Oponentsky posudek na doktorskou diserta¢ni praci Jany Humpoli¢kové ,,Application of
Modern Fluorescence Techniques for Studies of Nano-organized Systems (Polymeric
Micelles and Lipid Membranes).

Predlozena disertacni prace ma charakter komentovaného souboru jiz vyslych
veédeckych publikaci. Prace je psana anglicky, a pokud mohu soudit, az na drobné pieklepy
dobrou angli¢tinou. Autorka v tvodu prace uvadi svilj seznam publikaci, ktery obsahuje 10
impaktovanych publikaci, pfiCemz na Ctyfech z nich je J. Humpolickova hlavni autorkou.
Uvedené prace jiz prosly naroénym recenznim fizenim, nékteré z nich maji vysoky impaktni
faktor. Jiz tento ptehled publikacni aktivity dokazuje odbornou uroven zcela postacujici na
titul Ph.D. V ptiloze disertace jsou pak 4 clanky souvisejici tizce stématem disertace,
uvetejnéné v impaktovanych casopisech (J. Phys. Chem. A, Langmuir, Biophysical Journal a
Collection of Czech Chemical Society).

Obsahly komentar je rozdélen do Etyfech kapitol, zaméfenych predev§im na metodické
otazky vlastniho vyzkumu autorky. Piehled citované literatury obsahuje 104 odkazii. Kapitoly
se tykaji modelového systému — blokovych kopolymernich micel (block copolymer micelles),
metody relaxace rozpoustédla a fluorescencni korelaéni spektroskopie ve tftech dimenzich (tj.
v roztocich) v aplikaci na polymerni micely a ve dvou dimenzich pfi aplikaci na vyzkum
bunéénych membran. Pouzité metody jsou velmi moderni a progresivni, umoziuji m;.
detailni pohled do podstaty a dynamiky Stokesova posuvu mezi absorpénim a fluorescencnim
spektrem s vyuzitim ¢asové rozliSenych emisnich spekter (TRES) a umoziujici mapovat
diftizni jevy v heterogennich systémech (FCS).

Vyklad je proveden zieteln€, srozumitelné a kondenzované, vystihuje podstatu metod
a uvadi konkrétni aplikace.

Ptinosné je mj. detailni vzdjemné porovnani jednotlivych technik a vymezeni jejich
pouziti (napt. porovnani QELS a FCS) a vysvétleni podstaty a pouZiti metody z-skenu. Prace
krom¢ zhodnoceni metodik pfinasi nové vysledky ve vyzkumu nanocasticovych polymernich
micel, pfedev§im v pochopeni procesli v micelarni vrstvé na povrchu polymeru (zhodnoceni
stanoveni molekulové hmotnosti micel a jejich hydrodynamického poloméru s vyuZitim
fluorescen¢ni sondy), zachyceni role molekul vody v solvataci polymernich fetézcti micel (v
systtmech PS-PVP, PS-POE, PS-PVP-POE), zjisténi, Ze micely jevi silnou tendenci
agregovat pfi nizkém pH, interpretace mechanismu tvorby téchto agregatii apod. DilleZita je
diskuse zdkonitosti chovani molekul fluorescenéni sondy, konkrétné ptedevsim ORB
(oktadecylrhodamin B) (zhaSeni fluorescence, zdvislost na koncentraci).

Zdiraznéna je unikatnost a nezastupitelnost FCS pfi studiu biologickych membran,
konkrétné pfi studiu jejich heterogenity a pii diikazu pfitomnosti heterogennich prvki (raftd,
sitovych struktur aj.). Studovany byly konkrétné jevy v plazmatickych membranach
oligodendrocytt.

K praci mam nékteré poznamky a dotazy.

Poznamky.

1) U citace Cislo 70 (str. 54) chybi stranky.

2) Na obr. 6 (str. 32) ma byt zelend Cara, v mém vytisku disertace neni.

3) Pojem ,Patman® neni psan jednotné, nékdy je psdn s malym, jindy s velkym
pocateCnim pismenem P. V seznamu zkratek neni pak tato zkratka vhodné umisténa (podobné
DiD). V seznamu zkratek je ORB ziejmé octadecylrhodamine B (str. 5). Na stran¢ 9 misto
,»1,4-dioaxane‘ ma byt pravdépodobné ,,1,4-dioxane*.

4) Poznamky k anglicting: str. 28 misto ,,emersion* ma byt zfejm¢ ,,immersion‘, misto
,»than® ma byt ,,then*.



5) Do vykladu matematické podstaty FCS se dostaly nékteré pieklepy a nejasnosti,
napf. strana 30: - 0y neni polositka geometrického svazku (polositka je 0o .2.(1n2)")
- ve vzorcich (21) a (23) ma byt G(t) misto G(t).
- vyraz 0(oqC(r,t)) plati pouze pro linearni aproximaci Lambert-Beerova
zakona, tj. pro velmi nizké optické hustoty vzorku.
- ve vyjadieni OF(t) na stran¢ 30 by mél byt integral pies prostorové
soufadnice.
6) Na obr. 6 (strana 32) a obr. 7 (strana 34) je zfejm¢ na svislé ose veli¢ina N/N..

Dotazy.

1) Strana 28. Skutec¢né otvor ve clonce (pinhole) konfokéalniho mikroskopu odstranuje
vSechny fotony, které nepochazi z ohniskové roviny objektivu? Jak pak chapat pojem ,,waist*
(napf. str.39)?

2) Jaké jsou jednotky veli¢iny Ry uvedené na obrazku 9 (strana 36)?

3) Emisni spektra (strana 25) jsou uvadéna v zavislosti na energetickych jednotkach
(cm™). Jaky je nazor autorky na obvyklé uvadéni emisnich spekter v zavislosti na vinové
délce (napt. v nm)?

4) Jaky je rozdil mezi ,,mass-weighted* a ,,number-weighted* molekulovou hmotnosti,
pripadné ,,intensity weighted* (str. 37), lze tyto pojmy vyjadrit matematicky?

5) Neprojevuje se pii vyuziti fluorescencnich sond také jejich diftize v ramci micelarni
vrstvy?

6) Je nutné brat také v potaz problém reabsorpce fluorescence pii vasich métenich ?

7) Prosim o vysvétleni posledni véty Casti 2.2.2. (str. 24). Co znamena ,,the amount of
unresolved relaxation®?

8) Jakou roli hraje veli¢ina oy ve vzorcich (10) a (11) (str. 17)?

9) Dotaz k ¢lanku Langmuir 2003. Jsou uvadény rozméry micel zjisténé pomoci AFM
ve vertikdlnim (20 nm) a horizontadlnim sméru (100 nm). Byla vzata v tivahu skute¢nost, Ze
v horizontdlnim sméru maji AFM mikroskopy podstatné vétsi rozliSovaci mez neZz ve
vertikalnim sméru?

10) V ¢lancich je zminovéana vysoka intenzita laserového svazku. Nevyvolava tento
svazek nevratné poskozeni molekul fluoroforu (napt. fotooxidaci) podobné jako u metody
FRAP?

Zavérem mohu konstatovat, Ze predloZena prace piinaSi velmi uZite¢né zhodnoceni
vyuzitelnosti modernich metod relaxace rozpoustédla a fluorescen¢ni korelacni spektroskopie
pfi studiu polymernich micel a fadu novych a perspektivnich vysledkii v oblasti modeli
heterogennich systémi, dokazuje ptehled a porozuméni problematice. Autorka prokazala
predpoklady pro samostatnou védeckou praci.

Prace splnuje vSechny nalezitosti v souladu se zdkonem 111/1998 Sb. a jeho
novelizaci. Doporucuji ji proto praci k obhajobé a Jané¢ Humpolickové titul Ph.D. v oboru
fyzikalni chemie.

V Olomouci 28. 8. 2006 Prof. RNDr. Jan Naus, CSc



