim mikroskopu, ktery jste pouzila ve
Vasi praci, jak velky detail jsme schopni rozlisit?
S vyuZitim naseho mikroskopu BIOSCOPE CATALYST jsme schopni rozliSit dostate¢né jednotliva vidkna
DNA (jak ssDNA tak dsDNA), av3ak jednotlivé Zldbky DNA jiZ schopni rozlidit nejsme, k tomuto jsou
potieba specialné modulované AFM pfistroje pfi poufZiti specidlnich (velmi drahych) hrotd. Bioscope
Catalyst je obecné specializovén na zobrazovani bunék.

Prof. Halek: Lze rozpoznat jedno- a dvoutetézcovou DNA tzv. na prvni pohled?
A daile pouZivaji se ke stabilizaci néjaké stabilizacni proteiny — jsou néjaké znamy
z literatury?
Ano, rozpoznat jedno a dvou vldknovou DNA na AFM snimcich lze pomé&mé snadno. Vlakno
ssDNA ma4 zietelné mensi primér neZ vlakno dsDNA. Navic u kratkych fragmentti se ssDNA
zpravidla svine do klubka (do cca 200bp) ¢i vykazuje odliSnou konformaci.



