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1. ZAKLADNi UDAJE

Nazev projektu Pokrocilé zobrazovaci a analytické metody pro studium
dynamiky buné&nych dé&ja
Nazev zadatele Ustav experimentéini botaniky AV CR, v. v. i.

Hlavni a vedlejSi obor .
projektu dle Stromu 1ABS Biovedy
odbornosti a oborti OP VVV | 1AB3 Chemie

2. STRUCNY POPIS PROJEKTU - ABSTRAKT

Rychly technologicky pokrok posledni doby umoznil nashromazdit velké mnozstvi informaci
o slozeni zivych organismU. Tyto jsou tvoreny dobre fungujici smési nizkomolekularnich latek,
biopolymeru a lipida. Sekvencni a strukturni informace vsak sami o sobé nestaci k pochopeni
mechanismu, které zajistuji ¢innost rostlinnych i ZivocisSnych organismi. Proto je dullezZité
studovat vztahy mezi jednotlivymi slozkami Zivé hmoty a tyto vztahy i prostoroveé lokalizovat.
V soucasné dobé jsou pro tyto uUcely vyuzivany metody optické, elektronové a magnetické
resonancni mikroskopie. Velkou vyhodou optické fluorescenéni mikroskopie vyuzZivajici
specifické fluorescencni znacky je moznost studovat bunécné procesy v nativnich podminkach.
Prostorové rozliSeni a hloubka ostrosti optické mikroskopie jsou vSak omezeny. Vyssiho
prostorového rozliSeni Ize naopak dosahnout metodami klasické elektronové mikroskopie,
kterd ovSsem neni vyuZitelna pro studium nefixovanych nativnich, vlhkych nebo Zivych vzorka.
Zobrazeni magnetickou rezonanci ma sice nizSi rozliSeni neZ optickd ¢i elektronova
mikroskopie, ale umozZiuje na nativnich biologickych subjektech zobrazit biologické déje na
funkéni drovni.

Cilem predkladaného projektu je pomoci podstatného vylepseni zobrazovacich metod a
zejména environmentalni elektronové mikroskopie posunout hranice poznani v oblasti in vivo
a dynamickych in situ studii biologickych vzorkd, vcéetné moznosti specifického
imunologického oznadeni bunéénych struktur vyuZivajici syntetické nanocastice. Nové
technologie a postupy budou cilené testovany VaV centrem hlavniho navrhovatele (UEB AV
CR) pfi studiu extraceluldrniho prostoru a povrchd rostlinnych bunék a jejich signalnich a
transportnich systému na plazmatické membrané a vendomembranovém systému. Soucasné
v oblasti studia Zivocisnych bunék budou nové postupy a technologie vyuzZity na studium
sledovani a analyzy jaderné architektury, regulaci genové exprese a transportu makromolekul
mezi jddrem a cytoplazmou (IKEM). Zapojend partnerskd VaV centra reprezentuji Spickovy
védecky vyzkum, v ramci projektu se vhodné doplnuji a tvori mezioborovy védecky excelentni
celek. Maji dlouhodobé zkusenosti v pripravé specifickych sond pro mikroskopickou detekci a
jejich testovani v podminkach in vitro na simplifikovanych lipozémovych systémech (UMCH
AV CR), implementaci pokrocilych postupt fixace a zobrazeni rostlinnych a Zivoci$nych bunék
(UEB AV CR, IKEM) a vyzkumu a vyvoji novych fyzikdlnich metod a technologii pro
elektronovou mikroskopii (UPT AV CR).

Pochopeni dynamiky déjii na biomembranach na ultrastrukturalni trovni je klicové jak pro
zakladni, tak aplikovany vyzkum. Ve vSech tiech vyzkumnych programech tak projekt obsahuje
radu vyuziti mikroskopickych postupl pro cilenou pfipravu a naslednou detekci nanocastic
vyuZivanych v mediciné a zemédélstvi. Za hlavni lze povaZovat optimalizaci transportu
biologicky aktivnich substanci po cilovém organismu pti potlacdeni vedlejsich ucinki v mediciné
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a zvyseni efektivity chemické ochrany rostlin v zemédélstvi minimalizaci ekologické zatéze.
Velmi slibnou oblasti vyuZiti je v textilnim prdmyslu vyuzZitelnad cilend modifikace slozeni
bunécénych stén rostlin bez nutnosti pouzit genové modifikace.

3. PROFIL ZADATELE A PARTNERU VAV CENTRA

3.1.Struéna charakteristika zadatele projektu

Ustav experimentalni botaniky Akademie véd Ceské republiky, v. v .i. (UEB AVCR), IC
61389030, je pravnickou osobou zfizenou na dobu neurcitou se sidlem Rozvojova 263, 165 02
Praha 6. Zfizovatelem UEB AVCR je Akademie véd Ceské republiky - organizaéni slozka statu.
Organy UEB AVCR jsou teditel RNDr. Martin Vagner, CSc., rada pracoviité a dozoréi rada.
Reditel je statutarnim organem a je opravnén jednat jménem UEB AVCR.

UEB AVCR byl zaloZen v roce 1962. V soucasnosti mda 14 laboratofi, které se nachazeji v
Praze a Olomouci. Hlavni ¢innosti je predevsim zakladni vyzkum v oblasti rostlinné
experimentdlni biologie zahrnujici bunécnou biologii, genetiku, fyziologii, fytopatologii a
biotechnologie. Je téz aktivni v aplikovaném vyzkumu. Nosnymi tématy vyzkumu jsou studium
mechanismu ucinku rostlinnych hormont a jejich spoluprace pfi prenosu signalu z prostredi,
funkcni genomika, molekularni mechanismy regulace rlstu a vyvoje a patofyziologie rostlin. V
oboru biotechnologii se Ustav zabyva predevsim navrhovdnim a pripravou pozivatelnych
vakcin z rostlin a mechanizmy fytoremediace. Aplikace molekularné biologickych postupt ve
§lechténi jabloni umoznila UEB AVCR vytvofit Fadu Uspé&inych odriid jabloni odolnych proti
houbovym chorobam. Studium rostlinnych hormon téz vedlo k syntéze latek zpomalujicich
starnuti kiZze nebo vykazujicich slibné cytostatické efekty. Podrobné informace o vyzkumné
¢innosti UEB AVCR provadéné v letech 2010-2014 lze nalézt v informaéni broZufe
na tomto odkazu: http://www.ueb.cas.cz/cs/system/files/users/public/ueb scirep 2010-
2014 small.pdf.

Ustav disponuje $pickovym instrumentalnim vybavenim v oblasti pokro¢ilé chemické
analyzy rlstovych regulator(i, genetické analyzy pro mapovani komplexnich genomd, ale v
poslednim desetileti Uspésné rozviji i techniky pokrocilé mikroskopické analyzy, které jsou
rozhodujici pro navrhované centrum excelentniho vyzkumu.

V letech 2014-2015 publikovali pracovnici UEB AVCR vedle védeckych monografii a kapitol
ve védeckych monografiich celkem 277 praci v odbornych impaktovanych ¢asopisech, véetné
nejprestiznéjsich multioborovych ¢asopis Nature, Science a PNAS. Vice nez ¢tvrtina praci byla
otisténa v ¢asopisech patricich dle impaktniho faktoru do nejlepsiho decilu daného oboru, vice
nez polovina pak v casopisech nejlepsiho kvintilu. Pouze méné nez 15% clankl bylo
publikovano v ¢asopisech s impaktnim faktorem pod medidnem oboru. Velka vétsina praci
vznikla ve spolupréci se zahrani¢nimi pracovisti, z velké vétSiny v renomovanych védeckych
institucich. Vedle velké rady neformalnich spolupraci byly tyto spoluprace v letech 2014-2015
podloZzeny spoleénymi projekty se zahrani¢nimi pracovisti, které zahrnovaly 7. radmcovy
program EU (2 projekty) a program COST (20 projektt). Vysoka kvalita vyzkumnych pracovnik
UEB AV CR se projevuje i v mnozstvi jejich prednasek na mezinarodnich konferencich (132 v
letech 2014-2015) a jejich ¢lenstvim v redakcnich radach prestiznich odbornych c¢asopist (37
vroce 2015) a mezinarodnich védeckych vladnich i nevladnich organizaci. Vyjimecné postaveni
UEB AV CR v oblasti hormondlnich regulaci na celosvétové Urovni lze dokumentovat i
pravidelnou organizaci prestizniho setkani odbornikd v tomto oboru s nazvem ACPD (Auxiny
a cytokininy ve vyvoiji rostlin, Auxins and Cytokinins in Plant Development). Posledni roc¢nik
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probéhl v roce 2014, dalsi je v planu v roce 2018 (http://acpd.cas.cz/). V letech 2014-2015 bylo
téZ v UEB AV CR predneseno cca 100 prednasek zahraniénich védc@. Pracovnici Ustavu
vypracovali v letech 2014-2015 vice nez 700 odbornych expertiz pro tuzemské zahranicni
organizace zahrnujici posudky grantovych navrhil pro GA CR, TACR, GAUK, MZe, MSMT, DFG
(SRN), FWO (Belgie), ERC (EU), NSF (USA), BARD (Izrael) a ddle cca 250 recenzi rukopisti do
mezinarodniho odborného tisku. Pracovnici a studenti pisobici v UEB ziskali v poslednich dvou
letech fadu vyznamnych tuzemskych i mezinarodnich ocenéni, jejich seznam Ize dohledat ve
vyrocnich zpravach na odkazu http://www.ueb.cas.cz/cs/category/internet-
site/ustav/vyrocni-zpravy. UEB AVCR té# dlouhodobé vydava dva odborné &asopisy, Biologia
Plantarum (ISl IF2015 1,665) a Photosynthetica (ISl IF2015 1,558).

Informaéni zdroje o UEB AVCR, organizaéni schéma instituce, slozeni dozoréi rady a rady
instituce jsou dostupné na webovych strankach http://www.ueb.cas.cz/. Finan¢ni podil
navrhovatele UEB AVCR v navrhovaném projektu je: 79 493 730,40,- K&.

3.2.Struéna charakteristika partnert projektu

Ustav makromolekuldrni chemie AV CR, v. v. i.

Ustav makromolekularni chemie AV CR, v. v . i. (UMCH AVCR), IC 61389013, je pravnickou
osobou zfizenou na dobu neuréitou se sidlem v Praze 6, Heyrovského namésti 2, PSC 162 06.
ZFizovatelem UMCH AVCR je Akademie véd Ceské republiky — organiza¢ni slozka statu. Organy
UMCH AVCR jsou teditel Ing. Jifi Kotek, Dr., rada pracovi$té a dozordi rada. Reditel je
statutarnim orgdnem a je opravnén jednat jménem UMCH AVCR.

UMCH AVCR predstavuje nejvét$i vyzkumnou kapacitu v oblasti vyzkumu polymerG a
polymernich material(i v Ceské republice. V dané oblasti se fadi i mezi nejvyznamnéjsi centra
akademického (zakladniho) vyzkumu nejen v Ceské republice, ale i ve svété. UMCH disponuje
znalostnim potencidlem vice neZ stovky védeckych pracovnik(, jak v klicovych oborech
makromolekuldrni chemie, fyzikalni chemie a fyziky polymerd, tak v oborech pfesahujicich do
oblasti mediciny, farmacie a biotechnologii, zejména v oblasti vyvoje novych polymer( pro
lékarské a farmaceutické pouziti a zkoumdni zakladnich principl interakci syntetickych
polymerd s organismy. Mezi védeckymi pracovniky Ustavu Ize jmenovat nékolik desitek védcu,
ktefi jsou uznavanymi osobnostmi ve svych oborech ve svété.

Jiz od svého zaloZeni na konci 50. let minulého stoleti je Ustav makromolekuldrni chemie
v povédomi domdci i svétové odborné verejnosti spojen s vyzkumem polymer( pro medicinu.
Zakladatel ustavu, prof. Otto Wichterle, vyndlezce polymerniho materidlu a technologie pro
vyrobu mékkych kontaktnich cocek, jednoho znejvyznamnéjSich ceskych vynalezu,
rozsitreného a uznavaného celym svétem. | v soucasnosti je program vyzkumu polymer0 pro
medicinu jednim ze st&Zejnich vyzkumnych smért UMCH.

Pfinos UMCH pro vyzkum a vyvoj polymer(i pro farmaceutické a lékafské aplikace,
konkrétné v oblasti novych polymernich forem léc¢iv a polymer( pro regenera¢ni medicinu
dokladaji i prestizni ocenéni Ceska hlava, kterd ziskali védci z UMCH v minulych letech (Narodni
cena 2002, Cena Invence 2005, 2008). V roce 2008 byl Gstav vyhodnocen cenou ,,Ceskych 100
nejlepsSich v oborové kategorii ,Vzdélani-véda-zdravi-humanita® jako jediny zastupce z
Ustavl Akademie véd.

Informaéni zdroje o UMCH AVCR jsou dostupné na webovych strankach
http://www.imc.cas.cz/. Finanéni podil partnera UMCH AVCR v navrhovaném projektu je 59
974 292,20,- K¢.
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Institut klinické a experimentdalni mediciny (IKEM)

IKEM je nejvéts$im a nejlepsim specializovanym klinickym pracovistém v Ceské republice.
Jedna se o pFispévkovou organizaci pfimo fizenou Ministerstvem zdravotnictvi CR a tvofi ho 4
specializovana centra (Kardiocentrum, Transplantcentrum, Centrum diabetologie, Centrum
experimentdlni mediciny), komplement vyse uvedenych center, 8 klinik, 15 odbornych
pracovist, zakladen a laboratofi a pfes 1 800 pracovnika.

IKEM se zabyva zejména problematikou kardiovaskuldrnich chorob, transplantaci organd,
diabetologii a poruchami metabolismu. Mezi jeho hlavni funkce, kromé specializované klinické
¢innosti ve vybranych oblastech, patfi také védeckovyzkumna Cinnost v oblasti zdravotnictvi,
vychova védeckych pracovnik( a Uc¢ast na vychové a doskolovani Iékara.

Védeckovyzkumnou cinnosti se IKEM snazi fesSit zdravotnicky a spolecensky nejzavaznéjsi
problémy. K vyzkumnym ukollim vyuZiva mnoho oborovy tymovy pfistup a nejmodernéjsi
technické vybaveni. Dlouhodobé spolupracuje se Sirokym spektrem zdravotnickych pracovist
doma i ve svété. Doba a charakter vyzkumu se lisi dle jeho zaméreni. Obecné je v IKEM
provadén kratkodoby i dlouhodoby vyzkum scharakterem prevainé zakladniho a
aplikovaného pramyslového lékafského vyzkumu.

V obdobi let 2014-2015 bylo vIKEM nepfretriité feSeno 68 vyzkumnych projektQ
financovanych z prostfedk(l ministerstva zdravotnictvi CR, grantové agentury CR, MSMT CR,
ministerstva vnitra CR, technologické agentury CR a Ministerstva priimyslu a obchodu CR. 7
projektd financovala Evropska komise prostiednictvim 7. R&mcového programu EU. V obdobi
let 2014-2015 bylo nepretrzité téz reSeno 27 dil¢ich projektl financovanych institucionalni
podporou.

Informacni zdroje o IKEM jsou dostupné na webovych strankdch IKEM
http://www?2.ikem.cz/. Finan¢ni podil partnera IKEM v projektu je: 59 917 050,08,- K¢

Ustav pfistrojové techniky AV CR, v. v. i.

Ustav pFistrojové techniky Akademie véd Ceské republiky, v. v. i. (UPT AVCR), IC 680811731,
je pravnickou osobou zfizenou na dobu neur¢itou se sidlem v Brné&, Kralovopolska 62/147, PSC
612 64. Ztizovatelem UPT je Akademie véd Ceské republiky — organizaéni slozka statu. Orgény
UPT jsou reditelka Ing. llona Miillerovd, DrSc., rada pracovi$té a dozoréi rada. Reditelka je
statutarnim orgdnem a je opravnéna jednat jménem UPT.

UPT byl zaloZen roku 1957 jako instituce zajistujici pristrojova vybaveni pro daldi Gstavy
Akademie véd v oblastech elektronové mikroskopie, magnetické rezonance a pozdéji lasera.
Po roce 1989 dochazi kprocesu transformace a na UPT jsou ponechany pouze
nejperspektivnéjsi oblasti badani. Struktura védeckych oddéleni a vyzkumnych skupin je
nastavena tak, aby vychazela z badatelského zaméfeni projektd, jeZ jsou na UPT FeSeny. Na
UPT dochézi k propojeni teoretického, experimentalniho a aplikovaného vyzkumu, do ného?
jsou zapojena védeckd oddéleni Ustavu; Specidlni technologie, Elektronova mikroskopie,
Magneticka rezonance a Kryogenika, Medicinské signaly, Optické mikromanipulacni techniky
a Koherenéni optika. Od roku 2013 jsou soucasti UPT Aplikaéni laboratofe pokrocilych
mikrotechnologii a nanotechnologii (ALISI) vzniklé za podpory projektu VaVpl. Svou ¢innosti
UPT pfispiva ke zvy3ovani urovné poznani a vzdélanosti a k vyuziti vysledkd védeckého
vyzkumu v praxi. Ve spolupréci s VS uskuteéfiuje doktorské studijni programy, a tim pfispiva
k vychové mladych védeckych pracovnikd.

Informaéni zdroje o UPT AVCR jsou dostupné na webovych strankach
http://www.isibrno.cz a http://alisi.isibrno.cz. _Finanéni podil partnera UPT AVCR
v navrhovaném projektu je: 79 834 636,- KC.
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3.3.Charakteristika VaV centra/center vstupujicich do projektu

Vychozi stav:

Navrhovany projekt bude realizovan VaV centry tfech ustavd AV CR, tj. UEB (navrhovatel),
UMCH a UPT a centrem IKEM MZ CR. Jasné definovana a z hlediska aktudlni tématiky projektu
optimalné se dopliujici védecka témata jsou na Spickové Urovni v centrech fesena desitky let.
VSechna centra vstupujici do projektu programoveé realizuji vyzkum a vyvoj a vSechna jsou bud’
pfimo akreditovana (IKEM) ¢i jsou aktivni v akreditovych programech bakalarského,
magisterského a doktorského vysokoskolského vzdélavani predevsim na Univerzité Karlové v
Praze, ale i dalSich vysokych skolach. Vyzkumna strategie zapojenych VaV center dlouhodobé
zahrnuje studium bunéénych struktur rostlinnych (UEB AVCR) a Zivocidnych (IKEM) bunék
metodami pokrocilé fluorescencni, elektronové a magnetické resonancéni mikroskopie. Tyto
technologie jsou v mnoha aspektech navazany na chemickou syntézu nanocasticovych
systémd, které jsou dlouhodobé predmétem studia VaV centra UMCH AVCR. Vyzkumnd
strategie VaV centra UPT AVCR zahrnuje pfedevdim vyvoj novych instrumentalnich technik v
oblasti environmentalni elektronové mikroskopie. Propojenim popsanych strategii planujeme
vytvorit centrum excelentniho vyzkumu, jehoz hlavnim cilem bude prostfednictvim zdsadniho
vylepSeni environmentalni elektronové mikroskopie posunout hranice poznaniv oblasti in vivo
studii biologickych vzork(i, véetné oznaceni bunécnych struktur pomoci syntetickych
nanocastic. Tento hlavni cil je doprovazen fadou mensich cild, které k nému sméruji a zahrnuji
i dalsi mikroskopické metody a techniky pfipravy vzork.

Navrhovatel UEB AVCR vstupuje do projektu aktivitou VaV centra orientovaného na
pokrocilou mikroskopickou analyzu rostlinnych bunék. Toto centrum je tvofeno pracovniky
5 laboratofi a bude pro ucely navrhovaného projektu vedeno vedoucim mikroskopického
pracovisté UEB AVCR RNDr. Janem Petraskem, Ph.D. (http://www.ueb.cas.cz/if). Vyzkumna
strategie laboratofi zapojenych do stavajiciho VaV centra zahrnuje studium dynamiky
cytoskeletu, endomembranového transportu, integralnich a perifernich membranovych
proteinli, membrdnovych lipidld a extraceluldrniho materidlu. Ve vSech téchto oblastech je
pracovisté dlouhodobé instrumentdlné rozvijeno s finanéni podporou ustavu, akademie véd a
Fady Géelovych projekttl. Rozvoj pokrocilych mikroskopickych metod zaéal v UEB v roce 2006,
kdy byl v rdmci investice centra zékladniho vyzkumu MSMT REMOROST, projekt ¢. LC 06034
(http://remorost.ueb.cas.cz/; 2006-2010) uveden do provozu konfokalni laserovy skenovaci
mikroskop Zeiss LSM 5 Duo se spektralni detekci a rychlym ¢arovym skenerem. V letech 2006-
2010 se podafilo Uspésné zavést a publikovat v podobé plivodnich sdéleni vedle metod
bézného vicekandlového a spektralniho zobrazovani rostlinnych preparat(i i fotomanipulacni
experimenty typu FRAP a FRET. Pofizeni automatizované stanice pro histochemické metody
Intavis InsituPro VSi (Operacni program Praha - konkurenceschopnost, projekt
CZ.2.16/3.1.00/21159; 2009) umoznilo rozvoj imunofluorescenénich metod. Neinvazivni
metody in vivo optické fluorescencni mikroskopie se podafilo ddle vylepsit v roce 2012 diky
Uspéchu v souté?i o nakladné pFistroje AVCR, kdy byla laboratof posilena o konfokalni
mikroskop na principu rotujiciho Nipkowova kotouce, Nikon Eclipse Ti-E, Yokogawa CSU-X1.
Studium bunécénych procesil ve vysokém casovém i prostorovém rozliSeni pokracovalo
pofizenim vysoce citlivého spektralniho laserového konfokalniho invertovaného mikroskopu
Zeiss LSM 880 (Operacni program Praha - konkurenceschopnost, projekt
CZ.2.16/3.1.00/21519; 2015). Spolu se vzpfimenym mikroskopem se strukturovanym
osvétlenim (Zeiss Apotome 2; investice UEB AVCR, 2015) je tak nyni jednotka vybavena
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Spickové pro in vivo fluorescenéni mikroskopii. Pracovisté téZz disponuje transmisnim
elektronovym mikroskopem, ktery byl instalovdn v roce 2012 (Operacni program Praha -
konkurenceschopnost, projekt C€Z.2.16/3.1.00/24014). Mikroskopické pracovisté bylo
oficidlné zafazeno jako samostatna jednotka do organiza¢ni struktury UEB AVCR na konci roku
2015 (http://www.ueb.cas.cz/if). Pfehled publikaci v ¢asopisech vytvorenych stavajicim VaV
centrem UEB zaméfenym na mikroskopické techniky je uveden v pfiloze 1. Zddraznit s
ohledem na predkladany projekt je zapotfebi pfedevsim prdace, které prispély k odhaleni
mechanismU smérované exocytdzy u rostlin, pochopeni vyznamu dynamiky membranovych
prenasecl auxinu ve vyvoji rostlin a definovani role membranovych lipidd pro prenos signalu
u rostlin.

VaV centrum partnerského pracovisté UMCH AVCR je reprezentovano v navrhovaném
projektu oddélenim "Nadmolekularnich struktury a samoasociacni procesy (SUPRAMOL)",
vedeného RNDr. Petrem Stépankem DrSc. Tento tym se systematicky a dlouhodobé zabyva
fyzikalné-chemickym studiem procesi samousporadani polymernich systémua a jejich aplikaci
pro fizenou pripravu nanocasticovych systémi predevSim pro biomedicinské aplikace.
Vyzkum clenl tymu vedl k podrobnému pochopeni rozdilG pti vzniku nanocastic na typu
zmény vnéjSiho prostiedi, predevSsim zmény teploty, pH, termodynamické kvality
rozpoustédla, iontové sily ¢i pritomnosti povrchové aktivni latky. Vysoké kontroly procesu
vzniku nanocastic a jejich uzitnych vlastnosti bylo dosazeno diky systematickému fyzikdlnimu
a fyzikalné-chemickému pristupu k procesim fazové separace a nasledného samousporadani,
véetné studia modelovych systémU, coZ vyZaduje vysokou profesionalitu pfi pouzivani
relevantnich  experimentalnich  technik, predevsim statického, dynamického a
elektroforetického rozptylu svétla, malothlového rozptylu rentgenovych paprski a neutronf,
izotermalni titra¢ni kalorimetrie a radionuklidového znaceni. Tym ma rozsahlé zkuSenosti v
oblasti polymerl specificky degradovatelnymi reaktivnimi formami kysliku a polymernich
antioxidantu, jak v nanocasticovych systémech pro kontrolované uvoliovani farmak, tak v
antioxidacnich gelech pro hojeni poranéni (pfipravek HEMAGEL® byl vyvinut na tomto
pracovisti).

Dalsi zdroje informaci o pracovisti partnerském VaV centru SUPRAMOL je moZzné nalézt na
odkazu http://www.imc.cas.cz/cz/umch/c_supra.html.

VaV centrum partnerského pracovisté IKEM vstupuje do projektu zapojenim svého
pracovisté radiodiagnostiky a intervencéni radiologie (ZRIR), které =zajistuje veSkera
radiodiagnosticka vysetreni pro IKEM a navic se specializuje na rozvoj a vyzkum v oborech
intervencni radiologie a magnetické rezonance, ve kterych poskytuje specidlni sluzby pro
zdravotnickd a védecko-vyzkumna zafizeni v CR.

V rdmci ZRIR se navrhovanym projektem bude zabyvat predevsim skupina experimentalni
MR spektroskopie a zobrazovani, kterd ma nejdelsi tradici v aplikaci a vyzkumu v oboru
magnetické rezonance (MR) v Ceské republice. Skupina ma k dispozici celotélovy 1,5 T MR
tomograf pro klinicka vySetfovani, celotélovy MR tomograf 3 T uréeny prevazné ke klinickému
vyzkumu v MR spektroskopii a zobrazovani umoZriujici pracovat sH, 2°F, 3P jadry a
zobrazovat mala zvirata, experimentalni 4,7 T MR tomograf, dva relaxometry (velikost pole je
0,5Ta 1T), optické mikroskopy a fluorescen¢ni optické zarizeni pro zobrazovani malych zvitat.
Tato skupina zajistuje specidlni vysSetfeni zahrnujici zobrazovani transplantovanych bunék
v klinickém i preklinickém vyzkumu a v této oblasti je jednoznacné vedoucim pracovistém
v CR.
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Ve vyzkumné MR skupiné na ZRIR IKEM pracuje 14 védeckych pracovnik(i a Ph.D. student(.
V oblasti klinického vyzkumu skupina pracuje na problematice metabolického syndromu a
souvisejicich otazkdch v oblasti diabetu a obezity a kardiovaskuldrnich onemocnéni. Byla
vyvinuta fada vySetfovacich algoritmi pro MR spektroskopii, funkéni a kardiologické MR
vysetfovani na klinickych tomografech. V experimentalnim vyzkumu se skupina zaméruje na
molekularni zobrazovani, véetné testovani novych kontrastnich latek pro bunécéné znaceni.

Pracovnici ZRIR se aktivné podileji na tesSeni vyzkumnych projektd jednak v rdmci
individudlnich grant(, jednak jako spolupracovnici pfi feSeni vyzkumnych zamérU ostatnich
pracovist IKEM. Pracovisté je intenzivné zapojeno do vyzkumu v oblasti bunécného
zobrazovani, kde spolupracuje s fadou ¢eskych i zahranic¢nich pracovist. Jednim z vyznamnych
vysledkl skupiny a dalSich pracovnik(i IKEM je zobrazeni transplantovanych pankreatickych
ostravkl znacenych specifickymi kontrastnimi latkami metodou MR zobrazovani na
experimentdlnim modelu i v klinickém experimentu. Tento model transplantace a lécby
diabetu je moZno povazovat za priklad Uspésné teranostiky (metoda vyuZzivajici zobrazovani
pro kontrolu lécby). Za vyznamny Uspéch je mozné povazovat také studie znaceni bunék kostni
drené (a dalSich druhl bunék) nanocdasticemi Zeleza a sledovani jejich pohybu po
transplantaci. Pracovisté prokdazalo vhodnost vyuziti komercnich kontrastnich latek Resovist a
Endorem jako prvni ve svété, a to nedlouho po instalaci experimentalniho MR tomografu
v roce 1999. Tyto experimenty se provadély a provadéji v soucinnosti s dalSimi pracovisti IKEM
a Ustavem experimentdlni mediciny AV CR (UEM AV CR).

Pracovisté spolupracuje na vyzkumnych projektech zejména s Narodnim udstavem
dusevniho zdravi; Pfirodovédeckou fakultou, 1. Iékafskou fakultou a Matematicko-fyzikalni
fakultou Univerzity Karlovy; Ustavem makromolekularni chemie AV CR, Ustavem organické
chemie AV CR, UEM AV CR a s fadou dalSich. Ze zahraniénich instituci je velmi dobfe rozvinuta
spoluprace s Centrem MR excelence LU ve Vidni, Centrem molekuldrniho a bunééného
zobrazovani ,,moSAIC” v Leuven, Preklinickym MR zobrazovacim centrem, Radboud University
Medical Centre (RUNMC), Nijmegen a Universitou v Bergenu.

Informacni zdroje o ZRIR jsou dostupné na webovych strankach IKEM:
http://www.ikem.cz/cs/komplement/pracoviste-radiodiagnostiky-a-intervencni-radiologie-

zrir/a-40/.

VaV centrum partnerského pracovisté UPT AVCR vstupuje do projektu prostfednictvim
centra Environmentalni elektronové mikroskopie (VaV centrum EEM), jejimz zakladem je
védecka skupina Environmentalni elektronovd mikroskopie vedena Ing. et Ing. Vilémem
Nedélou, Ph.D, doplnénd o Spickové védce z UPT a dalSich ¢eskych i zahranicnich vyzkumnych
instituci. Skupina EEM je pevné zakotvena ve struktufe UPT i projektu OP VaVpl s ndzvem
Aplikacni a vyvojové laboratore pokrocilych mikrotechnologii a nanotechnologii (ALISI).
Cinnost UPT i ALISI jsou finan¢né zabezpeéeny instituciondlnim pfispévkem od AV CR,
Ucelovym financovanim prostiednictvim tuzemskych (napf. dvé TACR Centra kompetence
TE01020118, TE01020233, GACR Centrum excelence GB14-36681G) i zahraniénich
vyzkumnych grant( (napf. FP7 606988 SIMDALEE2, FP7-PEOPLE 316679 Transact), Narodnim
programem udrzitelnosti (LO1212) a castecné i smluvnim vyzkumem pro fadu partner(.
Zakladnim poslanim VaV centra EEM v projektu je propojeni teoretického, experimentalniho
a aplikovaného vyzkumu v oblastech elektronové optiky a mikroskopie, koherenéni optiky a
interferometrie, optickych  mikromanipulaénich  technik, technologického vyuziti
elektronovych a laserovych svazkd, kryogeniky a supravodivosti. Hlavni usili VaV centra EEM
v projektu bude sméfovat k objevovani a rozvijeni novych experimentalnich metod studia
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vlastnosti a mikrostruktury prevainé Zivé i nezivé hmoty, popf. novych postupl z oblasti
Spickovych technologii. Dalsi zdroje informaci je moiné nalézt na odkazech
http://www.isibrno.cz/, http://alisi.isibrno.cz/ a http://eem.isibrno.cz/.

K préikopnikdm environmentdlni rastrovaci elektronové mikroskopie (EREM) v Ceské
Republice patfili prof. Rudolf Autrata z Ustavu pFistrojové techniky AVCR, v.v.i v Brné. Profesor
Autrata byl také autorem rady patentu a ¢lankd z oblasti vyzkumu a vyvoje detekcnich systému
pro REM a EREM. Poprvé pFedstavil scintilaéni monokrystalické materialy YAG:Ce3* a YAP:Ce3*
jako zakladni prvek detektord signalnich elektrond. VaV centrum environmentalni elektronové
mikroskopie (VaV centrum EEM) vedené byvalym studentem prof. Autraty, Ing. Vilémem
Nedélou, Ph.D., v této vice nez tficetileté tradici vyzkumu a vyvoje EREM a detekcnich systému
pokracuje. Zabyva se aplikovanym, ale zejména zakladnim vyzkumem zamérenym na simulace
interakci elektron( s plynem, vodou a pevnou latkou v EREM, ndvrhem a vyvojem detekénich
systém( pracujicich na principu narazové ionizace molekul plynd signalnimi elektrony,
vyvojem scintilacné-fotonasobicovych detektorli pro detekci sekunddarnich i zpétné
odrazenych elektron v prostredi vysokého tlaku plyn(. VaV centrum EEM se také dlouhodobé
zabyva simulacemi proudéni plyni v EREM, konkrétné optimalizacemi designl elektronové
optickych ¢asti EREM s ohledem na cerpani plynu. Ve spoluprdci s fadou akademickych
partner( realizuje VaV centrum vyzkum Sirokého spektra obtizné pozorovatelnych zejména na
radiacni poskozeni citlivych vzorku, ¢asto v rdmci dynamickych in-situ experiment(l. Vyznamné
aktivity centra jsou také v oblasti vyzkumu a vyvoje specidlnich mikroskopickych metod,
instrumentace a integraci novych technologii do EREM. VaV centrum EEM je v soucasnosti
jednim z mala center na svété, které reSi problematiku environmentalni rastrovaci
elektronové mikroskopie komplexné.

Vroce 2014 uspélo VaV centrum EEM v interni soutézi AVCR na podporu nakupu
nakladnych pfistrojl. Diky této finan¢ni podpofre byl v roce 2015 zakoupen unikatné vybaveny
vysokorozliSovaci elektronovy mikroskop QUANTA 650 FEG a svoji ¢innost zapocala evropska
laboratof environmentalni elektronové mikroskopie (Obr. 3.1). Vedle Sirokého spektra
béznych detekcnich systém( je novy mikroskop vybaven na zakdzku upravenou komoru
vzorku velkych rozmért, vyhfivanym a chlazenym drzakem vzorku (od -20 °C do 1000 °C),
systémem dvou presnych mikromanipuldtor s Sirokym pfisluSenstvim, napf. systémem
fizené injekce kapalin a plynd na vzorek a systémem EBIC. Mikroskop také umoznuje provadét
energiové disperzni prvkovou X-Ray analyzu elektricky nevodivych vzork( bez nutnosti pokryti
jejich povrchu dalSimi vrstvami v prostredi vysokého tlaku plynd a v ,,deceleration” modu
studium vzorkd v podminkach velmi nizkych energii primarniho elektronového svazku.
Studium tenkych fez(i a nano-Castic v kapalinach je mozné diky klasickému STEM a
specidlnimu wet-STEM moddu. Novy mikroskop je skvélym néstroje pro mezioborovou
védeckou spolupraci a po radé planovanych Uprav a po doplnéni o unikatni systémy vyvinuté
na UPT AVCR v Brné bude jedine¢nym zafizenim v celosvétovém méfitku. Vybaveni VaV centra
EEM je vzhledem k tématice projektu na Spickové Urovni.
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Planovana organizacni struktura v dobé realizace projektu:

Zadatel i partnefi jsou si védomi, Ze Fidici a organizaéni struktura navrhovaného projektu
(Obr. 3.2) je s ohledem na rozsahlost resené problematiky a pocet zapojenych pracovnik(
zasadni a jeji efektivni nastaveni vyrazné pfispéje k dosazeni a naplnéni cill projektu a
podstatnou mérou omezi pripadna rizika spojend s realizaci.

Ridici rada administrace projektu (Obr. 3.3) bude sloZena z Feditele projektu, ktery nese
celkovou zodpovédnost za projekt (Jan Petrasek, odpovédny resitel za Zadatelské VaV centrum
UEB AV CR), zastupce reditele (Vilém Nedéla, odpovédny fesitel za partnera EEM UPT AV CR),
vedoucich jednotlivych VaV center, Petr Stépanek (odpovédny fesitel za partnera SUPRAMOL
UMCH AV CR), Daniel Jirdk (odpovédny ftesitel za partnera ZRIR IKEM) a projektového
manaZera (bude nominovan).

Obrazek 3.2: Ridici a organizaéni struktura navrhovaného projektu.
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RIDICI RADA
ADMINISTRACE
PROJEKTU

Bude nominovan e
Eva Mavratilova

Petr Stépanek

bude nominovan

Daniel Jirak

lan Petragek
Vilém Nedéla

bude nominovan
Viléem Nedéla

Jan Petrasek ..
bude nomincvan

Obr. 3.3: Ridici rada administrace navrhovaného projektu.

Ukolem fidici rady administrace projektu bude dohlizet na plnéni monitorovacich
indikator projektu, kontrolovat finan¢ni hospodareni projektu, projednavat a schvalovat
zmény v rozpoctech projektu tykajicich se ucastnik(l projektu, povérovat reditele k jednani
s MSMT v pfipadé zménového fizeni nebo Ffedeni jinych problém(, pribéiné kontrolovat a
vyhodnocovat dosazené vysledky, resit pfipadné konflikty, definovat podminky vybérovych
fizeni a uc€astnit se hodnoceni nabidek. Rada bude zasedat minimalné ¢tyrikrat rocné. Zasedani
mUze byt téZ svolano v pfipadé nutnosti fesSeni neoc¢ekdvanych problému (finanéni problémy,
personalni a administrativni zaleZitosti). Vysledky jedndni Rady budou zdvazné pro vSechny
Ucastniky projektu. V ptipadé feSeni konfliktd se Rada bude fidit znénim Smlouvy o
partnerstvi, ktera je jiz predbéiné schvalena navrhovatelem a vSemi partnery a pripravena k
podpisu pro druhé kolo hodnoceni. Zapisy z jednani budou ptilohami dil¢i nebo zavérecné
zprdvy. Zaseddani Rady bude probihat za osobni Ucasti viech ¢len( rady.

Reditel projektu, Jan Petrasek, bude zodpovédny za Uspé$nou realizaci projektu. Jeho
funkci bude fizeni projektu jako celku. Bude rozhodovat na zakladé jednani v fidici radé
administrace projektu o zakladnich tématech projektu a pfipadnych zménach a konfliktech,
schvalovat rozpocty jednotlivych ¢asti projektu, schvalovat harmonogram jednotlivych ¢asti
projektu, schvalovat a potvrzovat dokonceni jednotlivych milnikd projektu v soucinnosti se
zastupcem reditele projektu.

Zastupce feditele/odpovédny fesitel za partnera EEM UPT, Vilém Nedéla, bude ¢lenem
fidici rady administrace projektu a spolu s feditelem projektu bude odpovédny za Uspésnou
realizaci projektu. Zastupce feditele projektu bude mit pravomoc jmenovat projektového
manaZera. Jeho zodpovédnosti bude dale zajistit principy toku informaci mezi jednotlivymi
Cleny fidici rady administrace projektu, fidit a usmérriovat a zajistit dodavky od tretich osob. Z
hlediska vnitfnich vazeb tymu bude odpovédny fediteli projektu a bude mit pravomoc
delegovat jednotlivé ukoly na dalsi ¢leny Fidici rady administrace projektu. Z pohledu vnéjsich
vazeb bude mit pravomoc jednat v rdmci stanoveného harmonogramu jednotlivych fazi
projektu a jejich rozpoctu.
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Vedouci VaV center/odpovédni Fesitelé partneri UEB (Jan Petrasek), UMCH (Petr
Stépanek), UPT (Vilém Nedéla) a IKEM (Daniel Jirdk) budou ¢leny Fidici rady administrace
projektu. V rdmci projektového tymu bude jejich ukolem sledovat a fidit administrativni fizeni,
a to predevsim na strané partnerl. Jejich zodpovédnosti bude déle zajistit principy toku
informaci mezi jednotlivymi ¢leny fidici rady administrace projektu. Z pohledu vnéjsich vazeb
budou mit pravomoc jednat v ramci stanoveného harmonogramu jednotlivych fazi projektu a
jejich rozpoctu.

Projektovy manaZer, bude nominovan, bude ¢lenem fidici rady administrace projektu.
Bude zodpovédny za realizacni management projektu ve vztahu k poskytovateli dotace
a jednotlivym ¢lenlim projektu. Bude zodpovidat za dodrZzovani podminek dotacniho titulu,
pfipadna zménova tizeni v ramci projektu, kontrolovat administrativni vystupy projektu a to
zejména mzdové podklady. Bude upozorriovat vedouci VaV center projektu na pripadné
nesrovnalosti ve vztahu k dotacnimu titulu a zdroven fungovat jako zpétnd vazba pro tym
projektu. Bude zodpovédny za ekonomické posouzeni projektu (zajisténi podklad( pro
posouzeni rentability). Bude kontrolovat ¢erpdani projektového rozpoctu. Ve své ¢innosti bude
podfizen zastupci feditele projektu.

Ridici rada projektu pro vyzkum a vyvoj (Obr. 3.4) bude sloZena z manaZera projektu pro
vyzkum a vyvoj, ktery ponese celkovou zodpovédnost za vécnou ndpln projektu (Jan Petrasek),
vedoucich jednotlivych vyzkumnych programu projektu (viz kapitola 5), tj. 1. (Jan Petrasek), 2.
(Petr Stépanek) a 3. (Vilém Nedéla) a vedoucich vyzkumnych pracovnikil jednotlivych
vyzkumnych programd. Ukolem Fidici rady projektu pro vyzkum a vyvoj bude dohlizet na
plnéni stfrednédobych a kratkodobych realizacnich plan( z hlediska vzajemné provazanosti
VaV center Zadatele a partneru z hlediska naplnéni planovanych vysledk( projektu, priibézné
kontrolovat a vyhodnocovat dosazené vysledky projektu a vyvoj projektu a kontrolovat
naplfiovani milnik(i projektu. Rada bude zasedat minimalné ¢tyfikrat rocné. Zasedani mize byt
téZ svoldno v pfipadé nutnosti feSeni neocekavanych problému (zpozdéni feSeni dil¢ich ukold,
technické problémy). Vysledky jednani rady budou zdvazné pro vSechny ucastniky projektu.
Zapisy z jednani budou pfilohami dil¢i nebo zavéreéné zpravy. Zasedani rady bude probihat za
osobni ucasti vSech ¢lenu rady.

Manaser projektu pro
vzkum a wjvoj

Jan Petragek

Vedouci wzkumného Vedouci wzkumného
programu 2 B programu 3

petrétepanek — Vilém Neddia

Vyzkumny cfl 1 Vyzkumny cil 2 y yeil1 y yeil 2 v yoil3 Vyzkumny eil 1 Vyzkumny cfl 2 Vyzkumny cil 3 Vyzkumny cil 4

Vedouciwakumne Vedoud wzkurmé DanielJirdk Martin Oral vilém Nedéia Peter Gemeiner Jan Jezsk
aktivity1 aktivityl
LT Katefinaschwarzerova v 2
Vedoudvizkumné
Vedoudivizkumné Vedoud vizkumné ity
it aktivity2 Martin Hruby
Jan Martinec KatefinaEliazova P
Vedoud vizkumné
Vedoucivjzkumné aktivity2
aktivity3
Martin Potocki

Vedouci vizkumne: o
ktivieg3 zdenasedikova

LT Vedoud wzkumné Vedoucivzkumeé

Vedoudivjzkumng akeivity 3 aktiviey3
LT Martin Hrubi DuganCmarko

SaidHafidh

7 7

Obrazek 3.4. Ridici rada projektu pro vyzkum a vyvoj
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Vedouci jednotlivych vyzkumnych programl budou odpovédni za jednotlivé vyzkumné
programy a odborné vedeni tyma, budou dohliZet na pInéni harmonogramu praci a dil¢ich cil(,
evidovat pribézné vysledky, informovat fidici radu projetu pro vyzkum a vyvoj o spinéni dil¢ich
cild (k planovanému datu), identifikovat problémy pfi feSeni vécné naplné projektu s
povinnosti neprodleného informovani rady, pfipravovat materidly pro dil¢i a zavéreéné zpravy
a pripravovat situacni zpravy o prlibéhu plnéni cili na vyzadani rady. Vedouci jednotlivych
vyzkumnych programi podle potfeby budou organizovat na pracovistich porady, kde budou
reSeny technické i administrativni otazky. V ramci planovanych koordinacnich schlizek budou
pridélovany ukoly tak, aby jejich rfeSeni vedlo k plnéni stanovenych méfitelnych cild. Z kazdé
absolvované schlizky bude pofizen zapis o kontrole pInéni tUkold vedoucich k dil¢im cilGm,
zadani novych ukoll, a v pripadé potreby budou vymezeny kritické body realizace a navrZena
pfipadna opatreni k napravé. Kazdy ¢len tymu bude povinen dokumentovat svoji ¢innosti v
mife dostatecné pro jeho eventudlni zastoupeni.

Zaclenéni struktur navrhovaného projektu do stdvajicich institucionalnich struktur
navrhovatele UEB AVCR bude Fe$eno formou vytvoFeni Géetné samostatné jednotky v ramci
organizaéni struktury UEB. Organigram (PFiloha 2) uvadi za¢lenéni navrhované jednotky centra
excelentniho vyzkumu do struktur UEB s vyznacenim vazeb na 5 laboratofi a mikroskopickou
jednotku stavajiciho VaV centra UEB a déle na partnerskd VaV centra UMCH AVCR, IKEM a UPT
AVCR.

3.4. Stavajici vyzkumné aktivity VaV centra/center souvisejici s aktivitami
projektu

VaV centrum navrhovatele UEB AVCR realizuje v obdobi poslednich dvou let (2014-2015)
fadu vyzkumnych aktivit v oblasti mikroskopického zkoumani struktur rostlinnych bunék
pfimo navazanych na rozvoj pokrocilé konfokdlni mikroskopie (viz. kap. 3.3). Jak je uvedeno v
pfilozeného seznamu publikaci (pfiloha 1), odhaleny byly predevsim zasadni informace o
pohyblivosti membranovych prenasecl rostlinného hormonu auxinu, o zapojeni
membranovych lipidi do signdlnich drah asociovanych s membrdnami, o proteinovém
komplexu pro smérovanou dopravu sloiek bunééné stény, o roli cytoskeletu ve
vhitrobunécném transportu a usporaddni bunécnych povrchli a zejména o vyznamu vsech
téchto procesu pro vyvoj rostlin. V ndvaznosti na tyto velice kvalitni vystupy zahrnujici fadu
¢lankd s poctem citaci mezi 100x a 500x, byla i v letech 2014-2015 reSena fada projekt(
pfedevsim v oblasti integrdlnich membrdnovych proteind, membranovych lipidd, a
mikrodoménového usporadani membran (pfiloha 3).

Vyse uvedené aktivity nebyly podporeny projekty v rdémci programu OP VaVpl ¢i OP VK. VaV
centrum UEB AVCR je viak partnerem projektu v ramci programu "N&rodni vyzkumna
infrastruktura pro biologické a medicinské zobrazovani" (CzBl; http://www.czech-
bioimaging.cz/) podporeného tcelovou podporou MSMT pro velké infrastruktury pro vyzkum,
experimentalni vyvoj a inovace (LM2015062, 2016-2019). Prostfednictvim tohoto projektu je
VaV  centrum UEB AVCR zapojeno do evropské sité  Euro-Biolmaging
(http://www.eurobioimaging.eu/) v ramci prazského uzlu, ktery byl vysoce hodnocen a je tak
validovan pro budouci aplikace v ramci sité ESFRI (European Strategy Forum on Research
Infrastructures). V roce 2016 se VaV centrum UEB Géastni formou zadost v ramci CzBI vyzvy €.
02_16_017, "Vyzkumné infrastruktury pro vzdélavaci ucely - budovani ¢i modernizace"., kde
se primarné soustfedi na vylepSeni instrumentace a jen velmi zanedbatelna c¢ast je
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poZadovana na védecké aktivity, které naopak tvofi hlavni aktivitu navrhovaného projektu
excelentniho vyzkumu.

Predkladany projekt je zaloZen na rozvinuti nékolika vyzkumnych programu a aktivit, které
jsou pfimo navazané na aktivity VaV centra v oblasti studia struktury mezibunééného
materidlu, bunéénych povrchl, bunéénych stén, plazmatické membrany a
endomembranového systému rostlinnych bunék. Seznam projekt(i s popisem jejich vyzkumné
agendy, které byly v UEB Fedeny v letech 2014-2015, a které budou p¥imo déle rozvijeny
navrhovanym projektem, je uveden v pfiloze 3. Prostfednictvim predkladaného projektu VaV
centrum UEB v maximalni moZné mite rozviji potencial, ktery nastavilo svou &innosti vlastni
pracovisté optické fluorescenéni mikroskopie a pocitd s jeho vylepSenim o metody pokrocilé
elektronové mikroskopie.

Kvalitu stavajicich vyzkumnych program( a aktivit v oblasti mikroskopického zkoumani
rostlinnych bunék Ize dokumentovat fadou puvodnich praci, které jsou zaloZzeny na pokrocilé
mikroskopické analyze. NejlepSich 10 publikaci je uvedeno v pfiloze 4. Tematika
mikroskopického vyzkumu rostlinnych bunék se podili zhruba polovinou na celkové produkci
publikaénich vystup UEB v €asopisech s impakt faktorem vy$$im nez 5 a vyzkumni pracovnici
patii mezi predni v ramci UEB.

VaV centrum partnerského pracovisté UMCH AVCR realizovalo v obdobi 2014-2015 fadu
projektd (ptiloha 3) k vyvinuti postupdl, jak velmi presné fidit velikost ¢astic v potfebném
rozmezi pro biologické aplikace, tj. 10-20 mikrometrd pro gastrointestindlni aplikace, 100-200
nm pro selektivni pasivni akumulaci v pevnych nadorech, 50 nm pro optimalni internalizaci do
bunék a 5-20 nm pro prekonani hematoencefalické bariéry v mozku. Zaroven se podafilo
optimalizovat procesy pfipravy tak, aby vznikaly castice s uzkou distribuci rozmérQ. Pro
terapeutické ucely byly nanodastice testovany s protinddorovymi léCivy, kterd mohou na rozdil
od jinych ,drug delivery” systému byt zabudovana i nekovalentné, tj. vysledny produkt je
novou formulaci existujiciho 1é¢iva a nikoliv novou molekulou-novym lécivem, coz velmi
podstatné zkracuje schvalovaci proces pfi zachovani vSech vyhod tohoto pfistupu. Pro
diagnostické a radioterapeutické ucely byly pfipraveny a testovany nanocastice s radionuklidy
vhodnymi pro neinvazivni zobrazovani metodami PET a SPECT.

Podstatnou ¢asti cesty k prakticky pouzitelnému systému je vhodna volba jeho chemické
struktury a biodegradabilita. Proto ¢lenové tymu vyvinuli napf. biodegradabilni nanocastice
zalozené prevainé na polyesterech nebo micelarni systémy, které se rozpadaji erozi nebo
zménou pH a navic maji extrémné nizkou (témér nulovou) adsorpci protein(i na povrchu
nanocastice diky ochranné vrstvé tvorené biokompatibilnimi polymery PEO, HPMA nebo nové
polymery poly(2-alkyl-2-oxazolinového) typu. Tym ma navic rozsahlé zkuSenosti v oblasti
polymer( specificky degradovatelnymi reaktivnimi formami kysliku a polymernich
antioxidantd, jak v nanocasticovych systémech pro kontrolované uvolfiovani farmak, tak v
antioxidacnich gelech pro hojeni poranéni (pfipravek HEMAGEL® byl vyvinut na tomto
pracovisti.

Soustredény rozvoj aktivit tymu v oblasti nanocasticovych systém( v poslednich péti letech
je reprezentovan vice nez triceti publikacemi v prestiznich mezinarodnich ¢asopisech, jako
napf. Langmuir (IF=4.38), Macromolecular Rapid Communications (IF=4,929), Polymer
Chemistry (IF 5,368), Journal of Controlled Release (IF= 7,261), Biomacromolecules (IF=5,78),
Nanoscale (IF=6,23). Mezindrodni odezva védeckych vysledkd tymu se téZ projevuje pozvanim
k publikaci referativnich ¢lankd a kapitol v knihdch a k plenarnim ptednaskam na zahraniénich
konferencich. Seznam nejlepsich 10 publikaci s citatnim ohlasem a dalsi relevantni publikace
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jsou uvedeny v pfiloze 4. Atraktivita vyzkumnych aktivit ¢len tymu vede k vysokému zajmu o
spolupraci ze strany mezinarodnich partner(, formou spolecnych projekt(i, absolvovani stazi,
PhD studia ¢i postdoktorskych pobytl se ¢leny tymu.

VaV centrum partnerského pracovisté IKEM (ZRIR) fesSi vsoucCasné dobé v oblasti
molekuldrniho a bunécného zobrazovani nékolik vyzkumnych projektt, které jsou financované
zrGznych zdrojd (GA CR, AZV MZ CR, GA UK). Pfi jejich realizaci spolupracuje z vyse
jmenovanymi védeckymi partnery (viz kap. 3.3) a jejich seznam je uveden v pfiloze 3.

Zadnd ze stavajicich vyzkumnych aktivit IKEM nebyla podpofena v rdmci programu OP
VaVpl nebo OP VK. Prostfednictvim programu OP VK Institut realizoval v minulosti pouze
jeden projekt, a to projekt s ndzvem ,Dlouhovékost bez 1ék(: Popularizace a propagace
novinek ve vyzkumu nefarmakologickych moznosti ovlivnéni zdravotniho stavu” (registra¢ni
Cislo CZ.1.07/2.3.00/35.0039).

Vysledky vyzkumnych aktivit pracovnikl IKEM jsou tradi¢cné zverejiovany formou
védeckych publikaci. Mezi nejvyznamnéjsich 10 vysledkd MR skupiny v letech 2009-2015 patfi
publikace uvedené v pfiloze 4. Publikaéni ¢innost pracovnik( skupiny a celé ZRIR je pomérné
rozsahla, véetné publikaci v zahranicnich c¢asopisech sIF. Pracovnici ZRIR zasedaji i v
redakénich radach tuzemskych a zahraniénich odbornych c¢asopist (Cardiovascular and
Interventional Radiology, Contrast Media and Molecular Imaging, Cor et Vasa, Ceska
radiologie, Prakticka radiologie). Prof. Peregrin (pfednosta ZRIR) je prezidentem Nadace CIRSE
(Cardiovascular and Interventional Radiological Society of Europe) pro vzdélavani.

IKEM ke konci roku 2015 zaméstndval 73 védeckych pracovnik(, 10 nejlepsich pracovniki
je uvedeno s prislusnymi scientometrickymi daty v pfiloze 4.

Mezi nejvyznamnéjsi vysledky aktivit VaV partnerského centra EEM UPT AV CR v letech
2014-2015 patfila realizace prfestavby unikatniho experimentdlniho EREM AQUASEM Il a
otevieni nové evropské laboratofe vysokorozliSovaci environmentalni elektronové
mikroskopie vybavené mikroskopem QUANTA 650 FEG, jehoZ popis je uveden v kapitole 3.3.
VaV centrum se dlouhodobé podili na vyzkumu a vyvoji zadkaznickych feSeni scintilacnich
detektor( pro elektronovou mikroskopii. Vysledkem jsou desitky realizovanych detektor(
zpétné odrazenych elektron pro firmy Hitachi, Jeol a FEI a napf. také ve spolupraci s firmou
Tecpa, s.r.o. a AutraDet unikatni Edge free svétlovody pro detektory dodavané firmé Hitachi.
Na zakladé smlouvy o spolupraci VaV centrum EEM dlouhodobé spolupracuje s firmou Crytur,
jakoZzto svétovym vyrobcem scintilacnich monokrystald. Spole¢né s touto firmou a firmou
Tescan byl predstaven novy scintilaéni monokrystal CRY18 [1]. V oblasti vyzkumu a vyvoje
ionizacnich detektor( pro EREM je VaV centrum EEM svétovou Spickou. V poslednich letech
byl centrem vyvinut unikatni scintilacné ionizacni detektor sekundarnich elektronl pro EREM
[2, 3], umoznujici realizaci dynamickych in-situ experiment( v Sirokém rozsahu tlakd plynu od
0,0001 Pa do 1000 Pa v komofe vzorku EREM. Doposud jediny detektor na svété schopny
detekovat energiové separovany a znacné zesileny signal v prostredi vysokého tlaku plyn(
EREM byl centrem patentovan v roce 2011 [4]. V ramci rady projektl aplikovaného vyzkumu
agentur TACR, MPO (projekty) VaV centrum EEM spolupracovalo s fadou firem na vyzkumu
raznych materialQ z oblasti energetiky, elektrochemickych senzor(, diferencnich tlakomért
atd. VaV centrum EEM také vyvinulo a publikovalo fadu unikatnich metod, napf. pro studium
morfologie lidskych kmenovych bunék v REM a EREM [5, 6], pro studium Zivych a experiment
prezivajicich malych Zivocichl v prosttredi vysokého tlaku EREM [7, 8, 9], pro studium nativnich
povrchi rostlinnych vzorkd, zejména ranych somatickych embryi (Low temperature metoda
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pro EREM) [10, 11] a rostlinnych vosk{ [12], metodu pro opakované pozorovani biologickych
vzorkl v EREM [13] a metodu pro studium morfologie velmi citlivych biologickych a
polymernich vzorku [14, 15, 16]. VaV centrum EEM je v soucasné dobé jediné na svété,
vlastnici technologie a know-how pro vysokorozliSovaci morfologickou charakterizaci zcela
nativnich a vihkych polyelektrolytovych kapsli a ¢astic [17, 18] a pro dynamické in-situ studium
ledu [19, 20] pomoci EREM. Problematika charakterizace povrchu led pomoci EREM je v
ramci spoleéného projektu fesena s Univerzitou Cambridge. V oblasti Monte Carlo simulaci
interakci signdlnich elektrond s plynem patfi VaV centrum EEM mezi svétovou 3$picku. Na
zakladé aktivit nékolika projektd GACR byla vytvofena prvni verze specidlniho softwaru pro
simulace trajektorii signalnich elektron( v plynu a kvantifikaci mnoZzstvi signdlnich elektrond o
specifickych energiich dopadajicich na ioniza¢ni detektor [21, 22]. Tento software pfedstavuje
unikatni nastroj pro vyvoj vysoce specidlnich detektorli pro EREM. VaV centrum EEM se
dlouhodobé zabyva simulacemi proudéni plynd v EREM a optimalizaci designu elektronové
optickych ¢asti EREM z hlediska ¢erpani plynu [23, 24]. V ramci integraci novych technologii
laserovych mikromanipulacnich technik, optické mikroskopie a Ramanovy spektroskopie do
EREM spolupracuje VaV centrum EEM vrdmci UPT AV CR se skupinou optickych
mikromanipulacnich technik vedenou Prof. Zemankem [25]. Uvedené vyzkumné aktivity byly
realizovany za podpory centra ALISI, tedy v ramci projektu OP VaVpl. V ramci predkladaného
projektu je pldnovan jejich dalsi rozvoj, jak je popsano v kapitole 5.3. Seznam referenci vtomto
textu je uveden v pfiloze 3 jako doklad aktivity v ramci projektu ALISI.

3.5.Propojeni vyzkumu, vyvoje a vzdélavani

Navrhovatel UEB AVCR je aktivni v oblasti pregradudlniho i postgradudlniho
vysokoskolského studia, na konci roku 2015 pracovalo v Ustavu 62 postgradudlnich studentt
(z toho 13 zahranicnich) a celkem 151 pregradualnich studentl. Pracovnici Ustavu vyucuji
pravideln& na nékolika vysokych $kolach v CR, pfedevim na PfF UK v Praze, VSCHT a Univerzité
Palackého v Olomouci. Celkem v letech 2013-2015 odprednaseli pracovnici UEB okolo 5000 h
v bakalarském, magisterském a doktorském stupni studia. Spolecné s vysokymi Skolami bylo
na konci roku 2015 fe$eno 24 projekt(i, 32 pracovnikél UEB mélo ¢aste¢ny tvazek na vysoké
Skole, a 21 pracovnikG vysokych kol mélo ¢&asteény uvazek na UEB. Pracovnici UEB
zpracovavaji oponentské posudky bakalarskych, diplomovych a disertacnich praci pro radu
vysokych $kol (PFF UK, UP, CZU, VSCHT, FBMI, MU). Pfehled aktudlnich podilG na vyuce v
akreditovanych doktorskych studijnich programech je uveden v pfiloze 5.

VaV centrum navrhovatele UEB AVCR je zapojeno jak v ptednagkové &innosti, tak ve $koleni
mnoha studentl od talentovanych stfedoskolskych, pres bakalarské a magisterské stupné az
po postgradualni studenty. Tito vypracovavaji v laboratofich centra své disertacni prace.
Partnery v této oblasti jsou predevSim katedra experimentdlni biologie rostlin, katedra
genetiky a mikrobiologie a katedra biochemie PFF UK. Pracovnici stavajiciho VaV centra jsou
Skoliteli i konzultanty rfady praci, jejichZz seznam je uveden v pfiloze 5 a téZ v detailu v V kazdého
¢lena tymu. Studenti akreditovanych program( se ptfimo podileji na feseni vyzkumnych
projektl centra.

VaV centrum partnerského pracovisté SUPRAMOL UMCH AVCR spolupracuje s

Prirodovédeckou fakultou UK v Praze, Palackého univerzitou v Olomouci, Institutem klinické a
experimentdlni mediciny, Ustavem organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i., 1. 1ékai'skou
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fakultou UK v Praze, Pfirodovédeckou fakultou Masarykovy univerzity v Brné. Partnerské
pracovisté SUPRAMOL vyuZiva akreditaci s Pfirodovédeckou fakultou UK Praha pro obor
makromolekuldrni chemie (studentka Loukotova), pro obor fyzikalni chemie (studenti Rabyk,
Holubova, Kaberov, Sincari) a pro obor analytickd chemie (student Trousil), akreditaci
s Matematicko-fyzikalni fakultou UK v Praze pro obor Biofyzika (student Babuka) a akreditaci
s Vysokou Skolou chemicko-technologickou v Praze pro obor Chemie makromolekuldrnich
latek (studentka Kolouchovd). Pracovnici centra SUPRAMOL se aktivné ucastni vyuky na
vysokych 8koldch poradanim odbornych seminafii (Stépanek, Hruby) nebo vyukou
semestralnich kurz( (Hruby) a vedenim bakalafskych a diplomovych praci ve funkci Skolitele
nebo Skolitele konzultanta (studenti Trousil, Brezaniova, Pospisilovd, Groborz).

Partnerské pracovisté IKEM se tradi¢né zabyvd vychovou a doSkolovanim védeckych
pracovniki a lékar(i prostfednictvim rozsahlé vyukové cinnosti v roviné pregradualniho,
postgradudlniho i kontinualniho vzdélavani. IKEM je zapojen do vyuky ¢eskych i zahrani¢nich
studentl vSech tfi prazskych lékarskych fakult Univerzity Karlovy, a to formou rozsahlé
prednaskové cinnosti. Studentim dale poskytuje odborné a pred atestacni staZze a porada
specializované seminare. Vybrané kliniky IKEM jsou pfimo vyukovymi pracovisti fakult a mnozi
lékari IKEM jsou aktivnimi akademickymi pracovniky na vSech tfech prazskych |ékarskych
fakultach UK.

Kromé lékarskych fakult Univerzity Karlovy je IKEM intenzivné zapojen do vyuky
postgradudlnich student( v Institutu postgradualniho vzdélavani ve zdravotnictvi (IPVZ) a
podili se na vychové a pripravé bakaldrskych, magisterskych a Ph.D. studentl na
Prirodovédecké fakulté JihoCeské univerzity, Prirodovédecké fakulté UK, Fakulté jaderné
fyziky a inZenyrstvi CVUT, Fakulté potravinafské a biochemické technologie VSCHT a Ustavu
|ékarské biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK v Praze. V IKEM probiha také vzdélavani
stfednich zdravotnickych pracovnik( (ve spoluprdci s IDPVZ) a lékafi a edukacni sestry se
vyznamné podileji na celoZivotnim vzdélavani sester a lékard i mimo IKEM.

Prehled aktualnich akreditaci doktorskych studijnich program( (akreditace udélené
pracovistim IKEM MSMT) je uveden v pfiloze 5.

Pracovisté radiodiagnostiky a intervenéni radiologie ZRIR je do vzdélavani védeckych
pracovnikl a |ékarli zapojeno predevsim prostifednictvim rozsahlé prednaskové cinnosti.
Pracovnici prednaseli nebo se podileli na nékolika predmétech na CVUT a UK. V oblasti
postgradudlni vyuky je ZRIR Subkatedrou intervencni radiologie IPVZ. Porada pravidelné kursy
v oblasti intervenénich metod a organizuje atestace v oboru intervenéni radiologie. Rada
pracovnikd ZRIR se podili na postgradualnich skolenich IPVZ a pregradualni vyuce v ramci
jinych pracovist (Iékarské fakulty UK v Praze, FN Hradec Kralové, FN Brno). Pracovisté
radiodiagnostiky a intervencni radiologie je akreditovanym pracovistém pro vyuku v
nastavbovém oboru intervenéni radiologie. Pracovisté ma dale akreditaci Mz CR pro
postgradudlni vyuku radiologickych asistentl - certifikovany kurs - Zobrazovani magnetickou
rezonanci, dale odbornd praxe - Zobrazovani magnetickou rezonanci a odbornd praxe -
Zobrazovaci postupy v intervencni radiologii a kardiologii. Pracovnici MR skupiny byli také
organizatory projektu Klinické MR spektroskopie v ramci vzdélavaci akce Evropské spolecnosti
pro magnetickou rezonanci v mediciné a biologii ,,Lectures on MRI“.

Podrobnéjsi informace o vzdélavani na jednotlivych pracovistich Institutu jsou k dispozici
na webovych strankach IKEM: http://www.ikem.cz/cs/vzdelavani/a-6/.
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UPT AV CR véetné jeho VaV centra (EEM) mé dlouholetou zku$enost ve spolupréci
s vysokymi Skolami v oblasti studijnich programd a dalSiho vzdélavani. Formou spole¢nych
akreditaci na vybranych studijnich programech UPT AV CR spolupracuje zejména s Vysokym
ucenim technickym v Brné a Masarykovou univerzitou, ale také napf. s Pfirodovédeckou
fakultou Univerzity Palackého v Olomouci. V roce 2015 pusobilo na ustavu 4 profesofi a 4
docenti. Pracovnici UPT odpfednaseli v bakalafskych, magisterskych a doktorskych
programech celkem 495 vyucovacich hodin a vedli 30 disertacnich praci. Seznam
akreditovanych doktorskych studijnich programd, na jejichz vyuce se UPT AV CR podili, je
uveden v pfiloze 5.

V soucasné dobé vedouci vyzkumné skupiny EEM dr. Nedéla vede dva studenty
doktorského studijniho programu Elektrotechnika a komunikaéni technologie. Jejich
disertacni prace jsou vénovany témto tématim: Studium vlivu magnetického a
elektrostatického pole na Gcinnost detekce sekundarnich elektron(i v prostiedi vysokého tlaku
plyni EREM a Detekce fotonl v prostfedi vysokého tlaku plynd environmentalniho
rastrovaciho elektronového mikroskopu. Uvedend témata zcela zapadaji do vyzkumnych
program( a aktivit UPT, na kterych se studenti v ramci svého doktorského studijniho programu
svou vyzkumnou praci podileji. Dr. Nedéla se také podili na vyuce pfedmétu Elektrotechnické
materialy, materialové soustavy a vyrobni procesy, jimz prochazi studenti vySe uvedeného
doktorského studijniho programu.

UPT se také vénuje podpore mladych vyzkumnych pracovnik(. V poslednich dvou letech
ziskali 2 mladi vyzkumni pracovnici plisobici v ramci vyzkumné skupiny EEM ,,Program podpory
perspektivnich lidskych zdroj& - Mzdova podpora postdoktorandl na pracovistich AV CR“.
Oblast jejich vyzkumu spadd do tématiky studia biologickych vzorkl v podminkdach
nizkoenergiové environmentalni rastrovaci elektronové mikroskopie a vyzkum novych metod
pro citlivé vodu obsahujici vzorky v nativnim stavu a vyzkumu nanostrukturnich modifikaci
stavebnich pojiv kombinaci metod environmentalni elektronové mikroskopie a fyzikalné
chemickych analyz. Tato témata jsou zcela v souladu s vyzkumnym zamérenim vyzkumné
skupiny EEM.

Vyzkumna skupina EEM organizuje jednou za dva roky s podporou ostatnich vyzkumnych
skupin UPT a spolupofadajicich firem a partnerti Podzimni $kolu zékladG elektronové
mikroskopie. Jedna se o pétidenni teoreticky kurz s praktickymi demonstracemi urceny
predevsim pro studenty doktorskych studijnich programa, postgradualni studenty a zacinajici
pracovniky v oblasti elektronové mikroskopie.

4. CELKOVE CILE PROJEKTOVEHO ZAMERU

Aktivity projektu

Aktivity, které bude projekt
realizovat k naplnéni
celkovych cilCi projektu.

Rozvoj centra: a), b), d), e) a f).
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5. VYZKUMNE PROGRAMY, ROZVOJ INTERNACIONALIZACE, TYM, INFRASTRUKTURNI
VYBAVENI

5.1. Vyzkumny program 1: Funkéni mikroskopie rostlinnych biomembran a
povrchu

Abstrakt

Biomembrany jsou komplexni strukturou tvorenou lipidy a proteiny. Jejich hlavni roli je
kompartmentace bunéénych organel, které tvofi endomembranovy systém vsech
eukaryotnich bunék. Biomembrany vsak téz tvofi, v podobé plazmatické membrany (PM),
dllezitou komunikacéni bariéru mezi vnitfnim a vnéjsim prostfedim bunék a organismu. PIni
tak nékolik zakladnich funkci souvisejicich jak s vyménou latek, tak s pfenosem signdlu. U
rostlinnych bunék predstavuje PM bariéru, kterd se smérem ven podili na utvareni bunécéné
stény a povrchi jednotlivych organ(i. Opacnym smérem PM fFidi transport Sirokého spektra
latek a urcuje umistovani jednotlivych komponent signalnich drah asociovanych s PM.

Pochopeni dynamické struktury PM a endomembran, zejména fosfolipidového a
proteinového sloZeni by nebylo moZné bez pokroku v mikroskopickych technikach jejich
studia. Tyto techniky byly dlouhou dobu omezeny na studium chemicky fixovanych preparat(
neodrazZejicich vérné nativni strukturu membran, bunécné stény a povrchovych struktur, nebo
vyuzivajici malo specifickd znaceni jejich lipidické ¢i proteinové slozky. Z tohoto dlivodu je
nutny pfechod na neinvazivni, in vivo zpisob mikroskopické analyzy, ktera bude umozriovat
jak specifické oznaceni proteinovych ¢&i lipidovych struktur, tak jejich snimani ve vysokém
rozliSeni. Zamérem tohoto vyzkumného programu je v ndvaznosti na stavajici aktivity VaV
centra UEB AVCR dosdhnout pomoci podstatného rozvoje in vivo mikroskopickych technik ve
spolupréaci s partnery (UPT AV CR a IKEM) a specifického znaéeni (UMCH AV CR) pokroku v
pochopeni struktury PM, endomembranového systému a povrchi rostlinnych bunék. Hlavni
dva cile, kterych chceme timto programem dosdhnout je 1) Objasnit vyznam dynamiky
biomembran ve vyvoji rostlin a 2) Identifikovat sloZzeni bunéénych povrchl a mezibunéénych
prostor u rostlin.

5.1.1. Vazba na vyzkumné programy centra, rozvoj centra

Tento vyzkumny program je navrhovan jako pfimé pokracovani nékolika vyzkumnych
aktivit VaV centra UEB AVCR, které jsou popsany podrobné v kapitole 3.4. Vdechny tyto aktivity
predstavuji vysoce kvalitni vyzkum, ktery byl v poslednim desetileti provadén ve VaV centru
UEB AVCR s ddrazem na pokrocilé techniky fluorescenéni mikroskopie rostlinnych
biomembran, cytoskeletu, bunécné stény a povrchl bunék. Hlavni myslenkou tohoto
vyzkumného programu je dale vylepsSit a technicky podpofit vyzkumné aktivity, které jiz
prinesly kvalitni originalni vysledky publikované ve vysoce kvalitnich védeckych €asopisech.
Pokrocilé zobrazovaci techniky konfokalni laserové skenovaci mikroskopie (FRAP, FRET, RICS,
FCS, spektralni analyza, analyza kolokalizace), konfokalni mikroskopie na principu rotujiciho
disku (kymografickda analyza) a strukturovaného osvétleni, vsSechny optimalizované
vyzkumnymi tymy VaV centra UEB AVCR, budou posunuty na kvalitativné novou Uroven
pridanim expertizy neinvazivni elektronové mikroskopie, jakoZz i dramatického zlepseni ve
specifickém znaceni soudasti rostlinnych membran a povrchd. A¢koliv pro UEB AVCR tento
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vyzkumny program predstavuje predevsim aktivitu typu "curiosity-driven", zapojeni tfi dalSich
partnerli do tohoto centra excelentniho vyzkumu otevie nékolik novych obzorld pro
orientovany vyzkum v oblasti nanotechnologii.

5.1.2. Soucasny stav poznani

Cilem tohoto vyzkumného programu je pfispét k pochopeni struktury plazmatické
membrany (PM), endomembrdnového systému a povrch( rostlinnych bunék. V souladu se
strategii tohoto navrhu centra excelentniho vyzkumu, bude tento vyzkumny program
primarné zaméren na pokrocilé zobrazovaci techniky kombinujici metody svételné a
elektronové mikroskopie. Takovd kombinace technik predstavuje velmi unikatni ptilezitost
dosahnout vyrazného pokroku jak v oblasti biologie eukaryotickych bunék, tak v oblasti vyvoje
pokrocilé instrumentace.

PM, které slouzi jako rozhrani s okolnim prostiedim, je uréujicim rysem vSech Zivych bunék.
Soucasné modely postuluji, Ze PM je lateralné organizovana do podoby domén s rliznorodym
proteinovym a lipidovym sloZenim s rozmanitou prostorovou a ¢asovou charakteristikou
(Jarsch et al., 2014; Sekeres et al., 2015). Existence takovych vice typ(i domén byla navrzena
jako rozhodujici pro efektivni usmérfiovani bunécéné signalizace, membranového transportu a
komunikace (Malinsky et al., 2013). Dynamika téchto domén a jejich proteinové a lipidové
slozky je pevné spojena s kortikdlni cytoplazmu prostfednictvim cytoskeletalni sité, tj.
aktinovych filament (AFs) a mikrotubull (MTs). Role vysoce dynamickych rostlinnych AFs
(Henty-Ridilla et al., 2013) v dynamice endosomalniho systému je dano cCinnosti myosind
(Brandizzi a Wasteneys, 2013; Ueda et al., 2015). Dynamika AFs a MTs je specificky regulovana
GTPazami typu Rop (Rho of plants), které plsobi jako upstream aktivacni faktory pro oba
cytoskelety (Chen a Friml, 2014).

Zejména diky jejich intenzivni vyzkumu mohou auxinové prenasele predstavovat typ
membranového "nakladu", na kterém mohou byt snadno studovany mechanismy
intracelularni dynamiky membranovych proteind. Ackoliv protein klatrin byl popsan jako
dlleZitd soucast recyklaéni masinerie, kterd zajistuje vnitrobunécnou dopravu nékterych
auxinovych prenasecl PIN, neni zndmo, jak membranovy vacek s klatrinem (clathrin-coated
vesicle) muze byt pripojen k akto- myozinovému systému a které myosiny mohou ovlivnit
lokalizaci auxinovych prenasect v PM. Stejné tak role dynaminQ, které asistuji oddélovani
membran pfi vzniku membranovych vacka, je nejasna. Vnitrobunécna doprava proteinti PIN
byla sledovana pomoci konfokdlni mikroskopie v nasi laboratofi v nékolika studiich. Ukazali
jsme, Ze dynamin DRP1A interaguje s proteinem PIN2 na rostoucich koncich bunécné desticky
béhem cytokineze (Mravec et al., 2011), Ze depozice tohoto proteinu do PM se fidi jeho
ubiquitylaci (Leitner et al., 2012), a také Ze endocytdza proteinl PIN tabaku je zavisla na
cytoskeletu a zahrnuje aktivitu NtGNL1, guaninového GTP vyménného faktoru (Jelinkova et
al.,, 2015). Nase soucasna data z techniky FRAP a fluorescenéni spektroskopie ukazuji, ze
pohyblivost auxinovych prenase¢d v membrané je do rdzné miry zavisld na cytoskeletu.
(Lankova et al., 2016). Predbéznd mikroskopicka data téz ddle ukazuiji, Ze i jednoducha mutace
v jednotlivych genech kédujicich alfa a beta tubuliny, vyvolavd zmény v rozloZeni protein(
PIN1 a PIN2 v korenech rostlin Arabidopsis. Pro propojeni dynamiky proteini PIN s MTs byla
nedavno ukazana dllezita interakce plus konct MTs s proteinem CLASP (Ambrose et al., 2013).
Pfenasece auxinu jsou udrzovany v plazmatické membrdané téz prostiednictvim propojeni se
strukturou bunécné stény (BS), které predstavuje dalsi prekazku determinujici pohyblivost
membranovych proteinl (Martiniére et al., 2012; Feraru et al., 2011).
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Bunécna sténa predstavuje unikatni strukturu rostlinnych organism(. Bunécné stény
propojuji rostlinné bunky v pletiva. Predstavuji mechanickou oporu, zaroven vsak se
zvétsujicim se protoplastem dokazou rlist az na mnohondsobky svého ptvodniho objemu pfi
zachovani mechanickych vlastnosti. Bunécna sténa je misto mnoha metabolickych déji, mlze
byt vyuZita ke skladovani latek, a predevsim je modifikovdna depozicemi dalSich materiald,
coz vede ke zpevnéni, znemoznéni prliniku vody a latek, a praniku patogen(. Kromé téchto
fascinujicich vlastnosti je bunécna sténa ekonomicky vyznamnou strukturou. Hlavni
mechanicka slozka bunécné stény, tedy celuldza, je rozsdhle vyuzivana v primyslu i
kazdodennim Zivoté lidské spole¢nosti. V soucasnosti stale neni k dispozici u€innd metoda
syntézy celuldzy in vitro, proto jsme odkazani na rostlinné bunééné stény jako na jediny zdroj
této latky.

Modely, které jsou dnes pouzivany pro studium biomembran a povrchu, zahrnuji syntetické
membranové vacky, protoplasty izolované z riznych bunécénych typt, bunécné kultury, kliéni
rostliny rGznych star a téz intaktni rostliny, reprezentované predevsim modelem Arabidopsis
thaliana. Nejefektivnéjsi je studium dynamiky PM a syntézy bunécéné stény v polarizovych
prodluzujicich se burikdch, které jsou zastoupeny v tomto projektu jednotlivymi tkanémi
kofene a stonku a zahrnuji jak difuzné rostouci buriky kofene a hypokotylu, tak vrcholové
rostouci kofenové vlasky a pylové lacky (samci gametofyt). Kromé toho je syntéza BS a sloZzeni
povrchovych vrstev Casto studovano v burikdch s komplexni morfologii, jako jsou napf.
epidermalni lalo¢naté buriky rostlin. Ve vSech téchto systémech jsou mikroskopické techniky
pouzivané v poslednim desetiletich pfevazné do znacné miry invazivni a nepovoluji studium
struktury PM, bunécéné stény a bunécnych povrchy in vivo a souéasné ve vysokém detailu.
Tento fakt je feSen v tomto vyzkumném programu kombinaci expertiz tfi partnerd podporujici
dohromady VaV centrum UEB AV CR (viz obr. 5.1.1). Kromé technik pokro¢ilé fluorescenéni
mikroskopie, optimalizovanych v UEB AV CR, bude tento program vyuZivat pokroku v
environmentalni elektronové mikroskopii partnera UPT AVCR a nové navrienych nano¢astic
partnera UMCH AV CR za G&elem posunuti mikroskopie na kvalitativné zcela novou Grover.

Identifikace a pozorovani struktur ve vysokém rozliSeni za nativnich podminek a idealné se
specifickym oznadenim studované struktury predstavuje stimul, ktery posune jak zakladni
vyzkum v oblasti bunécné biologie rostlin, tak bude potencidlné dulezity pro praktické
aplikace. Ty zahrnuji napf. cileni specifickych nanocastic do bunécnych kompartmentd, které
v pfipadé BS otviraji nové moznosti v cilenych modifikacich textilni baviny.

Téma tohoto vyzkumného programu predstavuje vysoce interdisciplindrni vyzkumnou
¢innost, jejiz Gspéch zavisi na vysoce kvalitnim vyzkumu v oblasti buné¢né biologie rostlin (UEB
AV CR), humanni a zviteci buné¢né biologie (IKEM), makromolekuldrni chemie (UMCH AVCR)
a vyvoji nové mikroskopické instrumentace (UPT AVCR). Oba hlavni vyzkumné cile, které jsou
specifikovany nize, obsahuji nékolik experimentalnich aktivit s jejich milniky. Tyto milniky
predstavuji Uspéchy, které jsou jak védecky vynikajici, s velkym publikacnim dosahem, tak jsou
ambicidzni na mezinarodni Urovni, coz umozni dale zvysit mezinarodni reputaci navrhovaného
centra excelentniho vyzkumu. Prestoze hlavnim cilem tohoto vyzkumného programu je spise
zakladni interdisciplindrni vyzkum, charakter tohoto centra excelentniho vyzkumu ma
potencial produkovat vysledky, které povedou k aplikacnim uplatnénim, predevsim v oblasti
nanotechnologii rostlin a hlavné v oblasti podstatného vylepseni funkéni in vivo mikroskopie.
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5.1.3. Vyzkumne cile, aktivity a vysledky

Tento vyzkumny program je vazan primarné na VaV pracovi$té UEB AVCR. Interdisciplinarni
charakter tohoto vyzkumu je patrny z mnoha spolecnych realizaci v ramci 2 vyzkumnych cil(
a celkem 7 aktivit. Jejich schematické zobrazeni je uvedeno v Obr. 5.1.1. Podrobny popis
kazdého vyzkumného cile a kazdé aktivity je popsan v ndsledujicim textu.

Vyzkumny program 1:
Funkéni mikroskopie rostlinnych biomembran a povrch

VaV centrum UEB AV €R

Vyzkumny cil 1: Objasnéni vyznamu dynamiky biomembran ve vyvaji rostlin

Al ldentifikace bunéénych uréovatell dynamiky auxinovych pfenagedéd
A2 Objasnéni role mikrodoménového uspofadani plazmatické membrdny v pfenosu signdlu u rostlin
A3 Identifikace role riznych skupin membrdnovych lipidii v regulaci segregace a laterdIni mobility proteind plazmatické membrdny
Ad Lokalizace a funkini charakterizace sloZek transkriptomu o proteomu samdiho gametofytu

Vyzkumny cil 2: Identifikace sloZeni bunéénych povrchii a mezibunéénych prostor u rostlin
Al Charakterizace role cytoskeletu pfi syntéze bunééné stény rostlin

A2 ldentifikace dlohy extraceluldrniho materidlu béhem rostlinné embryogeneze
A3 Identifikace struktur bunécnych povrchu, které uréuji listovou odrazivost

ZRIR IKEM

Vyzkumny cil 1:

SUPRAMOL UMCH AV CR EEM UPT AV CR

Vyzkumny cif 1: ) L Vyzkumny cil 1:
Al, A2, A2 Nanoédstice pro pfipravu protildtek AL AZ, :44 DT A Al, A2, A3, A4 HR-SEM, ESEM
postupd pro pro imunoelektronovou
Vyzkumny cil 2:

mikroskopil, HR-TEM
Vvyzkumny cil 2:
Al MRI on whole plant level, HR TEM

Vyzkumny cil 2:
A1 ESEM, prvkova analyza
A2, A3 ESEM

A1 Polymerni gely o makroporézni pryskyfice pro
nanoddstice
A2 Nanocdstice pro pfipravu protildtek

v vev

Obrazek 5.1.1: Schematické zobrazeni vyzkumného programu 1. TéZistém tohoto vyzkumného
programu je VaV pracoviété UEB AV CR (zelend). Zapojeni partnerskych VaV pracovist, SUPRAMOL
UMCH AV CR (modrd), ZRIR IKEM (&ervend) a EEM UPT AV CR (3edivd) je specifikovano pro jednotlivé
vyzkumné aktivity UEB AV CR.

Vyzkumny cil 1: Objasnéni vyznamu dynamiky biomembran ve vyvoji rostlin

Jak bylo uvedeno v kapitole 5.1.2, biomembrany véetné PM se skladaji z dynamické smési
fosfolipid(i a bilkovin, ktera podléha neustalé obméné. Vzhledem k tomu, Ze PM predstavuje
vyznamny spoj mezi intracelularnim a extraceluldrnim prostorem, jeji dynamika nutné urcuje
fadu signalizacnich udalosti. Tyto zahrnuji umistovani integralnich membranovych proteint a
proteinovych komplex( s rGznymi funkcemi jako je sbér svételné energie, prenos riznych
iontd, preprava Sirokého spektra molekul s nizkou molekulovou hmotnosti, pfijem ligand( s
naslednym pfenosem signdlu a prestavba membrany pro exo- and endocytotické procesy.
Transport membranovych vezikull je zodpovédny za obrat biomembran mezi PM a
endomembranovym prostorem buriky a tento proces je regulovan na vice urovnich pro jemné
vyladéni sloZeni lipid( a bilkovin na membrané.

Tento vyzkumny cil obsahuje 4 aktivity, které se zabyvaji 3 aspekty dynamiky membran, tj.
jak je distribuce integralnich a perifernich membranovych proteind regulovana (aktivity 1 a 4),
jak jsou membranové proteiny usporadané do mikrodomén (aktivita 2) a jaky je vyznam
spoluprace lipidické a proteinové slozky membran (aktivita 3). Vyzkum bude provadén na

23/129



pracovisti VaV centra navrhovatele ve spolupraci se tfemi partnerskymi VaV centry (Obr.
5.1.1.). Celkem 4 vyzkumné aktivity jsou tyto: 1) Identifikace bunécnych urcovatell dynamiky
auxinovych prenasecli 2) Objasnéni role mikrodoménového usporadani plazmatické
membrdny v prenosu signalu u rostlin 3) Identifikace role rdznych skupin membranovych
lipida v regulaci segregace a lateralni mobility proteint plazmatické membrany a 4) Lokalizace
a funkéni charakterizace komponent transkriptomu a proteomu saméiho gametofytu.

Aktivita 1: Identifikace bunéénych urcovatelli dynamiky auxinovych prenaseci

Vedouci aktivity: RNDr. Jan Petrdsek, Ph.D.

Rostlinny hormon auxin hraje vyznamnou morforegulaéni roli b&éhem vyvoje prisedlého
rostlinného téla (Vanneste a Friml, 2009). Vytvareni koncentracnich gradientll auxinu v
rostlinnych pletivech je zavislé predevsim na aktivité a lokalizaci jeho prenasecl z
proteinovych rodin AUX1/LIKE AUX1 (AUX1/LAX), PINFORMED (PIN) a ABCB (Petrasek a Friml,
2009). Tyto prenasece podléhaji dle konkrétniho vyvojového programu, recyklovani mezi PM
a endomembranovym prostorem bunék (Luschnig a Vert, 2014). Proces recyklace, ktery
zahrnuje jak exocytozu, tak endocytdzu (Richter et al., 2009), uréuje schopnost konkrétniho
pfenasece byt dopraven do jiné domény v PM bez nutnosti de novo proteosyntézy. Ackoliv
molekuldrni mechanismy regulujici dopravu vackd a role auxinu v téchto procesech je
intenzivné studovdna (Offringa and Huang, 2013), doprava jednotlivych auxinovych pfenasect
je popsdna jen castecné. Nejlépe je charakterizovana doprava auxinovych prenasecd PIN;j,
které zahrnuje malé GTPazy, endocytézu zavislou na klatrinu (Kleine Vehn a Friml, 2008),
exocytozu zdvislou na komplexu exocyst (Drdova et al., 2013) a také zdvisi na sterolovém
slozeni PM (Men et al.,, 2008). Fosforylace a de-fosforylace protein( PIN reguluje jejich
dopravu do rGznych oblasti PM (Habets a Offringa, 2014). Doprava protein( z rodin AUX1/LAX
a ABCB také zahrnuje ¢innost malych GTPaz a je zdvislda na sterolovém sloZeni PM, ale
podrobnosti tohoto procesu prozatim chybi.

Jednou z hlavnich informaci, ktera stale chybi je informace o lokalizaci jednotlivych
auxinovych prenasecich na subceluldrni a ultrastrukturalni drovni. V rdmci této aktivity se
budeme soustfedit na testovani "ultrastrulturdlnich fenotypd" tj. na lokalizaci jednotlivych
auxinovych prenasec¢li v kolekci linii Arabidopsis thaliana nesoucich mutace v genech
kddujicich cytoskeletdlni proteiny, proteiny asociované s cytoskeletem, enzymy pro syntézu
BS a sterolll. Metody super-resolucni fluorescenéni mikroskopie, pokrocilé konfokalni
mikroskopie, fluorescencni korelacni techniky a stejné tak vysokorozliSovaci elektronové
mikroskopie a environmentalni rastrovaci elektronové mikroskopie bude vyuzity ve spolupraci
s partnery z EEM UPT AV CR (obr. 5.1.1).

Hlavni hypotéza, kterd bude experimentalné testovana, je Ze se jednotlivé druhy prenasecl
auxinu lisi v jejich spojeni s cytoskeletem a Ze toto spojeni urcuje jejich funkci. Pridanou
hodnotou tohoto projektu bude vytvoreni webové databaze ultrastrukturalnich snimkl a
hodnot popisujicich dynamiku a funkci auxinovych prenasecli s ohledem na struktury
cytoskeletu, PM a BS. Tato databaze by mohla byt dale rozsifena v budoucnosti a mlze slouzit
jako neocenitelny zdroj informaci pro experimentalni biology.

Tato aktivita se sklada ze tfi hlavnich oblasti.

Za prvé, budou definovany bunécné struktury urcujici lokalizaci a dynamiku auxinovych
prfenasecl. Prvnim krokem bude vytvoreni molekularnich nastroja pro zobrazeni auxinovych
prenasecl nepfimou imunofluorescenéni metodou a pomoci in vivo technik s navaznym
systematickym mikroskopickym pozorovanim pomoci nékolika pokrocilych technik v kolekci
inserénich mutant( Arabidopsis thaliana. Tato kolekce je jiz ustavena v navrhovatelské
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laboratofi. Pro MTs kolekce obsahuje inserce v genech pro tubulinové isoformy, proteiny
asociované s MTs, plus konec vazebné proteiny, mikrotubuly stabilizujici a Stépici proteiny,
nukleacni faktory a nékolik dalSich regulatord polymerace MTs. Pro AFs kolekce obsahuje
inserce v genech pro aktinové isoformy, nukleacni faktory a aktin vazebné proteiny. Kone¢nym
popsané proteiny asociované s cytoskeletem a soucasné ty, které maji dostupné mutantni
rostliny. V tuto chvili je k dispozici okolo 40 ovéfenych linii, v planu je cca 50 dalSich, které
budou zahrnovat téZ mutanty v tvorbé BS a syntézy a depozice sterol(.

K prohleddvani a tfidéni lokalizaci auxinovych prenasec budou zapotiebi jak specifické
protilatky, tak translacni fuze s fluorescenénimi proteiny. V prvnim kroku budeme pfipravovat
specifické protilatky proti nékolika auxinovym prenasec¢dm. V tuto chvili jiz mame funkéni,
vétSinou komercni (Agrisera, NASC), polyklonalni protilatky proti PIN1, PIN2, PIN3 a PIN4 z
Arabidopsis. PouzZivaji se pravidelné v laboratofi pro imunoznaéeni v klicnich rostlinach
Arabidopsis pomoci automatizované barvici stanice (Intavis Pro VSi). Optimalizovany protokol
umoznuje soucasné oznacovani dvou auxinovych prenasecl z buriky pomoci zelené a ¢ervené
oznacené sekunddrni protilatky (Alexa, Invitrogen). Protilatky proti proteinim AUX1/LAXes a
ABCBs budou vyrabény komercné (nejsou k dispozici v sou¢asné dobé). Pfipraveny téz budou
nové genové konstrukty nesouci geny pro auxinové prenaseCe v translacni fuzi s
fotoaktivovatelnou verzi GFP (PA-GFP) pro fotoaktivacni lokalizacni mikroskopii (PALM) a
stejné tak s dalSimi spektrdlnimi variantami fluorescenc¢nich proteini pro nasledné
kolokalizace. Bude téZ nezbytné provadét genotypovani linii a ovéreni expresi pomoci qRT-
PCR u vSech mutant(l v tomto projektu. Pro in vivo pfistup jiz zapocalo kfizeni markerovych
linii s mutantnimi liniemi, vytvofeny mame kfizence s mutanty v tubulinovych a aktinovych
genech pro vSechny proteiny PIN ve fluorescenc¢ni fuzi pod pfirozenymi promotory. Necekame
zadna uskali béhem generovani souboru protilatek a markerovych linii, ale je moiné, Ze
budeme muset vyzkouset vice verzi protildtek vytvorenych pomoci oligopeptidi
syntetizovanych v rliznych ¢astech sekvence pfislusného prenasece.

PIN1-GFP PIN1-GFP
CLSM , SD

Obrazek 5.1.2: Distribuce proteinti PIN v plazmatickémembrané a kortikalni cytoplazmé in
vivo. PIN1::PIN1:GFP v tabdkovych burikdch BY-2 cells pozorovan pomoci CLSM (nalevo) ¢i spinning
disk (SD) mikroskopu (napravo). Oproti CLSM umozriuje SD zobrazeni heterogenity v oblasti PM, kterou
Ize navic sledovat in vivo ¢i kvantifikovat distribuci po chemické fixaci vzorku. Méfitko 10um.

Na zakladé nasSich predbéinych vysledkl ukazujicich zménénou lokalizaci jednotlivych
proteinll PIN v kofenech, budeme cilené prohledavat lokalizace v kontrolnich a mutantnich
rostlindch Arabidopsis thaliana. Zamérime se na koren, hypokotyl, délozni listky a nakonec na
prvni pravé listy a sledovat budeme expresni domény jednotlivych prenasecl auxinu. Toto
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zakladni prohledavani bude laserovou konfokalni mikroskopii, pozornost bude soustfedéna
jak na celuldrni a subcelularni Uroven s vyuzitim objektivd s vysokou numerickou aperturou.
Soucasné budou pofizovana in vivo data v liniich kfizencli mutantd a markerovych linii pro
vSechny auxinové prenasece. Tento klasicky pfistup bude doplnén o spinning disk (SD)
mikroskopii, kde jsou jednotlivé mikrodomény obsahujici prenaseCe auxinu snadno
pozorovatelné (obr. 5.1.2). In vivo budeme téZ provadét korelacni spektroskopii
kombinovanou s metodou FRAP v kofenech mutantl Arabidopsis thaliana podle postupu
popsaného nedavno v nasi laboratofi (Lafikova et al., 2016).

Kromé vySe zminéné fluorescencni mikroskopie, fixované vzorky budou analyzovany
pomoci vysokorozli$ovaci elektronové mikroskopie (HR-SEM) na pracovisti partnera EEM UPT
AVCR. Jak je zndzornéno na obr. 5.1.3, v nasi laboratofi jsme optimalizovali protokol pro
ptipravu vzork( pro vysoce kvalitni HR-SEM PM a pfilehlé oblasti. Tato technika vyuziva
protoplastl izolovanych z rostlinného pletiva (tabak, Arabidopsis) a pfipravu membranovych
svlecek ¢i duchq, tzv. "membrane ghosts" (Krtkova et al., 2012b). Tato frakce obsahuje PM a
mnoho navazanych proteinl z oblasti kortikalni cytoplazmy. Jeji nasledna fixace (FiSerova a
Goldberg, 2014) dava velmi dobré vysledky a struktury mohou byt rozezndny na zakladé jejich
morfologie, které umoznuji jasné identifikace mnoha struktur v rdmci regionu pod plazmatické
membrany, kterd by bylo mozné snadno identifikovat na zakladé jejich morfologie (Obr.
5.1.3A, B). Navic bude tato technika kombinovana se specifickym imunoznaéenim s vyuzitim
sekundarni protilatek s navazanymi nanocasticemi zlata (Obr. 5.1.3C) ¢i fluoru, coZz umozni
aplikovat korelativni pfistup kombinujici fluorescenéni a elektronovou mikroskopie (Goldberg
and FiSerova, 2010). Dalsi nanocastice pro tuto techniku budou pfipravovany na partnerském
VaV pracovisti SUPRAMOL UMCH AV CR. Vyvoj piistrojové techniky partnera EEM UPT AV CR
navic také umoini aplikaci in vivo pfistupu na elektronové mikroskopické urovni
prostfednictvim techniky environmentalni rastrovaci mikroskopie (EREM). | pro EREM mdame
v planu vyuzit techniku imunocytochemického zobrazeni podle Rosso et al (2013) a ve
spolupraci s VaV centrem z IKEM dale vylepsit postup fixace bunék tabdku a Arabidopsis,
stejné tak jako histologickych preparat( kofene, déloznich list a hypokotyl( Arabidopsis (Obr.
5.1.1).

A
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Obrazek 5.1.3: VysokorozliSovaci rastrovaci elektronova mikroskopie (HR-REM). (A, B) Vzorky
membranovych svlecek izolované z tabakovych bunék BY-2. Struktury mikrotubull a klatrinovych
vackl (A). Komplexita struktur pozorovatelnych HR-SEM (B). (FiSerova, J., Goldberg, M.
nepublikovano). (C) HR-SEM po imunoznaceni zlatymi ¢asticemi mikrotubulus-vazebného proteinu EB1
ze svleCek pokozky Tradeskancie. Sekundarni elektrony (vlevo) a odrazené elektrony (vpravo), Barton
et al., (2008).

Za druhé, budou identifikovany novi urcovatelé dynamiky auxinovych prenasect. Postup
zvoleny pro pfipravu vzorkd pro HR-REM, tj. pfiprava membranovych svlecek, bude vyuzit i
zde k ziskani frakce pro izolaci protein(, které jsou v asociaci s PM v oblasti kortikalni
cytoplazmy. Protoplasty budou izolovany z kofen( Arabidopsis thaliana pomoci enzymatické
digesce. Tato technika je jiZ v laboratofi zavedena (Krtkova et al., 2012b). Stejny pfistup bude
uplatnén v kolekci mutantnich linii. Pomociimunoprecipitace s vyuZitim specifickych protilatek
proti auxinovym prenasec¢im bude mozné ziskat frakce, které obsahuji mozné interakéni
partner studovanych prenasecl. V pfislusSném mutantu budou nékteré z téchto interakci
schazet nebo se nové objevovat. Budeme identifikovat tyto interakéni partnery interakce
pomoci hmotové spektrometrie (MALDI). Opacny pfistup, tj. vyuziti protilatek proti jiz
navrzenym interakénim partneriim s naslednou analyzou bude téZ aplikovdno v téchto
frakcich. Tento pfistup bude doplnén ndsledné doplnén kolokalizanimi experimenty
identifikovanych kandidatu s auxinovymi prenaseci.

Za treti, bude vytvoren webovy katalog lokalizaci, dynamiky a funkce a interakci pro
auxinové prenasece. Protoze celd tato aktivita je spojena s vytvorenim velkého objemu
obrazovych dat, budou tato data vyhodnocovana pomoci obrazové analyzy k podchyceni i
drobnych zmén v lokalizacich auxinovych prenasecd. V databazi budou integrovana data z
CLSM, SD, HR-REM i EREM a provedena korelativni méreni v pripadech, kde to bude mozné.

Milniky: Webovy katalog-lokalizaci obsahujici nové urcovatele dynamiky auxinovych
prenaseci vytvoreny z dat ziskanych pomoci pokrocilé fluorescencni mikroskopie a elektron
mikroskopickych pFistupd.

Aktivita 2: Objasnéni role mikrodoménového uspordaddni plazmatické membrdny v
prenosu signdlu u rostlin

Vedouci aktivity: RNDr. Jan Martinec, CSc.

Nase prace si klade za cil pomoci molekularné biologickych metod a pokrocilé fluorescenéni
a elektronové mikroskopie objasnit ulohu mikrodomén, resp. protein(i podilejicich se na jejich
tvorbé, na prijmu a zpracovani signal( vnéjsiho prostredi. Tato aktivita pfimo navazuje na
¢innost laboratofe v oblasti signalnich aktivit asociovanych s PM (Krtkova et al., 2012a;
Krckova et al., 2015; Matouskova et al., 2014; Pejchar et al., 2015) a zejména projektu
zaméreného na flotiliny a jejich rostlinné homology (viz. kap. 3.4). Flotilliny a HIRs
(Hypersensitive Induced Reaction proteins) jsou periferni membranové proteiny, které byly
lokalizovény v nasi laboratofi v diskrétnich PM mikrodoméndch (Obr. 5.1.4), které odpovidaji
povahou dfive publikované distribuci podobnych proteint (Jarsch et al., 2014). Tato lokalizace
je odrazem heterogenity v usporadani PM a odpovida velmi pravdépodobné oblastem s vyssi
usporadanosti, tzv. lipid ordered phase (Lo faze). V téchto oblastech mize dochazet k agregaci
proteinl o rtizné funkci (napf. receptory, iontové kanaly, fosfolipazy) a mohou tak slouzit jako
signalizac¢ni nebo odpovédni centra v ramci buriky (Konrad and Ott, 2015; Tapken and Murphy,
2015). Role flotillinG a HIRs v utvareni a funkci téchto oblasti neni u rostlin zcela jasna,
poznatky z ZivocisSnych homologl ukazuji na schopnost flotillin( vazat rlizné proteiny (kinazy,
receptory, transportéry, aktin) pfimo nebo pres dalsi partnery. Neni téz jasné, zdali mohou
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rostlinné flotiliny plnit podobnou roli jako u Zivocichl, tj. asistovat pfi endocytdze
membranovych receptor( (Fan et al., 2015).

HIR1-YFP

FLOT2- GFP

III!

FLOT3 GFP

Obrazek 5.1.4: Lokalizace a dynamika proteint HIR a flotillinG (HIR1-YFP, HIR2-YFP, HIR4-
YFP, FLOT2-GFP, FLOT3-YFP) v prodluZujicich se bunkach pokozky kofene Arabidopsis

thaliana. SD mikroskopie. Méfitko 10um (nalevo) and 5 um (napravo). Nalevo, mikrodomény PM
rtznych velikosti pro vSechny testované proteiny. Napravo, kymograficka analyza (1 min) ukazujici
statické domény pro oba flotiliny oproti dynamickym doménam proteint HIR.

Tato aktivita se sklada ze t¥i hlavnich oblasti.

Za prvé, bude stanoveno jak se flotilliny a HIR proteiny podileji na tvorbé Lo faze v PM.
Budou vyuZity fluorescencni préby s riznou emisi v Lo resp. Ld (lipid-disordered) prostiedi
(Laurdan, di-4-ANEPPDHQ) v rostlinném materidlu s rdznou urovni exprese rostlinnych
flotillinG nebo HIRs, jak s nadprodukci (35S), tak s absenci jednoho ¢i vice protein(i (CRISPR-
Cas9). V téchto rostlindch bude provadéna CLSM mikroskopie, mikroskopie se strukturovanym
osvétlenim a SD mikroskopie. Identita mikrodomén bude farmakologicky testovana po
ovlivnéni sterolového slozeni PM pomoci filipinu a methyl-B-cyklodextrinu.

Za druhé, interakce flotillint, HIR proteini a jejich interaktord bude studovana in vivo.

Jednim z nejdllezitéjSich vysledkl predchoziho projektu byla imunoafinitni purifikace
skupiny interakénich partnerd flotilinG a HIR protein( s naslednou identifikaci pomoci LC-
MS/MS (Junkova et al., in preparation). Geny kddujici vybrané kandidaty budou exprimovany
v translaénich fuzich s fluorescencnimi proteiny a interakce testovana pomoci konfokalni
mikroskopie s kolokaliza¢ni analyzou a FRET. Inhibitory endocytdzy a vackového transportu
budou vyuzity k testovani dopravy komponent mikrodomén mezi endomembranovym
prostorem a PM. Imunofluorescencni znaceni pomoci specifickych protilatek bude dale
vyuzito k testovani dimerizace flotillina a jejich homologl. Ve spolupraci s partnerskymi VaV
centry IKEM a SUPRAMOL UMCH AV CR (Obr. 5.1.1.) budou pfipraveny protilatky znac¢ené
zlatem a dalSimi nanocasticemi a vzorky analyzovany pomoci TEM (IKEM), HR-REM a EREM
(EEM UPT AV CR). Elektronovd mikroskopie pfinese vétsi detail pfi studiu mikrodomén,
planujeme ji vSak doplnit i o super rezolu¢ni mikroskopii dostupnou v ramci uzlu projektu
CzBioimaging.
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Za treti, bude studovana signalni role flotillinovych a HIR mikrodomén v reakci na zmény
v podminkach prostiedi. Vedle v literatufe popsané zménéné transkripci gen(l pro jednotlivé
flotiliny a HIRy v reakci na rizna stresova pusobeni Ize ocekdvat i zmény v lokalizaci a fyzickych
interakci v ramci mikrodomén (Qi et al., 2011). Proto bude v nasich experimentech testovano
spektrum biotickych a abiotickych stresor(i (chlad, vysoka teplota, hypoxie, bakteridlni a
houbové patogeny) a nasledné hodnocena povaha mikrodomén, hlavné jejich agregace a
rozpad Ci oligomerizace a disociace. Vyuzity budou metody konfokdlni mikroskopie pro
hodnoceni dynamiky a interakci proteint (FRAP and FRET). Kvalitativné nové informace budou
ziskdny pomoci nativni environmentalini elektronové mikroskopie ve spolupraci s partnerskym
VaV centrem EEM UPT AV CR (Obr. 5.1.1.), téZ s vyuZitim specifickych protilatek pfipravenych
v predchozi ¢asti této aktivity.

Milniky: Soubor dat o sloZzeni mikrodomén v rostlinné PM.

Aktivita 3: Identifikace role riiznych skupin membranovych lipidi v regulaci segregace a
laterdlni mobility proteini plazmatické membrdny

Vedouci aktivity: Ing. Martin Potocky, Ph.D.

Jak jiz bylo uvedeno v uUvodu tohoto vyzkumného programu, spoluprace lipidické a
proteinové slozky PM neni dobfe poznana a proto tento vyzkumny program se zaméruje na
mechanismy definujici tuto dynamickou souhru.

V poslednich 15 letech, malé kyselé membranové fosfolipidy jako je fosfatidylinositol 4,5-
bisfosfat (PIP2) i fosfatidova kyselina (PA) byly prokdazany v mnoha regulacnich procesech,
které jsou vazany na PM. PA a PIP2 spolu s dalSimi fosfoinositidy jsou nyni povazovany za vice
nez jen prekurzory nebo meziprodukty v klasickych signdlnich kaskadach a jejich role v cileni
efektorovych proteint do rlznych domén PM nebo v modulaci PM zakfiveni je nesporna
(Sekeres et al., 2015). Je zajimavé, Ze s vyjimkou sterol(l neni role lipid( v laterdlni organizaci
PM dobfe pochopena a vime velmi malo i o zapojeni kyselych fosfolipid(, navzdory jejich
relativni hojnosti v detergent nerozpustnych oblastech membrany (Furt et al., 2010).
Mechanistické podrobnosti o interakcich, dynamice a vzajemné regulaci mezi membranovymi
proteiny a jejich mikroprostfedi v PM jsou vzadcné i pro animalni ¢i kvasniéné modely a
prakticky neznamé v rostlinnych bunkach.

Vysoce polarizované rostlinné buriky jako jsou kofenové vlasky ¢i pylové lacky predstavuji
obzvlasté vhodny modelovy systém pro studie membranové organizace, hlavné diky jejich
prominentni segregaci proteint a lipidi v PM davajici vznik funkéné specializovanym
doménam. Tyto jsou tvoreny spravné vyvazenym pomérem procesl exocytdzy a endocytodzy,
endomembranového transportu a dvourozmérné mobility v PM. Tyto buriky jsou navic velice
pristupné pro genetické, molekularni, farmakologické, biochemické, mikroskopické a
systémové pfristupy.

Molekularni simulace a predevsim molekularni dynamika (MD) se staly nesmirné cennym
nastrojem ke studiu systémy membranovych a proteinovych systém(, hlavné proto Ze
poskytuji molekularni rozliseni, které je stale nedostupné prostfednictvim experimentalnich
pristupl. S narlstem vypocetnich vykonl pocitacd a lepsich algoritm( dosahly MD vypocty
Casl a délek primo srovnatelnych s experimenty a tudiz predstavuji komplementarni pfistup k
experimentalnim metodam. Kromé toho umozZnuji otestovat zvoleny systém zajmu na Urovni
jedné molekuly (Bennett a Tieleman, 2013). Typické simulované casy pro "all atom" simulace
se pohybuji do mikrosekund, ale mohou byt zvySeny az na milisekundy pomoci hrubozrnnych
"coarse-grained" (CG) silovych poli, ve kterych jsou skupiny atom( reprezentovany jako jedna
Castice (Ingolfsson et al., 2016). V poslednich 4 letech jsme vyznamné pfispéli k ustaveni
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vyzkumu zaloZeného na MD u rostlin (Pleskot et al., 2012; Potocky et al., 2014; Pleskot et al.,
2015).

Hlavni otdzkou, kterd bude touto aktivitou uchopena bude: Jakou roli hraji rtizné skupiny
membranovych lipidi v regulaci segregace a laterdlni mobility proteinli plazmatické
membrany?

Na zakladé nasich predchozich vysledkl a recentniho vyvoje v této védni oblasti budeme
podrobné charakterizovat dynamiku chovani plazmatické membrany rostlin. VyuZijeme
multidisciplindrnich pfistupl s dlirazem na pouZiti nejmoderné;jsi svételné mikroskopie Zivych
bunék, spektroskpickych technik a pocitacovych simulaci pomoci metod molekularni
dynamiky. Experimentalni ¢ast prace bude zamérend zejména na studium dynamiky
fosfolipidli a proteinl v intaktni plazmatické membrané fungujici v kontextu Zivé rostlinné
buriky, ¢ehoZ nelze dosdhnou pfi studiu této problematiky na arteficidlnich membranach.
Prace bude rozdélena do ¢tyr vzajemné propojenych experimentalnich oblasti:

Za prvé, vyvoj a optimalizace geneticky kddovanych sond pro analyzu lateralni mobility
fosfolipidii pomoci pristupti kvantitativni mikroskopie Zivych bunék. Budeme pokracovat ve
vyvoji fluorescencénich biomarkerd pro detekci PA (Potocky et al., 2014) a dalSich minoritnich
kyselych fosfolipidl (Simon et al., 2014). Abychom dosahli vysoce specifické a selektivni vazby
sond na cilovy lipid, nezbytné pro kvantitativni studie, ptipravime konstrukty nesouci pfislusné
lipid-vazebné domény v tandemové dupli- nebo triplikaci. Nové navrhneme a budeme
testovat geneticky kéddované markery specifické pro béiné strukturni fosfolipidy, jako je
fosfatidylcholin (PC) a fosfatidylethanolamin (PE). Ty budou vychazet z PC-vazebné domény
proteind BSP-A / PDC-109 (Anbazhagan et al., 2011), respektive z PE-specifického peptidu
Maximin H5 (Dennison et al., 2013). VSechny ptipravené konstrukty budeme testovat v
transientné transformovanych burikach a pro nejlepsi optimalizované konstrukty budou
pfipraveny a charakterizovany stabilné transformované linie rostlin Arabidopsis a tabdku. Tato
&ast prace bude propojena s VaV centry partnerd SUPRAMOL UMCH AV CR a EEM UPT AV CR
s cilem testovat nové nanocdstice pro soucasné zobrazeni pomoci fluorescenéni a elektronové
mikroskopie (Obr. 5.1.1.).

Za druhé, kvantitativni analyza dynamiky fosfolipidii v rostlinné plazmatické membrané.
Mobilita plasma-membranovych fosfolipidid bude hodnocena kombinaci pokrocilych
optickych technik, jako jsou Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP), Single-
Particle Tracking (SPT) a Raster Image Correlation Spectroscopy (RICS). Kromé fosfolipidovych
markeru zaloZzenych na geneticky kddovanych lipid-vazebnych doménach fiizovanych s XFP (cil
[i]), vyuzijeme také komercné dostupné syntetické fosfolipidové fluorescencni analogy. Toto
usporadani ndm umozni analyzovat chovani jak volné (tj. dostupné pro lipid-vazebnou
doménu sondy), tak vazané frakce daného typu fosfolipidl (Kay et al., 2012). Abychom mohli
testovat hypotézu o rozdilné lateralni heterogenité kompartmentl plazmatické membrany,
provedeme podrobnou analyzu fosfolipidové dynamiky také v liniich Arabidopsis a tabaku,
exprimujicich vybrané fluorescencné znacené plasma-membranové proteiny, u kterych je
znama lateralni segregace do rGznych mezoskopickych domén, jako PIP2;1, KAT1, NRT1.1,
SLAH3 a PIN2 (Jarsch et al, 2014; Kleine-Vehn et al, 2011; Li et al, 2011). Zaméfime se zejména
na srovnani odliSnych membranovych domén (tj domén s lokalné zvySenou versus snizenou
lokalizaci daného proteinu).

Za treti, vypocetni studie testujici vzajemnou souhru polarnich fosfolipidi a
membranovych proteind.

Nasim cilem bude podrobné zkoumat ¢asoprostorovou dynamiku interakci fosfolipidd a
proteinU v nanoméfitku, s pouzitim vypocetnich MD simulaci. Budeme vychdzet z dat feSenych
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v ramci druhé experimentalni oblasti a znamych trojrozmérnych struktur pro proteiny PIP2;1,
NRT1.1 a SLAH3 (homologni model). Identifikujeme strukturni vzory lipid-proteinovych
interakci a preference pro urdity typ fosfolipidd, které nejsou dostupné pfimo z krystalové
struktury. Kromé toho budeme analyzovat zejména difuzni charakter jednotlivych komponent
membrany s ddrazem na testovani hypotéz, zda a jak proteiny méni pohyblivost sousednich
fosfolipid(i a naopak - jak pritomnost konkrétnich lipidd ovliviiuje chovani protein( z hlediska
mobility a spojovani do struktur vyssich radua.

Za ctvrté, laterarni organizace a dynamika membranovych proteini v burikach se
zménénymi hladinami minoritnich kyselych fosfolipidi. Funkéni studie roli vybranych
membranovych kyselych fosfolipidl na laterdini organizaci a dynamiku plazmatické
membrany bude testovdana pomoci transgennich rostlin a bunécénych linii se
snizenymi/zvysenymi hladinami vybranych fosfolipidd v PM (ty budou vybrany na zdkladé
vysledkl experimentdlni druhé a treti experimentalni oblasti). Manipulace hladin fosfolipid(
bude realizovdna pomoci lokalizované exprese enzym(, které zvysuji/snizuji Urovné
specifickych fosfolipid( (tj fosfolipaz C a D, lipidovych kinaz a fosfataz) na PM. Funkéni ucinky
rdznych hladin fosfolipid( na heterogenitu PM a segregaci markerovych bilkovin (PIN2, PIP2;1
atp.) do mikrodomén budou testovany technikami pokrocilé fluorescenéni mikroskopie (viz
druhd experimentalni oblast).

Milniky: Soubor in vivo dat popisujicich dynamiku a interakce membrdnovych lipidi a
proteind.

Aktivita 4: Lokalizace a funkéni charakterizace slozek transkriptomu a proteomu sam¢iho
gametofytu

Vedouci aktivity: Said Hafidh, Ph.D.

Tato aktivita je zamérena na wyuzZiti pokroCilych mikroskopickych technik véetné
environmentalniho rastrovaciho elektronového mikroskopu s vysokym rozliSenim
partnerského VaV centra EEM UPT AV CR k funkéni charakterizaci nové identifikovanych slozek
transkriptomu a proteomu samcéiho gametofytu. Hlavni pozornost bude vénovana
transkriptlim a proteinim, jez se podileji na dynamice cytoskeletu a tvorbé PM a Ucastni se
syntézy bunécné stény.

Prace bude rozdélena do dvou experimentalnich oblasti:

Za prvé, role transportu mRNA a lokalizace translacniho aparatu pfi tvorbé a udrzovani
bunécné polarity v asymetricky rostoucich rostlinnych burikach bude studovana. Budeme
vyuzivat stavajiciho -omického a pokrocilého mikroskopického technologického zazemi, jez je
k dispozici pro Arabidopsis a tabak jako modelové druhy pro identifikaci a charakterizaci ulohy
transportu mRNA a lokalizace translacniho aparatu v rostoucich pylovych lackach a pfi
dvojitém oplozeni. Transkriptomika, translatomika a sekvestromika v ndvaznosti na
subcelularni frakcionaci transkript podle jejich transla¢niho stavu budou pouzity k identifikaci
transkriptl s diskontinudlnimi expresnimi profily. Budou popsany a charakterizovany jak
znamé asymetricky distribuované transkripty (souvisejicich s transportem podél CSK a
asociovanych s membranou a) tak nové identifikované kandidatni mRNA. Tyto nové
identifikované transkripty doplni jiz znamé translacné reprimované mRNA, zahrnujici napf.
protein bunécné stény NTP303 (Honys et al. 2000, Honys et al., 2009) a jeho ortolog NTP805,
dale TUAG6 (tubulin a-6-chain), FAD2 (fatty- acid desaturase 2), AHA9 (plasma membrane H+-
ATPase 9), AtFH5 (formin homology 5), AVP1 (vacuolar- type H+-pumping pyrophosphatase 1,
possibly auxin-related) a PUP11 (purine permease 11 transmembrane transporter; Hafidh et
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al., nepublikovano). Identita translacné neaktivnich transkriptl bude ovérena pomoci
pokrocilych sekvenacnich technik.

Diskontinualné exprimované transkripty a s nimi asociované RNA-vazebné proteiny budou
popsany a dynamika jejich lokalizace bude studovdna pomoci fluorescenéni a elektronové
mikroskopie ve spolupréaci s partnery v SUPRAMOL UMCH AV CR a EEM UPT AV CR (Obr. 5.1.1)
s vyuzitim dvouslozkového systému RNA vizualizace zaloZzeném na vazbé k fagovému proteinu
AN22 (Schonberger et al 2012) a F-WISH (whole-mount RNA in situ hybridization; Bleckmann
et al 2015). Bude sledovana dynamika lokalizace zkoumanych transkriptt a jejich kolokalizace
s fadou subcelularnich markerd ve vztahu k jejich translacnimu stavu béhem rlistu pylové
lacky. Regulacni mechanismy translacniho umlCovani mRNA a jeji lokalizace budou
charakterizovany pomoci identifikace RNA-vazebnych protein( a dalSich protein( obsazenych
v EPP granulich (Honys et al., 2009). Za timto U¢elem budou RNA-vazebné proteiny separovany
pomoci afinitnich ligandd (angl. RNA pull-down assay), imunoprecipitaci a pomoci
kvasinkového trojhybridniho systému (angl. Y3H screen). RNA-vazebné proteiny budou
identifikovany metodami hmotnostni spektroskopie (LC-MS/MS), které nam také umozni
popsat dynamiku jejich post-translacnich modifikaci.

Vybrané geny a jimi kddované proteiny budou charakterizovany z funkéniho i regula¢niho
hlediska. Pro funkcni charakterizaci vyuzZijeme dostupného fenotypiza¢niho zadzemi pro
studium mutantl (Renak et al., 2012). Genové specifické mutanty budou bud objedndny jako
T-DNA linie ¢i pravdépodobnéji budou vytvofeny pomoci zavedené strategie robustniho
umlcovani mRNA obecné a tkanové-specificky exprimovanymi amiRNA. Ddle ovéfime ucinek
ektopické overexprese zkoumanych genli a dynamiku subcelularni lokalizace analyzovanych
fuznich proteinl. Budeme také zkoumat regulacni ulohu pfislusnych sekvencnich motivii RNA
pfi regulaci lokalizace RNA, transla¢niho stavu a schopnosti vazat proteiny. Za timto Ucelem
budeme analyzovat jejich 5 a 3‘ neprekladané oblasti a eventualné i kddujici oblast, vazebné
proteiny a vyuzijeme i RNA editacni mutanty.

Za druhé, bude objasnéna uloha docasnych receptori pripojenych k membrané
prostfednictvim GPl-kotvy pf¥i interakcich pylové lacky s pestikem. Pomoci kombinace
mikroskopickych technik véetné FRET a BiFC spolu s immunoprecipitaci budeme schopni
stanovit interakéni moduly ligand-receptor ucastnici se vedeni pylové lacky pestikem pred
oplozenim. Specificky se zaméfime na ulohu GPl-kotvenych protein lokalizovanych na
povrchu plazmatické membrany pylové lacky. Jiz dfive jsme popsali, Ze 14% sekretomu
pylovych lacek rostoucich pletivy pestiku je tvofeno GPIl-kotvenymi proteiny (Hafidh et al.,
2016). Pro izolaci a obohaceni o GPI-ukotvené bunécné povrchové receptory budou pylové
lacky nejprve kultivovany semi-in vivo po dobu 24 h (Hafidh et al., 2014, Hafidh et al., 2016).
Pylové lacky budou pred izolaci sekretomu osetieny rekombinantni Pi-fosfolipazou C (PI-PLC)
a sekretované proteiny budou koncentrovany ultrafiltraci. Vazba popsanych GPI-ukotvenych
kandidatnich proteinu s jejich potenciadlnimi ligandy bude demonstrovana in planta pomoci
rekonstituce rozdéleného YFP (BiFC). Soubézné bude afinitni purifikace TRICEPS vyuzita k
oznaceni ligandli a testovani membranovych receptord pylové lacky. Afinita a entalpie
interakci bude kvantifikovana pomoci dvou biofyzikdlnich pfistupl, MST (microscale
thermophoresis a ITC (isothermal titration calorimetry).

Milniky: Soubor in vivo dat popisujicich lokalizaci a dynamiku konkrétnich sloZek
transkriptomu a proteomu samciho gametofytu.
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V ramci vyzkumného cile je planovdno publikovat vysledky v impaktovanych védeckych
Casopisech a naplnit tak indikatory 2 02 11 a 2 02 16 v poctu 25 ks 2 02 11 a 25 ks 2 02 16.
Pomér (indikator 2 02 14) bude 50%.

Vyzkumny cil 2: Identifikace sloZeni bunécnych povrchii a mezibunécnych
prostor u rostlin

Jak bylo zminéno v obecném Uvodu tohoto vyzkumného programu, bunécna sténa se podili
vyznamné na stavbé rostlinného téla. Kromé formovani samotné struktury rostlinného téla
hraje buné¢na sténa zdsadni vyznam v pokozkovych burnkach. Nadzemni ¢3sti rostlin jsou kryté
pokozkovymi burikami, které na povrch deponuji specifické latky, polymery hydrofébniho
charakteru. Jejich hlavni Ulohou je zamezit ztratdm vody z bunék, zamezit praniku nezadoucich
latek a také prlniku patogentd do rostlinného téla. Tato specializovand struktura se nazyva
kutikula (Yeats a Rose, 2013). Kutikula je u vétSiny rostlin tvofena polymerem kutinem v
kombinaci s vosky. Kromé hydrofébniho charakteru kutikuly hraje v Zivoté rostlin roli i
samotnd mikro- aZz nanostruktura povrchu kutikuly, ktera je utvarena diky epikutikuldrni vrstvé
voskl, formujicich se v krystalové struktury na povrchu rostlin. Tato struktura umocnuje
vlastnosti kutikuly v zamezeni ztrat vody, pfindsi samocistici schopnosti rostlinnym povrchiim,
a vyznamné ovliviiuje odrazivost rostlinnych povrchid (Koch and Barthlott, 2009). Vycet
vlastnosti naznacuje vyznam rostlinné bunécné stény a specializované bunécné stény povrchi
pro rostliny samotné. Ukazuje vSak také cesty vyuZiti téchto vlastnosti v pramyslu (samocistici
povrchy) ¢i dalSich odvétvich, jako je napt. dalkovy prizkum zemé a monitorovani kvality a
sloZzeni rostlinnych spoleCenstev (odrazivost v zdvislosti na rostlinném druhu ¢i jeho
fyziologickém stavu). Navic se ukazuje, Ze komplexni struktura extraceluldrniho materidlu,
mUzZe rozhodovat o ¢asném vyvoji rostlinnych embryi, coZ naznacuje prenos signalu mezi extra
a intracelularnim prostredim. Ackoliv jak skenovaci tak fluorescenéni mikroskopie poskytly
dllezitd data o slozeni povrchovych struktur a mezibunécnych prostor, je stale velky
nedostatek metod a instrumentace optimalizovanych pro neinvazivni zobrazovani ve vysokém
detailu napojenych na prvkovou analyzu, stejné tak jako oznaceni téchto struktur
nanocasticemi. Tato vyzva je predmétem tohoto vyzkumného cile, ktery bude experimentalné
provadén navrhovatelskym VaV centrem se tfemi partnerskymi VaV centry (Obr. 5.1.1).
Celkem 3 vyzkumné aktivity jsou tyto: 1) Charakterizace role cytoskeletu pfi syntéze bunécné
stény rostlin 2) Identifikace Ulohy extracelularniho materialu béhem rostlinné embryogeneze
a 3) ldentifikace struktur bunécnych povrcha, které urcuji listovou odrazivost.

Aktivita 1: Charakterizace role cytoskeletu pfi syntéze bunécné stény rostlin

Vedouci aktivity: RNDr. Katerina Schwarzerovd, Ph.D.

Téma syntézy bunééné stény a kontroly jeji kvality je pochopitelné predmétem intenzivniho
vyzkumu. V poslednich letech bylo u¢inéno mnoho vyznamnych objevl predevsim na poli
syntézy celuldzy. Je vSak pravdou, Ze studium bunécéné stény, slozité kompozitni extracelularni
struktury skladajici se z karbohydratovych, lipidickych a fenolovych polymerd, je stale velikou
experimentdlni vyzvou. Je zndamo, Ze celuléza je syntetizovana multienzymovymi
membranovymi komplexy (Kumar a Turner 2015). Jejich pohyb je kontrolovan mikrotubuly
(Paredez et al. 2006). Syntéza ostatnich karbohydratovych slozek probihd v bunécénych
organelach Golgiho aparat a do prostoru bunécné stény jsou dopravovany pomoci vackl a
dalsi slozky cytoskeletu, aktinovych filament. Syntéza kutinu a vosk( probihd v organele
endoplazmatické retikulum, ale zplsob dopravy téchto hydrofébnich latek do prostoru
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bunééné stény Ci na jeji povrch v pripadé pokozkovych bunék je velmi malo prozkouman
(Dominguez et al. 2015, Lee a Suh 2015). Jakékoliv pokroky v porozuméni syntézy a funkce
rostlinnych bunécnych stén a jejich modifikaci pfedstavuje potencidlné vyznamny vysledek
vyuzitelny nejen v rostlinné biologii, ale i v primyslu ¢i dalSich odvétvich.

Tato aktivita se sklada ze t¥i hlavnich oblasti.

Za prvé, nové faktory a mechanismy ucastnici se syntézy bunécné stény u rostlin budou
identifikovany. Tato prace je zaloZena na zkuSenostech nasi laboratofe s identifikaci
mechanismuU vnitrobunécného transportu pomoci cytoskeletu a syntézy bunécné stény.
Syntéza bunécéné stény je komplexnim procesem, ktery zahrnuje jak vnitrobunécény transport
zavisly na aktinu, tak umisténi celuléza syntdzovych komplexi pomoci mikrotubull
(Sampathkumar et al., 2013; Yanagisawa et al., 2015). V nasi predchozi praci jsme navrhli
nékolik "mist setkani" pro interakce aktinového a mikrotubularniho cytoskeletu (Petrasek a
Schwarzerovd, 2009; Slajcherova et al., 2012; Krtkova et al., 2016) a nékteré z nich jsou nyni
zkoumany v nasi laboratofi. Tyto zahrnuji spojeni mezi aktin nukleacnim komplexem Arp2/3 a
mikrotubuly (Havelkova et al.,, 2015) a nové odhalend role tohoto komplexu pfi syntéze
bunécné stény (Sahi et al., v pfipravé). Neinvazivni pozorovani Arp2/3 mutantnich rostlin v
laboratot¥i partnerského VaV centra EEM UPT AVCR pomoci environmentalni rastrovaci
(skenovaci) elektronové mikroskopie (EREM) jiz prokazalo zmény v povrchovém sloZeni jejich
kutikuly a bunécné stény. V této aktivité budeme pomoci EREM studovat vlastnosti bunécné
stény rostlin Arabidopsis v rostlinach se zménénou strukturou bunécné stény. V soucasné
dobé neexistuje jind technika, kterd by umoznila zobrazovat rostlinné povrchy v nativnim
stavu ve vysokém rozliseni. VSechny dosavadni techniky véetné SEM vyZzaduji fixaci a Upravu
vzorku. Tyto procesy vsak vyznamné méni, az pfimo degraduji lipidické slozky kutikuly a
epikutikuldrnich voskd. EREM v kombinaci s kvalitativni analyzou ¢i mikromanipulaci ma
obrovsky potencial ve vyzkumu nativnich povrchi rostlin, bunéénych stén a jejich vlastnosti.
Vysoké rozliSeni této mikroskopické metody umozni studium mikro- az nanostruktur jak na
povrchu bunécné stény (mikro- a nanokrystaly vosk(), tak pfimo i v bunéénych sténach
(mikrofibrily celulézy ¢i dalsi polymerni slozky). Hlavnim experimentdlnim materidlem budou
mutantni rostliny vykazujici poruchy v nékterych cytoplazmatickych drahach, které by se
mohly uUcastnit syntézy bunécné stény Ci nékteré jeji slozky. V experimentech budou
charakterizovany zmény ve strukture bunééné stény, které budou ptifazeny k dané signaini
draze pomoci zavedenych metod biochemie a molekularni biologie, tj. pomoci analyz obnovy
mutantniho fenotypu, stanovenim lipidového a sacharidového slozeni BS a vizualizaci celuléza
syntazovych komplexl, prenasSecl ligninu a dalSich sloZzek stény pomoci fluorescencni
mikroskopie. Protilatky vytvorené v nasi laboratofi proti aktin slozkdm aktin nuklea¢niho
komplexu (Havelkova et al., 2015) budou vyuzity v kombinaci se sekundarnimi protilatkami
oznacenymi nanocasticemi ve spolupraci s VaV centrem partnera SUPRAMOL UMCH AV CR.
PostiZzeni tvorby bunécéné stény u mutant se projevuje i celkové zménénou pevnosti dospélé
rostliny, proto budou celistvé rostliny studovany i magnetickou resonan¢ni technikou (MRI)
na partnerském VaV centru IKEM (Fig. 5.1.1).

Za druhé, budou studovany rostlinné povrchy pro pochopeni jejich vyznamu pf¥i praniku
patogeni do bunék. Bude studovan vztah mezi vyvojem kutikuly a voskud na listech jabloné a
infekci patogenem Venturia inaequalis. Na infekci touto houbovou chorobou jsou citlivé
nejmladsi vyvijejici se listy, zatimco starsi listy vykazuji vysokou rezistenci. V predbéznych
experimentech bylo zjisténo, Ze kutikula epidermalnich bunék listl jabloné ma specifické
usporadani, které se méni béhem ontogeneze listu. Cilem je ovéfrit teorii, Ze mladé listy maji
jiné usporadani povrchovych struktur nez starsi listy, a Ze tento fakt hraje roli v priniku
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patogena. Stejné jako v predchozi casti této aktivity bude vyuZit EREM kombinovany s
molekuldrné biologickymi metodami s cilem identifikovat procesy zavislé na cytoskeletu, které
rozhoduji o recyklaci membran, vnitrobunééném transportu a syntéze bunécéné stény.

Za treti, bude studovana syntéza nové identifikované struktury na bazi rostlinnych
trichomd. Dalsi typy bunék s komplexnim tvarem, ktery se téZ odrdzi v komplikované
biosyntéze jejich bunécnych stén, jsou trichomy, emergence na povrchu listd. Jak jsme ukazali
sekundarni BS trichom( u Arabidopsis v sobé akumuluje kovy jako je napf. zinek, méd' i
kadmium a tyto prvky jsou téz pfitomny v nové popsané struktufe BS, bohaté na kaldzu, na
bazi trichoma (Kulich et al. 2015). TézZ jsme ukazali, Ze depozice materidlu do této oblasti BS je
zavisla na smérované exocytdze. Ve spolupraci s partnerskym VaV centrem EEM UPT AVCR
(Fig. 5.1.1.) bude pomoci elektronové mikroskopie spojené s prvkovym analyzdtorem
analyzovano sloZeni BS trichomU. TéZ budou takto pozorovany nanocastice TiO, které jsme
téz v predbéznych experimentech lokalizovali v BS trichomu po jejich pfidavku do substratu.
Cilem bude odhalit mechanismus jejich pfijmu a depozice v rostliné. K odliseni, zdali se
nanocastice TiO; vstiebavaji pfimo anebo nejprve tvoli komplexy v rhizosfére a takto jsou
absorbovany, bude pfipraven polymerni gel s rozptylenymi TiO2 nanocdsticemi ve spolupraci
s partnerskym VaV centrem SUPRAMOL UMCH AV CR (Fig. 5.1.1) a rostliny kultivovany v tomto
gelu. Nizkomolekularni komplexy Ti (tzn. rozpusténé TiO, nanocastice) volné difunduji skrz gel,
zatimco TiO; ¢astice jsou zachyceny. Opacny postup bude proveden pfi kultivaci rostlin v
zivném roztoku typu Hoagland s obsahem makroporézni pryskyfice (typu 8-HQ), ktera naopak
vyvaze rozpusténé nanocastice TiO,. Tato kombinace technik umozni odlisit, v jaké formé jsou
nanocastice pfijimany. ProtozZe tyto vysledky mohou byt zobecnény také na dalsi nanocastice,
ma tento vyzkum velmi slibné vyhlidky na mozné aplikace v oblasti nanotechnologii u rostlin.
Navic, diky podobnosti ve sloZzeni bunécné stény trichom( Arabidopsis a baviniku mohou nase
vysledky prispét k postuplm vyuZivajicim nanotechnologii k vylepseni textilni baviny.

Milniky: Soubor dat charakterizujicich roli cytoskeletu a asociovanych proteini pfFi
syntéze bunécné stény a bunécnych povrchii

Aktivita 2: Identifikace ulohy extraceluldrniho materidlu béhem rostlinné embryogeneze

Vedouci aktivity: Mgr. Katerina Elidsovd, Ph.D.

Jednotlivé faze somatické embryogeneze jehlicnant jsou dlouhodobé v nasi laboratofi
studovany na biochemické a histologické urovni. Hladiny endogennich fytohormond,
polyamin(, fenolickych latek a cukrd a akumulace zasobnich latek rozhoduji o pribéhu téchto
fazi (Gemperlovd et al., 2009), ale porozuméni kooperace vnitrobunécénych struktur pfi
procesu somatické embryogeneze je stale jen ¢astecné. NasSe predchozi studie ukazali, jak
spolupracuji jednotlivé aktinové isoformy béhem jednotlivych fazi somatické embryogeneze,
béhem které jsou specifické isoformy exprimovany jen v bunikdch suspensoru a snizuji expresi
béhem maturacni faze (Schwarzerova et al., 2010; Vondrakova et al., 2014).

Za prvé se soustiedime na zmény ve struktufe cytoskeletu v suspenzorovych a
meristematickych bunkach béhem dozravani embryi s ohledem na moznou roli cytoskeletu v
syntéze bunécné stény tvorby extracelularniho materidlu. Chceme ziskat zejména informaci o
propojeni suspenzorovych a meristematickych bunék vraném embryu a o vyznamu
suspenzorovych bunék na pocatku zrani, v€etné procesu postupného rozpadu suspenzoru. Za
druhé se soustfedime na zmény indukované abiotickym stresem (Cvikrova et al., 2016;
ElidSova et al., 2016) na povrchu mladych somatickych embryi smrku. V obou téchto oblastech
budou povrchové struktury embryi studovany in vivo, tj. bez jakékoliv fixace materialu. Vyuziti
environmentélniho rastrovaciho mikroskopu (AQUASEM I1) na pracovisti VaV centra EEM UPT
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AVCR (Obr. 5.1.1.) ndm umozni studovat embryogenni kultury téméf v nativnim stavu a
vyznamné tak doplnit nase dosavadni znalosti o poznatky, které nelze jinym zplsobem ziskat.
Tato technika jiZ byla pouzita pro neinvazivni pozorovani rostlinnych bunék (Zheng et al., 2009;
Stabentheiner et al., 2010; McGregor et al., 2013). Jak plyne z nasich pfedbéznych pozorovani
a z vysledkd partnerské laboratofe EEM UPT AVCR (Nedéla et al., 2016), jsou v ranych stadiich
vyvoje pokrytd somaticka embrya vrstvou extraceluldrniho materidlu, nékdy nazyvaného
»extraceluldrni matrix“. Tato vrstva je patrné komplexem pektinovych polysacharid(, proteint
a lipofilnich substanci. Nasim dalSim cilem je proto charakterizovat stav ,extracelularni
matrix“, pokryvajici rana embrya a zmény, kterymi prochazi na pocatku jejich zrani.

Milniky: Soubor funkcnich dat charakterizujicich roli extracelularniho materidlu pro
priubéh somatické embryogeneze u rostlin.

Aktivita 3: Pochopit jak ovliviiuje povrchova struktura listu jeho odrazivost

Klicova osoba: Prof. RNDr. Jana Albrechtovd, Ph.D.

Optické vlastnosti listu (reflektance, absorpce, transmitance) ve viditelné oblasti spektra
(400-700 nm) jsou ovlivnény biochemickym sloZzenim listu, a to predevsim fotosyntetickymi
pigmenty. V oblasti blizkého infraderveného zareni (700-2300 nm; NIR Near Infrared) zle
z optickych vlastnosti listu usuzovat o jeho biochemickém sloZeni (lignin, celuléza), obsahu
vody a jeho vnitfni struktufe. Studie zamérené na vztah mezi strukturou listu a reflektanci jsou
spiSe ojedinélé, napf. prace zamérena na vztah povrchové struktury s reflektanci prevazné ve
viditeIném spektru (Buschman et al. 2012). Vztah struktury a biochemického sloZeni listu a
jeho optickych vlastnosti ma navaznost na dalkovy prizkum zemé, sledovani fyziologického
stavu a fenologie rostlin pomoci hyperspektralnich dat (Misurec et al. 2012).

V rdmci této aktivity chceme studovat, jakym zplsobem povrchova a vnitini struktura listd
s rlznou mirou xeromorfni adaptace ovliviuje jejich odrazivost v NIR. Odrazivost listu je
vyuzivana v metodach dalkového prizkumu Zemé (DPZ) pro determinaci fyziologického stavu
porosti rostlin. Pro vyuZiti v DPZ a modelovani vlastnosti vegetace velkoplosné s pouZitim
hyperspektralnich dat tyto parametry vstupuji do model( radioaktivniho transferu na Urovni
listu (PROSPECT, LIBERTY). Nové bude vyuzit model DLM (Dorsiventral Leaf radiative transfer
Model; Stuckens et al. 2009) pro ,,upscaling” dat na vyssi Urovné. Vyhodou DLM modelu je
zohlednéni asymetrie v rozloZeni fotosyntetickych pigmentd, susiny a vody v dorziventralnim
listu a dosud neni jasné, do jaké miry tato asymetrie hraje roli pfi preneseni na Uroven koruny.

Anatomické parametry listu jsou pro ucel vstupu do modell radiativniho transferu
vyjadfovany kvantitativné, k cemuz slouzi napf. stereologické metody aplikovatelné na data
ze svételné, konfokalni i elektronové mikroskopie (Albrechtova et al. 2007, Lhotdkova et al.
2008, Kubinova et al. 2014).

Optické vlastnosti listu budou méreny pomoci spektroradiometru (FieldSpec 4-ASD)
s kontaktni sondou nebo integracni sférou. Soucasna literatura neuvadi podrobnou studii
vztahu reflektance v NIR a povrchovou strukturou listu. Posunem v dané problematice bude
simultanni méreni odrazivosti i v NIR a anatomické struktury pomoci environmentalni
elektronové mikroskopie, ktera bude provadéna ve spolupraci s partnerskym pracovistém
EEM UPT AV CR (Obr. 5.1.1).

Milniky: Spektralni knihovna listG odlisSné anatomické struktury s rtznymi xeromorfnimi
adaptacemi.

V rdmci vyzkumného cile je planovano publikovat vysledky v impaktovanych védeckych
casopisech a naplnit tak indikdtory 2 02 11 a 2 02 16 v po¢tu 10 ks 2 02 11 a 10 ks 2 02 16.
Pomér (indikator 2 02 14) bude 50%.
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mechanisms of cytoskeletal and cell wall systems during leaf trichome morphogenesis. Nat. Plants 1: 15014.

Yeats TH a Rose JKC (2013) The Formation and Function of Plant Cuticles. Plant Physiology163:5-20

Zheng, T., Waldron, K.W., and Donald, A.M. (2009). Investigation of viability of plant tissue in the environmental
scanning electron microscopy. Planta 230: 1105-13.

5.1.4. Mezinarodni spoluprace

Vyzkumny tym VaV centra UEB AVCR udriuje dlouhodobé kontakty s vyzkumnymi tymy z
pfednich zahrani¢nich instituci ve vSech oblastech, které jsou navrhovany k podpofre v ramci
tohoto centra excelentniho vyzkumu.

Jedna z nejproduktivnéjsich spolupraci je dlouhodobé udrzovéna s laboratofi Prof. Jifiho
Frimla, pfedniho védce v oblasti rostlinné bunécné a vyvojové biologie (H-index 73, 19 500
citaci). BEhem posledni dekady (2005-2015) bylo publikovano celkem 16 plGvodnich sdéleni a
prehlednych ¢lankd ve spolupraci mezi laboratofi Prof. Frimla a VaV centrem UEB AVCR, kde
jsou spoluautory Jan Petrdsek a Jiti Friml (viz CV Jana Petraska, pfiloha 6). Je dllezité zminit,
Ze tato spolupréce byla a je exkluzivné zaloZena na vzajemné podpUlrnych a komplementarnich
expertizdch VaV centra UEB AVCR a laboratofi Prof. Frimla. Prof. Friml se b&hem této
spoluprdce presunul z University Tuebingen do predniho pracovisté v oblasti rostlinnych
biotechnologii PSB VIB v belgickém Ghentu, kde stravil nékolik velice uspésnych let. Nyni je
Prof. Friml pevné svdzdan s Institute of Science and Technology (IST Austria, Rakousko) a rad
souhlasil v pokracovani nasi dlouhodobé a Uspésné spoluprace podpisem dopisu vyjadrujiciho
pfipravenost stat se partnerem navrhovaného centra excelentniho vyzkumu (viz pfiloha 6 a
povinna priloha 19). Pfedstavuje tak hlavniho "strategického" partnera navrhovaného centra.
Prof. Friml vyjadfil pfipravenost spolupracovat jako doposud a dale spolupraci podpofit, tj.
zajistovat v soucinnosti s IST Austria vyménu student( a védcQ, pfipravovat spolecné védecké
projekty a setkani vyzkumnych tymi. Vyzkum laboratofe Prof. Frimla orientovany na
bunécnou biologii se tematicky prekryva s prevaznou vétSinou vyzkumnych aktivit tohoto
vyzkumného programu. Dalsi v soucasné dobé rozvijené spoluprace, které jsou jiz podporeny
spoleénymi publikacemi s Janem Petragkem a téZ dal$imi ¢leny VaV centra UEB AVCR zahrnuji
laboratore Prof. Evy Benkové (IST Austria, Rakousko), Assoc. Prof. Christiana Luschniga (BOKU
Vienna, Rakousko), viz. jeho podplrny dopis (pfiloha 6), Assoc. Prof. Jirgena Kleine-Vehna
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(BOKU Vienna, Rakousko), Prof. Dominique Van Der Straeten (Ghent University, Department
of Physiology, Belgie), Prof. Petera Nicka (KIT Karlsruhe, SRN) a Prof. Anguse Murphyho
(University of Maryland, USA).

Vyzkumny cil 1 tohoto vyzkumného programu bude rozvijet v jeho jednotlivych aktivitach
fadu bézicich spolupraci. Spoluprace s laboratoti Dr. Eric Ruellanda (UPEC, Paris, Francie) je
podporena v dopise od Dr. Jacquese Moscovici (dékan UPEC) pro aktivitu 2 tohoto cile (ptiloha
6). Laborator Doc. David Honyse, ktera je prostfednictvim Dr. Said Hafidha zodpovédna za
aktivitu 4 tohoto cile udrzuje dlouhodobou spolupraci s Prof. Enrico Schleiffem, feditelem
Buchmann Institute of Molecular Life Sciences a Profesorem na Goethe University Frankfurt,
SRN. Prof. Schleiff nabidl navrhovanému projektu velice Sirokou podporu (ptiloha 6) zahrnujici
vyménu védcl a studentll a spolecné grantové aplikace. Navic je ovSsem pfipraven jako jeho
$éf zahrnout Frankfurt Center of Advanced Light Microscopy a Frankfurt Center of Electron
Microscopy do scénare této spoluprace.

Aktivity vyzkumného cile 2 tohoto vyzkumného programu téz dale podporuji spoluprace s
nékolika vedoucimi laboratofemiv oboru. Vedle jiz vySe zminéné laboratore Prof. Evy Benkové
(IST Austria, Rakousko) and Prof. Petera Nicka (KIT Karlsruhe, SRN), vyzkumna aktivita 1 tohoto
cile bude tézit ze spoluprdce s Prof. Danielem Szymanskim (Purdue University, USA), Dr. Sabine
Mdller (University of Tlbingen, SRN) a Dr. Camille Laroue (CNRS/ECOLAB, Toulouse, Francie).
Dlouhotrvajici spoluprace s laboratofi Dr. Grégory Mouille, vedouciho Analytical Chemistry
Plant Observatory Laboratory v Ustavu Institut Jean-Pierre Bourgin (INRA Versailles, France)
podpofi navrhovany projekt Spickovou analytikou dopliujici elektron mikroskopické pfistupy
pfi studiu bunééné stény, viz priloha 6. Aktivita 2 tohoto cile zamérené na extracelularni
materidl bude velmi tézZit z rozvijené spoluprace s Dr. Lelu-Walter, reditelkou vyzkumu v
National Institute of Agriculture Research (INRA, Val de Loire Orléans, Francie), které téz na
zakladé bézici spoluprace nabidla pinit roli "strategického partnera" pro toto téma (pfiloha 6).
Probihajici spoluprace v ramci aktivity 3 tohoto cile s Prof. Roeland Samson (University of
Antwerpen, Belgie) a Dr. Petya Campbell (Joint Center for Earth Systems Technology,
University of Maryland Baltimore County, NASA Goddard Space Flight Center, Biospheric
Sciences Branch, USA) budou téZ pokracovat v ramci navrhovaného projektu.

5.1.5. Vyzkumny tym

Slozeni vyzkumného tymu, role, vyzkumné aktivity a harmonogram naboru

Vyzkumny tym vyzkumného programu 1 je sestaven ze ¢lentl 6 laboratofi VaV centra UEB
AVCR (pfiloha 2) a nékolika nové pfijatych vyzkumnych pracovnik(l. Jak je patrné z
organizacniho schématu vyzkumného tymu (Obr. 5.1.5), vSech 7 vyzkumnych aktivit
popsanych detailné v kapitole 5.1.3 je pfifazeno vedoucim vyzkumnych aktivit. Kazda z téchto
7 aktivit bude provadéna pod vedenim vedouciho vyzkumné aktivity s pfimou odpovédnosti
nadfizenému tj. vedoucimu vyzkumného programu Janu Petraskovi. Pfehled vSech jmenovité
nominovanych ¢lend vyzkumného tymu a ¢lend, ktefi budou nominovani, je uveden v tabulce
(Tab. 5.1.1) s uvedenim jejich role v projektu, H indexem and FTEs (full time equivalents). Pro
kazdého jmenovité uvedeného ¢lena tymu je pfipojeno CV (pfiloha 7). Tato CV uvadi expertizu
pracovniku, nejlepsich 8 publikaci s citacemi a dalsi relevantni informace, vse ve vztahu k
predkladaném navrhu (ptiloha 7).
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Vyzkumny program 1 Vyzkumny cil 1

Organizacni schéma

P . - ktivity 1
vyzkumného tymu e

lan Petrasek

Vedouciwizkumné |
aktivity 2 -

Jan Martinec

Vedouciwzkumne
akrivity 3

Martin Potocky T
Vedoud wzkumng
aktivity 4
SaidHafich

Vedouci vwwzkumného
programu 1

_ 1 Technicky pracovnik
Bude nominovan

lan Petrasek
Vyzkumny cil 2
™~ . Vedoudiwzkumné
aktivity 1
Katefina Schwarzerova

Vedouciwzkumne
akrivity 2

Katefina Elasova

Vedouciwzkumné
aktivity 3
lanaAlbrechtova

Vedouciwjzkumné __—

VEédecky pracovnik-
senior
Katefina Malinska

2 védeéti pracovnici-

junior (Postdocs)
Ondfej Smetana,
MartinaLafikova
1 vedecky pracovnik -
junior (Postdoc)
Bude nominovan
1 vedecky pracovnik -

junior (Postdoc),
1 PhD student

Budou nominovani

"~ 1wédecky pracovnik -

junior (Postdoc)

Bude nominovan

1 védecky pracovnik -

—  junior|Postdoc),

1 PhD student
Budou nominovani

1 védecky pracovnik -
junior (Postdoc)

Bude nominovan

1 védecky pracovnik -
junior (Postdoc)

Bude nominovan

| Technicky pracovnik

Bude nominovan

Obrazek 5.1.5: Organizacni schéma vyzkumného tymu vyzkumného programu 1. Vedouci
vyzkumného programu bude odpovédny za koordinaci aktivit v obou vyzkumnych cilech. Vedouci
vyzkumnych aktivit budou pfimo odpovédni vedoucimu vyzkumného programu (Jan Petrasek), tento
bude téz primy nadfizeny dvou technickych pracovnik.

RNDr. Jan Petrasek, Ph.D., excelentni pracovnik (2017-2022), bude vedoucim celého
vyzkumného programu 1 a pfimym feSitelem cile 1, kde bude zodpovédny za aktivitu 1
vyzkumného cile 1. Bude se téZ ucastnit supervizi vyzkumného cile 2. Bude téZz hlavnim
koordinatorem (feditelem) celého navrhovaného centra excelentniho vyzkumu. Vedle
koordinacni role a publika¢nich aktivit bude provadét pokrocilou fluorescencni konfokalni
mikroskopii a podilet se na elektronové mikroskopii (HR-REM a EREM) membranovych
protein(l na pracovisti partnera EEM UPT AVCR. Jak je patrné z pfilozeného CV (pfiloha 7), jeho
expertiza lezi v oblasti rostlinnych hormont, jejich spoluprace, bunécné polarity,
cytoskeletalni dynamiky, mechanismu Uc¢inku auxinu, transportu auxinu a regulaci lokalizace a
aktivity auxinovych prenaseca.

Ing. Martin Potocky, Ph.D., klicovy pracovnik (2017-2022), bude vedoucim vyzkumné
aktivity 3 vyzkumného cile 1, ale bude téz se ucastnit aktivit 1 and 2 tohoto cile. Jak je patrné
z pfiloZzeného CV (priloha 7), jeho expertiza leZi v oblasti biochemie membranovych lipidl a
proteinl a vyzkumu jejich mobility in vivo pomoci metod pokrocilé konfokalni mikroskopie v
kombinaci s in silico metodami simulaci molekularni dynamiky.

Prof. RNDr. Jana Albrechtova, Ph.D., klicovy pracovnik (2017-2022), bude vedouci
vedoucim vyzkumné aktivity 3 vyzkumného cile 2. Bude koordinovat vyzkum listovych povrchi
pomoci EREM ve spolupraci s pracoviitém partnera EEM UPT AVCR a té? korelovat tyto
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vystupy s vysledky méreni reflektance. Bude nové pfijata na projekt a pfinese expertizu v
oblasti vyzkumu porostl mérenim odrazivosti listl, ale i pomoci dadlkového prizkumu Zemé v
kombinaci s hlubokou znalosti anatomie a fyziologie rostlin, kterou garantuje jako profesorka
na katedre experimentalni biologie rostlin PfF UK (pfiloha 7).

RNDr. Jan Martinec, CSc., pracovnik-senior (2017-2022), bude vedoucim vyzkumné
aktivity 2 vyzkumného cile 1. Bude se Ucastnit jak metod svazanych s pokrodilou fluorescencni
mikroskopii membranovych mikrodomén, tak ptipravy vzorkl pro elektronovou mikroskopiin
na pracovidti partnera EEM UPT AVCR. Je expertem v oblasti fosfolipidové signalizace a
prostorové organizace rostlinné plazmatické membrany (pfiloha 7).

Mgr. Katefina ElidSova, Ph.D., pracovnik senior (2017-2022), bude vedouci vyzkumné
aktivity 2 vyzkumného cile 2. Bude se ucastnit pokrocilé konfokalni mikroskopie na modelu
somatickych embryi jehlicnan(i spolupracovat na pracovisti partnera EEM UPT AVCR. Je
expertem v oblasti anatomie rostlin a spektra postupl pfipravy rostlinnych pletiv pro
svételnou a elektronovou mikroskopii (pfiloha 7).

RNDr. Katefina Schwarzerova, Ph.D., pracovnik senior (2017-2022), bude vedouci
vyzkumné aktivity 1 vyzkumného cile 2. Bude nové pfijata na projekt pro tento program, aby
koordinovala pokrocilou konfokalni mikroskopii v cytoskeletdlnich mutantech Arabidopsis
thaliana a podilela se na pfipravach vzork( pro elektronovou mikroskopii a prvkovou analyzu
na pracovisti partnera EEM UPT AVCR. Je expertem v oblasti dynamiky cytoskeletu, buné¢né
morfogeneze a syntézy bunécné stény (pfiloha 7).

Ing. Katefina Malinska, Ph.D., pracovnik senior, (2017-2022), bude zahrnuta ve
vyzkumnych aktivitdch 1 a 2 cile 1. Bude provadét pokrocilou konfokdlni mikroskopii
integralnich a perifernich membrdnovych proteini. Bude garantem postupl klonovani a
pfipravy novych DNA konstruktd v kooperaci s vyzkumnym programem 2 (SUPRAMOL UMC
AV CR a IKEM). Vedle molekuldrni biologie a biotechnologii je expertem na pokrocilou
konfokalni mikroskopii membranovych protein(i a jejich funkéni testovani pomoci postupt
molekuldrni biologie (pfiloha 7).

Mgr. Ondfej Smetana, Ph.D., pracovnik junior (2017-2022), bude nové pfijat pro tento
vyzkumny program k Ucasti v aktivitdch 1 a 2 cile 1. Jak vyplyva z jeho CV (pfiloha 7), poslednich
5 let stravil jako postdoktorand v pfednim tymu rostlinné vyvojové biologie. Vedle Sirokého
arzendlu molekuldrné biologickych metod je expertem na pokrocilou in vivo konfokalni
mikroskopii a bude ji vedle elektronové mikroskopie v projektu uplatiovat pfi studiu
auxinovych prenasec, téZ bude zodpovédny za pfipravu webové lokalizacni databaze.

Mgr. Martina Larikova, Ph.D., pracovnik junior (2018-2022), bude zahrnuta ve vyzkumnych
aktivitach 1 a 2 cile 1 jako expert na metody FCS and RICS. Bude se téz ucastnit klonovani,
biochemickych stanoveni a pripravé protilatek, jeji CV je ptilozeno v pfiloze 7.

Said Hafidh, Ph.D., pracovnik junior (2017-2022), bude vedoucim vyzkumné aktivity 4
vyzkumného cile 1. Je expertem na konfokalni mikroskopii nové identifikovanych clent
pylového transkriptomu, ktery bude studovat v rdmci tohoto programu téz v kooperaci s
partnerem EEM UPT AVCR. Jeho odbornost zahrnuje kompletni bunéénou biologii sexudlniho
rozmnozovani rostlin (ptiloha 7).

Jak je vyznaceno v Tab. 5.1.1 and Obr. 5.1.5, bude nominovano dalsSich 8 vyzkumnych
pracovnikl (postdoktorandti a PhD studentu) s polovicni pracovni kapacitou a 2 technici s
plnou pracovni kapacitou. Predvybér téchto ¢len tymu jiz probiha, budou prevaziné vybirani
z ¢len(l zapojenych laboratofi, ale pocitdme i s naborem novych pracovnika.

Novy postdoktorand (2017-2022) bude nominovan do tymu feSiciho aktivitu 1
vyzkumného cile 2. Ve spolupréci s tymy z SUPRAMOL UMCH AV CR a EEM UPT AV CR bude
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analyzovat prvkové sloZeni bunécnych stén rostlinnych trichom( a transport materidlu do
téchto struktur pomoci nanocastic.

Novy postdoktorand (2018-2022) bude nominovan do tymu feSiciho aktivitu 2
vyzkumného cile 1 a bude se ucastnit klonovani DNA a pripravy konstruktl pro identifikaci
membranovych mikrodomén a jejich fluorescencni a elektronové mikroskopie.

Novy postdoktorand (2018-2022) bude nominovdn do tymu feSiciho aktivitu 3
vyzkumného cile 1 a bude se tUcastnit stanovenim mobility membranovych lipid( a proteind in
vivo pomoci pokrocilé konfokalni mikroskopie a in silico modelovani dynamiky plazmatické
membrany.

Novy postdoktorand (2017-2022) bude nominovan do tymu feSiciho aktivitu 2
vyzkumného cile 2. Bude se Gcastnit EREM elektronové mikroskopie na pracovisti EEM UPT
AVCR a konfokalni fluorescenéni mikroskopie mezibuné&ného materialu u somatickych embryi
jehli¢nan.

Novy postdoktorand (2018-2022) bude nominovdn do tymu feSiciho aktivitu 4
vyzkumného cile 1, kde se bude podilet na konfokalni fluorescen¢ni mikroskopii a elektronové
mikroskopii pylového transkriptomu a proteomu.

Novy postdoktorand (2017-2022) bude nominovan do tymu feSiciho aktivitu 3
vyzkumného cile 2. Bude analyzovat listové povrchy pomoci EREM na pracovisti partnera EEM
UPT AVCR a korelovat tyto vystupy s méfenim reflektance a daty z dalkového préizkumu Zemé.

Novy PhD student (2017-2022) bude nominovan do tymu reSiciho aktivitu 1 vyzkumného
cile 2. Bude provadét elektronovou mikroskopii v nativnich podminkach (EREM) v kooperaci s
partnerem EEM UPT AVCR na kolekci cytoskeletalnich mutant.

Novy PhD student (2017-2022) bude nominovan do tymu reSiciho aktivitu 3 vyzkumného
cile 1. Bude studovat mobilitu lipidd a proteinli v PM pomoci metod pokrocilé konfokalni
mikroskopie a optimalizovat postupy pfipravy materidlu pro in vivo elektronovu mikroskopii
(EREM).

2 novi technici (2017-2022) budou nominovani k podpofe tym feSicich vyzkumné cile 1 a
2. Budou zarucovat bézny laboratorni servis zahrnujici kultivaci experimentdlniho rostlinného
materialu, pfipravu kultivac¢nich médii a pufri a udrzovani laboratornich databazi, ale i dalsi
nezbytné ¢innosti.
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Tabulka 5.1.1: Vyzkumny tym vyzkumného programu 1. Viz text kapitoly 5.1.5 pro detailnéjsi popis role jednotlivych pracovnika.

Jméno a prijmeni

Pozice pracovnika

Role v tymu, prislu$nost k vyzkumné
aktivité

H-index

1.
rok

2.
rok

FTE v dobé realizace projektu

3.
rok

4,
rok

5,
rok

6.
rok

Jan Petrasek Excelentni pracovnik Vedouci VP1, vedouci aktivity 1, cil 1 23 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Martin Potocky Klicovy pracovnik Clen VP1, vedouci aktivity 3, cil 1 14 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Jana Albrechtova Klicovy pracovnik Clen VP1, vedouci aktivity 3, cil 2 17 045 045 045 (045 [045 0,45
Jan Martinec Pracovnik — Senior Clen VP1, vedouci aktivity 2, cil 1 13 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Katefina EliaSova Pracovnik - Senior Clen VP1, vedouci aktivity 2, cil 2 4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Katefina Schwarzerova Pracovnik - Senior Clen VP1, vedouci aktivity 1, cil 2 11 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Katefina Malinska Pracovnik - Senior Clen VP1, &len aktivity 1,2, cil 1 7 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Ondiej Smetana Pracovnik - Junior Clen VP1, ¢len aktivity 1,2, cil 1 4 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Martina Lankova Pracovnik - Junior Clen VP1, ¢len aktivity 1,2, cil 1 5 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Said Hafidh Pracovnik - Junior Clen VP1, vedouci aktivity 4, cil 1 8 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bude nominovan Pracovnik - Junior, postdoktorand | Clen VP1, ¢len aktivity 1, cil 2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bude nominovan Pracovnik - Junior, postdoktorand | Clen VP1, &len aktivity 2, cil 1 0,0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bude nominovan Pracovnik - Junior, postdoktorand Clen VP1, &len aktivity 3, cil 1 0,0 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bude nominovan Pracovnik - Junior, postdoktorand Clen VP1, &len aktivity 2, cil 2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bude nominovan Pracovnik - Junior, postdoktorand | Clen VP1, &len aktivity 4, cil 1 0,0 0.5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bude nominovan Pracovnik - Junior, postdoktorand | Clen VP1, ¢len aktivity 3, cil 2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bude nominovan Pracovnik - Junior, PhD student Clen VP1, &len aktivity 1, cil 2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bude nominovan Pracovnik - Junior, PhD student Clen VP1, &len aktivity 3, cil 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bude nominovan Technicky pracovnik Clen VP1, &len aktivit 1-4, cil 1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Bude nominovan Technicky pracovnik Clen VP1, &len aktivit 1-3, cil 2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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Vysledky klicovych a excelentnich ¢leni odborného tymu dosaZené v letech 2011-2015

RNDr. Jan Petrasek, Ph.D., excelentni pracovnik

5 nejvyznamnéjsich vyzkumnych publikaci vztahujicich se k vyzkumné agendé projektu s
vyznacenim citovanosti:

1. Marhavy, P., Bielach, A., Abas, M., Abuzeineh, A., Duclercq, J., Tanaka, H., Pafezova, M.,
Petrasek, J., Friml, J., Kleine-Vehn, J., Benkov3, E.: Cytokinin modulates endocytic trafficking
of PIN1 auxin efflux carrier to control plant organogenesis. Developmental Cell 21, 796-804,
2011.
ISI IF2011 14.030, pocet citaci: 104 (Scopus bez autocitaci), 105 (WQOS), 137 (Google Scholar)

2. Mraveg, J., Petrasek, J., Li, N., Boeren, S., Karlova, R., Kitakura, S., Pafezova, M., Naramoto,
S., Nodzynski, T., Dhonukshe, P., Bednarek, SY., Zazimalov3, E., de Vries, S., Friml, J.: Cell
Plate Restricted Association of DRP1A and PIN Proteins Is Required for Cell Polarity
Establishment in Arabidopsis. Current Biology 21, 1055-1060, 2011.

ISI IF2011 9.647, pocet citaci: 32 (Scopus bez autocitaci), 27 (WOS), 43 (Google Scholar)

3. Leitner, J., Petrasek, J., Tomanov, K., Retzer, K., Parezova, M., Korbei, B., Bachmair, A.,
Zazimalova, E., Luschnig, C.: Lysine63-linked ubiquitylation of PIN2 auxin carrier governs
hormonally controlled adaptation in Arabidopsis root growth. Proceedings of the National
Academy of Sciences 109, 8322-8327, 2012.

ISI IF2012 9.737, pocet citaci: 54 (Scopus bez autocitaci), 48 (WOS), 64 (Google Scholar)

4. Havelkova, L., Nanda, G., Martinek, J., Bellinvia, E., Sikorova, L., Slajcherova, K., Seifertova,
D., Fischer, L., FiSerova, J., Petrasek., J., Schwarzerova, K.: Arp2/3 complex subunit ARPC2
binds to microtubules. Plant Science 241, 96-108, 2015.

ISI IF2015 3.362, pocet citaci: 1 (Scopus bez autocitaci), 1 (WOS), 1 (Google Scholar)

5. Jelinkova, A., Miller, K., Filova-Parezova, M., Petrdsek, J.: NtGNL1la ARF-GEF acts in
endocytosis in tobacco cells. BMC Plant Biology 15, 272, 2015.

ISI IF2015 3.631, pocet citaci: 1 (Scopus bez autocitaci), 1 (WOS), 1 (Google Scholar)

5 nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti ziskdvdni grantovych prostredku vztahujicich se k
vyzkumné agendé projektu s vyznacenim objemu ziskanych prostredkt (jen hlavni resitel ci
spoluresitel).

1. 2011-2014, Hlavni Fesitel, GACR, projekt GAP305/11/2476, Transport auxinu a cytoskelet v
morfogenezi rostlinnych bunék, 7 240 000 K¢

2.2012-2015, Hlavni fesitel, Program interni podpory projektd mezinarodni spoluprace AV CR
s BOKU Viden, Rakousko, projekt M200381203, Molekuldarni mechanismy regulace
membranovych prenasecl auxinu, 731 000 K¢

3.2016-2019, Partner za instituci UEB AV CR v kooperativnim projektu, Narodni infrastruktura
pro biologické a medicinské zobrazovani (Czech Bioimaging), MSMT, projekt LM 2015062,
1924 000 K¢

4. 2011-2012, Hlavni tesitel, soutéZ o finan¢ni podporu nakladnych pfistrojli, konfokalni
mikroskop Nikon Eclipse Ti-E, Yokogawa CSU-X1, 8 000 000 K¢

5 nejvyznamnéjsich vysledkt v oblasti patenti a spoluprdce s priimyslem ve vztahu k vyzkumné

agendé projektu:
V letech 2011-2015 nejsou Zzadné takové vysledky.
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Ing. Martin Potocky, Ph.D., kli¢ovy pracovnik

5 nejvyznamnéjsich vyzkumnych publikaci vztahujicich se k vyzkumné agendé projektu s
vyznacenim citovanosti:

1. Pleskot R, Pejchar P, Zarsky V, Staiger CJ, Potocky M. (2012) Structural insights into the
inhibition of actin-capping protein by interactions with phosphatidic acid and
phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate. PLoS Computational Biology 8(11):e1002765.

ISI IF2012 4.867, pocet citaci: 13 (Scopus bez autocitaci), 18 (WOS), 21 (Google Scholar)

2. Potocky M, Pejchar P, Gutkowska M, Jimenéz MJ, Potockd A, Alché JD, Kost B, Zarsky V.
(2012) NADPH oxidase activity in pollen tubes is affected by calcium ions, signaling
phospholipids and Rac/Rop GTPases. Journal of Plant Physiology, 169(16):1654-63.

ISI IF2012 2.699, pocet citaci: 23 (Scopus bez autocitaci), 24 (WOS), 31 (Google Scholar)

3. Pleskot R, Li J, Zarsky V, Potocky M, Staiger CJ. (2013) Regulation of cytoskeletal dynamics
by phospholipase D and phosphatidic acid. Trends in Plant Science 18(9):496-504.

ISI IF2013 13.479, pocet citaci: 25 (Scopus bez autocitaci), 26 (WOS), 31 (Google Scholar)

4. Potocky M, Pleskot R, Pejchar P, Vitale N, Kost B, Zarsky V. (2014) Live-cell imaging of
phosphatidic acid dynamics in pollen tubes visualized by Spo20p-derived biosensor. New
Phytologist 203(2):483-94.

ISI IF2014 7.672, pocet citaci: 11 (Scopus bez autocitaci), 11 (WOS), 13 (Google Scholar)

5. Pleskot R, Cwiklik L, Jungwirth P, Zarsky V, Potocky M (2015) Membrane targeting of the
yeast exocyst complex. Biochimica et Biophysica Acta-Biomembranes 1848(7):1481-1489.
ISI IF2015 3.687, pocet citaci: 1 (Scopus bez autocitaci), 1 (WOS), 4 (Google Scholar)

5 nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti ziskdvdni grantovych prostredku vztahujicich se k
vyzkumné agendé projektu s vyznacenim objemu ziskanych prostredkd (jen hlavni resitel Ci
spoluresitel):

1. 2013-2016, Hlavni Fesitel, GA CR, projekt 13-19073S, Mnohalrovfiovd analyza funkce

signalnich lipidd a jejich vazebnych protein(i v regulaci vrcholového ristu rostlinné buriky,
7 800 000 K¢

2. 2012, Hlavni fesitel, EMBO kratkodoby fellowship grant, Regulace pylové NADPH oxidazy
pomoci Rac/Rop GTP4z, 8 000 EUR

3. 2009-2012, Spolufesitel, GA AV CR, projekt 1AA601110916, Signalni drahy kyseliny
fosfatidové a diacylglycerolu v regulaci polarniho ristu rostlinnych bunék, 4 000 000 CZK

4. 2009-2011, Hlavni Fesitel, GA CR, projekt 522/09/P299, Charakterizace NADPH oxidasy v
pylu tabaku a jeji uloha v regulaci polarniho rlstu, 1 050 000 K¢

5 nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti patenti a spoluprdce s priimyslem ve vztahu k vyzkumné
agendé projektu:
V letech 2011-2015 nejsou zadné takové vysledky.

Prof. RNDr. Jana Albrechtova, Ph.D., klicovy pracovnik

5 nejvyznamnéjsich vyzkumnych publikaci vztahujicich se k vyzkumné agendé projektu s
vyznacenim citovanosti:
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. MiSurec J; Kopackovd V; Lhotdkova Z; Hanu$ J; Weyermann J; Entcheva-Campbell P,
Albrechtova, J (2012) Utilization of hyperspectral image optical indices to assess the
Norway spruce forest health status. Journal of Applied Remote Sensing 6, Article Number:
063545

ISI IF2012 0.876, pocet citaci: 0 (Scopus bez autocitaci), 3 (WOS), 7 (Google Scholar)

. Kopackova, V; Misurec, J; Lhotakova, Z; Oulehle, F, Albrechtova, J (2014) Using multi-date
high spectral resolution data to assess the physiological status of macroscopically
undamaged foliage on a regional scale. International Journal of Applied Earth Observation
and Geoinformation, 27: 169-186

ISI IF2014 3.470, pocet citaci: 5 (Scopus bez autocitaci), 1 (WOS), 6 (Google Scholar)

. Kubinova, Z; Jandacek, J; Lhotdkova, Z; Kubinovd, L, Albrechtova, J (2014). Unbiased
estimation of chloroplast number in mesophyll cells: advantage of a genuine three-
dimensional approach. Journal of Experimental Botany. 2014, 65(2), 609-620.

ISI IF2014 5.526, pocet citaci: 2 (Scopus bez autocitaci), 1 (WOS), 4 (Google Scholar)

. Kopackova V; Lhotakova Z; Oulehle F; Albrechtova J (2015). Assessing forest health via
linking the geochemical properties of a soil profile with the biochemical parameters of
vegetation. International Journal of Environmental Science and Technology 12 (6): 1987-
2002

ISI IF2015 2.344, pocet citaci: O (Scopus bez autocitaci), 1 (WOS), 2 (Google Scholar)

. Misurec, J; Kopackovd, V; Lhotakova, Z; Campbell, P; Albrechtovd, J (2016). Detection of
Spatio-Temporal Changes of Norway Spruce Forest Stands in Ore Mountains Using Landsat
Time Series and Airborne Hyperspectral Imagery. Remote Sensing 8 (2) Article Number: 92.
ISI IF2015 3.036, pocet citaci: 0 (Scopus bez autocitaci), 0 (WOS), 0 (Google Scholar)

nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti ziskdvdni grantovych prostredki vztahujicich se k
vyzkumné agendé projektu s vyznacenim objemu ziskanych prostredki (jen hlavni resitel Ci
spoluresitel):

. 2012-2016, Hlavni resitel, KONTAKT Il, project n. LH12097, Inovace metod monitoringu
zdravotniho stavu porostl smrku ztepilého v Krusnych horach s pouzitim hyperspektralnich
dat. Zahrani¢ni partner Dr. P. Campbell, NASA Goddard Space Flight Center and University
of Maryland, USA, 3 438 000 K¢

. 2010-2014 Hlavni fesitel, GA CR, projekt P501-10-0340, Vliv zvy$ené koncentrace CO2 a
ozarenosti na strukturu a funkci fotosyntetického aparatu drevin na rtiznych hierarchickych
Urovnich, 3 464 000 K¢.

5 nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti patenti a spoluprdce s priimyslem ve vztahu k vyzkumné

agendeé projektu:
V letech 2011-2015 nejsou zadné takové vysledky.

5.1.6. Charakteristika pofizovaného kli¢ového vybaveni/funkénich moduld

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny pozadované klicové vybaveni a funkéni moduly,

jejich potizovaci naklady a technicka specifikace. Jednotlivé jsou uvedeny pfistroje, zafizeni a
software nezbytné pro realizaci projektu ve vazbé na VP1. Jmenovité jsou uvedeny viechny

polozky s pofizovaci cenou 1 mil K¢ (bez DPH) a vyssi. Polozky s nizsi hodnotou jsou sdruzeny
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do funkénich moduld, dle jejich povahy a provdzanosti s konkrétni vyzkumnou aktivitou VP1,
ale téZz VP2 a VP3.

Pozadované investice jsou téZ popsany podrobné v rozpoctu (ptiloha 8 a povinna ptiloha v
systému MS2014+.), komentafi k rozpoctu (pfiloha 9) a jejich ceny podloZeny soupisem
jednotlivych cenovych nabidek (pfiloha 10).

Pocet Planovana cena
kust celkem bez DPH
polozky (tis. KE)

Klicové vybaveni / funkéni modul
(sefad’te dle ceny sestupné od nejvyssi)

1. Funkéni modul zafizeni pro upgrade snimani na spinning

disk mikroskopu a stereomikroskopu 1 1961

Charakteristické vlastnosti:

Modul sestava celkem ze 7 polozek. Obsahuje kamery pro fluorescen¢ni mikroskopii na
spinning disk mikroskopu (ultracitliva EMCCD kamera Andor iXon ULTRA) a fluorescenénim
stereomikroskopu (CMOS kamera Nikon s vysokym rozliSenim), ovladaci software pro ziskani
a analyzu obrazu, dva ovladaci PC, jeden PC pro vyhodnocovani obrazii a multilicenci
softwarového obrazového analyzatoru NIS elements. Upgrade stavajicich mikroskopt
formou vylepSeni snimani a nasledného vyhodnoceni bude vyuZit ve vSech aktivitach obou
vyzkumnych cilG VP 1.

U&el pofizovaného vybaveni:

Vysoce citliva EMCCD kamera bude vyuzita pro upgrade snimani na stavajicim
fluorescenénim spinning disk mikroskopu. UmozZni zejména zachytit slabé fluorescenéni
signaly s vylepSenym prostorovym rozliSenim oproti stavajici kamere. Bude tak mozné
zachytit jak prostorové rozlozZeni lipid( a protein( v oblasti plazmatické membrany, tak jeho
dynamiku. Toto zafizeni je tak kliCové pro zdarné reSeni vyzkumného cile 1, predevsim v
aktivitach 1-3 a vyzkumného cile 2 v aktivité 1.

CMOS kamera s vysokym prostorovym rozliSenim bude vyuZita pro upgrade snimani na
stavajicim fluorescenénim stereomikroskopu Nikon SDZ25, kde jiz stavajici kamera
nevyhovuje a nelze provozovat pod novym opera¢nim systémem. Systém bude doplnén o PC
s programem NIS-Elements pro zachyceni obraz( a obrazovou analyzu a taktéz o softwarovy
EDF modul pro skladani 3D obrazli ze snimkd povrchd somatickych embryi (aktivita 2, cil 2).
Dva dalsi PC budou vyuZity pro post-processing snimkd z obou mikroskopt. Celd sestava
bude doplnéna o novou verzi multilicence softwarového analyzatoru NIS-Elements, ktery je
v tymech vyzkumného centra UEB AVCR vyuzivan deldi dobu, ale je potfeba provést jeho
upgrade na novou verzi souvisejici s prechodem systém( na platformu Win10.

Ptipravenost infrastruktury:

Infrastruktura UEB AVCR je pfipravena bez nutnosti daldich naklad(. Spinning disk je
provozovdn v rdmci zobrazovaci jednotky UEB AVCR v budové Bl UEB AVCR,
stereomikroskop v rdmci laboratore fesici aktivitu 2 vyzkumného cile 2 VP1 v budové B1.

2. Funkéni modul zatizeni pro pfipravu experimentalniho

. o .. . 1 1630
materialu a molekuldrni biologii rostlin

Charakteristické vlastnosti:
Modul sestava z pfistrojového vybaveni pro molekuldrni biologii rostlin, jmenovité z
inkubacnich trepacek (2 ks), automatizovanych autoklavt (2 ks) a PCR termocykléra (4 ks).
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Tato zafizeni budou vyuZita ve vSech aktivitach obou vyzkumnych cil(i vyzkumného programu
1.

U&el pofizovaného vybaveni:

Temperovana trepaci inkubacni zafizeni (2ks) a automatizované autoklavy (2 ks) budou
vyuZity pro standardizovanou pfipravu bunéénych transgennich linii tabaku a Arabidopsis
thaliana a ptipravu sterilnich kultivacnich médii a materialu. V fadé pfipadd nahradi zastaralé
vybaveni, které jiz dosluhuje, a naklady spojené s jeho udriovani jsou pfiliS vysoké. S
vybavenim tohoto modulu budou pracovat zejména ¢lenové fesici vyzkumny cil 1 (aktivity 1,
2 a 3) a vyzkumny cil 2 (aktivity 1 a 2), jak specifikovano v prehledu na obr. 5.1.1. S ohledem
na velkou citlivost déju asociovanych s plazmatickou membranou bude nutnad zejména
kvalitni kontrola teplotnich pomér( inkubace pro naslednou mikroskopickou, biochemickou
a molekularné biologickou analyzu kultivovaného materialu.

PCR termocykléry ve dvou modifikacich se stfibrnych blokem (2ks) a hlinikovym blokem (2ks)
budou slouzit pro rutinni postupy PCR v fadé modifikaci predevsim v aktivitdch 1, 2 a 4
vyzkumného cile 1 a aktivitdch 1 a 2 vyzkumného cile 2.

Pfipravenost infrastruktury:
Infrastruktura UEB AVCR je pfipravena bez nutnosti daldich naklad(l. Pfistroje budou
umistény v laboratofich a kultivaénich prostorech budovy B1 UEB AVCR.

3. Automatizovana stanice pro histochemické metody 1 1621

Charakteristické vlastnosti:

Tato pipetovaci stanice je uréena pro imunohistochemickd a histochemickd barveni v
biologickém materidlu v€etné rostlinnych pletiv. UmoZnuje barvit jak proteiny, tak RNA ¢i
DNA. Systém obsahuje modul pro imunoznaceni v ¢astech rostlin i celych rostlinach, tzv.
whole mounts.

U&el pofizovaného vybaveni:

Ulelem pofizeni tohoto zafizeni je roziifeni a standardizace protokolGd pro
imunofluorescencni zobrazovani proteind v rostlinném materidlu, které je na pracovisti
vyzkumného centra UEB AVCR realizovano v obdobné stanici, ktera byla instalovana v roce
2009 a kapacitné nebude dostaCovat pro navrhovany projekt. Pofizenim zamysleného
zafizeni (v roce 2019) dojde k zpfistupnéni novych imunocytochemickych metod pro vsechny
aktivity obou vyzkumnych cilG VP1. Téz vSak budou na tomto zafizeni cilené testovany nové
protildtky zna¢ené nanocasticemi, pfipravené v rdmci feSeni VP2 a pfipravovany znaéené
vzorky pro elektronovou mikroskopii v ramci feseni VP3.

Pripravenost infrastruktury:
Infrastruktura UEB AVCR je pfipravena bez nutnosti dalich naklad@. PFistroj bude umistén
ve druhém patfe budovy B1 UEB AVCR.

5.1.7. Vazba vyzkumného programu na rozpocet projektu

Rozpocet pro tento vyzkumny program je uveden v pfiloze 8 a komentar tohoto rozpoctu
v pfiloze 9. Tvofi téz soucast povinnych priloh vlozenych do aplikace do systému MS2014+.
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5.2. Vyzkumny program 2: Dynamika nano- a mikro¢asticovych systému v
zivych bunkach

Abstrakt

Postupné zavadéni nanocasticovych a mikrocasticovych systém do mediciny i technickych
oborl zpUsobilo revoluci v fadé technologii. Detailni pochopeni interakci téchto systémi
s Zivymi organismy, predevsim Zivocichy, je klicem nejen k medicinskému poufziti téchto
systéml, ale i k minimalizaci, pfipadné Uplné eliminaci zdravotnich a environmentalnich rizik
pouziti takovych systému. Vyzkumny program stavi na mnohaletych zkusenostech, znalostech,
zavedené spolupraci a synergii VaV center na Institutu klinické a experimentalni mediciny
(IKEM) a na Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd Ceské republiky (UMCH AVCR).
Vyzkumné centrum v IKEM ma zkuSenosti s tkanovymi kulturami ZivocisSnych bunék,
transplantaci bunék, zvifecimi modely, konfokalni mikroskopii, radionuklidovymi technikami a
zobrazovanim nukledrni magnetickou rezonanci a optickym zobrazovanim. Vyzkumné
centrum na UMCH AVCR (SUPRAMOL) méa zkudenosti zejména s pfipravou, fyzikalné-
chemickou charakterizaci, radiac¢ni stabilitou a instrumentdlnim studiem polymerd a
supramolekuldrnich polymernich soustav pro biomedicinské aplikace véetné zobrazovacich
multimodalnich sond, konjugaty polymert, protildtek a dalSich proteind, mikro- a
nanocdasticemi. Zdmérem vyzkumného programu je prozkoumat dynamiku nano- a
mikrocastic v bunécnych systémech ze tfi hlavnich uhli pohledu, reprezentovanych 3
vyzkumnymi cily: 1) Polymerni systémy jako ndstroje rozSifujici mozZnosti studia bunék
mikroskopickymi technikami; 2) Rozpustné a supramolekularni systémy citlivé na oxidativni
stres a pritomnost reaktivnich forem kysliku pro dopravu biologicky aktivnich substanci do
cilovych bunék a bunéénych kompartmentl a 3) Dynamika bunééného jaddra a mozZnosti
dopravy biologicky aktivnich substanci do a z néj.

5.2.1. Vazba na vyzkumné programy centra, rozvoj centra

Tento vyzkumny program je navrzen jako pfimé pokracovani nékolika neddvnych aktivit
vyzkumné ¢innosti centra UMCH "SUPRAMOL", které jsou specifikovany v samostatné kapitole
3.4. VSechny tyto aktivity predstavuji vysoce kvalitni vyzkum, ktery byl v poslednich deseti
letech provadén ve vyzkumném centru UMCH AV CR s dlirazem na samoorganizované
nanosystémy jako jsou micely, polymerozémy a nanocastice a to jak ve smyslu zdkladniho
vyzkumu, tak cileného aplikovaného vyzkumu pro biomedicinské a technické aplikace. To ndm
umoznuje efektivné realizovat poznatky z oblasti zakladniho vyzkumu do praktickych vystupt
také diky zkusenostem a zafizeni pro organickou i polymerni syntézu stejné jako pro komplexni
fyzikdlné- chemickou charakterizaci nanosystému, kde in-house pokryvame vsechny potrebné
oblasti.

Neddvno studované projekty zahrnuji polymerni micely jako theranosticka radiofarmaka,
polymerni nanosystémy reagujici na vnéjsi podnéty sklddané zménami pH, teploty a redox
potencialu, lipdzami a reaktivnimi formami kysliku biologicky odbouratelné polyesterové
nanocastice pro cilenou dopravu a fizené uvolfovani Iéciv, pevné lipidické nanocastice pro
fotodynamickou terapii, polyesterové nanocastice pro dopravu imunomoduldtori pro
imunoterapii nddorovych onemocnéni, nanocastice kovl s definovanym tvarem a velikosti
jako znacky konjugovatelné s polymery pro elektronovou mikroskopii, kontrastni Cinidla pro
zobrazovani pomoci ®F-magnetické rezonance na bézi fluorovanych polymer( a nano&astice
skladané ionty biogennich kovi. Pomoci zavedenych experimentalnich technik na 1.LF UK se
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bude studovat efekt kontrastni latky také na bunécné drovni, kde se bude ovérovat
cytotoxicita kontrastni latky, funkénost znacené buriky, intraceluldrni lokalizace kontrastni
latky a jeji naslednd metabolizace. Cast vyzkumu se vénuje vychytdvaclim médi pro perordlni
terapii Wilsonovy choroby a vychytdvacim reaktivnich forem kysliku pro hojeni ran (v
soucasné dobé komercné jako Hemagel®). V zavedené radionuklidové laboratofi, rovnéz
zahrnuté v tomto projektu, pracujeme na radioznacenych polymerech, kde radioaktivni
znacka slouzi jako aktivni theranosticka slozka, jako stopovac pro sledovani osudu systému v
komplexnim biologickém prostfedi nebo pro kvantifikaci ultrastopovych mnozstvi biologicky
aktivnich slozek v polymernich implantatech. Studujeme rovnéz radiolyzu biologicky polymert
ionizujicim zafenim. VaV centrum UMCH AV CR "SUPRAMOL" tedy pFedstavuje vynikajici
platformu se synergickou oblasti zajmu a zkuSenostmi s dalSimi partnery ke splnéni cild
navrhovaného projektu.

5.2.2. Soucasny stav poznani

Interakci elektronového svazku (beta zareni) vyuZzivaného pfi elektronové mikroskopii
s matrici dochazi k jejimu poskozeni, coz je zvlasté problematické u nativnich vzorkd.[1-3] U
Zivych bunék je hlavni Zivotné dulezitou strukturou poskozovanou radiaci DNA v jadre buriky,
coz vede podle intenzity poSkozeni k mutacim az smrti buniky.[4, 5] Pti vy$Sich davkach ozareni
hraje roli i poSkozeni bunéénych membrdan. Radia¢ni poskozeni je jen z malé ¢asti ddno pfimou
interakci leticich elektron( s cilovou strukturou, z naprosté vétsiny je zpisobeno nepfimo tim,
Ze ionizujici zafeni vygeneruje ve vodé tvorici vétSinu hmoty Zivych systému reaktivni formy
kysliku, které pak chemicky poskodi bunécné struktury. Nejdalezitéjsimi reaktivnimi formami
kysliku takto vznikajicimi v Zivych systémech a podilejicich se na oxidativnim stresu jsou
peroxid vodiku, superoxid, hydroxylové a hydroperoxylové radikadly. Tyto vsechny jevy
pfispivaji k tomu, Ze vzorek je pfi elektronové mikroskopii elektrony poskozovan a elektronova
mikroskopie v soucasné podobé ma velmi limitované moZnosti studia u nativnich (Zivych
vzork().

Toto poskozeni je tfeba jednak detekovat, jednak omezit na minimum. Detekce
v makroskopickém méfritku vyuziva dozimetry rizné konstrukce (vétSinou zaloZené na ionizaci
plynu, scintilaci, pfipadné radiochemické reakci - filmové dozimetry, chemické radiochromni
dozimetry zaloZené na radiolyze s naslednym spektrofotometrickym vyhodnocenim) [6].
MozZnosti detekce in situ béhem vlastni elektronové mikroskopie jsou vsak velmi limitované
[7-9].

Antioxidant( zhasejicich reaktivni radikdly véetné reaktivnich forem kysliku je popsana cela
fada, jak nizkomolekuldrnich (napf. kyselina askorbovd, tokoferol, polyfenoly) tak i
polymernich [10, 11]. Naprostd vétSina z nich je stechiometrickych, tj. reakci s radikaly se
antioxidant vyCerpava. To je samoziejmé zejména u vysSich radiacnich davek nevyhodou.
V Zivych systémech vsak existuji i katalytické antioxidanty katalyzujici degradaci reaktivnich
forem kysliku napf. disproporcionaci, napfiklad enzymy superoxid dismutaza nebo katalaza
[12-15]. Tyto enzymy vSak maji omezenou stabilitu napf. vic¢i zméndm pH.

Vlivu radiace na polymerni struktury pfirodniho i syntetického plvodu Ize ovsem i vyuZit, a
to k radia¢nimu sitovani, kde Ize pfipravit gely a nerozpustna nanovlakna bez nutnosti pfidavat
chemicka sitovadla [16, 17].

Prostorové rozloZzeni membranovych proteint hraje klicovou roli v membranovych
procesech, protoZe napf. agregace proteinl vlivem vazby ligandu ¢asto spousti vnitrobunécné
signalni odezvy. Ackoliv je tato oblast v soucasné dobé intenzivné studovana, stale zlstava
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v této oblasti mnoho nezodpovézenych otazek. Zobrazeni tohoto rozloZeni je mozné zejména
fluorescencni [18] nebo elektronovou [19]mikroskopii za pouZiti pfislusnych znacek, naptiklad
fluorescencné nebo kovovymi nanocasticemi znacenych protilatek a jinych proteina [18, 20].
Vyhodné by ovsem bylo mit multimodalni znacky zobrazitelné jak elektronovou, tak optickou
mikroskopii soucasné vzhledem ke komplementarité obou modalit zobrazeni, a to znacky
homogenni pokud jde o sloZeni. Zobrazeni magnetickou rezonanci (MRI) ma sice nizsi rozliseni
nez optickd ¢i elektronova mikroskopie, ale umoziuje na nativnich biologickych subjektech
zobrazit biologické déje na funkéni Grovni, zejména pokud je pouZito zobrazeni pomoci 1°F-
MRI, kde je minimalni pfirozené pozadi diky malému obsahu fluoru ve tkani [21-24].

Poskozeni slozitého mechanismu vyznamnych signalizacnich drah vede k misregulaci jejich
cilovych genl, coz je ¢astym privodnim jevem rliznych onemocnéni a vyvojovych vad [25, 26].
Whnt a Shh signalizace predstavuji signaliza¢ni drahy hrajici vyznamnou roli také v pluripotenci
a diferenciaci embryondlnich kmenovych (ES) bunék [27-29]. Ackoliv pochopeni
molekuldrniho mechanismu téchto dvou signaliza¢nich drah v poslednich vyrazné pokrocilo,
velice malo pozornosti bylo vénovano dlouhym nekddujicim RNA (IncRNA) molekulam, které
se v posledni dobé ukazuji jako vyznamny faktor ovliviiujici funkce protein(i a genovou expresi
[30, 31]. Kanonicka Wnt signalizace je aktivovdna vazbou Wnt molekul na povrchové receptory
Lrp5/6 a Frizzled, coZ déale vede k transportu beta-kateninu z cytoplazmy do jadra. V jadre
beta-katenin vytvori komplex s transkripcnimi faktory Tcf/Lef, ¢imz dojde k jejich aktivaci a
spusténi transkripce jejich cilovych gend [26]. Shh signalizace je aktivovdna interakci Shh
ligandu s receptorem Smo, cozZ vede k aktivace jadernych transkripénich faktor( Gli a spusténi
transkripce jejich cilovych genl [26]. Potencidlni interakce rlznych IncRNA molekul s
jadernymi mediatory Wnt signalizace (beta-katenin a Tcf/Lef proteiny) a Shh signalizace (Gli
proteiny) by vyznamné ovlivnila jejich funkci a transkripéni aktivitu jejich cilovych gend a tim i
jejich biologické funkce véetné role v diferenciaci ES bunék.
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5.2.3. Vyzkumne cile, aktivity a vysledky

Tento vyzkumny program je vazan primarné na VaV pracovi$té SUPRAMOL UMCH AVCR a
ZRIR IKEM. Interdisciplindrni charakter tohoto vyzkumu je patrny z mnoha spolecnych realizaci
v ramci 3 vyzkumnych cil a celkem 11 aktivit. Jejich schematické zobrazeni je uvedeno v Obr.
5.2.1. Podrobny popis kazdého vyzkumného cile a kazdé aktivity je popsan v nasledujicim
textu.

Vyzkumny program 2:
Dynamika nano- a mikrocasticovych systém v Zivych burkach

SUPRAMOLUMCH AV €R ZRIR IKEM

Vyzkumny cil 1: Polymerni sy y joko ndstroje rozsifujici moZnosti studia bunék mikroskopickymi technikami

Al Vyvoj metodrk umozfi uﬂc.r in sm.l vyhodnoceni radiaéni zdtéie pomoci  rE R AT MR e e n SR

sond prostorové rozmisténi membrénowych fransporténd jontd @ hormond
‘fz JI.-fyv.c-J; )"(fwfy?ck‘yfh ?nfox’d‘??m r;u:'romu;ra zvys:t m::a‘ramr odolnost na bunéénych membrdndch Zivodiinych i rostlinnych bunék soufasné
o p " i gl - . N elektronovou i fluorescenéni konfokdlni mikroskopii
L a snifeni Ll A6 VWvoj fluorofilnich nanoédstic, které budou v rdmci projektu slougit
R . R . . B Jako JQF-MRF kentrastni ldtky umoZriujici kombinovat zobrazeni
niah Vyuzm 2zmén zp b h BRI v J rezonanci (MRI) s elekironovou mikroskopii
h ke konstrukei radiaéné site ych 01}
Vyzk y il 2: pustné a sup lekuldgmni systémy citlivé na oxidativni stres a pfitomnost reaktivnich forem kysliku pro dopravu

biologicky aktivnich substanci do cilovych bunék a bunéinych kompartmenti
A1 Syntéza polymemich nanowsuc

. A3 Biologické vwhodnoceni nanoédstic
A2 Tvorba a vi piip h

Vyzkumny cil 3: Dynamika bunééného jadra a moiZnosti dopravy biologicky aktivnich substanci do a z néj. Studium
struktury a regulace chromatinu

Al Charoktenzace RNA molekul nochdzejicich se v

komplexu s medidtory Wnt o Shh signalizace

A2 Charoktenzoce mutantnich bunék postradayjici

nové identifikované IncRNA

VaV centrum UEB AV CR

Vyzkumny il 1, A1 @ A2, Vyzkumny cil 2, A1: Aplikoce
pfipravenych a charakterizovanych nanoédstic jako
multimoddlné zobrazitelnych znadek v konjugdtech s
protildtkami a daliimi proteiny pro zobrazeni biologickych
membrdn

Vyzkumny cil 1, Ad, Vyzkumny cil 2, A1: In situ monitoring o
minimalizace rodiaéni zdtéfe notivnich vzorkd pomoci
pfipravenych a charakterizovanych polymemich systémo
Vyzkumny il 2, A1: Aplikace hydrogeld a chelatujicich
pryskyfic pro sledovdni metabolismu nanodédstic

EEM UPT AV CR

v cil 1, A2, v cil 3, A1aA3:insitu
detekce o nasiednamrnrmm’rzcrce radrucmhoposkozem
nativaich vzorkd pomoci na UMCH AV CR phipravenyich
o charakterizovanych polymemich systému, efekty

ionizujiciho zdfeni na biologicky relevanini polymery

Vyzkumny cil 3, A2: Studium radiaéniho sifovdni
polymerd pfipravenyich na UMCH AV CR

Obrazek 5.2.1: Schematické zobrazeni vyzkumného programu 2. TéZistém tohoto vyzkumného
programu je VaV pracovi§té SUPRAMOL UMCH AV CR (modrd) a ZRIR IKEM (&ervend). Zapojeni
navrhovatelského VaV pracovisté UEB AV CR (zelend) a partnerského VaV pracovisté EEM UPT AV CR
(3ediva) je specifikovano pro jednotlivé vyzkumné aktivity SUPRAMOL UMCH AV CR a ZRIR IKEM.

Vyzkumny cil 1: Polymerni systémy jako nastroje rozsirujici mozZnosti studia
bunék mikroskopickymi technikami

Interakci elektronového svazku (beta zareni) vyuZivaného pfti elektronové mikroskopii
s matrici dochazi k jejimu poskozeni, coz je zvlasté problematické u nativnich vzorku. U Zivych
bunék je hlavni Zivotné dulezZitou strukturou poskozovanou radiaci DNA v jadfe burky, coz
vede podle intenzity poskozeni k mutacim az smrti buriky. Pti vysSich davkach ozareni hraje
roli i poskozeni bunéénych membran. Radiacni poskozeni je jen z malé c¢asti dano primou
interakci leticich elektron( s cilovou strukturou, z naprosté vétsiny je zpisobeno nepfimo tim,
Ze ionizujici zareni vygeneruje ve vodeé tvorici vétSinu hmoty Zivych systému reaktivni formy
kysliku, které pak chemicky poskodi bunécné struktury. NejdllezitéjSimi reaktivnimi formami
kysliku takto vznikajicimi v Zivych systémech a podilejicich se na oxidativnim stresu jsou
peroxid vodiku, superoxid, hydroxylové a hydroperoxylové radikaly.

Vyzkumny cil 1 obsahuje proto celkem 6 aktivit, které vSechny sméfuji k podstatnému
vylepSeni moznosti studia bunék metodami fluorescencni, elektronové a magnetické
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resonancni mikroskopie. Aktivity jsou zaméreny na vyvinuti metodik pro in situ sledovani
radiacni zatéZe v nativnich vzorcich, vyvinuti katalytickych antioxidantl pro sniZzeni tohoto
radiacniho poskozeni, nalezeni metodiky snizeni radiacniho poskozeni polymeru vlivem beta
zareni, vyuziti zmén zplGsobenych ionizujicim zafenim v biokompatibilnich polymerech ke
konstrukci radiacné sitovanych material(, ptiprava polymernich nanonastrojli umoziujicich
sledovat prostorové rozmisténi membranovych transportér(i iontd a hormonu na bunéénych
membrandch ZivocisSnych i rostlinnych bunék soucasné elektronovou i fluorescenéni
konfokalni mikroskopii a pfiprava a vyuziti fluorofilnich nanocastic, které budou v ramci
projektu slouZit jako °F-MRI kontrastni latky umoZriujici kombinovat tuto modalitu zobrazeni
s elektronovou mikroskopii (inherentné kontrastni diky pritomnosti atom@ fluoru) i
fluorescenci (po zabudovani fluorescenéni znacky).

Aktivita 1: Vyvoj metodik umoznujici in situ vyhodnoceni radiacni zdatéZie pomoci
biokompatibilnich chemickych dozimetrickych sond.

Vedouci aktivity: Mgr. Martin Hruby, Ph.D.

Biokompatibilni chemické dozimetrické sondy budou zaloZzeny na polymerech nesoucich
dvé spektralné odlisné fluorescencni znacky, jednu snadno degradovatelnou reaktivnimi
formami kysliku vynikajicimi pfi ozafeni a druhou radiacné stabilni slouzici jako interni
kalibrace na koncentraci sondy. Vyhodnoceni radiacni zatéZze bude provedeno porovnanim
intenzity fluorescence téchto dvou fluoroford v daném misté.

Alternativné bude pfipraven polymer nesouci radiacné stabilnéjsi fluorofor a zhasec
fluoroforu fluorescenénim rezonancnim prenosem energie citlivy na radiolyzu. Radiolyzou
zhasece pak dojde k rozsviceni radiaéné stabilnéjsiho fluoroforu. ProtoZze pouzity polymer
bude biokompatibilni a nebude obsahovat toxické kovy, nebudou tyto sondy poskozovat
buriky. Toto vyhodnoceni radiacni zatéze poslouzi zejména jako zpétna vazba pfi vyvoji
instrumentace Setrné k Zivému objektu. Dalsi vyhodnoceni efektu radiaéniho poskozeni bude
provedeno elektronovou paramagnetickou rezonanci pomoci spinové znacenych polymer( i
in situ elektrochemickymi metodami. Na podobném principu (kombinace pH-responsivni a pH-
necitlivé fluorescencni znacky na jednom polymeru) budou pouzity sondy pro prozkoumani
radiacné a fotochemicky induované zmény pH v cilovych burikach.

Milniky: Fluorescenéni sondy pro vyhodnoceni radiacni zdatéZe a pro vyhodnoceni
lokdlnich radiacné zpiisobenych zmén pH.

Aktivita 2: Vyvoj katalytickych antioxidantii umoZnujici zvysit radiacni odolnost
biologického subjektu sledovaného elektronovou mikroskopii.

Vedouci aktivity: Ing. Zdena Sedldkovd, CSc.

Antioxidanty budou pfipraveny zejména na bazi polymernich konjugatlli protein
s enzymaticky nestechiometricky vysokou antioxidac¢ni aktivitou (superoxid dismutaza a jeji
aktivitu napodobujici stabilnéjsi manganité salenové komplexy, kataldza a jeji aktivitu
napodobujici stabilnéjsi porfyrinové a ftalocyaninové komplexy atd.). Na rozdil od
stechiometricky pUsobicich antioxidantl (kyselina askorbova, tokoferol aj.) jsou tyto enzymy
,hevyCerpatelné” a mnohem aktivnéjsi. Polymerni slozka ochrani enzym pred chemickou
degradaci bunkou a usnadni penetraci do bunécnych struktur, které je ucelem takto pred
radiaci chranit. Tyto polymerni antioxidanty budou srovnany s antioxidanty na bazi stericky
branénych amin( 1,1,6,6,-tetramethylpiperidinového typu.

Milniky: Antioxidant snizujici radiacni zatéz nativniho vzorku.
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Aktivita 3: Sledovani a nalezeni metodiky sniZeni radiacniho poskozeni polymeri viivem
beta zdreni.

Vedouci aktivity: Mgr. Martin Hruby, Ph.D.

Biokompatibilni polymery a jejich definované supramolekularni agregaty (micely,
nanocdstice liposomy) jsou klicovymi stavebnimi prvky modernich nanofarmak, stédle je vsak
prehlizena jejich radiacni odolnost, ktera vSsak muze byt velmi podstatna pro radiacni sterilizaci
takovych farmak, pripadné pokud je polymer pouzit pro konstrukci polymerniho
diagnostického nebo terapeutického radiofarmaka.

Milniky: Soubor dat o radiacni stabilité polymert v biologickém prostredi.

Aktivita 4: VyuZiti zmén zpisobenych ionizujicim zafenim v biokompatibilnich polymerech
ke konstrukci radiaéné sitovanych materidli.

Vedouci aktivity: RNDr. Petr Stépdnek, DrSc.

Budeme vyvijet koncepcné novy mikrovldakenny, biologicky odbouratelny funkéni material
pfipraveny z modifikovaného rezervniho polysacharidu pfitomného v lidském organismu
(glykogen) jako material pro hojeni ran uréeny pro vyrobu obvazi/rozhrani pfichazejicich do
pfimého kontaktu s ranou. Dvojné vazby budou v glykogenu vytvoreny allylaci a budou dale
vyuzity k sitovani mikrovlaken. Trojné vazby budou vytvoreny propargylaci a budou slouZit pro
dalsi ,click“ funkcionalizaci mikrovldken s bioaktivnim peptidem. K vyrobé nanovldken/
mikrovlaken z allylovaného a/nebo propargylovaného glykogenu bude pouZita jednoducha
metoda bez uZiti rozpoustédel, zahrnujici fizené zmrazeni a ndsledné suseni mrazem, ktera
umoznuje pripravu silnych vrstev. Sitovani vzork(l se provede pomoci beta zareni
z mikrotronu.

Milniky: Radiaéné sitovany materidl materidl vhodny pro hojeni ran.

Aktivita 5: Priprava polymernich nano-ndstroji umozZriujicich sledovat prostorové
rozmisténi membrdnovych transportéri ionti a hormoni na bunécnych membrdndch
Zivocisnych i rostlinnych bunék soucasné elektronovou i fluorescencni konfokdlni
mikroskopii.

Vedouci aktivity: RNDr. Petr Stépdnek, DrSc.

Za timto ucelem budou protilatky proti témto membranovym proteindm konjugovany
pomoci polymerniho linkeru s polymerem biokompatibilizovanou kvantovou tec¢kou na bazi
CdSe/CdTe. Tato kvantova tecka je zobrazitelna jak opticky na zakladé fluorescencnich
vlastnosti, tak elektronovou mikroskopii na zakladé elektronové hustoty respektive prvkového
sloZeni. Vazba na protildtku bude provedena oxidativnim Stépenim jodistanem a naslednou
reduktivni aminaci za glykosylaéni misto, pripadné za thiol po redukci
tris(karboxymethyl)fosfinem (v obou ptipadech jde o vazbu pIné zachovavajici vazebné misto
protilatky nedotcené). Tato konjugace bude kombinovana se znacenim protilatek
nanocasticemi zlata, stribra a palladia rdznych velikosti a tvard umoznujici takto rozlisit na
elektronové mikroskopii vice znacek od sebe najednou v jednom vzorku.

Elegantni alternativou bude poufZiti chimérickych protein(, kde bude vytvoren protein
kombinujici protilatku s prislusSnou vazebnou aktivitou s proteinem silné chelatujicim prislusny
kov slouzici jako znacka pro elektronovou mikroskopii (transferrin chelatujici kromé Zeleza
zejména Ga, Zr respektive Hf, fytochelatiny respektive metalothioneiny chelatujici Cd) a
fluorescenénim proteinem GFP, umoZziujicim simultanni sledovani fluorescenci.
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Milniky: Soubor polymernich nano-ndstrojii umoZnujicich sledovat prostorové rozmisténi
membrdnovych transportéri ionti a hormoni na bunécnych membrdndch Zivocisnych i
rostlinnych bunék soucasné elektronovou i fluorescencni konfokdlni mikroskopii.

Aktivita 6: Vyvoj fluorofilnich nanoédstic, které budou v ramci projektu slouZit jako *°F-
MRI kontrastni latky umoZiujici kombinovat zobrazeni magnetickou rezonanci (MRI)
s elektronovou mikroskopii.

Vedouci aktivity: Ing. Daniel Jirdk, Ph.D.

Pro presné prostorové zobrazovani mékkych tkani je mimorddné vhodna magnetickd
rezonance (MRI). Tato moderni neinvazivni zobrazovaci diagnostickd metoda je zaloZena na
méreni signalu generovaného relaxaci jaderného spinu protonu vody obsazené v tkani. Pfi
magnetické rezonanci se Casto jako kontrastni latky (pfiblizné ve 40 % pfipadl) pouzivaji
paramagnetika, ktera urychluji relaxaci spint okolnich protonl vody a tim zvysuji intenzitu
signalu magnetické rezonance. ProtoZe ale obecné plati, Ze vodu obsahuji vSechny tkané,
nehomogenni pozadi obvykle zhorsuje presnost detekce. Tento problém lze vyresit pouzitim
jinych izotopl neZ H. Jako vhodné se jevi kontrastni latky na bazi fluoru *°F. Fluor (pf¥irodni
monoizotop °F) ma rezonanéni kmitocet blizky kmitoétu vodiku a pro jeho detekci tedy
mohou byt pouzity béiné komercné vyrdbéné skenery; staci provést relativné drobné
hardwarové a softwarové zmény (obvykle staci, aby se radiofrekvencni civka naladila na
frekvenci fluoru a provedla se jednoduchd Uprava sekvence). Jadro '°F vykazuje srovnatelné
vysokou citlivost jako vodik. Navic, vzhledem k témér nulové koncentraci fluoru v Zivych
organismech, se na snimcich nebo spektrech pofizenych s pouZitim fluoru nevyskytuje zadné
pozadi, a proto je moznd absolutni kvantifikace mnozstvi atomu fluoru ve vzorku. Prestoze
lokdlni koncentrace fluorovaného kontrastniho cinidla mize byt velmi vysoka (perfluorované
slouceniny jsou casto biologicky zcela inertni), je nutné hledat cesty, jak zlepsit citlivost
detekce fluoru.

Nizky, ale vysoce specificky signdl fluoru ziskany pfi niz§im rozliSeni maze byt vhodné
doplnén a kombinovan s anatomickymi snimky s vysokym prostorovym rozliSenim pofizenych
pomoci protonové magnetické rezonance, pfipadné i dalSimi metodami jako je napfiklad
fluorescence. Pfiklad kombinovaného zobrazovani pomoci '°F magnetické rezonance
s fluoresceinovou sondou z nasi laboratore je vidét na obrdzku 5.2.2.

Obrazek 5.2.2: Zobrazeni 300 Langerhansovych ostrivka. Optické zobrazeni in vitro (A),
magnetickd rezonance pomoci izotopu °F (B) a kombinace zobrazeni pomoci °F a 'H MRI (C) ze dvou
vzorkd s fluoresceinovou sondou (dvé zkumavky: na levé strané — snimek 300 Langerhansovych
ostravkl oznacenych fluorovym kontrastnim cinidlem, 2: referencni latka (inkubaéni médium s
koncentraci 163 mM fluoru) a kontrolni zkumavky.
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Vyvoj samoorganizovanych struktur blokovych kopolymerd, jejichz rdzné bloky jsou za
vhodnych podminek schopny se oddélovat v nemisitelnych fazich, prokazaly velky potencidl
pfi vzniku nejriznéjsich pozadovanych nanostruktur, a to jak dvojrozmérnych, tak
trojrozmérnych. To pfirozené vede ke zkoumdni fyzikalnich a biofyzikdlnich aspektl
samoorganizovanych polymernich material(, protoze samoorganizace je vadc¢im principem
mnoha biofyzikalnich Cinnosti a struktur (biologické membrany, multienzymové komplexy
atd.).

Je-li jeden z blokd téchto blokovych kopolymer( rozpustny ve vodé, takové makromolekuly
nazyvame amfifilnimi. Amfifilni blokové kopolymery jsou Siroce studovany z dlivodu jejich
schopnosti tvofit organizované agregaty ve vodném roztoku a rizné mikrofazové oddélené
morfologie v objemu hmoty. Takové agregaty mohou byt pouzity napftiklad jako systémy pro
dopravu lécivych substanci, jako nanoreaktory (micelarni katalyzatory) apod.

V posledni dobé byly vyvinuty nové kopolymery, které jsou slozitéjsi nez konvencni amfifily
— obsahuji navic jeden fluorofilni blok (tj. blok s vétSim mnozstvim fluorovych atoma —
»perfluorovany”), a tim takovy polymer nese treti nesmisitelnou makromolekularni doménu:
fluorofilni (perfluoroalkylovd) faze je nesmisitelna jak s hydrofilnimi, tak s hydrofobnimi
(lipofilnimi) bloky. Pro takové slouceniny zavadime jiny nazev, a sice ,polyfily“; takto se
nazyvaji latky, které se skladaji z hydrofilnich, lipofilnich a fluorofilnich skupin.
Samoorganizované agregaty polyfili tak umoZni napf. kombinovat biokompatibilizujici a
koloidné stabilizujici Ucinek hydrofilniho bloku kopolymeru s moZnosti inkorporovat Iécivo
nebo hydrofébné fluorescenéni znacku do hydrofobnich domén a zaroven moznosti zobrazit
cely systém pomoci °F MRI diky fluorofilnim blokdm.

Veskeré fluorofilni nano&astice budou v ramci projektu slouZit jako *°F MRI kontrastni latky
umoznujici kombinovat tuto modalitu zobrazeni s elektronovou mikroskopii (inherentné
kontrastni diky pritomnosti atom fluoru) i fluorescenci (po zabudovani fluorescencni znacky).

Milniky: Fluorofilni nanocdstice slouZici jako zdklad pro multimoddlni zobrazeni v
biologickych systémech.

Vyzkumny cil 2: Rozpustné a supramolekuldarni systémy citlivé na oxidativni
stres a pritomnost reaktivnich forem kysliku pro dopravu biologicky aktivnich
substanci do cilovych bunék a bunécnych kompartmenti

Tato problematika tématicky navazuje na vyzkumny cil 1 tykajici se oxidativniho poSkozeni
radiaci, které je z velké ¢asti dané pravé reaktivnimi formami kysliku generovanymi pfi ozareni.
Cilem je vyvoj nanocasticového systému pro cilenou dopravu a fizené uvolfovani castic
citlivych na vnéjsi koncentraci reaktivnich forem kysliku. Nanocastice reagujici na zmény
prostfedi jsou velmi vhodné jako nosice pro aplikace v nanomediciné pfi diagndze a terapii
¢etnych onemocnéni. Tento vyzkum tak pfispéje k vytvoreni koncepcné nové dopravni ,drug
delivery” platformy zaloZzené na biodegradovatelnych polymernich nanocasticich reagujicich
na specifické vlastnosti vnéjsiho prostfedi sméfované na zanétlivé a maligni tkdné. Tyto dva
typy tkani typicky produkuji radové vyssi koncentrace reaktivnich forem kysliku, napfiklad
superoxidu nebo peroxidu vodiku. Nové pfipravené a studované nanocastice budou navrzeny
tak, aby degradovaly a uvolfiovaly biologicky aktivni slozky v pfitomnosti reaktivnich forem
kysliku v biologicky relevantnich koncentracich. Tento systém bude zaroven pouzitelny jako
nosi¢ antioxidant( zapnutelny oxidativnim stresem zplsobenym ozarenim elektronovym
svazkem (ochrana biologického vzorku pfi ozareni).
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Vezmeme-li v Uvahu vySe zminéné polymery podléhajici oxidaci, patfi k jednoduchym
zplUsobUm pfipravy polymernich systému citlivych na H,0, pomoci $tépeni sloucenin esteru
kyseliny borité nebo pomoci tvorby oxaldatovych vazeb. Boronové esterové sloucCeniny a
oxaldtové vazby mohou byt zabudovany do motivi polymernich nanocésticovych konstrukci a
Stépeni pak vede k degradaci hlavniho fetézce polymeru a naslednému uvolnéni nakladu. PFi
této strategii mohou byt uvolnéna drobna hydrofobni chemoterapeuticka cinidla poté, co byla
vystavena biologicky relevantnim oxidativnim podminkam, napf. koncentracim H;0;
pohybujicim se radové mezi uM a mM. Tkanové specificky transport lé€iv nesoucich boronové
skupiny (napt. bortezomibu) mize byt uskute¢nén pomoci uziti monomera metabolit(, které
jsou béziné pritomny v lidském metabolismu, s cilem biodegradovatelné/biokompatibilnich
nanocastice reagujici na reaktivni formy kysliku. Nanocastice reagujici na reaktivni formy
kysliku Ize rovnéz pripravit za pouZiti kurkuminu jako hlavniho fetézce polymeru pfi reakci
s oxalylchloridem, pfi niz se vytvofi oxalatové vazby reagujici na reaktivni formy kysliku. Kromé
toho tvofi kurkumin za pfitomnosti bortezomibu komplex, ktery mlzZe byt vyuzit pro aplikace
transportu léciv, v souvislosti se synergickymi ucinky in vivo.

Vyzkumny cil 2 obsahuje celkem 3 aktivity zamérené na vyvoj o funkéni testy nanocastic
citlivych na reaktivni formy kysliku.

Aktivita 1: Syntéza polymernich nanocdstic

Vedouci aktivity: Mgr. Martin Hruby, Ph.D.

Polymery a jejich nanocastice budou pfipraveny nanoprecipitaci. Zde je jeden z priklad(:
polymery (a dopravovana latka — nilska ¢erveri (NC) nebo chemoterapeutickd lé¢iva — palitaxel,
popf. jind) se nejprve metodou nanoprecipitace rozpusti ve vhodném rozpoustédle
misitelném svodou, umistény do injekéni stfikacky a vstfiknuty do vody/PBS
programovatelnou pumpou. Polymer podstoupi fizené srazeni ve vodé, coz vede k tvorbé
nanocastic. Organickd rozpoustédla se pak odstrani odparenim za snizeného tlaku a/nebo
dialyzou. Analogické nanocastice nesouci ekvivalentni mnoiZstvi nilské ¢ervené budou
pfipraveny jako nanoddstice nereagujici na reaktivni formy kysliku a vyrobeny ze znamého
polyesteru PLGA schvdleného FDA spodobnou molekulovou hmotnosti, jako maji
syntetizované polymery. Nilskou Cerven jsme zvolili, protoZze se jedna o hydrofobni barvivo a
¢asto se pouziva pro modelovani hydrofobnich IéCiv, s tou vyhodou, Ze je fluorescencni pouze
tehdy, pokud se ocitne v kontaktu s hydrofobnim prostfedim (jadro Ccastic), protoze
fluorescence nilské ¢erveni je v hydrofilnim prosttredi (burnky a okoli) zhasena. Stru¢né receno,
nilska Cerven se pouziva jako model IéCiva a soucasné jako fluorescenéni sonda.

Milniky: Polymerni nanocdstice.

Aktivita 2: Tvorba a vlastnosti pripravovanych nanocdstic.

Vedouci aktivity: RNDr. Petr Stépdnek, DrSc.
Samousporadani nanocastic ve vodnych roztocich za simulovanych fyziologickych podminek
bude studovano pomoci metod statického, dynamického a elektroforetického rozptylu svétla
a malodhlovym rozptylem rentgenového =zareni. Studium se zaméfi na schopnosti
polymernich struktur reagovat vnéjsi koncentrace reaktivnich foram kysliku (ROS) jako je
peroxid vodiku (relevantni fyziologickym a patologickym Urovnim). Rovnéz bude studovana
stabilita respektive rozlozitelnost nanocastic v biologickém prostredi. Dale budou hodnoceny
nasledujici charakteristiky nanocastic: Hmotnostné stfedni molekulovd hmotnost (uréeni
agregacniho Cisla a hustoty respektive porozity - dllezZité pro dopravu léciv); druhy viridlni
koeficient (charakteristika interakce nanocdstic s rozpoustédlem, dullezité pro koloidni

60/ 129



stabilitu systému); gyraéni a hydrodynamicky polomér a jejich pomér charakterizujici vnitfni
strukturu (p = Rs / Ru); ¢-potencial (dalezity z hlediska koloidni stability stabilizaci povrchovym
nabojem a kvuli adsorpci krevnich protein); disperzita (Sifka distribuce velikosti nanocastic)
a degradacni chovani in vitro. PouZiti rozptylovych metod poskytne soubor Gdaji vhodnych
pro plnou charakterizaci nanocéastic na supramolekularni a molekuldrni Grovni. Zobrazovaci
techniky elektronové mikroskopie (TEM a kryo-TEM) a mikroskopie atomarnich sil (AFM)
budou pouzity pro charakterizaci téchto nanocastic na zacatku | v prabéhu degradace.

Degradacni produkty nanocastic budou stanoveny pomoci SEC a NMR experimentd pro
ovéreni degradacniho mechanismu pfi kontaktu s biologickym prostifedim obsahujicim ROS.
U¢innost enkapsulace a uvolfiovani |é¢iv bude stanovena fluorescenéni korelaéni
spektroskopie a HPLC.

Milniky: Uplny soubor fyzikdlné-chemickych charakterizaénich dat o polymernich
nanocasticich.

Aktivita 3: Biologické vyhodnoceni nanocastic

Klicova osoba: Doc. RNDr. Dusan Cmarko, CSc.

Cytotoxicita nové pfipravenych nanocdstic bude vyhodnocovana pomoci tetrazoliové
(MTT) kolorimetrické zkousky pro ovéreni bunécného rlstu a chemosenzivity. Nanocastice
budou testovany po inkubaci s normalnimi burikami (makrofagy a lidskymi fibroblasty) a po
inkubaci s rakovinnymi burikami (HelLa a PC-3).

Pro urceni schopnosti pfipravenych nanocastic uvolfiovat bioaktivni latky v reakci na
fyziologicky odlisny relevantni zdroj reaktivnich forem kysliku (nddor nebo zanét) porovname
mnoZstvi intracelularniho barviva NC uvolnéného z nanocastic nesoucich NC v aktivovanych
(tj. vyznadujicich se nadprodukci reaktivnich forem kysliku) a neaktivovanych makrofazich na
zakladé vymizeni fluorescence NC v pfitomnosti H,0,, popfipadé v pfitomnosti molekuly
generované reaktivnimi formami kysliku v zanétu, v nadorovych burkach (PC-3 a Hela
burikdch) nebo v obou téchto typech bunék pomoci vyse popsanych metod.

Nanoéastice nesouci barvivo NC vystaveny rozmezi koncentraci (0 aZ 3,3 % obj.) H,0,.
Intenzita fluorescence NC bude sledovana na 96-jamkové desti¢ce za pouziti Etecky
mikrodesti¢ek. Uvolfiovani barviva v disledku oxidace a destabilizace zkoumanych systému
bude hodnoceno v priibéhu ¢asu na zdkladé vymizeni fluorescence NC.

Tyto experimenty se budou provadét za pouziti molekuly, o niz je zndmo, Ze vytvari
superoxid, oxid dusnaty a peroxynitrit, SIN-1 (Sigma-Aldrich). Nano&astice nesouci barvivo NC
budou vystaveny rozmezi koncentraci SIN-1 (1-100 mM). Uvolfiovani NC barviva bude
kvantifikovano tak, jak je to popsano vyse pro experimenty s H,0,. Na zakladé uvolfiovani NC
barviva bude mozné kvantifikovat rychlost degradace polymernich nanocastic.

Nanodéstice nesouci barvivo NC budou inkubovany s rakovinnymi bunéénymi liniemi PC-3
a Hela (prostfedi bohatého bunécného producenta reaktivnich forem kysliku) v rGznych
¢asech inkubace. Intenzita fluorescence NC bude sledovana na 96-jamkové destiéce za pouZiti
¢tecky mikrodesticek. Uvolnovani barviva v disledku oxidace a destabilizace zkoumanych
systémid bude hodnoceno v pribéhu ¢asu na zakladé vymizeni fluorescence NC. Ztrata
fluorescence pro kazdy vzorek v kazdém inkubacnim case bude porovnana s fluorescencni
hodnotou ze vzorkd inkubovanych s bunéénymi liniemi makrofagl jako negativni porovnani
podle vyse uvedené metody.

Abychom mohli sledovat vnitrobunéénou dopravu nanocastic, budou buriky (rakovinné i
nerakovinné) inkubovany s barvivem Lysotracker za ué¢elem oznackovani lysozom( a nasledné
inkubovany s nano&asticemi nesoucimi barvivo NC. Bude stanovena kolokalizace nanog&astic
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v bunéénych kompartmentech oznacenych pomoci Lysotrackeru. Vysledky budou
vyhodnoceny tak, Ze se lysozomy oznackuji dextranu texaské ¢ervené (10,000 kDa).

Vsechny fady vyse uvedenych experimentli budou provedeny tak, Ze se jako reference
pouZije protéjSek nereagujici na reaktivni formy kysliku s ekvivalentnim mnozstvim nanocastic
PLGA nesoucich barvivo NC.

Cytotoxicita nanocdstic bude testovana po inkubaci s normalnimi bunkami (makrofagy a
lidskymi fibroblasty) a po inkubaci s rakovinnymi burfikami (HelLa a PC-3) a aktivovanymi
makrofagy (model zdnétu). Dale budou testovdny nanocastice zaloZzené na kyseliné borité a
nesouci chemoterapeuticky paclitaxel (rakovinny model) nebo protizanétlivy 1ék
dexamethason (model zanétu, novy pfistup). Nanocastice zaloZzené na kurkumin oxalatu
doplnéné o bortezomib budou testovany na rakovinném modelu a nanocastice zalozené na
kurkumin oxaldtu nesouci dexametazon na modelu zanétu.

Paclitaxel bude pouzit proto, Ze jde o lék klinicky uzZivany k I1é¢bé rakoviny vajecnikd, prsu,
plic a slinivky. Navic byl paclitaxel neseny micely jiz schvalen v Koreji pro primarni |écbu
metastazujici nebo rekurujici rakoviny prsu, pro sekundarni |é¢bu metastatického karcinomu
prsu po selhani standardni chemoterapie a pro primarni lé¢bu lokalné pokrocilého nebo
metastazujiciho malobunééného karcinomu plic. Bortezomib (Velcade®) je schvalen pro I1é¢bu
relapsu mnohocetného myelomu a lymfom0 plastovych bunék, nebot jde o vysoce ucinné
chemoterapeutikum (davka u lidi ~ 1,3 mg / m?). Bortezomib muzZe byt kvali synergickému
ucinku doplnén kurkuminem, nicméné tento pristup nebyl pfedstaven jako polymer na bazi
kurkuminu, coZz by potencialné mohlo zvysit chemoterapeutické ucinky. Dexametazon se
pouziva k 1é¢bé mnoha zanétlivych stavl a navic se uziva i k 1é¢bé pacientd s rakovinou
podstupujicich chemoterapii, aby se predeslo urcitym vedlejsim ucinklim protinddorové IéCby.

Polymerni nanocastice budou poskytnuty k biologickému testovani na in vivo zvifecich
modelech jak v rdmci IKEM, tak na pracovisti strategického partnera (1. LF UK), tyto testy vSak
nejsou soucasti tohoto projektu.

Milniky: Upiny soubor biologickych charakterizaénich dat o polymernich nanoédsticich.

Vyzkumny cil 3: Dynamika bunécného jadra a moznosti dopravy biologicky
aktivnich substanci do a z néj. Studium struktury a regulace chromatinu.

Cilem navrhovaného projektu bude identifikace a charakterizace novych faktor(
podilejicich se na regulaci a strukturné-funkéni organizaci chromatinu v pribéhu procesu
diferenciace.

Aktivita 1: Charakterizace RNA molekul nachdzejicich se v komplexu s mediatory Wnt a
Shh signalizace.

Vedouci aktivity: Doc. RNDr. Dusan Cmarko, CSc

Pomoci metody RIP-seq a protilatek proti jadernym mediatordm Wnt a Shh signalizacéni
drahy (beta-katenin, Tcf/Lef a Gli proteiny) identifikujeme RNA molekuly nachazejici se v
komplexu s témito proteiny v embryonalnich kmenovych (ES) bunkach. Svoji pozornost
zaméfime zejména na dlouhé nekddujici RNA (IncRNA). Vazba mezi nové identifikovanymi
IncRNA a jadernymi mediatory Wnt a Shh signalizace bude potvrzena pomoci metod RIP a RNA
pull down. U vybranych nové identifikovanych partnerd bude analyzovana jejich jaderna
lokalizace pomoci svételné a elektronové mikroskopie. Budeme studovat zavislost
kolokalizace v bunécném jadfe a tvorby komplext na aktivité Wnt a Shh signdini drahy
pouZzitim znamych agonistd a antagonist( téchto drah. Tyto latky budou pouzity jednak pfimo,
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ale i jako sou¢dst nano&astic (SUPRAMOL UMCH). Dale budeme analyzovat vybrané interakce
a uroven transkripce noveé identifikovanych IncRNA molekul v pribéhu diferenciace ES bunék
do nervovych progenitord. Svoji pozornost také zaméfime na identifikaci dalSich protein(
nachdzejicich se v komplexu s nové identifikovanymi IncRNA molekulami.

Milniky: Identifikace a charakterizace novych faktori regulujicich strukturu chromatinu.

Aktivita 2: Charakterizace mutantnich bunék postrdadajici nové identifikované IncRNA

Vedouci aktivity: Doc. RNDr. Dusan Cmarko, CSc

Tato aktivita pfimo navazuje na aktivitu 1 tohoto cile. Pomoci metody CRISPR/Cas9
vytvofime mutantni embryonalni kmenové buriky postradajici vybrané nové identifikované
IncRNA partnery jadernych mediatord Wnt a Shh signalnich drah. Provedeme fenotypovou
analyzu mutantnich bunék a budeme sledovat jaky vliv ma absence vybraného faktoru na
expresi cilovych genl kanonické Wnt signalizace za prvé pomoci Q-RT-PCR analyzy pro vybrané
zname cilové geny kanonické Wnt signalizace a za druhé vytvofenim a analyzou RNA-seq
transkripéniho profilu mutantnich a zdravych bunék. Budeme také sledovat jaky vliv ma
odstranéni nové identifikovaného regula¢niho faktoru na diferenciaci ES bunék a jejich
ultrastrukturu.

Milniky: Identifikace a charakterizace novych faktori regulujicich strukturu chromatinu.

5.2.4. Mezinarodni spoluprace

Pti feSeni vyzkumnych cili budou pracovnici ZRIR IKEM spolupracovat s v ramci jiz
ustavenych spolupraci novych ¢lenli tymu prichazejicich z 1. LF UK. Jedna se zejména o
Technickou Univerzitu v Darmstadte, kde hlavni cil dosavadni spoluprace byl stanoveni
vysokorezoluéni struktury replikacnich mist v jadie pomoci Siroké Skdly mikroskopickych
metod (viz dopis na podporu od Prof. C. Cardoso, pfiloha 6). Dale se jednd o Univerzitu v Osle
(viz dopis od Prof. G. Griffithse, ptiloha 6). Laboratot Prof. Griffithse se dlouhodobé zabyva
studiem molekularnich sond a nanocastic jako nosicli rlznych biologicky aktivnich latek za
vyuziti riznych zvifecich modelld. Zkusenosti a vybaveni laboratofti Prof. Cardoso a Griffithse
jsou komplementarni k laboratofim ¢lentim predkladaného projektu.

Pracovisté IKEM ma dale zavedenou spolupraci s fadou zahranic¢nich laboratofi v ramci
mezinarodnich projektd, jako je European Network for Cell Imaging and Tracking Expertise
project (ENCITE). V soucasné dobé toto pracovisté aktivné spolupracuje s Dr. O. Bieri,
University of Basel Hospital, od roku 2004 s UOB (Prof. Thorsen). MR skupina rovnéz uzce
spolupracuje s Centrem MR Excellence ve Vidni (Dr. S. Trattnig), E. Moser). Tyto spoluprace
jsou doloZeny spolec¢nymi publikacemi.

Tym VaV centra SUPRAMOL UMCH AV CR dale spolupracuje s vyzkumnymi centry na
University of Minnesota, Minneapolis, USA; Commissariat a I'Energie Atomique, Saclay,
France; University of Science and Techniology, Hefei, China; University of Oslo, Norway;
University of Ghent, Belgium (viz dopis na podporu od Prof. R. Hoogenbooma, pfiloha 6);
University of Antwerp, Belgium; Helmholtz zentrum Rossendorf, Germany (viz dopis na
podporu od Dr. Holger Stephana, pfiloha 6); Technical University of Munich, Germany; CNRS
Bordeaux, France; Institut Pluridisciplinaire de Recherches sur les Materiaux, Pau, France;
University of Bahia Blanca, Argentina.

Mezinarodni povést tymu je také zfejma ze skutecnosti, Ze si ho vybralo devét
zahranicnich student( pro jejich doktorska studia nebo rocni postgradudlni staz (dva z nich
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jako samoplatce) a tym také hostil profesora T. Seeryho z University of Connecticut, USA
béhem ¢&asti svého sabatiku.

5.2.5. Vyzkumny tym

Slozeni vyzkumného tymu, role, vyzkumné aktivity a harmonogram ndaboru

Vyzkumny tym Vyzkumného programu 2 se sklada ze ¢lenl laboratofi R&D center
SUPRAMOL UMCH a ZRIR IKEM a nékolika nové ptijatych vyzkumnych pracovnikd. Jak je
znazornéno ve formé organizac¢niho schématu tohoto vyzkumného programu (Obr. 5.2.3),
vyzkumné c¢innosti podrobné popsané v kapitole 5.2.3 jsou pfifazeny k jednotlivym
odpovédnym vyzkumnikim. KaZzda vyzkumnd cinnost se bude provadét s pfimou
odpovédnosti vedouciho vyzkumného programu. Sumarizace jmenovanych ¢lend tymu, jakoz
i ¢lend, ktefi budou nominovani na dobu reseni projektu je uvedena v tabulce 5.2.1 spolu s
jejich roli v projektu, H-indexem a FTEs (full time equivalents). Kromé toho pro vsechny
seniorské nominované ¢leny tymu uvedeny v pfiloze 7 jejich Zivotopisy. Tyto Zivotopisy shrnuji
odbornosti ¢lenl tymu, jejich nejlepsich 8 publikaci v oblasti vyzkumu navrhovaného projektu
a dalsi relevantni informace (viz pfiloha 7).

Vyzkumny program 2
Organizacni schéma vyzkumného tymu

Vedouci vyzkumného
programu 2

Petr St&panek

Vyzkumny cil 1 Vyzkumny cil 2 Vyzkumny cil 3

Daniellirak Martin Hruby Ivan Raika

Vedouciwzkumné Vedoud wzkumné Vedoudiwzkumné
aktivie 1 aktivity 1 aktivity 1
Martin Hruby Martin Hruby Dudan Cmarko

Vedouciwzkumné
aktivit 2
ZdenaSedizkova

Vedoucivjzkumné Vedouci vjzkumné
aktivity2 aktivity 2
Petr Stépanek Dudan Cmarke

Vedoucivizk: z L. )
= Dai(tli:%;mne Vedoucivjzkumne

1 : aktivity3
Martin Hruby Duan Cmarko

Vedouci vzkumné
aktivity 4
Petr Stépanek

Vedouci vzkumné
aktivity 5
Petr Stépanek

Vedoucivjizkumné
aktivity &
Daniel lirak

Obrazek 5.2.3: Organizacni schéma vyzkumného tymu vyzkumného programu 2. Vedouci
vyzkumného programu bude odpovédny za koordinaci aktivit ve tfech vyzkumnych cilech. Vedouci
vyzkumnych aktivit budou pfimo odpovédni vedoucimu vyzkumného programu.

RNDr. Petr Stépanek, DrSc., excelentni pracovnik (2017-2022), bude zodpovédny za
vyzkumny cil 1 (supervise aktivit 4 a 5) a Vyzkumny cil 2 (supervise aktivity 2) a bude také
¢lenem tymu pracujicim na dalSich aktivitdch vyzkumnych cild 1 a 2. Kromé koordinacnich
¢innosti a psani publikaci se bude podilet na fyzikdlné-chemické charakterizaci
nanocasticovych systéma za vyuZiti pokrocilych rozptylovych technik na partnerské instituci
UMCH. Bude mit rovnéz na starosti spolupraci s IKEM ve vyvoji MRI kontrastnich latek. Jeho
odborny profil je detailné popsan v pfilozeném CV (Pfiloha 7).

64 /129



Prof. RNDr. lvan Raska, DrSc., klicovy pracovnik (2017-2022), nové pfijaty na projekt, bude
odpovédny za aktivitu 3 cile 2 a aktivity 1 a 2 vyzkumného cile 3. Bude dohliZzet na planovani
experimentll, vyhodnocovani vysledkd, publikacéni aktivitu i obsazovani navrhovanych
pracovnikl. Rovnéz bude zodpovédny za spoluprdci se zahrani¢nimi laboratofemi, zejména
laboratofi C. Cardoso, G. Griffiths. Jeho odborny profil je detailné popsan v pfilozeném CV
(Priloha 7).

Mgr. Martin Hruby, Ph.D., klicovy pracovnik (2017-2022), bude zodpovédny za vyzkumny
cil 1 (supervise aktivit 1 a 3) a vyzkumny cil 2 (supervise aktivity 1) a bude také ¢lenem tymu
pracujicim na dalSich aktivitach vyzkumnych cild 1 a 2. Bude zodpovédny za organickou a
polymerni syntézu a bude koordinovat experimenty v ramci téchto aktivit na partnerské
instituci UMCH. Jeho odborny profil je detailn& popsan v pfilozeném CV (P¥iloha 7).

Ing. Daniel Jirak, Ph.D., kli¢ovy pracovnik (2017-2022), bude odpovédny za vyzkumny cil 1
a v ném za aktivitu 6, téZ bude aktivni v dalSich aktivitdch vyzkumného cile 1 a 2. Vedle
koordinacdni a literarni ¢innosti povede pracovni skupinu se zamérenim na zobrazovani vzorka
pomoci magnetické rezonance a optického zobrazovani. Jeho odborny profil je detailné
popsan v pfilozeném CV (Pfiloha 7).

RNDr. Zdena Sedlakova, CSc., klicovy pracovnik (2017-2022), bude zodpovédna za
Vyzkumny cil 1 (supervise aktivity 2) a bude téz ¢lenem tymu pracujicim na dalSich aktivitach
vyzkumnych cild 1 a 2. Bude zodpovédnd za studium vlastnosti antioxidacnich materiall a
jejich ucinnosti a degradacni studium materidlt v disledku oxidativniho stresu na partnerské
instituci UMCH. Jeji odborny profil je detailné popsan v pfilozeném CV (Piiloha 7).

Doc. RNDr. Dusan Cmarko, Ph.D., védecky pracovnik - senior (2017-2022), bude pod
vedenim prof. Rasky odpovédny za aktivitu 3 v ramci vyzkumného cile 2 a za aktivitu 1 a 2 cile
3. Bude zaméren na dynamiku nano- a mikrocasticovych systémi a na objasnéni novych
faktorl podilejicich se na strukturné-funkéni organizace chromatinu v Zivocisnych/savcich
bunikdch. Bude zodpovédny za planovani a provadéni experimentld zejména v ramci
modernich metod elektronové mikroskopie, za analyzu a prezentaci ziskanych dat a psani
manuskriptl. DC ziskal rozsdhlé zkuSenosti v dané problematice zejména béhem
dlouhodobého postdoktorandského pobytu na Univerzité v Lausanne. DC jako hlavni feSitel
koordinoval tfi projekty GACR a jak ¢len tymu se zG€astnil Fady zahraniénich projektd. Jeho
odborny profil je detailné popsan v prilozeném CV (Ptiloha 7).

RNDr. Jan Kucka, Ph.D., védecky pracovnik - senior (2017-2022). Je radiochemik, ktery
bude provadét experimenty na radiacni poskozeni a vyhodnoceni in situ dozimetrie na
partnerské instituci UMCH AVCR v ramci vyzkumnych cilG 1 a 2. Jeho odborny profil je detailné
popsan v prilozeném CV (Priloha 7).

Ing. Jifi Panek, Ph.D., védecky pracovnik - senior (2017-2022). Bude odpovédny za
fluorescenéni mikroskopii pripravenych materialQi na partnerské instituci UMCH AVCR v rdmci
vyzkumnych cilCi 1 a 2. Jeho odborny profil je detailné popsan v prilozeném CV (Priloha 7).

Ing. Lenka Poldakova, Ph.D., védecky pracovnik - junior (2017-2022). Bude studovat
antioxidacni vlastnosti polymerd a bude odpovédna za c¢ast syntézy polymerl na partnerské
instituce UMCH AVCR v rdmci vyzkumnych cild 1 a 2.

Mgr. Rafal Poreba, Ph.D., védecky pracovnik - junior (2017-2022). Bude odpovédny za cast
studia antioxidacnich vlastnosti polymer a charakterizaci polymernich materiald na partnerské
instituci UMCH AVCR v ramci Vyzkumnych cilGi 1 a 2.

Mgr. Zderika Syrova, Ph.D., védecky pracovnik - junior (2017-2022). Bude odpovédna za
aktivitu 3 v ramci vyzkumného cile 2 a za aktivitu 1 a 2 cile 3. Bude se vénovat zobrazovanim
vzork(l zejména svételnou mikroskopii. Bude spoluzodpovédna za experimenty sledujici
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interakci nanocastic se Zivymi savéimi burikami. Jeji vyzkum je zaméfen na nanomedicinu a
regenerativni medicinu, kde se uplatiiuje vyuZiti nanomaterial( jako nosi¢u terapeutickych
agens nebo bunék. Prosla vycvikem v zahrani¢nich laboratofich v oblasti regenerativni
mediciny a kmenovych bunék a nékolik let plsobila védecky v tomto oboru. Jako leader
védecké skupiny pak svoji odbornost dale rozvijela v oblasti studia interakce bunék s
nanovlakennymi strukturami. Jeji odborny profil je detailné popsan v pfilozeném CV (Pfiloha
7).

Ing. Tomas Vacik, Ph.D Ph.D., védecky pracovnik - junior (2017-2022). Bude odpovédny za
aktivitu 3 v ramci vyzkumného cile 2 a za aktivitu 1 a 2 cile 3. Bude zodpovédny za planovani a
provadéni zejména molekularné biologickych experimentl, analyzy a prezentace ziskanych
dat a také za psani publikaci. Jeho odborny profil je detailné popsan v ptilozeném CV (Pfiloha
7).

Mgr. Ondrej Sedlacek, Ph.D., mlady védecky pracovnik (2017-2022). Bude odpovédny za
organickou a polymerni syntézu na partnerské instituci UMCH v rdmci Vyzkumnych cil@i 1 a 2.

Mgr. Alessando Jager, Ph.D., mlady védecky pracovnik (2017-2022). Bude odpovédny za
ptipravu polymernich nanocastic a dalSich nanonosici véetné jejich charakterizace na
partnerské instituci UMCH v ramci Vyzkumnych cild 1 a 2.

Mgr. Eliezer Jager, Ph.D., mlady védecky pracovnik (2017-2022). Bude odpovédny za
pfipravu nanocastic a jejich charakterizaci na partnerské instituci UMCH v rdmci Vyzkumnych
cili 1a2.

Mgr. Mariia Rabyk, Ph.D., mlady védecky pracovnik (2017-2022). Bude odpovédna za
chemickou modifikaci a instrumentdlni charakterizaci polymernich material( na partnerské
instituci UMCH v ramci Vyzkumnych cildi 1 a 2.

Mgr. Andrea Galisova, védecky pracovnik (2017-2022). Bude odpovédna za aktivitu 6
vyzkumného cile 1. Bude se vénovat zobrazovanim vzorkd pomoci magnetické rezonance.

Mgr. Markéta lJiratova, Ph.D., védecky pracovnik - junior (2017-2022). Bude odpovédna
za aktivitu 6 vyzkumného cile 1. Bude zajistovat mimo jiné pripravu bunécnych linii a in vitro
experimenty (mikroskopie, cytotoxické testy aj.).

Mgr. Miloslav Drobny, védecky pracovnik - junior (2017-2022). Bude odpovédny za
aktivitu 6 vyzkumného cile 1. Jeho hlavni pracovni naplni bude konstrukce radiofrekvenénich
civek pro experimenty provadéné na experimentalnim tomografu a méreni na 3T klinickém
tomografu.

Védecky pracovnik - junior, PhD student (2017-2022). Bude nominovan do tymu feSiciho
aktivitu 3 v ramci vyzkumného cile 2 a aktivitu 1 a 2 cile 3. Bude se vénovat zobrazovani vzorku
zejména svételnou mikroskopii.

Védecky pracovnik - junior, PhD student (2017-2022). Bude nominovan do tymu reSiciho
aktivitu 3 v rdmci vyzkumného cile 2 a aktivitu 1 a 2 cile 3. Bude se vénovat molekularné
biologickym experimentim.

Védecky pracovnik - junior, PhD student (2017-2022). Bude nominovan do tymu reSiciho
aktivitu 3 v rdmci vyzkumného cile 2 a aktivitu 1 a 2 cile 3. Bude studovat strukturné-funkéni
organizaci chromatinu v Zivocisnych/savcich burikach.

Védecky pracovnik - junior, PhD student (2017-2022). Bude nominovan do tymu resiciho
aktivitu 6 vyzkumného cile 1. Bude konstruovat radiofrekvencni civky pro experimenty
provadéné na experimentdlnim tomografu.

3 PhD studenti (2017-2022). Budou se Ucastnit experimentalni ¢innosti a analyzy dat na
partnerské instituci UMCH AV CR v rdmci Vyzkumnych cilt 1 a 2.
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2 technicti pracovnici (2017-2022). Budou zajistovat laboratorni servis pro tymy fesici
vyzkumné cile 1 a 2 tohoto vyzkumného planu.

Technicky pracovnik (2017-2022). Bude zajistovat laboratorni servis pro tym fesici aktivitu
6 vyzkumného cile 1 tohoto vyzkumného planu.
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Tabulka 5.2.1: Vyzkumny tym vyzkumného programu 2. Viz text kapitoly 5.2.5 pro detailnéjsi popis role jednotlivych pracovnikd.

1. 2. 3. 4. S. 6.

o rok rok rok rok rok rok

Role v tymu, prislu$nost k vyzkumné aktivité index

Jméno a prijmeni | Pozice pracovnika

FTE v dobé realizace projektu

Petr gtépének Excelentni pracovnik | Vedouci VP2, vedouci aktivit 4 a 5 cile 1 a aktivity 2 cile 2, 30 0,45 | 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
supervize ostatnich aktivit cile 1 a 2

Ivan Raska Klicovy pracovnik g?len VP2, supervize aktivity 3 cile 2, supervize aktivit 1,2 cile |31 |04 |04 0,4 0,4 0,4 0,4

Martin Hruby Klicovy pracovnik Clen VP2, vedouci aktivit 1 a3 cile I a aktivity 1 cile 2, 17 0,45 | 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
supervize ostatnich aktivit cile 1 a 2

Daniel Jirak Kli¢ovy pracovnik Clzen VP2, vedouci aktivity 6 cile 1, ¢len ostatnich aktivit cile 1 16 0,45 | 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
a

Zdena Sedlakova | Klicovy pracovnik Clzen VP2, vedouci aktivity 2 cile 1, ¢len ostatnich aktivitcile1 | 16 (0,45 (045 (045 |045 045 |[0,45
a

DusSan Cmarko Pracovnik - senior Clen VP2, vedouci aktivity 3 cile 2, vedouci aktivit 1, 2 cile 3 14 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Jan Kucka Pracovnik -senior Clen VP2, ¢len aktivit cile 1 a 2 12 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Jifi Panek Pracovnik - senior Clen VP2, ¢len aktivit cile 1 a 2 4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Lenka Polakova Pracovnik - junior Clen VP2, ¢len aktivit cile 1 a 2 2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Rafal Poreba Pracovnik - junior Clen VP2, ¢len aktivit cile 1 a 2 7 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Zdenka Syrova Pracovnik - junior Clen VP2, ¢len aktivity 3 cile 2, ¢len aktivit 1, 2 cile 3 7 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Tomas Vacik Pracovnik - junior Clen VP2, ¢len aktivity 3 cile 2, ¢len aktivit 1, 2 cile 3 8 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4

Ondrej Sedlacek Pracovnik - junior Clen VP2, ¢len aktivit cile 1 a 2 6 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Alessandro Jager | Pracovnik - junior Clen VP2, ¢len aktivitcile 1,2 a 3 10 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Eliezer Jager Pracovnik - junior Clen VP2, ¢len aktivitcile 1,2 a 3 14 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Mariia Rabyk Pracovnik - junior Clen VP2, ¢len aktivit cile 1 a 2 2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
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Tabulka 5.2.1 - pokracovani

Jméno a prijmeni

Pozice pracovnika

Role v tymu, prislu$nost k vyzkumné aktivité

rok

3.
rok

4,
rok

5,
rok

6.
rok

FTE v dobé realizace projektu

Andrea Galisova Pracovnik - junior Clen VP2, &len aktivity 6 cile 1 04 (04 |04 |04 |04 |04
Markéta Jiratova Pracovnik - junior Clen VP2, &len aktivity 6 cile 1 04 |04 |04 |04 104 |04
Miloslav Drobny | Pracovnik - junior Clen VP2, &len aktivity 6 cile 1 02 |02 |02 |02 |02 |02
Bude nominovan | Pracovnik - junior, PhD student | Clen VP2, &len aktivity 6 cile 1 06 (06 |06 |06 |06 |06
Bude nominovan | Pracovnik - junior, PhD student | Clen VP2, &len aktivity 3 cile 2, ¢len aktivit 1, 2 cile 3 06 (06 |06 |06 |06 |06
Bude nominovan | Pracovnik - junior, PhD student | Clen VP2, ¢len aktivity 3 cile 2, &len aktivit 1, 2 cile 3 10 (10 |10 (2,0 |10 (1,0
Bude nominovan | Pracovnik - junior, PhD student | Clen VP2, &len aktivity 3 cile 2, ¢len aktivit 1, 2 cile 3 10 (10 |10 (2,0 |10 (1,0
Bude nominovan | Pracovnik - PhD student Clen VP2, ¢len aktivitcile 1 a 2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bude nominovan | Pracovnik - PhD student Clen VP2 &len aktivit cile 1 a 2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bude nominovan | Pracovnik - PhD student Clen VP2, ¢len aktivit cile 1 a 2 05 (05 |05 |05 |05 |05
Bude nominovan | Technicky pracovnik Clen VP2, ¢len aktivit cile 1 a 2 05 |05 |05 |05 |05 |05
Bude nominovan Technicky pracovnik Clen VP2, ¢len aktivit cile 1 a 2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Bude nominovan Technicky pracovnik Clen VP2, ¢len aktivity 6 cile 1 0,4 04 104 104 104 |04
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Vysledky klicovych a excelentnich ¢leni odborného tymu dosaZené v letech 2011-2015

RNDr. Petr Stépanek, DrSc excelentni pracovnik

5 nejvyznamnéjsich vyzkumnych publikaci vztahujicich se k vyzkumné agendé projektu s
vyznacenim citovanosti:

1. Giacomelli, Fernando C.; Stepanek, Petr; Giacomelli, Cristiano; Schmidt, Vanessa; Jaeger,
Eliezer; Jaeger, Alessandro; Ulbrich, Karel, , pH-triggered block copolymer micelles based
on a pH-responsive PDPA (poly[2-(diisopropylamino)ethyl methacrylate])inner core and a
PEO (poly(ethylene oxide)) outer shell as a potential tool for the cancer therapy, SOFT
MATTER 2011, 7, 9316-9325, Citovadno: 33

2. Angelov, Borislav; Angelova, Angelina; Filippov, Sergey K.; Narayanan, Theyencheri;
Drechsler, Markus; Stepanek, Petr; Couvreur, Patrick; Lesieur, Sylviane, DNA/Fusogenic
Lipid Nanocarrier Assembly: Millisecond Structural Dynamics, JOURNAL OF PHYSICAL
CHEMISTRY LETTERS 2013, 4, 1959-1964 Citovano:: 31

3. Borisova, O.; Billon, L.; Zaremski, M.; Grassl, B.; Bakaeva, Z.; Lapp, A.; Stepanek, P.; Borisov,
0., pH-triggered reversible sol-gel transition in aqueous solutions of amphiphilic gradient
copolymers, SOFT MATTER, 2011, 7, 10824-10833 Citovano:: 29

4. Rodriguez-Emmenegger, C.; Jaeger, A.; Jaeger, E.; Stepanek, P.; Bologna Alles, A.; Guterres,
S.S.; Pohlmann, A. R.; Brynda, E., Polymeric nanocapsules ultra stable in complex biological
media, COLLOIDS AND SURFACES B-BIOINTERFACES, 2011, 83, 376-381 Citovano:: 25

5. Angelov, Borislav; Angelova, Angelina; Filippov, Sergey K.; Drechsler, Markus; Stepanek,
Petr; Lesieur, Sylviane, Multicompartment Lipid Cubic Nanoparticles with High Protein
Upload: Millisecond Dynamics of Formation, ACS NANO, 2014, 8, 5216-5226, Citovano:: 25

5 nejvyznamnéjsich vysledk( v oblasti ziskdavdni grantovych prostredk( vztahujicich se k
vyzkumné agendé projektu s vyznacenim objemu ziskanych prostredkd (jen hlavni resitel Ci
spoluresitel).

1. GA CR, 16-028705, tesitel, ,,Co mohou spole¢né vytvorit polysacharidy a peptidim piibuzné
struktury? Samousporadané biomimetické hybridni polymerni architektury.” 2016-2018,
celkem 5 296 tis K¢

2. Norské fondy, MSMT 7F14009, fesitel (+ 3 partnefi), ,Makromolekuldrni stavebnice pro
biomedicinalni aplikace”, 2014-2016, celkem 25 548 tis. K¢

3. GA CR, P304/12/0950, Fesitel (+ 1 partner), ,Chelatujici polymery jako lé¢iva pro Wilsonovu
nemoc”, celkem 11 411 tis. K¢

4. GA CR, P208/10/1600, fesitel, ,Polymerni ¢Eastice a nanostrukturované materialy
stabilizované povrchové aktivnimi molekulami®, 2010-2014, celkem 7 421 tis. K¢

5. MSMT Kontakt, LH14079, tesitel, ,Termoresponsivni polymerni katalytickd depa:
injikovatelné reaktory tvarované in situ pro biomedicinské aplikace”, 2014-2016, celkem
1 859 tis. K¢

5 nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti patenti a spoluprdce s priimyslem ve vztahu k vyzkumné

agendé projektu:

1. Deutsche Institut fur Kautschuktechnologie, projekt ,Charakterizace a analyza kaucukovych
emulsi®, resitel, 2013-2014, 204 tis. K¢

2. Patentova pfihlaska, Mikrocastice chemicky modifikovanych biopolymerd pro prevenci a
zmirnéni nasledkd Wilsonovy choroby, 2015
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Prof. RNDr. Ivan Raska, DrSc., klicovy pracovnik

5 nejvyznamnéjsich vyzkumnych publikaci vztahujicich se k vyzkumné agendé projektu s
vyznacenim citovanosti:

1. Juda P, Smigova J, Kovacik L, Bartova E, Raska |. Ultrastructure of cytoplasmic and nuclear
inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 "rods and rings" inclusions. J Histochem
Cytochem. 2014 Oct;62(10):739-50. (IF 1.959, pocet citaci WOS: 2)

2. Smirnov E, Borkovec J, Kovacik L, Svidenskd S, Schrofel A, Skalnikova M, Svindrych Z, Kfizek
P, Ovesny M, Hagen GM, Juda P, Michalova K, Cardoso MC, Cmarko D, Raska I. Separation
of replication and transcription domains in nucleoli. J Struct Biol. 2014 Dec;188(3):259-66.
(IF 3.231, pocet citaci WOS: 2)

3. Popov A, Smirnov E, Kovacik L, Raska O, Hagen G, Stixova L, Raska |. Duration of the first
steps of the human rRNA processing. Nucleus. 2013 Mar-Apr;4(2):134-41. (IF 3.033, pocet
citaci WOS: 5)

4. Krizek P, Raska |, Hagen GM. Flexible structured illumination microscope with a
programmable illumination array. Opt Express. 2012 Oct 22;20(22):24585-99. (IF 3.14
pocet citaci WOS: 10)

5. Smigova J, Juda P, Cmarko D, Raska I. Fine structure of the "PcG body" in human U-2 OS

cells established by correlative light-electron microscopy. Nucleus. 2011 May-Jun;2(3):219-
28. (IF 3.033, pocet citaci W0S:14)

5 nejvyznamnéjsich vysledk( v oblasti ziskdavdni grantovych prostredk( vztahujicich se k
vyzkumné agendé projektu s vyznacenim objemu ziskanych prostredkui (jen hlavni resitel ¢i
spoluresitel).

1. 2014-2017, Spolufesitel, Projekt MSMT ¢&. 7F14009, Cesko-norsky vyzkumny program,
Polymerni stavebnice pro biomedicinalni aplikace, 5 552 tis K¢.

2. 2012-2018, Spolufeditel, GACR €. P302/12/G157, Projekty na podporu excelence v
zakladnim vyzkumu, Dynamika a organizace chromosomud béhem bunécného cyklu a pfi
diferenciaci v normé a patologii, 30 942 tis K¢.

5 nejvyznamnéjsich vysledk( v oblasti patentt a spoluprdce s primyslem ve vztahu k
vyzkumné agendé projektu:

V letech 2011-2015 nejsou zadné takové vysledky.

Mgr. Martin Hruby, Ph.D., klicovy pracovnik

5 nejvyznamnéjsich vyzkumnych publikaci vztahujicich se k vyzkumné agendé projektu s
vyznacenim citovanosti:

1. Sedlacek, O.,Monnery B., D.,Filippov, S.,Hoogenboom, R., Hruby, M.: Poly(2-oxazoline)s -
are they more advantageous for biomedical applications than other polymers?
Macromolecular Rapid Communications (2012), 33(19), 1648-1662, IF = 4,929, Citace WOS:
69

2. Jager, E., Hocherl, A., Janouskova, O., Jager, A., Hruby, M., Konefal, R., Netopilik, M., Panek,
J., Slouf, M., Ulbrich, K., Stépanek, P.: Fluorescent boronate-based polymer nanoparticles
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with reactive oxygen species (ROS)-triggered cargo release for drug-delivery applications.
Nanoscale (2016), 8(13), 6958-6963, IF = 7,760, Citace WOS: 0

. Sedlacek, O., Hruby, M., Studenovsky, M., Vétvicka, D., Svoboda, J., Karikova, D., Kovafr, J.,

Ulbrich, K.: Polymer conjugates of acridine-type anticancer drugs with pH-controlled
activation Bioorganic &Medicinal Chemistry (2012), 20(13), 4056-4063, IF = 2,903, Citace
WOS: 18

. V. V. Philimonenko, A. A. Philimonenko, . Sloufova, M. Hruby, F. Novotny, Z. Halbhuber, M.

Krivjanska, J. Nebesafova, M. Slouf: Simultaneous detection of multiple targets for
ultrastructural immunocytochemistry. Histochemistry and Cell Biology (2014), 141(3), 229-
239, IF = 2,780, Citace WOS: 7

. M. Hruby, S. Filippov, P. Stépanek: Smart polymers in drug delivery systems on crossroads:

which way deserves following? European Polymer Journal (2015), 65, 82-97, IF = 3,485,
Citace WOS: 11

nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti ziskdvdni grantovych prostfedkl vztahujicich se k
vyzkumné agendé projektu s vyznacenim objemu ziskanych prostredku (jen hlavni resitel ¢i
spoluresitel).

. Nova vicefazovd nanodiagnostika pro zobrazovani naddorovych onemocnéni a predikci

efektivity antiangiogenni terapie, AZV, 16-30544A, fesitel, FINANCE (4 roky): 15972 000 K¢,
UMCH 5806 000 K¢

. Nova nadorova diagnostika na bazi glykogenu jako télu vlastniho nanostrukturovaného

nosice, AZV, 15-25781A, spoluresitel, CELKEM 10601 000 K¢, UMCH 5093 000 K¢

. Hybridni materialy zaloZené na makrocyklickych ligandech pro vyuziti v mediciné, GACR 13-

083368, spolufesitel, FINANCE (4 roky): CELKEM 11928 000 K¢, UMCH 2852 000 K¢

. Samousporadané polymerni nanostruktury jako bimodalni kontrastni latky pro zobrazeni

magnetickou rezonanci a ultrazvukem. GACR 16-03156S, resitel, CELKEM 8461 000 K¢,
UMCH 2913 000 K¢

Produkce biodegradovatelnych nanoléciv pro presnou multimodalni imunoterapii
(PRECIOUS) Horizon 2020, H2020-NMP-2015-686089, spolufesitel, FINANCE (3 roky):
CELKEM 7000 000 EUR, UMCH 592 000 EUR

5 nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti patent(i a spoluprdce s priimyslem ve vztahu k vyzkumné
agendé projektu:

1.

Cesky patent PV 2012-739: Podedva, J., Hruby, M., Kovafova, J., Spévacek, J. Antioxidanty
pro autostabilizované elastomerni polyurethany

. Kuéka, J., Hruby, M., Studenovsky, M., Vétvicka, D. Plastickd hmota pro mobilni stinéni

zdroju ionizujiciho zareni. UzZitny vzor, CZ 24789 U1, pfihlaseno 6. 10. 2011 (2011-24932),
zapsano 10. 1. 2013. prodej licence

. Patentova prihlaska PV 2015-770: Hruby, M., Vetrik, M., Ku¢ka, J., Mackova, H., St&pdanek,

P., Mattova, J., Pouckova, P., Urbanek, P. (2015) Polymer na bazi polysacharidu a jeho
poufziti k prevenci a 1écbé Wilsonovy choroby

. Patentovd prihlaska PV 2016-117: Svec, P., Hruby, M., Kucka, J., Sedlacek, O., Stépanek, P.,

Petiik, M., Novy, Z., Hajduch, M. (2016) Jodovana radioznacitelna analoga cholinu, jejich
pfiprava a pouZziti jako léciva
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5. Cigler, P., Hruby, M., KuZel, S.: Smés prozvyseni produkce biologicky aktivnich latek v
rostlinach a jeji vyuziti. Patent W02005/118508 A2, 2005, prodej licence.

Ing. Daniel Jirak, Ph.D., klicovy pracovnik

5 nejvyznamnéjsich vyzkumnych publikaci vztahujicich se k vyzkumné agendé projektu s
vyznacenim citovanosti:

1. Rehof |, Vilimova V, Jendelova P, Kubicek V, Jirdk D, Herynek V, Kapcalova M, Kotek J, Cerny
J, Hermann P, Lukes$ I. Phosphonate-Titanium Dioxide Assemblies: Platform for Multimodal
Diagnostic-Therapeutic Nanoprobes. ] Med Chem. 2011 Jul 28; 54(14):5185-5194 IF011
5.207, pocet citaci: 23 (WOS)

2. Kacenka M, Kaman O, Kotek J, Falteisek L, Cerny J, Jirak D, Herynek V, Zacharovova K,
Berkova Z, Jendelova P, Kupcik J, Pollert E, Veverka P, Lukes I. Dual imaging probes for
magnetic resonance imaging and fluorescence microscopy based on perovskite manganite
nanoparticles. J Mater Chem. 2011, 21(1):157-164 IFz011 5.207, pocet citaci: 21 (WOS)

3. Deligianni X, Jirdk D, Berkova Z, Hajek M, Scheffler K, Bieri O. In vivo visualization of cells
labeled with superparamagnetic iron oxides by a sub-millisecond gradient echo sequence.
MAGMA. 2014 Aug; 27(4):329-37 IF2014 2.869, pocet citaci: 3 (WOS)

4. Kacenka M, Kaman O, Kikerlova S, Pavld B, Jirdk Z, Jirak D, Herynek V, Cerny J, Chaput F,
Laurent S, Lukes I. Fluorescent magnetic nanoparticles for cell labeling: Flux synthesis of
manganite particles and novel functionalization of silica shell. J Colloid Interface Sci. 2015
Jun 1; 447:97-106 IF2015 3.368, pocet citaci: 4 (WOS)

5. Aasen SN, Pospisilova A, Eichler TW, Panek J, Hruby M, Stepanek P, Spriet E, Jirak D,
Skaftnesmo KO, Thorsen F. A Novel Nanoprobe for Multimodal Imaging Is Effectively
Incorporated into Human Melanoma Metastatic Cell Lines. Int J] Mol Sci. 2015 Sep 8;
16(9):21658-80 IF015 2.862, pocet citaci: 0 (WOS)

5 nejvyznamnéjsich vysledk( v oblasti ziskdavdni grantovych prostredk( vztahujicich se k
vyzkumné agendé projektu s vyznacenim objemu ziskanych prostredku (jen hlavni resitel ¢i
spoluresitel).

1. Samousporadané polymerni nanostruktury jako bimodalni kontrastni latky pro zobrazeni
magnetickou rezonanci a ultrazvukem 16-03156S 2016-2018, celkova finanéni podpora:
8 461 000 K¢

5 nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti patent( a spoluprdce s priimyslem ve vztahu k vyzkumné
agendé projektu:
V letech 2011-2015 nejsou zadné takové vysledky.

RNDr. Zdena Sedlakova, CSc., klicovy pracovnik

5 nejvyznamnéjsich vyzkumnych publikaci vztahujicich se k vyzkumné agendé projektu s
vyznacenim citovanosti:

1. L. Poldkova, V. Raus, L. Kostka, A. Braunova, J. Pilaf, V. Lobaz, J. Panek, Z. Sedlakova:
Antioxidant properties of 2-hydroxyethyl methacrylate-based copolymers with
incorporated sterically hindered amine, Biomacromolecules (2015), 16(9), 2726-2734, IF =
5.750, Citace WOS: 0
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2. F. Surman, T. Riedel, M. Bruns, N. Yu. Kostina, Z. Sedlakova, C. Rodriguez-Emmenegger:
Polymer brushes interfacing blood as a route toward high performance blood contacting
devices. Macromolecular Bioscience. (2015) 15(5), 636-646, IF = 3.851, Citace WOS: 11

3. Rodriguez Emmenegger, C., Brynda, E., Riedel, T., Sedlakova, Z., Houska, M., Bologna Alles,
A.: Interaction of blood plasma with antifouling surfaces, Langmuir (2009)11, 6328-33, IF =
3.898, Citace WOS: 80

4. Nguyen N., H., Rodriguez Emmenegger, C., Brynda, E.,Sedlakov3, Z., Percec, V.: SET-LRP of
N-(2-hydroxypropyl)methacrylamide in H20, Polymer Chemistry (2013) 4, (8), 2424-2427,
IF = 5.368, Citace WOS: 25

5. Rodriguez Emmenegger, C., Schmidt B. V. K., J., Sedlakova, Z., Subr, V., Bologna Alles, A.,
Brynda, E., Barner-Kowollik, C.:Low temperature aqueous living/controlled (RAFT)
polymerization of carboxybetaine methacrylamide up to high molecular weights,
Macromolecular Rapid Communications. (2011) 32(13), 958-965, IF = 4.596, Citace WOS:
24

5 nejvyznamnéjsich vysledkl v oblasti ziskdvdni grantovych prostfedk( vztahujicich se k
vyzkumné agendé projektu s vyznacenim objemu ziskanych prostredkut (jen hlavni resitel ¢i
spoluresitel):

1. Hemagel - dalsi zlepseni lé¢ebnych vlastnosti obchodné uspésného vyrobku, 2012-2015, Co-
nvestigator, TA CR, Project number: TA02010141, Finance UMCH: 4 331 000 K¢, Finance
projekt: 10 967 000 K¢

2. Syntéza a charakterizace biologicky aktivnich povrchl pfipravenych metodami fizenych
radikdlovych polymerizaci a "click" chemii, 2012-2014, Principal investigator, GA CR, Project
number: P106/12/1451, Finance: 6 564 000 K¢

3. Polymery ultrarezistentni proti adsorpci proteinl pro biomedicinské aplikace syntetizované

Zivou radikdlovou polymerizaci, 2013-2015, Principal investigator, MSMT, Project number:
LH13178, Penize: 1 666 000 K¢

5 nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti patent( a spoluprdce s priimyslem ve vztahu k vyzkumné
agendé projektu:

1. Pripravek pro oralni pouziti CZ305391 (B6), 2015, Sedlakova Z., Polakova L.

2. Ordlni ptipravek PCT/CZ2015/050011, 2015, Sedlakova Z., Polakova L.

3. A method of displaying of alphanumeric information KzZ29766, 2015, Suleimenov I., Mun
G., Sedlakova Z., Shaltykova D, Iglikov I.,

4. A method for reproducing images KZ29768, 2015, Suleimenov |., Sedlakova Z., Mun G,,
Shaltykova D., Semenyakin N.

5. A method of introducing of symbol information KZ29310, 2013, Suleimenov |., Z. Sedlakova,
Mun G., Semenyakin N., Shaltykova D., Obukhova P., Panchenko S.

5.2.6. Charakteristika pofizovaného klicového vybaveni/funkénich modell

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny pozadované klicové vybaveni a funkéni moduly,
jejich potizovaci naklady a technicka specifikace. Jednotlivé jsou uvedeny pfistroje, zafizeni a
software nezbytné pro realizaci projektu ve vazbé na VP2. Jmenovité jsou uvedeny viechny
polozky s pofizovaci cenou 1 mil K¢ (bez DPH) a vyssi. Polozky s nizsi hodnotou jsou sdruzeny
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do funkénich modult, dle jejich povahy a provazanosti s konkrétni vyzkumnou aktivitou VP2,
ale téZz VP1 a VP3.

Pozadované investice jsou téZ popsany podrobné v rozpoctu (priloha 8 a povinna ptiloha v
systému MS2014+.), komentafi k rozpoctu (pfiloha 9) a jejich ceny podloZeny soupisem
jednotlivych cenovych nabidek (pfiloha 10).

Pocet Planovana cena
kusu celkem bez DPH
polozky (tis. KE)

Kli¢ové vybaveni / funkéni modul
(serad’te dle ceny sestupné od nejvyssi)

1. Funkéni modul zatizeni pro automatizované zamrazovani

biologickych vzorkl za vysokého tlaku. 1 8450

Charakteristické vlastnosti:

2 zafizeni pro automatizované zamrazovani za vysokého tlaku a pro mrazovou substituci.
Pfistroj na zamrazovani umoznuje zamrazeni velkych vzorkd (do 5 mm) vhodnych pro
kryoultramikrotomii s nasledni kryo-elektronovou mikroskopii nebo pro mrazovou substituci
a pfipadnou imunoelektronovou mikroskopii.

U&el pofizovaného vybaveni:

Zatizeni umozni diky své rychlosti vizualizovat velmi dynamické procesy ¢i zmény bunéénych
struktur v nanometrovém a milisekundovém rozliseni. Kryosubstituce je ¢asové ndrocna
metoda a automaticky procesor zrychli a zefektivni préci s pfipravou vzorkl v nizkych
teplotach zejména pro imunoelektronovou mikroskopii. Procesor pro kryosubstituci doplni
stavajici kryosubstitu¢ni zafizeni Leica EM AFS2. Proto budou tato zafizeni vyuZita zejména v
ramci aktivit vyzkumného cile 3 tohoto VP, budou vsak slouzit i pro aktivity VP1 a VP3
vyuzivajici kombinaci imunologickych a nanocasticovych pfistupl pro elektronovou
mikroskopii v rostlinnych a zivocisnych bunkach (obr. 5.2.1).

Ptipravenost infrastruktury:
Zatizeni je moZné instalovat do béiné laboratofe. PoZzadavek na média v podobé bézného
rozvodu elektfiny je v navrhované mistnosti ZRIR IKEM zajistén.

2. Funkéni modul zafizeni pro syntézu monomerd, polymeru

P 1 5210
a nanocastic

Charakteristické vlastnosti:

Blok zafizeni pro syntézu monomerld a polymerl sestavajici z nasledujicich zafizeni:
mikrovinny syntetizdtor s fizenim vykonu, moZnosti sledovat teplotu v kyveté a
automatickym ménic¢em vzorkl, odparka s vakuovou stanici pro odparovani rozpoustédel,
rtutovd vybojka pro fotochemické reakce, preparativni HPLC pro Cisténi pFipravenych
polymerl, FT-IR spektrometr pro sledovani prabéhu reakci pti pripravé a zakladni
charakterizaci monomer( a polymer(i a ptipravu nanocastic z polymert, sonikator pro
disperzi nanocastic a mikrofluidicky Cipovy systém véetné plasmové pece.

U&el pofizovaného vybaveni:

Blok zarizeni umoznuje pripravit monomery, polymery a vyborné definované nanocastice.
Proto bude toto zafizeni klicové jak pro aktivity VP2, tak pro aktivity VP1 wvyuzivajici
nanocasticové systémy v rostlinnych bunkach a aktivity VP3, které testuji pripravené
nanocastice v novém usporadani EREM (obr. 5.2.1).

Pripravenost infrastruktury:
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Zatizeni je moiné instalovat do béiné chemické laboratore, predpoklddd se instalace
v mistnosti €. 809 UMCH AVCR, kterd bez dalsich Uprav splfiuje tyto pozadavky. Pozadavek
na média v podobé bézného rozvodu elektfiny je v navrhované mistnosti zajistén.

3. GPC systém 1 5040

Charakteristické vlastnosti:

Systém pro gelovou permeacni chromatografii, obsahujici HPLC sestavu s termostatovanym
autosamplerem, UV-VIS detektorem s diodovym polem (DAD), refraktometrem a
viceuhlovym detektorem rozptylu svétla (MALLS).

Ucel pofizovaného vybaveni:

Stanoveni distribuce molekulovych hmotnosti polymer(. Toto stanoveni je zakladni
charakterizaci pfi pouziti takovych polymer( pro aplikace v Zivych systémech, protoze
biologické chovani polymeru kriticky zavisi na jejich molekulové hmotnosti. Proto bude toto
zafizeni klicové jak pro aktivity VP2, tak pro aktivity VP1 vyuZivajici nanocdasticové systémy v
rostlinnych bunkach a aktivity VP3, které testuji pfipravené nanocastice v novém usporadani
EREM (obr. 5.2.1).

Pripravenost infrastruktury:

Zatizeni je moziné instalovat do béiné chemické laboratore, predpoklddd se instalace
v nedavno zrekonstruované mistnosti €. 501 UMCH, kterd bez dal$ich Gprav splfiuje tyto
pozadavky. Pozadavek na média v podobé béZného rozvodu elektfiny je v navrhované
mistnosti zajiStén.

4. CMOS kamera pro transmisni elektronovy mikroskopii 1 4 266

Charakteristické vlastnosti:

16 MP CMOS kamera pro transmisni elektronovy mikroskop FEI Tecnai G2 20 Sphera. Jedna
se o vysoce citlivou kameru se scintildtorem, ktery ma navic obrovsky dynamicky rozsah,
takZze umoznuje jak efektivni nizkodavkové snimani kryo-preparatd, tak vysoce intenzivni
primé snimani difrakénich obrazcu.

Ucel potizovaného vybaveni:

Zasadnim zpUsobem rozsifi zobrazovaci moznosti mikroskopu Tecnai pro krystalografickou
rekonstrukci tenkych proteinovych krystal a charakterizaci nanocastic. Proto bude vyuZita
zejména v ramci aktivit vyzkumného cile 3 tohoto VP, bude vsak slouzit i pro aktivity VP1
vyuzivajicich kombinaci imunologickych a nanocasticovych pristupl pro elektronovou
mikroskopii v rostlinnych burikac a aktivity VP3, které testuji pfipravené nanocastice v novém
usporadani EREM (obr. 5.2.1).

Pfipravenost infrastruktury:
Kamera bude nainstalovana do stavajictho mikroskopu, ktery je jiz umistnény
v odpovidajicich prostorech.

5. Funkéni modul vybaveni pro pokrocila zobrazovani 1 2 603
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Charakteristické vlastnosti:

Vybaveni pro pokrocilé mikroskopické fluorescenéni a autoradiografické zobrazovani
zahrnujici termostatovany mikroskopicky stolek (na bazi Peltierova ¢lanku, rozsah teplot -20
az + 100 °C, apertura 5 mm), pulsni laserové diody (s vinovymi délkami emitovaného zareni
405 a 450 nm, laditelny vykon do 20mW, opakovaci frekvence do 40 MHz, véetné kolimacni
optiky), software umoznujici vyhodnoceni dat z konfokdlniho mikroskopu pro techniky FLIM,
FLIM-FRET a FLCS), instalaci nové zakladni optické lavice do stdvajiciho zafizeni Typhoon
obsahujici kontinualni lasery 473, 532 a 635 nm a pfislusné filtry pro vytvareni digitalnich 2D
skenl pro vzorky obsahujici fluorescenéni znacky. Soucdsti budou stolky pro upevnéni
raznych typl vzork( véetné kultivacnich misek. Dale soubor obsahuje fluorimetr pro méreni
excitacnich a emisnich spekter, rozsah excitace i emise nejméné 200-900 nm, s moznosti
volby Sitky Stérbin nejméné 0,5-20 nm pro charakterizaci fluorescencnich vlastnosti
pripravenych fluorescencnich konjugatl pro zobrazovaci techniky.

Ugel pofizovaného vybaveni:

Pokrocilé zobrazovani morfologie a funkénich vlastnosti béhem projektu ptipravenych
vzorkU specidlni mikroskopii a autoradiografii. Tento soubor je klicovy jak pro aktivity VP2,
tak pro aktivity VP1, které vyuZivaji nanocasticové systémy v rostlinnych burkdch a aktivity
VP3, které testuji pfipravené nanocastice v novém usporadani EREM (obr. 5.2.1).

Pfipravenost infrastruktury:

Moderni konfokalni mikroskop i autoradiografické zafizeni Typhoon jsou ve VaV centru
UMCH AVCR naistalovany a jsou zaji$tény véechny nezbytné podminky pro jejich provoz, jako
je umisténi v Cisté laboratofi s klimatizaci, antivibracni opticky stal a dalSi potfebné
pfisluSenstvi. Zatizeni je mozné instalovat do laboratore konfokalni mikroskopie (mistnost €.
816) respektive laboratofe v mistnosti ¢. 501 (zobrazovaci zafizeni Typhoon), které bez
dalSich Uprav spliuji potfebné pozadavky. PoZzadavek na média v podobé béziného rozvodu
elektfiny je v navrhované mistnosti zajistén. Fluorimetr bude instalovan v neddvno
zrekonstruované mistnosti €. 812 UMCH, ktera bez dalsich uprav splfiuje tyto pozadavky.

6. GC systém 1 1977

Charakteristické vlastnosti:
Plynovy chromatograf sautosamplerem, tepelné vodivostnim detektorem (TCD) a
plamenové ioniza¢nim detektorem (FID).

U¢el pofizovaného vybaveni:

Plynova chromatografie je nepostradatelnou metodou analyzy smési pro sledovani priibéhu
reakci a Cistoty chemickych latek. Proto bude toto zafizeni kli¢ové jak pro aktivity VP2, tak
pro aktivity VP1, které vyuzivaji nanocasticové systémy v rostlinnych bunkach a aktivity VP3,
které testuji pripravené nanocastice v novém usporadani EREM (obr. 5.2.1).

Pripravenost infrastruktury:

Zatizeni je moiné instalovat do béiné chemické laboratore, predpoklddd se instalace
v mistnosti ¢ 508 UMCH, kterd bez dalsich Uprav splfiuje tyto poZadavky. PoZadavek na
média v podobé béZného rozvodu elektfiny a umisténilahvi s technickymi plyny (dusik, vodik,
kyslik) je v mistnosti 508 splnén.

7. Zatizeni pro zamrazovani tekutych vzork( 1 ‘ 1500

Charakteristické vlastnosti:
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Zafizeni pro automatizované zamrazovani tekutych i extrémné tenkych vzorkd. Technicka
specifikace je uvedena v ptiloze 10.

U&el pofizovaného vybaveni:

Toto zafizeni umoznénim kontroly parametrd tésné pred zmrazenim vyrazné zvysi kvalitu a
reprodukovatelnost vysledkd dosahovanych strukturni kryoelektronovou mikroskopii.
Zatizeni je klicové predevsim pro aktivity VP2 vyzkumného cile 3. Je téZ nezbytné pro
optimalizaci kombinaci imunologickych a nanocasticovych pristupli pro elektronovou
mikroskopii v rostlinnych a ZivociSnych burikach (obr. 5.2.1).

Pripravenost infrastruktury:
Zatizeni je moZné instalovat do bézné laboratore. PoZzadavek na média v podobé béiného
rozvodu elektfiny je v navrhované mistnosti ZRIR IKEM zajistén.

8. Bodotavek 1 1425

Charakteristické vlastnosti:

Bodotavek pro vice (nejméné 6) vzorkl s automatickym odectem, moznost optického
sledovani nejen teploty tani, ale i dalSich teplotné zdavislych déju v polymerech a jejich
roztocich.

U&el pofizovaného vybaveni:

Stanoveni teploty tani jako zakladni charakteristiky nizko- i vysokomolekuldrnich latek,
stanoveni profilu teplotné zavislych fazovych zmén v polymerech a jejich roztocich. Zafizeni
je klicové predevsim pro aktivity VP2.

Pripravenost infrastruktury:

Zatizeni je moziné instalovat do béziné chemické laboratore, predpokladad se instalace
v nedavno zrekonstruované mistnosti ¢. 808 UMCH, ktera bez daldich Gprav splfiuje tyto
pozadavky. Pozadavek na média v podobé béiného rozvodu elektfiny je v navrhované
mistnosti zajistén.

9. Funkéni modul pro analyzu obrazu MR/CT 1 1169

Charakteristické vlastnosti:

Funkéni celek tvoreny pocitacem typu iMac disponujicim vynikajicim displejem v sestavé s
vysoce vykonnym procesorem a grafikou umoznujici jednak pouziti softwaru Osirix ur¢eného
pro prohlizeni a analyzu MR/CT obrazd a multilicenci software VGStudio Max 3.0 pro
zpracovani a analyzu medicinskych obrazli a automatickou nebo poloautomatickou
segmentaci a naslednou tvorbu 3D animaci.

U&el pofizovaného vybaveni:

Zarizeni je klicové predevsim pro aktivitu 6 vyzkumného cile 1 VP2 (obr. 5.2.1), tj. pro vyvoj
novych kontrastnich latek pro MR.

Pripravenost infrastruktury:
Zafizeni je mozné instalovat do béZzné laboratore. PoZadavek na média v podobé bézného
rozvodu elektfiny je v navrhované mistnosti ZRIR IKEM zajistén.

78 /129




5.2.7. Vazba vyzkumného programu na rozpocet projektu

Rozpocet pro tento vyzkumny program je uveden v ptiloze 8 a komentar tohoto rozpoctu
v pfiloze 9. Tvofi téZ soucast povinnych pfiloh vlioZzenych do aplikace do systému MS2014+.
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5.3. Vyzkumny program 3: Nové metody a zafizeni pro vysokorozliSovaci
mikroskopii a chemickou analyzu nativnich biologickych vzorku

Abstrakt

Vyzkum a vyvoj Spickovych analyticko-zobrazovacich zafizeni a metod je klicem k poznani
fundamentdlnich jevd Zivé i neZivé pfirody. Vyzkumny program stavi na mnohaletych
zkusSenostech, znalostech a tradici VaV centra Environmentalni elektronové mikroskopie
Ustavu pfistrojové techniky AVCR, které je prikopnikem techniky environmentalni
elektronové mikroskopie v CR. Cilem vyzkumného programu je ve spolupraci s partnery
projektu realizovat vyzkum a vyvoj novych, vzajemné kombinovanych environmentalnich
elektronové mikroskopickych, optickych a chemickych metod a zatizeni, za ucelem zvyseni
kvality snimani a Setrnosti ke vzorklim vyrazné za hranici mozZnosti sou¢asnych komercnich
zafizeni. Pomoci téchto technik budou novym zplisobem zkoumany vysoce citlivé, nativni a
vlhké vzorky z oblasti rostlinné i Zivocisné biologie, polymerni vzorky a led. V rdmci tohoto
vyzkumného programu pfinasime koncepci nového low-dose vysokorozliSovaciho
environmentalniho elektronového a optického fluorescenéniho mikroskopu s citlivou X-Ray
prvkovou a Ramanovou mikroanalyzou, spolu s moznosti mechanickych i laserovych
mikromanipulaci optimalizovanych pro Zivé nebo vihké vzorky. Diky vzajemné integraci vSech
vySe uvedenych metod do jednoho zafizeni a moZnostem jejich paralelniho pouziti bude
projektem vytvorena nova dimenze korelativniho zobrazovani Zivych i neZivych vzork(l. Celé
spektrum aplikovanych metod vhodné doplni vysokorozliSovaci transmisni kryo-elektronova
mikroskopie, a to zejména vzhledem k omezenym mozZnostem dosazitelného rozliseni optické,
environmentalni rastrovaci a transmisni rastrovaci elektronové mikroskopie vihkych vzorka.

5.3.1. Vazba na vyzkumné programy centra, rozvoj centra

Vyzkumny program pfimo navazuje na dlouhodobé realizované aktivity VaV centra EEM
UPT AV CR, podrobné popsané v kapitole 3.4. Tématika programu reflektuje aktudlni potieby
vyzkumu a vyvoje ve svété, cilené na in-vivo studium citlivych, ¢asto biologickych a
polymernich vzorkl novymi metodami, s nezbytnou podporou origindlni a excelentni
instrumentace. Hlavnim cilem programu je v Uéinné spolupraci s dalSimi partnery podpofit
klicové aktivity projektu VaV centra UEB AVCR, hlavniho navrhovatele projektu. Hlavni aktivity
smérované k budoucimu rozvoji center, realizované v jednotlivych cilech programu, sméruji
do oblasti pokrocilé mikroskopie ve vysokém rozliSeni minimalné upravenych, zcela nativnich,
pfipadné speciadlnimi nano&asticemi (SUPRAMOL UMCH AVCR) znaéenych citlivych vzorkd,
zobrazovanych v nové koncipovaném analytickém EREM. Tento pfistroj bude vybaven
multidimenzionalni korelativni mikroskopii, vychazejici z kombinace optickych zobrazovacich
i manipulacnich metod a elektron mikroskopickych metod. Dalsi charakterizace vzork( bude
probihat ve spolupraci s VaV centrem ZRIR IKEM, pomoci nuklearni magnetické rezonance.
Aktivity pldnované pro jednotlivé cile programu jsou znacné ambicidzni, ale redlné, hlavné
diky pfimé navaznosti na stavajici ¢innost VaV centra EEM UPT AV CR a mnohaleté know-how
v oblasti elektronové mikroskopie. Vyzkumny program je rozdélen celkem na 4 vyzkumné cile,
1) Simulace interakci elektronového svazku s plynem, kapalinou a pevnou latkou v EREM, 2)
Nové, vysoce citlivé detektory a detekiéni principy pro EREM, 3) Nové metody pro
charakterizaci vysoce citlivych vzorkud, dynamické in situ experimenty a 4) Unikatni analyticky
EREM s vysokym rozliSenim - integrace novych systému( a metod, korelativni mikroskopie.
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5.3.2. Soucasny stav poznani

Simulace interakci elektronového svazku s plynem, kapalinou a pevnou Ildtkou v EREM

Vyhodou environmentdlniho rastrovaciho elektronového mikroskopu (EREM) [1,2] je
moznost pfimého pozorovani elektricky nevodivych vzorkd bez vyskytu nabojovych artefaktd
[3,4], pIné vlhkych vzorku [5,6,7], rostlin [8,9,10,11] nebo mikrogelovych ¢astic [12] a realizace
»in-situ” dynamickych experimentt [13,14,15] v plynném prostfedi jednotek az tisich pascalu.
Vyraznou nevyhodou EREM je rozptyl svazku PE v plynu [16,17]. Dle Danilata [18,19] by
rozliSeni EREM mélo byt srovnatelné s REM. Nicméné tzv. ,skirt efekt” zpUsobuje pokles
proudu svazku ve stopé natolik, Ze odstup detekovaného signalu k Sumu (SNR) je vyrazné niZzsi.
Tento zasadni problém je moZno zmirnit zkrdcenim drahy PE v plynu, zvySenim energie PE a
proudu svazku, pouZitim nizsi rastrovaci rychlosti ¢i volbou vhodného typu a tlaku plynu
[20,21]. Zejména vysoky proud svazku (desitky az stovky pA) a nizkd rychlost rastrovani
zpUsobuje velké radiacni poskozeni citlivych biologickych a polymernich vzork( a znemoznuje
jejich studium v nativnim stavu [22]. Vzhledem k predstavené problematice, je dulezité
studium rozptylovych jevd, jak ukazali Berre et al. [23] a Mansour et al. [24]. Vysledky Monte
Carlo (MC) simulaci jsou vyuzity pro optimalizaci techniky EREM s cilem zvySeni detekcni
ucinnosti a potlaceni ,skirt efektu” [25,26,27]. Vyvoj detekcnich systému je doplnén MC
simulacemi prlchodu ¢astic latkou [28]. Geant4 je Casto pouZivany program typu ,open
source” poskytujici infrastrukturu pro trasovani ¢astic skrz komplexni geometrie a detektory
s moznosti doplnéni fyzikalnich procest [29]. Program mizZe byt rozsifen o moduly
pro simulaci interakce nabitych ¢astic s vodou [30] a simulaci raného biologické poskozeni
indukované ionizujicim zarenim v DNA méfitku [31], které mlzZe byt vyuZito pro studium
radiacniho poskozeni v EREM.

Navrhovany projekt bude tuto problematiku detailné fesit v ramci cile 1. Z hlediska
narocnosti, znané ambicidznim vysledkem bude komplexni software pro simulaci interakci
primarniho elektronového svazku s plynem, kapalinou i pevnou latkou. Vysledky vyzkumu a
vyvoje realizované aktivitami tohoto cile jsou z celosvétového hlediska zcela unikatni. Maji
zasadni vyznam v oblasti zdkladniho vyzkumu (komplexni simulace fyzikdlnich jev(
provazejicich interakce elektron( s latkou rlizného skupenstvi) i vysoky potencial pro dalsi
aplikovany vyzkum. Vysledky MC simulaci rozptylu svazku v plynném prostfedi EREM umozni
optimalizovat elektronové optickou soustavu tubusu EREM, navrhnout novy design
diferencidlné cerpanych komor véetné detektor(.

Nové, vysoce citlivé detektory a detekcni principy pro EREM

Pro moznost studovat citlivé vzorky s nizkou emisivitou signalnich elektront v EREM je zcela
zasadni vyzkum a vyvoj novych, vysoce citlivych detekcénich systému. Nejucinnéjsi detektor
sekundarnich elektron( (SE) v EREM pracuje na principu ionizace plynu. K zesileni signalQ
dochazi prostrfednictvim ionizacni kaskady vznikajici mezi uzemnénym drzakem vzorku a
signalni elektrodou umisténou pod pdlovym nastavcem objektivové ¢ocky, na niz je pfivedeno
kladné napéti [32,33,34]. Uroven zesileni signalu SE je zavisla pfedeviim na intenzité
elektrostatického pole mezi zemi a detekéni elektrodou, tak jako na tlaku a typu plynu
[35,36,37]. Prvni komercné pouzivany EREM detektor nazyvany environmental secondary
detector (ESD) [38] byl tvoreny jednou elektrodou. Pozdéji byl vylepSen v tzv. gaseous
secondary electron detector (GSED), ktery je patentovan firmou FEI. GSED je schopen
detekovat signal svyssim podilem SE, nikoliv vSak bez pfrispévku parazitniho signalu
[39,40,41]. Simulace jednotlivych prispévkd SE, PE a zpétné odraZzenych elektron( (BSE) na
celkové ionizacni zesileni signalu prezentovala Meredith et al. [42]. Kfivky ukazujici maly
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prispévek BSE ksignalu zesilenému narazovou ionizaci v plynu a detekovanému GSED
publikoval Fletcher [37]. NejnovéjSim detekénim systémem, reprezentujicim posledni vysledky
vyzkumu v oblasti detekce SE v EREM je detektor Helix, patentovany firmou FEl. Systém
vyuzZiva magnetické pole vysokorozliSovaci magnetické imerzni objektivové cocky a
elektrostatické pole kruhové detekéni elektrody umisténé ve spodni ¢asti objektivu [43,44].

Nékteré z metod detekce signalnich elektrond byly vyvinuty i nasim tymem EEM. Autrata
et al. [45] navrhl velmi citlivy BSE detektor pro zobrazeni materialového kontrastu, vyuzivajici
origindlni scintilacni monokrystaly YAG (yttrium aluminium garnet) a YAP (yttrium aluminium
perovskite). Tento scintilané-fotonasobicovy detektor je béziné pouzivdn v REM, ale také
v mikroskopech typu VP-REM od firmy Hitachi. Scintildtor YAG s malou dirou ve svém stfedu
soubézné pouzivany jako druha tlak omezujici clona (PLA) naseho mikroskopu EREM
AQUASEM byl pouzit pro studium vlhkych biologickych vzork( [46,47]. YAG BSE detektor byl
nasledné prizplsoben pro detekci SE a zobrazeni topografického kontrastu do podoby tzv.
kombinovaného detektoru [48,49,50]. Experimentalni vysledky ukazaly, Ze pouZitim
kombinovaného detektoru v EREM je mozno ve vysokém tlaku plynu zobrazit Cisty materidlovy
kontrast. Pro mozZnost zobrazeni topografického kontrastu je kombinovany detektor vybaven
tenkou elektrodou deponovanou na spodni strané krystalu YAG. V pfipadé pfiloZeni kladného
napéti [51] pracuje tento detektor obdobné jako ESD.

Tym EEM také studoval problematiku nalezeni vhodné metody pro potlaceni BSE pozadi
v signalu ioniza¢niho detektoru [52]. Obdobné jako v praci Danilata [38] byl ioniza¢ni detektor
realizovan kruhovou detekéni elektrodou.

Nase neddvnd prace z oblasti vyvoje detekénich systém( pro EREM je reprezentovana
patentovanym ionizatnim detektorem sekunddrnich elektrond s elektrostatickym
separatorem (ISEDS) [53,54]. Tento systém umoziuje detekovat silné zesileny signal SE
minimalné zatizeny BSE a jako prvni na svété umoznuje v tlaku od 50 Pa do 300 Pa detekci
energiové separovanych signalnich elektron( [55]. Vyvoj byl podpofen grantovym projektem
GAAV KJB 200650602, vedenym Zadatelem projektu. V soucasnosti je detektor optimalizovan
aplikaci magnetického pole pro zvyseni signalového zesileni.

V soucasné dobé probiha integrace detektoru ISEDS, v kombinovany detekéni systém pro
SE a BSE v EREM, viz obrazek 5.3.1. BSE zde budou detekovany novou generaci vysoce
ucinného scintilaéniho monokrystalu. Tato prace byla podporena projektem Grantové
agentury Ceské Republiky (GAP 102/10/1410), jeho? Fesitelem byl vedouci vyzkumného
programu 3 (VP 3). Poslednim z nasich novych detektor(, ktery bude patentovan v nejblizsi
budoucnosti je scintilacni detektor SE pro REM a EREM [56,57].
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Obrazek 5.3.1: Kombinovany detek¢ni systém pro SE a BSE v EREM.

Aby bylo moZné pochopit generaci signali v plynném prostiedi, byl program EOD [58]
rozsiten o MC modul zahrnujici simulace rozptylovych procesu elektront s plynem v komore
vzorku EREM [59, 60].

Nas scintila¢ni detektor SE pro REM a EREM je jako jeden z madla na svété schopny
kontinudlni a bezproblémové prace v tlacich od 0,001 Pa do 1000 Pa a zobrazeni velmi citlivych
vihkych vzork( pfi pouZiti proudu svazku PE 1 pA. Také detektory specializované pro
zobrazovani vzork( pfi dynamickych in-situ experimentech zcela chybi. Nami patentovany
ISEDS je v soucasné dobé jediny detektor schopny energiové filtrace a soucasné ultra-
vysokého zesileni detekovaného signalu v EREM. VaV centrum EEM je jako jediné v CR
vybaveno novym Wet-STEM detektorem firmy FEI pro studium nanocastic v kapalinach. Wet-
STEM detektor je vysoce specializované zafizeni, jehoZz pouziti je spiSe ojedinélé. Tento
detektor predstavil v roce 2005 Borger et al. [61]. Jeho pouZiti v EREM pro studium
magnetickych nano-vektord publikoval Maraloiu et al. [62]. Dokonalejsi alternativy, funkcni
vylepseni nebo zcela nové koncepce detekce nano-objektll v kapalinach pro EREM nejsou
doposud zndmy a proto jsou také pfedmeétem feseni projektu v rdmci cile 2.
parametrech zalezi rozliSeni v obraze i spektrum detekovatelnych informaci. VaV centrum
EEM je v oblasti vyzkumu a vyvoje detektort pro EREM svétovou jednickou. Je jednim z mala
pracovist, které je vybaveno vlastnim MC softwarem schopnym s relativné velkou presnosti
simulovat interakce signalnich elektront s plynem. Ambicidéznost a celkovy pfinos pro zakladni
i aplikovany vyzkum je zaloZena na radé novych detektorl, které budou v pribéhu reseni
projektu vyvinuty a pouzity pro vyzkum v oblasti biologie a chemie.

Nové metody pro charakterizaci vysoce citlivych vzorki, dynamické in-situ experimenty

Zakladni metody pro nastaveni vhodnych termo-dynamickych podminek v komore vzorku
EREM [63,64] jsou pro pozorovani velmi citlivych vihkych vzork(li v EREM nedostatecné.
Doposud neni mozZné uspokojivé mérit teplotu ani tlak plynu v blizkém okoli ¢i na povrchu
vzorku. Integraci mikro senzorl teploty a tlaku do drzaku vzorku se doposud zabyval pouze
Lary et al. [65]. Simulacemi proudéni plynt v komore vzorku EREM se dle informaci skupiny
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EEM v soucasné dobé zabyvaji pouze dvé skupiny na svété. Danilatos et al. [66] predstavil
navrhy konstrukénich modifikaci diferencialné ¢erpané komory EREM a z hlediska ucinnosti
cerpani tohoto prostoru a rozptylu primdarniho svazku v ném srovnal komeréni zafizeni firem
FEl a Zeiss [67]. Vysledky simulaci Danilata [66] ovéfila pomoci odlisSné vypocetni metody a
softwaru ANSIS skupina VaV centra EEM [68]. Ddle byly skupinou EEM publikovany vysledky
simulaci proudéni plynl v diferencidlné ¢erpané komore EREM AQUASEM 1l [69] a specialnim
detektoru pro EREM [70]. VaV centrum EEM predstavilo novou metodu pro dlouhodobé
pozorovani biologickych vzork( [71] a novou metodu pro dynamické in-situ experimenty, jako
jsou studium suseni biologickych vzork( [72], pozorovani dynamiky tvorby vodnich kapek a
krystalizace soli v EREM [73]. V poslednich pracich VaV centra EEM je predstavena nova
metoda pro studium pfirozenych struktur somatickych embryi a "extracelularni matrix"
[74,75], viz obr. 5.3.2. Nizko teplotni rastrovaci elektronova mikroskopie (LTREM) [76] byla
Uspésné pouzita pro studium povrchu snéhu pfirozeného [77] i laboratorné vytvoreného, na
rozhrani jeho zrn [78] stejné tak jako necistot na hranicich zrna nebo prachovych &astic na
povrchu zrn [79]. BohuZzel LTREM vyZaduje podminky nizkého tlaku plynu v komore vzorku
(obvykle pod 10% Pa) coZ zpUsobuje problémy s potencidlni neZddouci sublimaci ledu,
nazyvanou (teplotni) leptani odhalujici nelistoty, které by jinak zUstaly pohibeny pod
povrchem ledu. Bylo provedeno jen velmi mdlo studii popisujicich nekontaminovany led pfi
vysokém tlaku EREM [80]. VaV centrum EEM se specializuje na vyvoj a testovani novych metod
pro studium morfologie pfirozeného ¢i kontaminovaného ledu (Obr. 5.3.3) a dynamickych in-
situ experimentl s ledy za pouZiti naseho nekomeréniho mikroskopu EREM AQUASEM I
[81,82]. Nové metody studia velmi citlivych biopolymerd jako jsou sférickych PEC
(polyelectrolyte complex beads) obsahujicich Zivé buriky nebo bez bunék, byly nedavno
vyvinuty VaV centrem EEM. V soucasné dobé jsme jedini na svété schopni studovat tento typ
vzorky v jejich nativnim a plné vihkém stavu [83,84,85].

SEM MAG: 420 x DET: lonizadni

SEM MAG: 218 x DET: loniza¢ni
HV: 100kV PC: 12 200 um Vega @Tescan HV: 200 kV PC: 12 200 um Vega ©Tescan
VAC: LowVac, 1023 Pa Device: TS5140A0UA Digital Microscopy Imaging AQUASEM-VEGA  VAC: LowVag, 596 Pa  Scan speed: § Digital Microscopy Imaging AQUASEM-VEGA

Obrazek 5.3.2: EREM snimky nativnich vzorkil. Nalevo, pllené nativni a zcela vlhké
polyelektrolytové kapsle obsahujici Zivé burnky v polotekutém jadfe pomoci EREM. Napravo,
"extaceluldrmi matrix" na povrchu ranného somatického embrya v nativnim stavu zobrazeného
pomoci Low Temperature metody pro EREM.

Schopnost presné nastavit a kontrolovat termodynamické podminky v oblasti stopy svazku
a jejiho okoli na povrchu vzorku v EREM je klicové pro vétsSinu aplikaci EREM a pfitom vzhledem
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ke komplexnosti a sloZitosti problému stale nemozné. Dosdhnout tohoto stavu i v pfipadé, kdy
jsou zkoumany velice citlivé vzorky je proto z celosvétového hlediska znaéné ambicidzni. VaV
centrum EEM patfi v souCasné dobé ke svétové Spi¢ce v oblasti novych metod pro EREM,
zejména metod pro studium ledu v environmentdlnich podminkdach a morfologické
charakterizace zcela nativnich a vlhkych polyelektrolytovych kapsli (Obr. 5.3.2). Problematika
feSena v ramci cile 3 tohoto vyzkumného programu je nezbytna pro vyzkum a vyvoj unikatnich
metod pro studium biologickych a polymernich vzorku a logicky zapada do kontextu projektu.
Z hlediska zakladniho vyzkumu budou zkoumdny nové kontrasty na nativnich povrsich
biologickych vzork(l, coz mize prinést prilomové moznosti v aplikacich EREM do biologickych
véd. Vysoky potencidl pro aplikovany vyzkum je podloZen prokazatelnym zajmem firem
vyrabéjicich elektronové mikroskopy a jejich jednotlivé komponenty.

SEM MAG: 500 x DET:BSER Detector Lo 1 1 1 1 1 1 1 |
HV: 20.0kV PC: 12 100 um Vega ©Tescan
VAC: LowVac, 472 Pa  Scan speed: 4 Digital Microsco, py Imaging AQUASEM-VEGA

Obrazek 5.3.3: Kontaminace ledu roztokem uranylu o vysoké koncentraci. Kontaminace bylo
dosazeno odparenim vody v rdmci dynamického in-situ experimentu v EREM.

Unikdtni analyticky EREM s vysokym rozliSenim - integrace novych systémii a metod,
korelativni mikroskopie

Je znamo nékolik realizovanych integraci pokrocilych technologii a metod do REM a EREM.
Jensen et al. [86] publikoval vysledky in-situ studia elektrochemickych procesi v REM pomoci
cyklické voltametrie integrované do utésnéné elektrochemické cely. Integraci komeréné
dostupného Ramanova spektrometru do EREM vybaveného EDS, detektorem
katodoluminiscence a STEM detektorem publikoval Guillaume at al. [87]. Nesporné pfinosy
kombinace optického mikroskopu s REM pfi pouZziti specidlnich postupl barveni biologickych
vzorku syntetickymi l[dtkami publikoval Perkovic et al [88] a pfi studiu neurologickych bunék a
tkani Shannon et al [89].

Problematika vyzkumu, vyvoje a integraci novych technologii do elektronovych mikroskop(i
a samotny vyvoj elektronovych mikroskopu je velice slozita, ndkladna a z hlediska mozného
poskozeni mikroskop rizikova ¢innost. Soucasné vsak je zcela zasadni pro celosvétovy vyzkum
a vyvoj v mnoha védnich oborech. Na svété je jen nékolik malo védeckych skupin, které by
mély know-how a védecko-technické zazemi na takové Urovni, aby byly schopny tyto aktivity
Uspésné realizovat. Nami navrhované technické tesSeni integrace EREM s Ramanovym
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spektrometrem a optickym mikroskopem je svétové unikatni. V kombinaci s dalSimi systémy,
jako jsou systémy otické a mechanické mikromanipulace, cilené injektaze plynt a kapalin
s novym hydratacnim systémem pro EREM a dalSimi systémy tak vznikne pracovisté svétové
védecké excelence zamérené na studium citlivych, nativnich a Zivych vzork(i v EREM a realizaci
specidlnich dynamickych in-situ experimentll. Vysokd ambiciéznost je v pripadé feseni
tématiky v rdmci vyzkumného cile 4 nesporna a vyznam pro zakladni i aplikovany vyzkum takeé.
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5.3.3. Vyzkumne cile, aktivity a vysledky

Vyzkumny program 3 je zaméren na vyzkum a vyvoj klasického EREM s vysokym rozliSenim
v novou generaci komplexniho analytického mikroskopického pfistroje, schopného poskytnou
nové informace o Sirokém spektru obtizné pozorovatelnych, prevazné nativnich a vlhkych
biologickych a polymernich vzorcich. To vie v korelaci s fadou novych, specialnich i klasickych
metod. Tézistém vyvoje bude studium interakce elektront s latkou (Cil 1), nezbytné pro vyvoj
novych detektor( a detekénich principl (Cil 2), metod a postupl pro charakterizaci citlivych
vzork( ¢i dynamickych in-situ experiment (Cil 3) vydstujici v konstrukci EREM nové generace
(Cil 4). Ve vyzkumnych aktivitach téchto cild se feseni Ucastni jak navrhovatelské pracovisté
UEB AV CR, tak dvé partnerské pracovisté SUPRAMOL UMCH AV CR a ZRIR IKEM (Obr. 5.3.4).

Vyzkumny program 3:
Nové metody a zafizeni pro vysokorozliSovaci mikroskopii a chemickou analyzu
nativnich biologickych vzorku

VaV centrum EEM UPT AV CR
Vyzkumny cil 1: Simulace interakci elektronového svazku s plynem, kapalinou a
pevnou ldatkou v ESEM

Vyzkumny cil 2: Nové, vysoce citlivé detektory a detekéni principy pro EREM

Vyzkumny cil 3: Nové metody pro charakterizaci vysoce citlivych vzorkd, dynamické in-situ experimenty

A1 Studium citlivych, pfevainé biologickych a vysoce vihkych vzorkd v EREM v podminkdch termodynamické rovnovdhy,
bez pfedchozi chemické fixace i suseni.

A2 Charakterizaci morfologie povrchu biologickych vzark( chlazenych na zdporné teploty v fddu jednotek a? desitek °C a
studium ledu pfi teplotdch do -280°C.

A3  Charakterizace morfologie vnitfni a vnéj3i struktury bio-polymernich kapsli obsahujicich Zivé bufiky i bez bunék.

Vyzkumny cil 4: Unikdtni analyticky EREM s vysokym rozlisenim - integrace novych systémii a
metod, korelativni mikroskopie

ZRIR IKEM

yzkumny cil 1: Spoluprdce na optimalizaci
Geant4 DNA modulu pro EREM

VaV centrum UEB AV R

Vyzkumny cil 1: Vstupni data pro simulace
specifickych rostlinnych vzorkd a déji v EREM
Vyzkumny cil 2: Rostlinné vzorky pro testovani
nowvych detektorii
Vyzkumny cil 3:
A1, A2 Vzorky pro dynamické in-situ
experimenty, mrazovou substituci a nativni stav
Vyzkumny cil 4: Metody a postupy pozorovani
konfokdinim mikroskopem. Imunoznacéeni
rostlinnych vzorkd, korelativni mikroskopie,
estovdni Advanced analytical HR-EREM

SUPRAMOL UMCH AV €R

Vyzkumny cil 1: Experimentdini data interakénich
objemtl elektroni v pelymerech

Vyzkumny cil 2: Zivocisné vzorky testovani novych
detektori, optimalizace fixaénich postupt pro HR-REM
Vyzkumny cil 3:

Al, AZ Kryoprotektanty, optimalizace procesu
pozorovdni Zivodisnych bunék v EREM.

Vyzkumny cil 2: Polymery a nanocdstice pro testovdni
detektory elektrond, chemické detektory a sondy
Vyzkumny cil 3:

A1, A2 Koncentraéni profily voinych radikdld,
nanoddstice pro studium ledu

A3 Funkéni testy radiaéniho poskozeni bio-polymert
Vyzkumny cil 4 Vzorky polymert a nanoéastic

pro korelativni mikroskopii a testovdni
Advanced analytical HR-EREM

Vyzkumny cil 4: Pfiprava vzorkd pro kenfokdini
mikroskopii, Imunoznadeni Zivocisnych vzorkd.
Fivotiiné vzorky pro testovdni Advanced
analytical HR-EREM.

Obrazek 5.3.4: Schematické zobrazeni vyzkumného programu 3. Tézistém tohoto vyzkumného
programu je partnerské VaV pracovisté EEM UPT AV CR ($edivd). Zapojeni navrhovatelského pracovisté
UEB AV CR (zelend) a partnerskych VaV pracovist SUPRAMOL UMCH AV CR (modrd) a ZRIR IKEM
(¢ervena) je specifikovano pro jednotlivé vyzkumné aktivity EEM UPT AV CR.

Vyzkumny cil 1: Simulace interakci elektronového svazku s plynem,
kapalinou a pevnou latkou v EREM.

Vedouci vyzkumného cile: Mgr. Martin Oral, Ph.D.

V zavislosti na typu vzorku a podminkach, v nichz je pozorovan, mohou primarni elektrony
(PE) v EREM prochazet a interagovat s latkami v rdznych formach jejich skupenstvi, napfr. s
plynem (prostredi v diferencialné ¢erpanych komorach a komore vzorku), vodnym roztokem
¢i kapalinou (vrstva na povrchu vzorku ¢i vzorek v kapalném stavu) a pevnou latkou (vzorek).
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Pridchodem PE plynnym prostfedim dochazi k rozostteni stopy svazku PE a vzniku takzvané
sukénky ,skirt”, vymezujici oblast kolem plvodni, nerozostfené stopy svazku, do které
dopadaji elektrony pod riznym uhlem a s nizsi energii. Vrstva vody na povrchu vzorku
nasledné zplsobuje dalsi rozostreni svazku PE a ma negativni vliv na detekci signalnich
elektrond emitovanych ze vzorku. Rozptyl svazku PE v tomto vicevrstvém systému v kone¢ném
dlsledku zplsobuje nizsi dosazitelné rozliSeni, coz je hlavni nevyhodu EREM v porovndni s
REM. Neméné zavazné problémy nastdvaji v pfipadé rentgenové mikroanalyzy v EREM, kdy je
vyrazné potlaceno prostorové rozliseni projevujici se chybnou detekci intenzit pripadné
detekci fantomovych materidld.

Interakce elektront s latkou je mozno matematicky simulovat na zédkladé Monte Carlo (MC)
modell. Simulace téchto déju je nutno realizovat sohledem na prostredi, véetné
pfechodovych rozhrani mezi nimi. Ve svété doposud neexistuje software, ktery by byl schopen
simulovat rozptyl elektronl ve vicevrstvém prostiedi predstavujicim redlny vzorek v EREM
zobrazovany rastrovacim pfipadné v transmisnim maédu.

Tato aktivita se skladd z ndsledujicich oblasti:

vrvs

Vytvoreni komplexniho programového kédu pro MC simulace PE Sificich se ve
vysokotlakém prostfedi EREM aZ po fokusaci primarniho svazku na vzorek a naslednou
interakci se vzorkem, pfipadné po prichodu vzorkem znovu s plynem.

Zakladem simulaéniho kédu MC je presny integrator trajektorii elektront v elektrickych a
magnetickych polich optickych prvkd a detektor(l. Jedna se o deterministickou ¢ast vypoctu.
Pro desitky keV uz se zacind vyznamnéji projevovat relativisticka dynamika pohybu, ale pro
nizké energie je jeji vliv neznatelny (a je Iépe pouzit nerelativistickou formulaci).

Oproti znamym algoritmdm bude vénovana vétsi pozornost pouZiti spravnych rozdéleni
hustot pravdépodobnosti. Poéateéni resersi bylo zjisténo, Ze neznalost téchto funkci ¢asto
vede autory k jejich nahrazeni tim, Ze dana deterministicka cast trajektorie se rozdéli na uméle
vysoky pocet krok(, a v kazdém z nich se znovu vyhodnocuje pravdépodobnost srazky pomoci
nahodnych ¢isel s rovhomérnym rozdélenim (jen pfipadné vhodné parametrizovaného). Pri
poutziti spravného postupu generovani nahodnych dat to sice statisticky vede na ekvivalentni
vysledky (prislusné funkce hustot jsou v ném totiz stanoveny implicitné), na druhé strané je
tento zplsob vypoctu pomaly a mohou se pfi ném kumulovat zaokrouhlovaci chyby. Bylo
zjisténo, Ze rtada nahodnych procest pfi srazkdch muUZze byt popsana hustotou
pravdépodobnosti bud zadanou analytickou funkci, nebo mulze byt vypocltena predem
pomocnou MC simulaci. Je ocekavano vyznamné zrychleni vypoctu.

Interakce elektronl s pevnou latkou bude fesena pouZitim hotového specializovaného
programu nebo knihovny, pticemz programy do sebe budou vysledné integrovany. Dle
vysledk(l dlouhodobého testovani dostupnych softward bude s vysokou pravdépodobnosti
k tomuto ucelu pouZit program Geant4 vcéetné jeho specializovanych knihoven a moduld. Jde
totiz o velmi komplikovanou cast vypocCtl a jeji elementarni feseni by bylo nad moznosti
projektu. Podobné i data o proudéni pracovniho plynu v komofe a rozdéleni tlaku budou
simulovdna ve specializovaném softwaru a do zde popisovaného programu budou
naimportovana. PouzZiti externiho kodu pro interakci elektront v latce a pro vypocet proudéni
plynu si vSak nevynucuji zjednoduseni celkového fyzikalniho modelu simulace. Program bude
vytvaren postupné od fyzikalni popisu nerozptyleného svazku PE prochazejiciho tubusem
mikroskopu a az po interakce PE:

89/129



a. splynem, a to s prostorové zavislym rozloZzenim koncentrace molekul (tlaku),
které je dano dynamikou proudéni pracovniho plynu pfi jeho odcerpdvani skrze
tlak omezujici clony, v podzvukovém i nadzvukovém rezimu.

b. svodou ¢i vodnym roztokem, pokryvajici biologické vzorky pripadné
kondenzujici na jejich povrchu, nebo vzorkem v kapalném stavu.

c. s pevnou latkou samotného vzorku, véetné generace signalnich elektrona.

Rozsifeni zakladniho kodu o moduly zaméfené na konkrétni problémy EREM a partnert
projektu.

Ve spolupraci s partnerskymi VaV centry IKEM a UEB AV CR budou vytvoieny modely pro
simulace specifickych rostlinnych a Zivocisnych vzork( a déj(, které je moZzno studovat v EREM.
S partnerské pracovi$té SUPRAMOL UMCH AV CR bude spolupracovéno na aplikaci a testovani
,Geant4-DNA chemistry module” pro studium radia¢niho poskozeni biologickych vzorkd v
podminkach EREM a studium chemickych proces( v polymernich systémech.

Pro moZnost studia degradacnich mechanism( v EREM bude zakladni kéd rozsifen o modul
pro simulaci akumulace tepla a elektrického naboje ve vzorku v dlsledku interakce PE.
Studium novych kontrastd v detekci signalnich elektrond umozni modul zohlednujici vliv
struktury pevnych latek, napf. pro studium rozptylu svazku PE v ledu. setekce signdlnich
elektrond.

Milniky:

Uvedené vysledky predstavuji klicova vstupni data nasledujicich ciléi 2 a 3 a budou prabéziné
publikovany v minimalné 4 odbornych publikacich (typ vysledku 2 02 11):

1) Komplexni kod schopny simulovat transport PE jednotlivymi ¢astmi mikroskopu od mista
emise PE v tubusu mikroskopu az po misto jeho zdniku ve sledovaném vzorku a jeho ptipadnou
transformaci v signdlni elektron. Vystup poskytne detailni popis chovdni ¢dstice v mikroskopu
potrebny pro ndsledny vyvoj detektor(i a pozorovacich metod.

2) Optimalizace MC software pro simulaci rozptylu PE svazku v tlakovém spadu véetné
integrace dat ze simulaci rychlosti prodéni molekul plynu v systému diferencialné ¢erpanych
komor a komory vzorku EREM. Vystup poskytne doposud nepresnéjsi vysledky simulaci
interakci elektron( v redlném prostredi EREM, v soucasnosti je velikost tlaku plynu i rychlost
jeho molekul v simulacich uvaZovdna jako konstantni.

3) Simulace emise signdlnich elektron(i v EREM, jako zdklad pro vyzkum a vyvoj novych
detekcnich systém( pro EREM. Vystup v logické ndvaznosti vytvori vstupni data pro aktivity
spojené s vyzkumem a vyvojem novych detekcnich systémi pro EREM.

4) Dalsi nadstavby MC softwaru pro studium dlouhodobého vlivu svazku PE na vzorek
z hlediska ohfevu vzorku, pfip. nabijeni. Vystup umozni vyzkum a vyvoj metod pro specidlni
experimenty s cilem maximdlné Setrného zkoumani citlivych povrchi s pfesahem do oblasti
korelativni mikroskopie.

5) Popis elektrochemickych procest ve vodé po dopadu elektronového svazku. Studium
radiacni poSkozeni vzorku, identifikace hlavnich mechanism( vzniku volnych OH radikald,
jejich koncentracnich profild a nasledného Sifeni volnych radikall studovanym systémem.
Vystup umozZni popsat miru a intenzitu poskozeni vzorku elektrochemickymi procesy a
minimalizovat jejich vliv.

Vyzkumny cil 2: Nové, vysoce citlivé detektory a detekcni principy pro EREM.
Vedouci vyzkumného cile: Ing. Viléem Nedéla, Ph.D.
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Vyvoj novych detektord, detekénich metod a strategii je nezbytny pro dalsi vyvoj EREM v
oblasti studia citlivych, ¢asto vlhkych nativnich biologickych a polymernich vzorkd za podminek
minimalizujicich degradacni vlivy PE.

VaV centrum EEM UPT AVCR je v souéasnosti jednim ze svétovych lidrd v této oblasti.
Podafri-li se zvysit detekeni ucinnost detektord napf. o 50%, Ize ziskat signdl s podstatné vyssim
pomérem signdlu k Sumu a také vysSim rozliSenim v obraze, pfipadné lze pouzit parametry
svazku PE Setrnéjsi pro citlivé vzorky (cca poloviéni proud svazku) pfi zachovani dostate¢ného
poméru signdlu k Sumu. Doplnime-li nové, vysoce citlivé detektory Spickovou elektronikou,
schopnou prenaset a zesilovat signal ve velké Sifce pasma bez zkresleni a ruseni, bude mozné
zobrazovat citlivé vzorky pfi velké rychlosti rastrovani a s minimalnim proudem svazku, tedy
zatizené nizkou davkou energie. Nové detektory musi byt dale schopny detekovat energiové
separovany signal v podminkdach vysokého tlaku plynd EREM a také signal emitovany ze vzorku
pod urcitym Uhlem. V kombinaci s mozZnosti zobrazovat vzorky v nativnim stavu bude mozné
v EREM studovat nové kontrasty nebo kontrasty doposud nezobrazitelné, stejné tak jako
ziskavat nové informace o dynamice déjl v biologickych, chemickych vzorcich a ledu

Tato aktivita se skladd z ndsledujicich oblasti:

Optimalizace cCinnosti MC programu, ktery bude dale vyuZivan pro vyzkum a vyvoj
detektort.

V uvodni ¢asti budou aktivity navazovat na vysledky vyzkumného cile 1. MC software bude
vyuzit pro fyzikalni popis procest provazejici interakce ze vzorku emitovanych signalnich
elektront s plynem a materialem detekénich elektrod v EREM.

Poté bude probihat fada experimentdlnich méreni zavislosti detekovaného signalu
ioniza¢nim detektorem na tlaku plynu, napéti na detekcnich elektrodach detektoru atd. v
EREM. Vysledky umozZni nastavit dalsi konstanty vyvijeného MC programu, jako naptiklad
rychlost doznivani ionizacnich a excitacnich procesi a celkové sesouhlasit simulovana a
experimentalni data pro zndmé konfigurace jiz testovanych geometrii detektord. Na zakladé
simulaci koncentrace kladnych iontl v prostoru mezi vzorkem a detektorem budou
optimalizovany pozice detekénich elektrod a budou nové popsany a |épe pochopeny
rekombinacni procesy v ¢astecné ionizované plazmé a budou studovany moznosti jejich fizeni
v komore vzorku EREM. Pfitomnost kladnych iontli na jedné strané umoznuje kompenzaci
zaporného naboje na povrchu vzorku po dopadu primarniho elektronového svazku, na strané
druhé snizuje ucinnost nasobeni signalu v procesu lavinové ionizace. Na zakladé vyse
uvedenych postupld bude optimalizovana ¢innost MC programu pro siumulace narazové
ionizace molekul plynu signalnimi elektrony, kaskddové nasobeni signalu, optimalizace
parametrd EREM s cilem dosdhnout maximalniho ndsobeni signdlu mezi vzorkem a
detektorem, ktery bude dale vyuzivan pro vyzkum a vyvoj detektor(. VaV centrum EEM je
jedinym védeckym centrem na svété, které se v soucasné dobé simulacim tohoto druhu
vénuje.

Vyvoj raznych detektori pracujicich na principu ionizace plynu.

Tyto detektory budou vyvijeny s cilem detektovat velmi slabé signdly ze vzork( s nizkymi
koeficienty emise, pfipadné detekovat signaly emitované do lokdlniho prostoru se specifickou
energii. Soucasti této aktivity bude simulace trajektorii elektroni v kombinovaném
elektrostatickém a magnetickém poli v plynu, optimalizace geometrie elektrod, vypocet
intenzity elektro statickych a magnetickych poli detektoru, navrh geometrie detekcnich
elektrod. Bude realizovan vyzkum a vyvoj nové, tieti generace patentovaného detektoru ISEDS
a nasledna integrace kompletniho detektoru s predzesilovacem do HR-EREM QUANTA 650
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FEG. Bude vvvinut multimédovy reZzim pouZzivani detektoru, jeho detekce v pozici in-lense a v
komore vzorku, energiova filtrace detekovanych elektroni, MC simulace hloubky vzniku
informace detekovanych elektron( o specifické energii.

Dal$im vyznamnym pfinosem bude vyzkum a vyvoj specidlnich zesilovact signalu, které
umozni pripojeni nékolika detekcénich elektrod soucasné. Pouhym pfepnutim bude moziné
ziskat signal z rGznych mist kolem vzorku tedy signdl nesoucich prostorovou informaci.

Milniky:

Diky novym detektorlim prestane byt EREM metodou umoZiujici s vysokym rozliSenim
zobrazit predevsim morfologii a materidlovy kontrast. Pfedpokladd se realizace 3D snimani
povrchu vzorku a nalezeni novych typu. Vystupy budou prezentovany formou minimalné 4
odpornych publikaci (typ vysledku 2 02 11).

1) Treti generace detektoru v roviné vzorku ISEDS IIl. Jeden z nejucinnéjsich detektori
sekunddrnich elektront pro EREM, kompletné nezavisly na typu mikroskopu, umoZiujici
energiovou separaci detekovanych elektrond.

2) Novy energiové selektivni detektor umoznujici rozlisit nejen nové typy kontrastd, ale
také priblizné misto jejich vzniku pod povrchem v latce. Na zdkladé zcela nové koncepce
detekce budou detekovdny elektrony v zdvislosti na jejich energii i prostorové emisi.

3) Novy multipozi¢ni ioniza¢ni detektor pro EREM. 3D tomografie detekci elektroni
emitovanych pod specifickymi uhly ze vzorku.

4) Novy ioniza¢ni detektor umistény pod vzorkem, pro STEM a Wet-STEM mdd v EREM.
Vysledek bude umoZriovat zisk novych informaci o tenkych vlhkych vzorcich s pfesahem do
korelativnich technik zobrazeni vnitini a vnéjsi struktury vzorka.

5) Novy ionizacni detektor vyuZivajiciho cilené proudiciho plynu k zvySeni ucinnosti
lavinového néasobeni signalnich elektront v EREM. Zcela nova koncepce detektoru pro vysoce-
ucinnou detekci v EREM.

Vyzkumny cil 3: Nové metody pro charakterizaci vysoce citlivych vzorkd,
dynamické in-situ experimenty.

Vedouci vyzkumného cile: Ing. Peter Gemeiner, DrSc..

Jednou z nejperspektivnéjsich oblasti védy a vyzkumu z hlediska budoucich aplikaénich
moznosti EREM je studium Zivych, velmi citlivych nativnich a pfirozené vlhkych vzorkd,
pfipadné specidlnich vzorku, napf. ledu. Vzorky Ize studovat staticky, nebo v dynamicky se
ménicich podminkdach, na hranici fazi a pfi fazovych prechodech, nebo pfi plsobeni riznych
fyzikdlnich a chemickych vliv{i in-situ v komore vzorku EREM.

Tato oblast vyzkumu predstavuje komplementdrni aktivitu k vyzkumu partnerd projektu,
ktera umozni zisk zcela unikatnich vysledk(, nedosazitelnych metodami, které partnefi bézné
pouzivaji. Vzhledem k obsahlosti problematiky a rozsahu zapojeni partner( bude pro zvyseni
prehlednosti pouzito déleni do nasledujicich 3 aktivit.

srv v

Aktivita 1: Studium citlivych, pfevdazné biologickych a vysoce vihkych vzorkii v EREM v
podminkdch termodynamické rovnovahy, bez predchozi chemické fixace ci suseni.
Vedouci aktivity: Ing. Vilém Nedéla, Ph.D..

Koncepce novych metod pro studium nativnich biologickych a vihkych polymernich vzork(
v EREM vychazeji z nejnovéjsich vysledkl VaV EEM a ukazuji, absence chemickych Uprav a
pokoveni povrchu vzorku umoZnuje pozorovat nové kontrasty odpovidajici lokalnimu
nahromadéni chemickych latek v podpovrchovych vrstvach biologickych vzorki, ale také
nanometrové biopolymerni vrstev na povrchu vzork(. Pozorovani vySe uvedenych vzork(
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s vysokym rozliSenim v EREM nardii na znacné problémy dané potfebou nastavit a
dlouhodobé udriet termodynamickou rovnovahu prostfedi na povrchu rliznych vzorkd.

Dlouhodoba stabilizace termodynamické rovnovahy je otazkou presného nastaveni
prostfedi na povrchu rliznych vzorkl (rdzna tepelnd kapacita, rozméry, hustota materidlu,
vodivost a Clenitost povrchu vzorku) a to i pti prudkych zménach tlaku plynu pred a po
pozorovani v mikroskopu. Zasadnim faktorem ovliviiujicim vyslednou teplotu povrchu vzorku
je ohrev elektronovym svazkem a chlazeni drzdkem vzorku. U&innost chlazeni dale zavisi na
plose vzorku a jeho kontaktu s chlazenym drzakem, tepelné vodivosti vzorku, odvodech tepla
vodni vrstvou, atd. VSechny tyto procesy budou obecné popsany a poté v zdavislosti na
parametrech elektronového svazku, typu vzorku a radé dalSich vySe uvedenych faktoru
kvantifikovany. S vyuzitim programu ANSIS bude presné popsano rozlozeni tlaku plynu a
rychlosti jeho proudéni v blizkosti povrchu vzorku.

Déle bude aktivita zamérena na realizaci méreni redlné teploty na povrchu vzork, jejiz
vypocet je vzhledem k rozdilnym velikostem, chemickému sloZeni i fyzikalnim vlastnostem
vzorkd komplikovany, zdlouhavy a vidy platny jen pro jeden konkrétni vzorek a parametry
mikroskopu. Pomoci simulaci v programu ANSIS budou presné popsany relevantni
mechanizmy vedeni tepla vzorkem, vedeni tepla vrstvou vody a kontaktem s chlazenou
podlozkou. Ve spolupréci s partnerskymi VaV pracovisti UEB AV CR, IKEM a SUPRAMOL UMCH
AV CR budou v programu ANSIS simulovany a pfesné popsany teplotni zavislosti vybrané
skupiny konkrétnich biologickych a polymernich vzorkd v ,,redlném* prostiedi komory vzorku
EREM a pfi pozorovani vzorku svazkem PE.

Vzhledem k tomu, Ze vzdalenost objektivu mikroskopu od vzorku je v jednotkdch milimetr(,
je méreni teploty velmi obtizné a bude proto navriena implementace mikrosenzor( pro
méreni teploty, tlaku a vlihkosti plynu na chlazeny drzdk vzorku. Pro méreni presné teploty
povrchu vzorku bude navriena a realizovana metoda pfimého méreni tepoty vzorku Citajici
integraci presné infracervené kamery do komory vzorku. Kombinace téchto metod umozni
pfimé méreni kli¢ovych parametrl v prlbéhu experimentt a poskytne informace o teplotnim
vlivu svazku PE a pfipadném svodu tepla mikrovrstvou vody.

Ve spolupraci s partnerskymi VaV pracoviéti UEB AV CR, SUPRAMOL UMCH AV CR a IKEM
budou vyvinuty nové metodiky studia specifickych vzorkdl v EREM viz Obr. 5.3.4. Vysledky
vyzkumu Fizeni termodynamické rovnovahy v EREM v kombinaci s novym drzakem vzorku
umozni studium Sirokého spektra vzorkd partnerQ projektu - rostlinné vzorky (UEB AV CR),
Fivocisnych vzork( (IKEM), polymery (SUPRAMOL UMCH AV CR).

Milniky:

1) Realizace méreni teploty vzorku, tlaku a vlhkosti plynu v blizkosti povrchu vzorku v EREM.
Vysledek umozni vyvoj novych metod pro studium citlivych biologickych vzorki a zejména
unikdtni experimenty v oblasti zkoumani ledu.

2) Fyzikalni popis rozlozeni tlaku plynu a rychlosti jeho proudéni v blizkosti povrchu vzorku
a jeho vlivu na tepelné zmény vzorku, dale popis relevantnich mechanizm( vedeni tepla
vzorkem, vrstvou vody a kontaktem s chlazenou podlozkou v prostifedi EREM. Vysledek
umozni vyvoj novych metod pro studium citlivych biologickych a polymernich vzorkd.

3) Popis teplotni zavislosti vybrané skupiny biologickych a polymernich vzorkd v ,redlném*
prostiedi komory vzorku EREM a pfi pozorovani vzorku svazkem PE. Vysledek umozni vyvoj
nadstavbovych metod pro pozorovdni s teplotou ménicich se vzorki v ramci dynamickych in-
situ experimentd.
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Aktivita 2: Charakterizace morfologie povrchu biologickych vzorkii chlazenych na zaporné
teploty v radu jednotek az desitek °C a studium ledu pfi teplotdch do -280°C.

Vedouci aktivity: Mgr. Dominik Heger, Ph.D.

Klicovou aktivitou této oblasti vyzkumu bude vyvoj nového chlazeného drzaku vzorku
schopného chladit vzorky az na teplotu -70°C a vyvoj vysoce sofistikovaného systému pro
chlazeni vzorkl ledu do teplot tekutého dusiku ¢i hélia. Komeréné dostupné drzaky vzorku
zcela nedosahuji kvalit potfebnych pro niZze navriené experimenty. Kritickym parametrem
neni jen pozadovana teplota, ale také mira jeji stability, moZnost regulace rychlosti ndbéhu
teploty, vysoka chladici kapacita zajiStujici prochlazeni i objemovéjsich vzorkd a v neposledni
fadé opakovatelnost vySe uvedenych parametrl. Soucasti aktivity bude také vyvoj fidici
elektroniky a instalace celého systému do komory vzorku EREM.

Velmi pfesna regulace teploty pod -20 °C je nezbytnd pro dalsi vyvoj metody umoznujici
studium morfologie nejen rostlinnych vzork( v podminkdch nizké relativni vihkosti v komore
vzorku, nazyvané Low Temperature methode (LTM). Na zdkladé nového vybaveni bude mozno
tuto metodu dale rozvijet smérem k minimalizaci poSkozeni vnitfni struktury vzorku a
mozZnosti studia ultrastruktury. Na zakladé vyvoje doplikl k stavajicim mikromanipuldtordm
bude vyvijena nova technika metody pripravy biologickych vzork(i metodami in-situ mrazové
sublimace a mrazového ldmani s vyuzZitim mikromanipuldtor(i pfimo v komore vzorku
mikroskopu, tzv. LT-EREM.

Systém pro chlazeni vzorkd ledu do teplot tekutého dusiku ¢i hélia bude nasledné vyuzit
pro pfimého studium zmrzlych ledovych vzork(i za podminek velmi blizkym pfirodnim. Za
timto ucelem bude zdokonalena savajici metodiku pozorovani ledu. Budou sledovany procesy
tuhnuti, metamorfie a tani vzork( ledd za ucelem pochopeni téchto déja v pfirodnim ledu a
snéhu; bude srovnavan pfirodni led a snih charakteristicky pro arktické i pfimorské oblasti,
bude charakterizovano chovani ledovych kvétd pfi jejich sublimaci. Na zavér bude realizovana
doposud nevyuZitd moznost necistoty sledovat pfimo ve zmrzlém stavu na hranach ledovych
zrn a opatfit je X-ray prvkovou analyzou a fluorescenéni analyzou.

Metodiku studia silné podchlazenych vzork( bude vyuZita pfi studium Sirokého spektra
vzork(l partnerd projektu — mrazové pogkozeni rostlin (VaV centrum UEB AV CR), stabilizace
farmaceutickych biomakromolekul a dynamika fdzovych zmén biomimetickych systému
(SUPRAMOL UMCH AV CR). Ve spolupréci s VaV partnerem projektu IKEM bude studovdna
moznosti pouziti kryoprotektantl a optimalizace studia ZivociSnych bunék v tzv. LT- EREM.

Milniky:

1) Chlazeny drzaku vzorku s velmi pfesnou regulaci teploty az do -70°C.

2) Chlazeny drzak vzorku pro studium ledu pfi teploté do -280°C. Umozni realizaci
specidlnich experimenti pfi zkoumdadni struktury Cistého a kontaminovaného ledu.

3) Zdokonaleni metodiky pozorovani ledu, popis procest tuhnuti, metamorfie a tani vzork(
ledll, charakterizace chovani ledovych kvét( pfi jejich sublimaci.

4) Vytvoreni metodiky pro datovani vzork( z ledovcovych vrtl korelativni X-ray prvkovou
analyzou a fluorescencni analyzou.

5) Nové doplriikové nastroje pro mikromanipulacni a mikroinjekcni techniky specificky
vyvinuté pro studium vnéjsi i vnitfni struktury a dynamické in-situ experimenty konkrétnich
vzorkd partnerl projektu. Specidlni injektory, mikronoZe atd. vytvorené pro konkrétni potreby
partnert projektu umozni nové pohledy na stavajici problematiku.
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6) Nova technika metody pfipravy biologickych vzorkli metodami in-situ mrazové
sublimace a mrazového l[dmani v komore vzorku mikroskopu (LT-EREM) Metoda umozni
studium struktury hluboce zmrazeného vzorku pripraveného pfimo v komore mikroskopu,
vzorek bude stabilizovan co nejbliZe nativnimu stavu bez nutnosti ndkladného a
komplikovaného kryozarizeni.

vevs

Aktivita 3: Charakterizace morfologie vnitini a vnéjsi struktury bio-polymernich kapsli
obsahujicich Zivé buriky i bez bunék.
Vedouci aktivity: Ing. Peter Gemeiner DrSc a Ing. Marek Bucko, Ph.D.

V soucasné dobé je VaV centrum EEM jediné na svété, které je schopno pomoci unikatniho
EREM studovat povrchovou morfologii pfirozené vlihkych nativnich bio-polymerovych kapsli
obsahujicich polotekuté jadro s Zivymi burikami bez poskozeni.

Uvedena moznost pozorovat nano-morfologii a vnitfni usporadani polymernich kapsli a
¢astic s imobilizovanymi burkami ve vysokém rozliSeni a v nativnim stavu bez invazivnich
Uprav bude vyuZita pro dalsi vyvoj a studium vlastnosti novych imobilizovanych
biokatalyzatorl obsahujicich Zivé bunky. Vyvojem inovativnich imobilizacnich postupt
s vyuzitim EREM se ocekdva zisk novych poznatki z hlediska morfologie a funkénich viastnosti
imobilizator(. Technika EREM bude vyuzita pro charakterizaci povrchu vzork(, urceni
geometrie ¢astic a studium vzorkd s velmi vysokym rozliSenim. Tyto studie budou rozliSeny o
vyzkum morfologie vnéjsich a vnitfnich stén kapsli a ¢astic a stavu bunék po otevreni ¢astic
mikromanipuldtorem, in-situ reakci materidlu castice s vybranymi chemickymi latkami a
studium poérd pomoci WetSTEM. Korelativni mikroskopie umozni studium vzorkd c¢astic a
kapsli s EREM a fluorescenénim optickym mikroskopem s velmi vysokym rozliSenim a
hloubkou ostrosti pfi souCasném zdznamu dat specifickych pro optickou mikroskopii.
Predpoklada se realizace dynamickych in-situ experimentd zamérenych na morfologickou
charakterizaci polymeru v zavislosti na vnéjsich vlivech (teplota, tlak, zareni, ...). Ve spolupraci
s partnerskym pracovistém SUPRAMOL UMCH AV CR budou realizovany funkéni testy
radiacniho poskozeni bio-polymerl a budou studovany mozZnosti kompenzace volnych
radikald.

Technika EREM bude vyuzita i v oblasti vyvoje pokrocilych a vysoce vykonnych bioCipG a
biosenzorl zamérenych na sledovani zména glykozylaéniho statutu povrch( bunék, které je
v uzké korelaci s prevaznou vétsinou biologickych (fyziologickych i patologickych) procest
kterych se bunka zucastiiuje. Oblast vyzkumu, pfipravy a vyuZiti bioCipl a biosenzor( pro
(glyko)biorozpoznavani je celosvétové velmi progresivni oblasti. Glykoprofilace vzorkd tak
bude vyznamnou doplikovou metodou pro charakterizaci vzork( analyzovanych v ramci
projektu, véetné vysoce citlivych vzork(, ¢imz bude zdroven rozsifen aplikacni potencidl.
Hlavni Usili bude zamérfeno na vyvoj takovych bi¢ipovych zafizeni, které umozni rychlé, vysoce
vykonné a citlivé analyzy biologickych vzorkd s aplikovatelnosti v biologii, biomedicing,
biotechnologii, pfi vyvoji biomarkera (napf. rakoviny) a pfi sledovani a detekci patogennich
mikroorganismu, v kombinaci s pokrocilymi zobrazovacimi technikami. Mikroskopické metody
budou vyuzity pro charakterizaci, funkéni sledovani a testovani bioCip(i a biosenzora.

Milniky:

1) Popis povrchové morfologie pfirozené vlhkych nativnich bio-polymerovych kapsli
obsahujicich polotekuté jadro s Zivymi burikami.

2) Charakterizaci povrchu vzorkd, uréeni geometrie ¢astic a studium vzorkd s velmi vysokym
rozliSenim. Popis morfologie vnéjsich a vnitinich stén kapsli a ¢astic a stavu bunék po otevieni
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¢astic mikromanipuldtorem, in-situ reakci materidlu ¢astice s vybranymi chemickymi [atkami
a studium péra.

V ramci vyzkumného cile je predpokladano vydani minimalné 10 odbornych publikaci
(vysledku typu 2 02 11) a 8 odbornych publikaci se zahrani¢nim spoluautorstvim (vysledku typu
20211).

Vyzkumny cil 4: Unikatni analyticky EREM s vysokym rozliSenim - integrace
novych systémii a metod, korelativni mikroskopie
Vedouci vyzkumného cile: Ing. Jan JeZek, Ph.D.

EREM predstavuje vysoce univerzdlni nastroj pro studium nano-morfologie a
materidlového sloZeni Sirokého spektra vzorkd. Hlavnim cilem aktivit této sekce je zlepsit
uzitné vlastnosti EREM z hlediska rozliseni v podminkach vysokého tlaku plyn( a integrovat do
néj dalsi pokrocilé technologie a metody. Zakladni vizi této aktivity je v komore vzorku
Advanced analytical HR-EREM vytvofit nano-laboratof pro pfipravu, pozorovani a chemické
analyzy nativnich ¢i Zivych biologickych vzork( a polymer(. Kombinaci metod elektronové a
optické mikroskopie a spektroskopie vjednom systému bude moziné vzorek analyzovat
paralelné a ziskat dobrfe korelovatelnd a vzdjemné se dopliujici data. Pfedpokldadame
integrovat EREM s optickou fluorescen¢ni mikroskopii, Ramanovou spektroskopii a
moznostmi bezkontaktnich mikromanipulaci vyuZivajicich fokusovanych laserovych svazka.
Bude tak vytvoren svétové unikatni analyticky nastroj, jehoZz vyuziti bude garantovano
partnery projektu z oblasti rostlinné a Zivocisné biologie.

Tato aktivita se skladd z ndsledujicich oblasti:

Optimalizaci designu spodni casti objektivu mikroskopu z hlediska cerpani plynu a
integracemi novych detektorti.Bude dosazeno potlaceni rozptylu primarniho elektronového
svazku pred vstupem do komory vzorku. Na zakladé vysledkd MC simulaci (Vyzkumny cil 1)
budou navrzeny a realizovany Upravy designu diferencidlné ¢erpanych komor a spodni ¢asti
objektivu EREM a integrace novych detektort (Vyzkumny cil 2). Tim se podstatné zvysi pomér
detekovaného signalu k Sumu a vzroste rozliSeni mikroskopu. V této ¢asti budou vyuzity a
realizovany vysledky simulaci z predchozich aktivit projektu. Do tubusu EREM budou
integrovany nové, vysoce citlivé detektory vyvinuté v ramci vyzkumného cile 2 a
mikromanipulacni techniky fokusovanym laserovym svazkem pro moznost manipulace vzorku
v komore EREM.

Nové metody pro selektivni hydrataci, cilenou kompenzaci naboje a pokrocilé studium
chemicky aktivnich latek a bio-chemickych reakci Uzce souvisi s potfebou lokalni aplikace
kapalin a plyn( ¢i odsavani plynd ze vzorku pfi chemickych reakcich nebo pfi pozorovani
zvlasté komplikovanych vzorkd v EREM. Metody budou zaloZzeny na pokrocilé instrumentaci,
vyvinuté na zdkladé vysledk( simulaci proudéni plynt v okoli vzorku, nebo pfi fizeném a
presné smérovaném proudéni plynd v okoli vzork(. Tim bude mozné vzorky nejen selektivné
vlihéit, pripadné lokalné zvysit hydrataci citlivych mist, ale také zvySovat koncentraci
elektronovym svazkem ionizovaného plynu a |épe lokalné kompenzovat naboj na ostrych
hranach ¢i vybéZcich elektricky nevodivych vzorkd pfi nizkém tlaku plynu v EREM. Naopak
bude mozné také cilené odsavat nebezpecné plyny, nebo zvySovat ucinnost lavinového
nasobeni signdlu ionizacnich detektorl v EREM. Jedna se o metody aplikovatelné za hranici
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béZzného zkoumdani vzorkd v EREM a umozZiujici dosahnout unikatni vysledky s vysokym
rozliSenim a pfi minimalnim poskozeni citlivych vzorka.

Integrace optické fluorescenéni mikroskopie a Ramanovy spektroskopie do EREM je
technologickou vyzvou, vzhledem k nutnosti sladit protichiidné pozadavky na volny prostor i
porty komory vzorku. Cilem této aktivity bude navrh technické reSeni a realizace integrace
optického fluorescenéniho mikroskopu a ramanovského mikrospektrometru do komory
vzorku EREM. Soucasné bude tfeba vyvinout systém chlazeni objektivu optického mikroskopu
pro zajisténi pfitomnosti imerzni vodni vrstvy mezi objektivem a podloznim sklickem vzorku v
EREM.

Z hlediska vnitiniho prostorového usporadani koliduje s detektory pro STEM a Wet-STEM a
proto je nutné tyto detektory nové navrhnout. Nové bude vyvijen systém integrace téchto
detektorl do objektivu svételného mikroskopu, pficemz musi byt zajiSténa mozZnost
soucasného poufziti optického mikroskopu a EREM pracujiciho v médech STEM a Wet-STEM.
Soucasné bude vyvijen novy systém ionizacniho detektor pro klasickou detekci signdlnich
elektrond v EREM, ktery bude pracovat soucasné s vyse uvedenymi systémy. Realizace téchto
systém je soucdsti know-how VaV centra EEM UPT AVCR.

Vyse uvedeny analyticky ndstroj ma velky aplikacni potencial pro partnery projektu. Pomoci
korelacni EREM, fluorescencni a Ramanovy spektroskopie budou studovany ledové vzorky;
s vyuZitim kryo-drzaku budou mikroskopicky sledovany rtizné krystalové a amorfni modifikace
ledu, popsany jejich fazové zmény a zejména jejich vliv na necistoty v ledu pfitomny. Bude
mozno charakterizovat rozsah a zplisob zmén koncentraci rozpusténych latek pfi mrazeni
ledu, bunék ¢i biomimetickych systém( a tim popsat mrazové poskozeni za ucelem jeho
minimalizace. Pfimé sledovani dynamiky adsorpce molekul na povrch ledu, fazovych pfemén,
tuhnuti a krystalizace pfitomnych nedistot, in-situ a mérfeni pH v EREM, defektoskopie
polymer( atd.

Ve spolupraci s partnerskymi VaV pracovisti budou vyvinuty specidlnich techniky
korelativni elektronové a svételné mikroskopie pro studium biologickych vzork( a citlivych
polymerd (SUPRAMOL UMCH AV CR), optimalizovdny metody a postupy korelativni
mikroskopie (UEB AV CR) a optimalizovany pfipravy Zivo&inych vzork(i a metodika jejich
imunoznaceni pro korelativni mikroskopii (IKEM).

Milniky:

Vzhledem k silné mezioborové spolupraci se predpokldada vydani minimdalné 6 odbornych
publikaci (vysledku typu 2 02 11) a 3 odbornych publikaci se zahrani¢nim spoluautorstvim
(vysledku typu 2 02 11).

1) Novy design diferencialné ¢erpanych komor a spodni ¢asti objektivu EREM umoZziujici
integraci novych detektord a integraci optického mikroskopu. UmozZni zvysit rozliSeni EREM,
detekovat doposud nedetekovatelné slabé signdly a energiové separované signdly do tlaku
plynu 500Pa, priprava pro integraci optického mikroskopu.

2) Instrumentace pro vysoce ucinnou selektivni hydrataci vzorkd, lokalni kompenzaci
naboje nezbytna pro studium chemicky aktivnich latek a chemickych reakci v komore vzorku
EREM. Umozni pozorovat silné vysychajici a nehomogenné vysychajici vzorky, vzorky silné se
nabijejici, pripadné studovat chemické reakce na zdkladé lokdlIni injektdZe kapalin a plynd.

3) Integrace optického fluorescenéniho mikroskopu a ramanovského mikrospektrometru
do komory vzorku EREM.

4) Realizace systému chlazeni objektivu optického mikroskopu pro zajisténi pfitomnosti
imerzni vodni vrstvy mezi objektivem a podloznim sklickem vzorku v EREM. Systém umozZni
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prdci s vysokym rozlisenim v imerznim i neimerznim mddu, opticky mikroskop bude
mechanicky nezavisly tudiZ dobre sefiditelny pro presnou korelaci obrazd.

5) Detektor signalnich elektronl pro moznost sou¢asného snimani optického obrazu vzorku
a detekci odrazenych signdlnich elektront v EREM. Vysledek umoZni paralelni zobrazeni vzorku
riznymi mikroskopickymi technikami)

6) Specialni detektor signalnich elektroni pro moznost sou¢asného snimani optického
obrazu vzorku a detekci proslych elektroni v médu Wet-STEM. Vysledek umozni paralelni
zobrazeni vzork( riiznymi mikroskopickymi technikami)

7) Realizace fady dynamickych in-situ experimentli v médu kombinované elektronové a
svételné mikroskopie, Ramanovy spektroskopie.

5.3.4. Mezinarodni spoluprace

VaV centrum EEM, jenZ bude v projektu zajistovat realizaci vyzkumného programu 3, ma
navazany uzké kontakty se svétovou elitou védcl z oblasti environmentdini elektronové
mikroskopie, jako je napr. Dr. Debbie Stokes (University of Cambridge), prof. Brandon Griffin
(Oak Ridge Natl Lab, USA), prof. Milo$ Toth (University of Technology, Sydney, AUS), prof.
Brandley Thiel (University at Albany, College of Nanoscale Science and Engineering), i elitnimi
védci z oblasti pouziti specidlnich elektronové mikroskopickych technik, jako napf. prof.
Takanori Koshikawa (Fundamental Electronics Research Institute Osaka Electro-
Communication University Osaka, Japan), prof. Makoto Shiojiri (Kyoto Institute of Technology,
Japan) a prof. Witold Stowko (Faculty of Microsystem Eletronics and Photonics, Wroclaw
University of Science Technology). Tyto vyznamné osobnosti vyjadfili podporu a také pfislibili
védeckou spolupraci na predkladaném projektu, viz priloha 6. Na zakladé smlouvy o spolupraci
VaV centrum EEM také spolupracovalo se zakladatelem EREM, Dr. Danilatem (ESEM Research
Laboratory, Sydney, AUS). Tématem spoluprace byl vyvoj a vyzkum novych technologii
v oblasti EREM. Vysledkem vySe uvedenych spolupraci bylo nékolik impaktovany ¢lanka. VaVv
centrum EEM ma bohaté zkuSenosti sfeSenim grantovych projektd vétsSiny ceskych
grantovych agentur a ministerstev (GACR, TACR, MSMT, MPO) i projekt dotovanych EU. Do
feSeni téchto projektd byli zapojeni vySe uvedeni zahrani¢ni védci predstavujici svétovou
$picku v oblasti vyzkumu a vyvoje REM i EREM. Vrdmci projektu MSMT, OPVK,
CZ.1.07/2.3.00/20.0103, jeho? bylo centrum resitelem, byl do UPT AVCR z Némecka
reintegrovan zahraniéni védec Dr. KrzyZzanek. Podporu predkladanému projektu také deklaruje
firma FEI Czech Republic prostfednictvim generalniho manazZera Jifiho Ocadlika, firma JEOL
USA inc. prostfednictvim Dr. Masahiro Kawasakiho, Director of TEM applications and Business
Solutions Americas, firma AutraDet Company prostfednictvim generdiniho feditele Ing.
Romana, MBA a firma TECPA prostfednictvim vlastnika Vladimira Palupy, viz pfiloha 6.

Ve vyzkumném programu 3 bude mezindrodni spoluprdce rozsifena diky ucéasti Ing. Petera
Gemeinera, DrSc, jez dlouhodobé spolupracuje na tématice studia morfologie a vlastnosti
polyelektrolytovych kapsli a ¢astic pro vyvoj a charakterizaci imobilizovanych biokatalyzatoru
s pfednimi svétovymi odborniky, jez vyjadfili podporu predklddanému projektu, jako je napf.
prof. Thomas Heinze (Institut fiir Organische Chemie und Makro-molekulare Chemie, Jena,
Germany), prof. Roberto Fernandez Lafuente (Instituto De Catalisis y Petroleoquimica,
Madrid, Spain), prof. Salvatore Desantis University of Bari Aldo Moro, Italy) a prof. Marko D.
Mihovilovic (Institute for Applied Synthetic Chemistry, TU Vienna), viz pfiloha 6. Také ucast
Mgr. Dominka Hegera Ph.D. na vyzkumném programu Nové metody a zafizeni pro
vysokorozliSovaci mikroskopii a chemickou analyzu vysoce citlivych nativnich biologickych
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vzorkU pfinese rozSifeni mezinarodni spoluprace. Mgr. Dominik Heger, Ph.D. dlouhodobé
spolupracuje na tématice studia ledu s Kiate Kimem (Senior Research Scientist, Korea Polar
Reserch Institute, Korea), prof. Thomasem Loertingem (Institute of Physical Chemistry,
University of Innsbruck) a Dr. Xinem Yangem (Brithis Antarctic Survey). Rovnéz tito svétovi
odbornici na studium ledu slibili védeckou ucast na predkladaném projektu, viz pfiloha 6.

5.3.5. Vyzkumny tym

Slozeni vyzkumného tymu, role, vyzkumné aktivity a harmonogram ndaboru

Pfehled vSech jmenovité nominovanych ¢lend vyzkumného tymu a ¢lend, ktefi budou
nominovani, je uveden v tabulce (Tab. 5.3.1) s uvedenim jejich role v projektu, H indexem and
FTEs (full time equivalent). Pro kazdého jmenovité uvedeného clena tymu je pfipojeno CV
(pfiloha 7). Tato CV uvadi expertizu pracovnik(, nejlepSich 8 publikaci s citacemi a dalsi
relevantni informace, vse ve vztahu k pfedkladaném navrhu (pfiloha 7).

Vyzkumny program 3
Organizaéni schéma vyzkumného tymu

Vedouci vyzkumného
programu 3

Viléem Nedéla

Vyzkumny cil 1 Vyzkumny cil 2 Vyzkumny cil 3 Vyzkumny cil 4

Martin Oral Vilém Nedéla Peter Gemeiner Jan Jezek

Vedoucivyzkumné
aktivity 1
Vilém Nedéla

Vedoucivyzkumné
aktivity 2

Dominik Heger

Vedoucivyzkumné
aktivity 3

Peter Gemeiner
Marek Bucko

Obrazek 5.3.5: Organizacni schéma vyzkumného tymu vyzkumného programu 3. Vedouci
vyzkumného programu bude odpovédny za koordinaci aktivit vedouciho vyzkumnych pracovniku.

Ing. et Ing. Vilém Nedéla, Ph.D., klicovy vedouci védecky pracovnik (2017-2022), je
zakladatel a vedouci vyzkumnych skupin Detekéni systémy a pozdéji Environmentalni
elektronovd mikroskopie na UPT AVCR. TéméF dvacetiletd praxe v oboru elektronova
mikroskopie. Specialista na vyzkum a vyvoj detekcnich systémU pro rastrovaci elektronovou
mikroskopii (REM) a environmentalni rastrovaci elektronovou mikroskopii (EREM). Zkusenosti
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v oblasti Monte Carlo simulaci, simulaci proudéni plynu v EREM, specidlnich metod a technik
pro EREM, integraci novych technologii do EREM. Vedouci dvou laboratofi environmentalni
elektronové mikroskopie v UPT AVCR. Publikoval vice neZ 30 €lank@ s IF. Podilel se, nebo
vyvinul 9 typ( detektorl pro elektronové mikroskopy. Autor fady novych metod pro studium
citlivych vzorkd v EREM. Autor prestavby elektronového mikroskopu Vega (Tescan) na
experimentdalni EREM AQUASEM 1. Autor fady prototyp( a 2 patentd. Resitel Fady védeckych
a vyzkumnych projektd. Podrobny popis aktivit a vysledku viz Zivotopis (pfiloha 7). V projektu
celkové zodpovédny za Vyzkumny program 3. Zodpovédny za cil 2 a aktivitu 1 vcili 3.
Spoluzodpovédny za cil 4.

Ing. Peter Gemeiner, DrSc., excelentni védecky pracovnik (2017-2022), bude nové pfijaty
excelentni védec. Ing. Peter Gemeiner, DrSc. je excelentni védecky pracovnik, ma 35-leté
zkuSenosti v rliznych oblastech imobilizovanych biotechnologii, biosenzoru
biorozpoznavacich technik a lektinologie. Je spoluautorem 2 monografii, 7 kapitol v knihach,
cca 210 publikaci v CC casopisech, 30 patentll a autorskych osvédcéeni, ma cca 2800 citaci,
Hirschiv index jeho praci je 29. Vyskolil 16 doktorand( a vedl 25 diplomovych praci. Je
$kolitelem-specialistou 1 doktoranda. U&astnil se jako vedouci slovenské skupiny
mezinarodnich projektd FP4 EC Brusel (Programy PECO 1992, Copernicus 1994, INCO
Copernicus 1997/98, FP5 (QolL), COST 1998-2016 (5). Byl vedoucim narodnich projektl GAV,
VEGA, APVT/APVV. Podilel se na feSeni projektd SF OPVaV. Byl zodpovédnym fresitelem
smluvni spoluprace s firmami Whatman plc, Biotika a.s., LIKO a.s., Biocel a.s., lontosorb s.r.o.,
BCS Engineering a.s, Ing. Stanislav Krémar, CSc. (Moravské Branice), Biorealis s.r.o. a Axxence
Slovakia s.r.o. Podrobny popis aktivit a vysledk( viz Zivotopis (pfiloha 7). Ve vyzkumném
programu 3 celkové zodpovédny za cil 3 a aktivitu 3, diléi zodpovédnost za vyvoj
imobilizovanych celobunéénych biokatalyzatori a pfipravy vzorkl pro charakterizaci
environmentalni elektronovou mikroskopii a dalSimi zobrazovacimi technikami.

Ing. Marek Bucko, Ph.D., klicovy védecky pracovnik (2017-2022), bude nové pfijaty klicovy
védecky pracovnik. Ing. Marek Bu¢ko, PhD. je samostatny védecky pracovnik. Disertacni praci
z oblasti biotechnologie ,Imobilizované biosystémy: potencidl a omezeni imobilizace
biokatalyzatord v polymernich mikrokapslich“ obhdjil v roce 2008. Je spoluautorem 22 CC
praci citovanych 327 krat, Hirschlv index praci ma 11. Vedl 1 projekt agentury APVV, je
vedouci 1 projektu VEGA, podilel se na Fe$eni projektd SF OPVaV, APVT, APVV, VEGA, COST,
Blokovy grant SAV. Vyskolil 1 doktorandku, je skolitelem 1 doktoranda. Podrobny popis aktivit
a vysledk viz Zivotopis (priloha 7). Ve vyzkumném programu 3, cil 3 zodpovédny za aktivitu 3
zodpovédny za vyvoj imobilizovanych celobunéénych biokatalyzator( a pripravu vzorkl pro
charakterizaci environmentalni elektronovou mikroskopii a dalSimi zobrazovacimi technikami.

Ing. Jaroslav Katrlik, Ph.D., védecky pracovnik - senior (2017-2022), bude nové pfijaty
védecky pracovnik. Ing. Jaroslav Katrlik, PhD. je samostatny védecky pracovnik s mnohaletymi
zkuSenostmi v oblasti analytické a bioanalytické chemie a glykomiky se zamérenim na vyzkum,
vyvoj a aplikace biosenzor( a bioCipl. Je spoluautorem 30 praci citovanych vice nez 400 krat,
3 kapitol v knihach, Hirschiv index praci ma 14. Vyskolil 1 doktoranda, byl Skolitelem-
specialistou 1 doktoranda, je skolitelem 2 doktorand( a vedl 12 diplomovych praci. Je
zastupcem vedouciho slovenské skupiny v mezinarodnich projektech FP7-PEOPLE-2012-ITN a
QNRF NPRP, podilel se na reseni projektu FP5 a projektl COST. Vedl/vede 3 projekty agentury
APVV, 1 projekt VEGA, podilel se na feseni projekti SF OPVaV, APVT, APVV a VEGA. Uspésné
se zucastnil mezinarodnich soutézi podnikatelskych pland zamérenych na aplikace vyzkumu z
oblasti nanotechnologii a biotechnologii ("Nanochallenge 2006", Padova, Itilie - ¢len
vitézného tymu; "From research to enterprise", Stfedoevropska iniciativa, Terst, Itdlie, 2006 -
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vedouci vitézného tymu). Podrobny popis aktivit a vysledk( viz Zivotopis (pfiloha 7). V rdmci
cile 3 zodpovédny za vyvoj, charakterizaci pouziti pokrocilych a vysokovykonnych bioCipl a
biosenzoru pro glykorozpoznavani protein(i a bunék.

Mgr. Dominik Heger, Ph.D., klicovy védecky pracovnik (2017-2022), bude nové pfijaty
klicovy védecky pracovnik. Mgr. Dominik Heger, Ph.D. je vedouci Ice Photochemistry teamu
zabyvajici se (foto)chemii a (foto)fyzikou ledu a mechanismy transformaci (organickych) latek.
Expert na optickou spektroskopii: UV-Vis absorpéni a difusné reflexni, fluorescencni,
transientni spektroskopii a na zpracovani experimentdlnich dat. M3 Siroké védecké zajmy
sahajici od organické mechanistické chemie pres fotochemii a spektroskopii az po fyziku ledu.
Spole¢né s dalSimi vybudoval laborator c¢asové rozliSené spektroskopie pokryvajici od
femtosekund po hodiny: pump-probe spektroskopie, nanosekundova zableskova fotolyza,
Casoveé rozliSena fluorescence. Autor nebo spoluautor vice nez 30 recenzovanych ¢lankd, s h-
indexem 14 a priimérnym citacnim ohlasem na ¢lanek 16.2. Podrobny popis aktivit a vysledku
viz Zivotopis (pfiloha 7). Zodpovédny za cil 3 Aktivita 2. Garant tématiky studium ledu pomoci
mikroskopickych a optickych metod v navaznosti na aplikace pro chemii Zivotniho prostredi a
farmacii.

Ing. Jan Jezek, Ph.D., védecky pracovnik - senior (2017-2022), je ¢len skupiny Optickych
mikromanipulacnich technik zabyvajici se vyuZitim mechanickych ucinkl laserového zareni pfi
jeho interakci s dielektrickymi objekty, Ramanovou spektroskopii, dvoufotonovou polymeraci
a mikrofluidnimi systémy. Expert na navrh a konstrukci optickych a optomechanickych
systém(l, Ramanovu mikrospektroskopii a mikrofluidni systémy. Spolecné s dalSimi navrhl a
sestavil nékolik funkénich optickych sestav pro laserové mikromanipulaéni techniky, sestavy
pro Ramanovu spektroskopii, vysoce stabilni mikroskop pro méreni sil v optickych pastech,
fluorescenéni Lightsheet mikroskop a dalsi systémy. Autor nebo spoluautor 15 recenzovanych
¢lanku s h-indexem 8, jednoho uzitného vzoru a 19 funkénich vzork(. Podrobny popis aktivit a
vysledk viz Zivotopis (ptiloha 7). Celkové zodpovédny za Cil 4. Expert na integraci optického
fluorescenéniho mikroskopu, Ramanova spektrometru a laserovych mikromanipulacnich
technik do EREM. Zodpovédny za vyzkum a vyvoj novych metod pfi vyuziti do EREM
integrovanych, vyse uvedenych technik.

Ing. Ivo Konvalina, Ph.D., védecky pracovnik - junior (2017-2022), je védecky pracovnik
s mnohaletymi zkuSenostmi v oblasti ndvrhu a studia elektronové-optickych systém( se
zamérenim zejména na detekéni systémy. Zabyva se vypocty rozlozeni elektrostatickych a
magnetickych poli v elektronovych mikroskopech vysokorozlisovacich, nizkonapétovych i
environmentalnich. ZkuSenosti s Monte Carlo simulacemi a trasovanim castic uplatnil pfi
navrzich novych detekénich systém i pri studiu vlastnosti stavajicich systému s ohledem na
kontrastni mechanizmy tvorby obrazu. Je autorem desitek publikaci vimpaktovanych ci
odbornych casopisech. V ramci cile 1 spolu-zodpovédny za simulace interakci elektronového
svazku s plynem kapalinou a pevnou latkou. MC simulace trajektorii signalnich elektron(
v plynu, simulace procest nasobeni signalu v plynu, spoluprace pfi navrhu a optimalizacich
novych detektor( v pfimé navaznosti na vysledky simulaci. Spoluprice pfi vyvoji nového
komplexniho MC softwaru pro EREM.

Mgr. Martin Oral, Ph.D., védecky pracovnik - senior (2017-2022), je clen skupiny
Elektronova optika, zabyva se teorii a simulacemi v optice nabitych ¢astic a navrhem casticové-
optickych zafizeni. Expert na presné a efektivni vypocty trajektorii v elektrickych a
magnetickych polich, systému pro fokusaci a zpracovani svazk(i nabitych ¢astic. Navrhl zplsob
korekce deformace iontové stopy na naklonéném vzorku ve spektrometru ToF, vychylovaci
systém s posunutym stfedem vychylovani pro environmentalni rastrovaci elektronovy
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mikroskop a podilel se ndvrzich fady dalSich zafizeni. Je autorem metod pro vypocet
aberacnich koeficient(i obecnych ¢asticové-optickych soustav a pro korektni vypocet rozloZzeni
proudové hustoty ve svazcich castic. Vyvinul programovou knihovnu pro rychlé a
paralelizovatelné vypocty presnych trajektorii ¢astic. Je autorem nebo spoluautorem 16
recenzovanych ¢lank( s h-indexem 2. Podrobny popis aktivit a vysledk( viz Zivotopis (pfiloha
7). Celkové zodpovédny za cil 1 - Simulace interakci elektronového svazku s plynem kapalinou
a pevnou latkou. Vytvoreni programového kédu pro komplexni Monte Carlo software pro
EREM, aplikace vysledného kddu, na feSenou problematiku, integrace dat z dalSich specidlnich
program(, zejména pro simulaci rychlosti a tlaku plynu, pfestupu tepla, atd.

Doc. Ing. Mgr. Jiti Maxa, Ph.D., védecky pracovnik - junior (2017-2022), je védecky
pracovnik, ma 28-leté zkuSenosti v oblasti konstrukce zafizeni vcetné 3D objemového
modelovani a ndslednych matematicko-fyzikdlnich analyz. Podilel se konstrukénimi a
analytickymi pracemi pfi vyvoji diferencidlni cerpané komory a detektord pro EREM,
hydratacniho zafizeni pro komoru vzorku. Vyskolil 1 doktoranda, je Skolitelem 5ti doktorandu
a vedI 30 diplomovych a bakalafskych praci. Podilel se na grantech: GACR - GA101/95/0074 -
Metodika vyuky CAD na technickych vysokych koldch. GACR - GA102/01/1271 - Studium
detekénich metod a systémO v hrani¢nich podminkdch environmentalni rastrovaci
elektronové mikroskopie. GA AV CR, KIB200650602 - Detekéni systém pro zaznam signald
Cistych sekundarnich nebo zpétné odrazenych elektront v EREM. GA 102/05/0886 - Vyzkum
detekcnich systému pravych sekundarnich elektron( v nové koncipovaném environmentalnim
rastrovacim elektronovém mikroskopu. OPVK-CZ.1.07/2.2.00/28.0193. V ramci cile 1 a 3 bude
spolu-zodpovédny za simulace rychlosti proudéni a tlak( plyn v EREM, za simulace pfenosu
tepla v okoli vzorku EREM. Zodpovédny za navrh designu novych systému pro specidlni mikro-
manipulace, mikro-injektaz kapalin a plyn( a novych detektorl pro EREM, jakoZto i pro nové
konstrukéni modifikace EREM pomoci CAD systému a specializovanych softwarovych moduld.

Ing. Eva Navratilova, Ph.D., védecky pracovnik - junior (2018-2022), je ¢len vyzkumné
skupiny EEM na UPT AVCR. Aktivné se podilela na fe$eni nékolika projektd: 3 projektti GACR a
1 projektu MPO. V roce 2015 ziskala mzdovou podporu z programu podpory perspektivnich
lidskych zdroj&i — Mzdové podpora postdoktorandd na pracovidtich AVCR. V ramci cild 1 a 4
spolu-zodpovédna za vyvoj a testovani vyvoji nového MC softwaru a metod pro studium bio-
polymerovych kapsli a ¢astic. Spoluprace pfi realizaci specidlnich a dynamickych experimentt
v EREM a aplikaci korela¢né mikroskopickych technik. Spoluprace s partnery projektu v oblasti
integrace chemickych metod a sond do EREM.

Ing. Eva Tihlafikova, védecky pracovnik - junior (2017-2022), je ¢len vyzkumné skupiny
EEM na UPT AVCR. Odbornice na Monte Carlo simulace a souvisejici tématiky. Ma& bohaté
zkuSenosti s testovanim detektord a vyvojem specidlnich Gcelovych aplikaci. Je spoluautorkou
nové metody studia Zivych organismd v EREM a autorka dvou ¢lank( s impakt faktorem na
téma EREM a nékolika ¢lankd bez IF. Aktivné se podilela na feseni fady projektd vyzkumu a
vyvoje a byla ¢lenkou fesitelského tymu projektd GACR, MSMT a MPO. V ramci cile 1 spolu-
zodpovédna za simulace interakci elektronového svazku s plynem kapalinou a pevnou latkou.
Vytvoreni programového kédu pro Monte Carlo simulace elektronového svazku s vodou a
CasteCné i pevnou latkou v EREM. Vyzkumné vyvojové modifikace programu Geant,
spoluprace pfi vyzkumu a vyvoji novych detektord, integrace novych technik do EREM.

Novy védecky pracovnik - junior bude nominovan (2017-2022). V ramcicil(i 1, 2 a 3 spolu-
zodpovédny za simulace radiacniho poskozeni vzorkd, simulace teplotniho vedeni, nové
metody a zafizeni pro chemickou analyzu vysoce citlivych nativnich biologickych vzorkda.
Studium elektrochemickych procesu ve vodé po dopadu elektronového svazku. Zkoumani
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fazovych prechodl pfi plsobeni rliznych fyzikdlnich a chemickych vlivli in-situ v komore
vzorku a méreni pH v EREM, nové metody. Spoluprace pfi vyvoji detektord pro dynamické in-
situ zkoumani polyelektrolytovych kapsli a ¢astic, mapovani plsobeni chemickych latek a
dalsich faktor( na tyto vzorky.

Ing. Jiti Hudec, védecky pracovnik - junior (2017-2022), je ¢len vyzkumné skupiny EEM na
UPT AVCR. V sou&asné dobé je Ph.D. studentem na FEKT VUT v Brné&. Spoluautor dvou &lankd
s impakt faktorem na téma detekce a nékolika ¢lankd bez IF. Byl ¢lenem vyzkumnych a
FeSitelskych tymu UPT AVCR projektu GACR a dvou projektd MSMT. V rdmci cilG 2 a 4 spolu-
zodpovédny za vyzkumu a vyvoji novych vysoce citlivych detektord a jejich integrace do EREM.
Specializace na STEM a Wet-STEM detektor. Experimentalni ovérovani vysledkl MC simulaci
v EREM. Dynamické in-situ experimenty zamérené na morfologickou charakterizaci polymert
a optické i mechanické mikromanipulace. Spoluprdce pfi charakterizaci a optimalizaci
podminek pro polymery v komore EREM. Pfiprava biologickych a polymernich vzork( pro REM
a EREM.

RNDr. Jifi Runstuk, védecky pracovnik junior (2017-2022), je ¢len vyzkumné skupiny EEM
na UPT AVCR, dlouhodobé (od r. 1983) pracuje v oblasti elektronové mikroskopie. Navrhl a
realizoval nékolik konstrukénich fesSeni diferencialné cerpanych systém(, radu Uprav a
vylepseni. Navrhl a realizoval ioniza¢ni detektor pro environmentalni mikroskop, podili se na
dalsim vyvoji a Upravach. Podilel se na vyvoji chlazeného (Peltierova) drzaku pro vétsi rozsah
teplot. Zabyva se moZnostmi sledovani obtizné (v REM) pozorovatelnych vzorki a
dynamickymi experimenty v EREM. V ramci cil( 2 a 3 a 4 (50%) spolu-zodpovédny za realizace
specialnich a dynamickych in-situ experimentl v EREM zejména studium ledu. Spoluprace pfi
vyvoji veskeré elektroniky, konstrukci novych detektor(l a integraci novych metod a zafizeni.
Servis mikroskopU a jejich kalibrace.

Pavel Vitdmvas, pracovnik - technik (2017-2022), je ¢len vyzkumné skupiny EEM na UPT
AVCR. Ctrnactiletd praxe voboru elektro a ¢tyfletd praxe ve strojafském oboru. Autor
vicekandlového ionizacniho zesilovade po strance elektro i softwaru pro fidici jednotku.
ZkuSenosti s programy CAD, Eagle (elektro) a Solidworks (strojarska ¢ast prace). Podilel se na
realizaci nékolika specidlnich detekénich systémU pro EREM, napftiklad detektor v roviné
vzorku. Spolulcast na vyvoji nového chlazeného (Peltierova) drzaku pro vétsi rozsah teplot.
Vyvoj a integrace vylepSeného kamerového systému pro pozorovani vzorkl a mikromanipulaci
v mikroskopu QUANTA a AQUASEM II. V ramci cilG 2 a 4 bude spolu-zodpovédny za vyvoj
veskeré elektroniky, navrh desek plosnych spoju, vyroba, osazeni, oZiveni a implementace do
systému. Navrh elektronickych obvodl. Tvorba vykresové dokumentace, fizeni vyroby
komponent, implementace do sestav. Servis mikroskop( a jejich kalibrace. Spoluprace pfri
integraci novych mikroskopickych metod a chemickych senzord do EREM.

Novy pracovnik - technik bude nominovan (2017-2022). Vramci cile 2 a 4 spolu-
zodpovédny za vyvoj veskeré elektroniky, navrh desek plosnych spojl, vyroba, osazeni, oZiveni
a implementace do systému. Navrh elektronickych obvodu. Tvorba vykresové dokumentace,
fizeni vyroby komponent, implementace do sestav. Servis mikroskopl a jejich kalibrace.
Spoluprace pfi integraci novych mikroskopickych metod a chemickych senzor( do EREM.

Novy pracovnik - technik bude nominovan (2017-2022). Vramci cile 2 a 4 spolu-
zodpovédny za vyvoj veskeré elektroniky, navrh desek plosnych spojl, vyroba, osazeni, oZiveni
a implementace do systému. Navrh elektronickych obvodi. Tvorba vykresové dokumentace,
fizeni vyroby komponent, implementace do sestav. Servis mikroskopu a jejich kalibrace.
Spoluprace pfi integraci novych mikroskopickych metod a chemickych senzor( do EREM.
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Table 5.3.1: Vyzkumny tym vyzkumného programu 3. Viz text kapitoly 5.3.5 pro detailné;jsi popis role jednotlivych pracovnika.

Jméno a prijmeni Pozice pracovnika REBY G, pzilililjil:g“ k vjzkumné H-index r](;i( rik rik r‘(l).k rEc;i( r?)i(
FTE v dobé realizace projektu
Vilém Nedéla Kli¢ovy pracovnik Vedouci VP3, vedouci cil 2, vedouci 5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
aktivita 1 cil 3
Peter Gemeiner Excelentni pracovnik Clen VP3, supervize - vedouci cil 3, 29 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
vedouci aktivita 3 cil 3
Marek Bucko Kli¢ovy pracovnik Clen VP3, vedouci aktivita 3 cil 3 11 04 0,4 04 04 0,4 04
Jaroslav Katrlik Pracovnik - Senior Clen VP 3, ¢len aktivita 3 cil 3 14 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Dominik Heger Kli¢ovy pracovnik Clen VP 3, vedouci aktivita 2 cil 3 14 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Jan Jezek Pracovnik - Senior Clen VP 3, vedouci cil 4 8 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Ivo Konvalina Pracovnik - Junior Clen VP 3, Cil 1 5 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Martin Oral Pracovnik - Senior Clen VP 3, vedouci cil 1 2 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Eva Navratilova Pracovnik - Junior Clen VP 3,Cil 1,4 0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Jifi Maxa Pracovnik - Junior Clen VP 3, Cil 1, 3 1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Eva Tihlafikova Pracovnik - Junior Clen VP 3,Cil 1 2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Jifi Hudec Pracovnik - Junior Clen VP 3,Cil2,4 0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Bude nominovan Pracovnik - Junior Clen VP 3,Cil1,2,3 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Jifi Runstuk Pracovnik - Junior Clen VP 3, Cil 2, 3, 4 0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Pavel Vitamvas Technicky pracovnik Clen VP 3, Cil 2, 4 0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Bude nominovan Technicky pracovnik Clen VP 3,Cil2,4 0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Bude nominovan Technicky pracovnik Clen VP 3,Cil2,4 0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
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Vysledky klicovych a excelentnich ¢lenti odborného tymu dosaZené v letech 2011-2015

Ing. Peter Gemeiner, DrSc., excelentni védecky pracovnik

5 nejvyznamnéjsich vyzkumnych publikaci vztahujicich se k vyzkumné agendé projektu s
vyznacenim citovanosti:

1. M. Bucko, A. Schenkmayerovd, P. Gemeiner, A. Vikartovskd, M.D. Mihovilovi¢, I. Lacik:
Continuous testing system for Baeyer-Villiger biooxidation using recombinant Escherichia
coli expressing cyclohexanone monooxygenase encapsulated in polyelectrolyte complex
capsules. Enzyme & Microbial. Technology. 49, 284-288, 2011. IF: 2,367. Pocet citaci bez
autocitaci: 14

2. M. Bugko, D. Mislovi¢ovd, J. Nahdlka, A. Vikartovska, J. Seféovicova, J. Katrlik, J. Tkag, P.
Gemeiner, I. Lacik, V. Stefuca, M., Polakovi¢, M. Rosenberg, M. Rebrog, D. Smogrovieova, J.
Svitel: Immobilization in biotechnology and biorecognition: from macro- to nanoscale
systems. Chemical Papers, 66, 983-998, 2012. IF: 0,879. Pocet citaci bez autocitaci: 17

3. A. Schenkmayerova, M. Bucko, P. Gemeiner, D. Chorvat, I. Lacik: Viability of free and
encapsulated Escherichia coli overexpressing cyclopentanone monooxygenase monitored
during model Baeyer-Villiger biooxidation by confocal laser scanning microscopy.
Biotechnology Letters 34, 309-314, 2012. IF: 1,583. Pocet citaci bez autocitaci: 7

4. A. Schenkmayerova, M. Bucko, P. Gemeiner, D. Trelov3, |. Lacik, D. Chorvat, Jr, P. Acai, M.
Polakovi¢, M. Rebro$, M. Rosenberg, V. Stefuca, V. Nedela, E. Tihlarikova: Immobilisation
of a whole-cell biocatalyst overexpressing Baeyer-Villiger monooxygenase: Physical and
biocatalytic properties of polyvinyl alcohol lens-shaped particles versus spherical
polyelectrolyte complex microcapsules. Applied Biochemistry & Biotechnology 174, 1834-
1849, 2014. IF: 1,735. Pocet citaci bez autocitaci: 2

5. M. Sunderi¢; A. Sediva, D. Robajac, G. Miljus, P. Gemeiner, O. Nedi¢, J. Katrlik: Lectin-based
protein microarray analysis of differences in serum alpha-2-macroglobulin glycosylation
between patients with colorectal-cancer and persons without cancer. Biotechnology and
Applied Biochemistry 2016, DOI: 10.1002/bab.1407, in press. IF: 1,429. Pocet citaci bez
autocitaci: 1

5 nejvyznamnéjsich vysledku v oblasti ziskavdni grantovych prostredku vztahujicich se k
vyzkumné agendé projektu s vyznacenim objemu ziskanych prostredku (jen hlavni resitel Ci
spoluresitel):

1. Projekt SF EU OPVV Projekty Strukturalnich fondd EU, Operaéni program Véda a vyzkum
,Aplikovany vyzkum v oblasti priimyslové biokatalyzy“ (2012-2014): CHU SAV 439 094 EUR
(celkové 1 153 663,99 EUR), pozice: spoluresitel

2. Projekt SF EU OPVV Projekty Strukturdlnich fond EU, Operaéni program Véda a vyzkum
»Centrum pro materialy vrstvy a systémy pro plikace a chemické procesy v extrémnich
podminkach” akronym MACHYNA (2009-2011): Ich SAS 69 323,45 EUR (celkové 1 327
735,83 EUR), pozice: spolupfijemce

3. Védecka grantova agentura SAV a Ministerstva skolstvi a védy SR VEGA 1/0229/12 ,,Nové,
vykonéjsi imobiliza¢ni technologie pro biokatalyzatory oxidacné-redukénich reakcii a
konstrukci biosenzor( a biobaterii“ (2012-2015): CHU SAV - 54 960 EUR, pozice:
spoluresitel
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4. Védecka grantovd agentira SAV a Ministerstva Skolstvi avédy SR VEGA 2/0127/10
,Desifrovani glykokdédu s wvyuzitim lektinomickych nastroji: Imobilizace lektinG v
nanomé&fitku s detekei glykoforem v microarray formaté“ (2010-2013): CHU SAV - 49 102
EUR + kapitalové vydaje 5023 EUR, pozice: spoluresitel

5 nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti patent( a spoluprdce s prumyslem ve vztahu k vyzkumné
agendé projektu:

1. V obdobi poslednich péti letech byl realizovany spolecny projekt se soukromou spolecnosti
Axxence s.r.o. Bratislava.

Ing. Marek Bucko, Ph.D., klicovy védecky pracovnik

5 nejvyznamnéjsich vyzkumnych publikaci vztahujicich se k vyzkumné agendé projektu s
vyznacenim citovanosti:

1 . M. Bucko, A. Schenkmayerova, P. Gemeiner, A. Vikartovska, M.D. Mihovilovi¢, I. Lacik:
Continuous testing system for Baeyer-Villiger biooxidation using recombinant Escherichia
coli expressing cyclohexanone monooxygenase encapsulated in polyelectrolyte complex
capsules. Enzyme & Microbial. Technology. 49, 284-288, 2011. IF:2,367. Pocet citaci bez
autocitaci: 14

2. M. Bucko, D. Mislovicova, J. Nahdlka, A. Vikartovska, J. Seféovicova, J. Katrlik, J. Tkac, P.
Gemeiner, I. Lacik, V. Stefuca, M., Polakovi¢, M. Rosenberg, M. Rebrog, D. Smogrovieova, J.
Svitel: Immobilization in biotechnology and biorecognition: from macro- to nanoscale
systems. Chemical Papers, 66, 983-998, 2012. IF: 0,879. Pocet citaci bez autocitaci: 17

3. A. Schenkmayerova, M. Bucko, P. Gemeiner, D. Chorvat, I. Lacik: Viability of free and
encapsulated Escherichia coli overexpressing cyclopentanone monooxygenase monitored
during model Baeyer-Villiger biooxidation by confocal laser scanning microscopy.
Biotechnology Letters 34, 309-314, 2012. IF: 1,583. Pocet citaci bez autocitaci: 7

4. A. Schenkmayerova, M. Bucko, P. Gemeiner, D. Trelov3, |. Lacik, D. Chorvat, Jr, P. Aéai, M.
Polakovi¢, M. Rebro$, M. Rosenberg, V. Stefuca, V. Nedela, E. Tihlarikova: Immobilisation
of a whole-cell biocatalyst overexpressing Baeyer-Villiger monooxygenase: Physical and
biocatalytic properties of polyvinyl alcohol lens-shaped particles versus spherical
polyelectrolyte complex microcapsules. Applied Biochemistry & Biotechnology 174, 1834-
1849, 2014. IF: 1,735. Pocet citaci bez autocitaci: 2

5. A. Schenkmayerovd, M. Bucko, P. Gemeiner, Katrlik, J. Microbial monooxygenase

amperometric biosensor for monitoring of Baeyer-Villiger biotransformation. Biosensors &
Bioelectronics 50, 235-238, 2013. IF: 6,451. Pocet citaci bez autocitaci: 1

5 nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti ziskavdni grantovych prostredk( vztahujicich se k
vyzkumné agendé projektu s vyznacenim objemu ziskanych prostredkd (jen hlavni resitel ¢i
spoluresitel):

1. Agentura pro védu avyzkum APVV-0302-10 ,Imobiliza¢ni techniky pro pfipravu
biokatalyzatord na prdmyslovou produkci pfirodnich aromat“ (2011-2014): CHU SAV 65
000 EUR (celkové 249 968 EUR), pozice: Hlavni fesitel.

2. Agentura pro védu avyzkum APVV-15-0227 APVV-15-0227 “Imobilizaéné rekombinacni
mikroorganizmy pro biotechnologickou produkci chemickych specialit pomoci
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biokatalytickych kaskadovych reakcii” (2016-2020), celkovo 249 509 EUR, pozice: Hlavni
resitel.
3. Védecka grantova agentura SAV a Ministerstva Skolstvi a védy SR VEGA 2/0090/16 ,Vyvoj

novych imobili¢a¢nich katalistll s pouzitim rekombinantnich mikroorganizm( pro
kaskadové biokatalické reakce” (2016-2019): ICh SAS 54 740 EUR, pozice: Hlavni fesitel

5 nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti patent( a spoluprdce s prumyslem ve vztahu k vyzkumné
agendé projektu:

1. V obdobi poslednich péti letech byl realizovany spoleény projekt se soukromou spoleénosti
Axxence s.r.o. Bratislava

Mgr. Dominik Heger, Ph.D., klicovy védecky pracovnik

5 nejvyznamnéjsich vyzkumnych publikaci vztahujicich se k vyzkumné agendé projektu s
vyznacenim citovanosti:

1. Solomek, T.; Heger, D.; Ngoy, B. P.; Givens, R. S.; Klan, P., The Pivotal Role of Oxyallyl
Diradicals in Photo-Favorskii Rearrangements: Transient Spectroscopic and Computational
Studies. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 15209-15215. IF: 11.444. Pocet citaci bez autocitaci:
8

2. Krausko, J.; Runstuk, J.; Nedéla, V.; KIan, P.; Heger, D., Observation of a Brine Layer on an
Ice Surface with an Environmental Scanning Electron Microscope at Higher Pressures and
Temperatures. Langmuir 2014, 30, 5441-5447. IF: 4.457, Pocet citaci bez autocitaci: 3

3. Bartels-Rausch, T.; Jacobi, H. W.; Kahan, T. F.; Thomas, J. L.; Thomson, E. S.; Abbatt, J. P. D.;
Ammann, M.; Blackford, J. R.; Bluhm, H.; Boxe, C.; Domine, F.; Frey, M. M.; Gladich, 1.;
Guzman, M. |.; Heger, D.; Huthwelker, T.; Klan, P.; Kuhs, W. F.; Kuo, M. H.; Maus, S.; Moussa,
S. G.; McNeill, V. F.; Newberg, J. T.; Pettersson, J. B. C.; Roeselova, M.; Sodeau, J. R., A
review of air-ice chemical and physical interactions (AICI): liquids, quasi-liquids, and solids
in snow. Atmos. Chem. Phys. 2014, 14, 1587-1633. IF: 5.053. Pocet citaci bez autocitaci: 26

4. McNeill, V. F.; Grannas, A. M.; Abbatt, J. P. D.; Ammann, M.; Ariya, P.; Bartels-Rausch, T.;
Domine, F.; Donaldson, D. J.; Guzman, M. |.; Heger, D.; Kahan, T. F.; Klan, P.; Masclin, S.;
Toubin, C.; Voisin, D., Organics in environmental ices: sources, chemistry, and impacts.
Atmos. Chem. Phys. 2012, 12, 9653-9678. IF: 5.510. Pocet citaci bez autocitaci: 33

5. Heger, D.; Nachtigallova, D.; Surman, F.; Krausko, J.; Magyarova, B.; Brumovsky, M.; Rubes,
M.; Gladich, I.; Klan, P., Self-Organization of 1-Methylnaphthalene on the Surface of
Artificial Snow Grains: A Combined Experimental-Computational Approach. Journal of
Physical Chemistry A 2011, 115, 11412-11422. IF: 2.946. Pocet citaci bez autocitaci: 16

5 nejvyznamnéjsich vysledk( v oblasti ziskdavani grantovych prostredki vztahujicich se k
vyzkumné agendé projektu s vyznacenim objemu ziskanych prostredku (jen hlavni resitel ¢i
spoluresitel):

1. Grantova agentura Ceské republiky Projekt GACR: GP203/09/P445 Luminiscencni a
elektrochemicka studie latek v ledu, (2009-2011) Objem ziskanych prostfedkd: 55 000 Euro.
Hlavni fesitel.

2. Smlouva o spolupraci, University of Cambridge, (2015), Objem ziskanych prostredk:
6 000 Euro.
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5 nejvyznamnéjsich vysledkt v oblasti patenti a spoluprdce s priimyslem ve vztahu k vyzkumné
agendé projektu:

1. Heger, D.; Krauskova, L., Patent pending, Czech priority application 2015, PV 2015-55.
Patent ¢eka na udéleni, a tedy doposud nedoslo ke komercionalizaci.

2. Proof of Concept. Technologie pro odecet pH z digitdlniho zdznamu papirovych indikator(.
(CZ.1.05/3.1.00/10.0216). Spoluprace s Pliva Lachema.

Ing. et Ing. Vilém Nedéla, Ph.D., klicovy vedouci védecky pracovnik

5 nejvyznamnéjsich vyzkumnych publikaci vztahujicich se k vyzkumné agendé projektu s
vyznacenim citovanosti:

1. Nedéla, V; Tihlafikova, E; Hfib, J. The Low-Temperature Method for Study of Coniferous
Tissues in the Environmental Scanning Electron Microscope. Microscopy Research
Technique 2015, 78, No. 1, 13-21. IF: 1,130. Pocet citaci bez autocitaci: 1

2. Nedéla, V; Hfib, J.; Vookova, B. Imaging of early conifer embryogenic tissues with the
environmental scanning electron microscope. Biologia Plantarum, 2012, 56, No. 3, 595-
598. IF: 1,692. Pocet citaci bez autocitaci: 1

3. Krejéi, J.; Sajdlova, Z.; Nedéla, V; Flodrova, E; Sejnohova, R.; Vranova, H. Pli¢ka, R. Effective
Surface Area of Electrochemical Sensors. Journal of the Electrochemical Society. 2014, 161,
No. 6, b147-b150. IF: 3,266. Pocet citaci bez autocitaci: 1

4. Krausko, J.; Runstuk, Jifi; Nedéla, Vilém Klan, P.; Heger, D. Observation of a Brine Layer on
an Ice Surface with an Environmental Scanning Electron Microscope at Higher Pressures
and Temperatures. Langmuir. 2014, 30, No. 19, 5441-5447. IF: 4,457. Pocet citaci bez
autocitaci: 3

5. Schenkmayerova, A.; Bucko, M.; Gemeiner, P. ; Trelovd, D. ; Lacik, I. ; Chorvat Jr., D. ; Acai,
P. ; Polakovi¢, M. ; Liptdk, L. ; Rebro$, M. ; Rosenberg, M. ; Stefuca, V. ; Nedéla, Vilém ;
Tihlafikova, Eva. Physical and Bioengineering Properties of Polyvinyl Alcohol Lens-Shaped
Particles Versus Spherical Polyelectrolyte Complex Microcapsules as Immobilisation
Matrices for a Whole-Cell Baeyer-Villiger Monooxygenase. Applied Biochemistry and
Biotechnology. 2014, roc. 174, €. 5, s. 1834-1849. ISSN 0273-2289. IF: 1,735. Pocet citaci
bez autocitaci: 2

5 nejvyznamnéjsich vysledku v oblasti ziskavdni grantovych prostredku vztahujicich se k
vyzkumné agendé projektu s vyznacenim objemu ziskanych prostredku (jen hlavni resitel Ci
spoluresitel):

1. Grantova agentura Ceské republiky GAP102/10/1410 Studium vlivu magnetického a
elektrostatického pole na zesileni signdlu sekundarnich elektron detekovanych novym
detektorem pro VP-SEM (2010-2013). Objem ziskanych prostfedk(: 375 tis K¢.

2. Grantova agentura Ceské republiky GA CR GA14-22777S Studium interakci elektron( s
plynem v podminkach tlakového spadu nizkoenergiového environmentdlniho rastrovaciho
elektronového mikroskopu (2014-2016). Objem ziskanych prostiedk( 7 744 tis K¢:

3. Ministerstvo $kolstvi, mladeZe a télovychovy MSMT CZ.1.07/2.3.00/20.0103 Podpora
lidskych zdrojl a transferu znalosti v podminkach mezinarodni spoluprace védeckych tyma
(2011-2014). Objem ziskanych prostredku: 25 180 tis K¢.
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4. Ministerstvo primyslu a obchodu MPO FR-TI1/118 Nova generace elektrochemickych
senzorl a biosenzorl s vyuZitim tenkych modifikovanych DLC vrstev (2009-2013). Objem
ziskanych prostredk(i: 8 026 tis K¢.

5. Ministerstvo primyslu a obchodu MPO FR-TI1/305 Aplikace laserovych technologii do
procesu vyroby krystalickych kfemikovych solarnich ¢lankd (2009-2013). Objem ziskanych
prostfedku: 2 830 tis K¢.

5 nejvyznamnéjsich vysledki v oblasti patent( a spoluprdce s prumyslem ve vztahu k vyzkumné
agendé projektu:

1. Nedéla, V.; Jirdk, J. Patent éislo: EP2195822, loniza¢ni detektor pro environmentalni
elektronovou mikroskopii. 2011.

2. Fort, T; Sobota, J; Nedéla, V; Dupak, L; Kapounek, P; Dupdk, J. Prototyp nové naprasovaci
aparatury pro depozici B-DLC vrstev. 2012.

3. Sobota, Jaroslav; Kucerova, R.; Nedéla, Vilém; Rek, Antonin; Krej¢i, J. Funkéni vzorek senzoru
s deponovanou tlustou vrstvou C. 2012.

4. Fort, T; Dupak, L; Sobota, J; Nedéla, V; Kapounek, P; Dupak, J; Krejéi, J. Prototyp repliky
pGvodni naprasovaci aparatury s vylepsenou funkénosti pro depozici B-DLC vrstev. 2013.
5. Fort, T; Kuéerovd, R.; Nedéla, V; Krejc¢i, J. Funkéni vzorek elektrochemickych senzor( s

deponovanou B-DLC vrstvou tlustou 885nm a obsahem boru 24hmotnostnich procent
boru. 2013.

5.3.6. Charakteristika pofizovaného kliGového vybaveni/funkénich modeld

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny poZzadované klicové vybaveni a funkéni moduly,
jejich pofizovaci naklady a technicka specifikace. Jednotlivé jsou uvedeny pfistroje, zafizeni a
software nezbytné pro realizaci projektu ve vazbé na VP3. Jmenovité jsou uvedeny vsechny
poloZzky s pofizovaci cenou 1 mil K¢ (bez DPH) a vyssi. Polozky s nizsi hodnotou jsou sdruzeny
do funkénich moduld, dle jejich povahy a provazanosti s konkrétni vyzkumnou aktivitou VP3,
ale téz VP1 a VP2.

PoZadované investice jsou téZ popsany podrobné v rozpoctu (pfiloha 8 a povinna pfiloha v
systému MS2014+.), komentafi k rozpoctu (pfiloha 9) a jejich ceny podloZeny soupisem
jednotlivych cenovych nabidek (pfiloha 10).

Pocet Planovana cena
kusu celkem bez DPH
polozky (tis. KE)

Kli¢ové vybaveni / funkéni modul
(serad'te dle ceny sestupné od nejvyssi)

1. Konfokalni laserovy rastrovaci mikroskop 1 11983

Charakteristické vlastnosti:

Konfokalni laserovy rastrovaci mikroskop s Sirokymi moZznostmi dalSiho rozsifeni zahrnujici
specialni filtry, moZnost pfipojeni laserl raznych vinovych délek a dalSich komponent.
Specifikace je uvedena v cenové nabidce (pfiloha 10). Kapitola 6.2 dale popisuje potfebnost
a vyuziti pofizovaného vybaveni.

Ucel pofizovaného vybaveni:
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Konfokalni laserovy mikroskop bude pofizen za ucelem realizace korelativni mikroskopie
mezi zafizenimi EREM, konfokdlnim fluorescenénim mikroskopem a Ramanovskym
spektroskopem s naslednym rozsifenim aplikacnich moznosti téchto metod. Novy
fluorescenéni mikroskop bude umistén v bezprostiedni blizkosti EREM, coZ je nezbytné pro
precizni korelativni mikroskopii vysoce citlivych vzorkl. EREM je jiz vybaven SW pro
korelativni mikroskopii poskytujici potfebné rozhrani pro synchronizaci jednotlivych
mikroskop(. Takto vybaveny souboru pfistroji bude vyuZit predevsim pfifeSeni vyzkumného
cile 4 tohoto vyzkumného programu se zapojenim vSech dalSich partnert (obr. 5.3.4).

Pfipravenost infrastruktury:

Infrastruktura UPT AVCR je pFipravena bez nutnosti dalich nakladG. UPT AVCR disponuje
stavebné pfizplsobenou budovou laboratofi elektronové mikroskopie s potfebnym
prostorem pro opticky fluorescenéni mikroskop, jak uvedeno v kap. 6.1.

2. Funkéni modul - optické komponenty pro integraci

optickych a laserovych technik do EREM ! 3496

Charakteristické vlastnosti:
Sestava 9 nezavislych optickych komponentl nezbytnych pro vyvoj, realizaci a dalsi integraci
konfokdlniho laserového mikroskopu, Ramanova spektrometru a laserovych
mikromanipuldtord do EREM QUANTA 650 FEG. Podrobny seznam komponentu je uveden v
kapitole 6.2. a v pfiloze 10.

U&el pofizovaného vybaveni:

Ucelem pofizené sestavy bude vyzkum, vyvoj a realizace specidlniho funkéniho celku
optickych systému urcenych pro integraci do komory vzorku EREM. Jedna se o specidlni
zakaznické feseni umoziujici kombinaci metod optické i elektronové mikroskopie a dalSich
analytickych metod pro zkoumani biologickych a polymernich vzork( bez nutnosti transportu
vzork(, vSe pfi definované poloze a v definovaném prostredi. Vyhodou tohoto feseni bude
moznost soucasného zobrazeni i analyz vSemi po integraci v EREM dostupnymi metodami a
vysoce presna korelativni mikroskopie. Takto vybaveny souboru pfistrojli bude vyuzZit
predevsim pfi feseni vyzkumného cile 4 tohoto vyzkumného programu se zapojenim vSech
dalSich partnert (obr. 5.3.4).

Pripravenost infrastruktury:
Infrastruktura je zcela pfipravena bez nutnosti dalSich naklada.

3. Funkéni modul - software a PC pro simulace proudéni plynu
a prestupu tepla v EREM a dopliikovy software k X-Ray EDS 1 3058
analyzatoru EREM QUANTA 650 FEG

Charakteristické vlastnosti:

Systém fesici metodou konecnych objemd mechaniku kontinua presnym popisem spojitosti
odvozenim od sil, které plsobi na jednotlivé ¢asti tekutiny: gravitace, tlak, tfeni o sousedni
Casti tekutiny, vznik turbulence. Stav tekutiny je popsan jeji rychlosti a tlaky ve vSech bodech,
ve kterych se tekutina nachazi. Podrobny popis je uveden v kapitole 6.2.

U&el pofizovaného vybaveni:

Analyzy proudéni plynu v komorach environmentalniho elektronového mikroskopu a
prestupu tepla v oblasti vzorku pro stanoveni vhodné tvarové konstrukce vyvijeného zatizeni
jesté v etapé ndvrhu. Usetfi finance i ¢as pfi vyvoji novych zafizeni. Experimentalni méreni
by mélo jiZ jen ovéfit spravnost volby. Umozni také ziskat informace o chovani plynu z mist
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experimentdlné nedostupnych. Zakoupeni softwaru umozni plné vyuZiti moZnosti
existujictho EDS X-Ray analyzatoru v mikroskopu QUANTA 650 FEG a dalsi rozsifeni téchto
moznosti pro prvkovou charakterizaci nativnich biologickych a polymernich vzork(
v prostiedi vysokého tlaku plynd EREM. Uel softwaru je podrobné&ji popsan v rdmci kapitoly
6.2 a bude vyuZit pfi feseni aktivit vSech vyzkumnych cild tohoto programu.

Pripravenost infrastruktury:

Software pro simulace proudéni plynu a prestupu tepla v EREM bude instalovadn do serveru,
ktery bude soucdsti dodavky. Server bude umistén v pfipravené mistnosti spole¢né
s ostatnimi vypocetnimi stanicemi UPT AVCR. Infrastruktura je zcela p¥ipravena bez nutnosti
dalSich ndkladu. Infrastruktura pro nakup dopliikového softwaru k X-Ray analyzatoru EREM
QUANTA 650 FEG je zcela ptipravena bez nutnosti dalSich nakladu.

5.3.7. Vazba vyzkumného programu na rozpocet projektu

Rozpocet pro tento vyzkumny program je uveden v pfiloze 8 a komentar tohoto rozpoctu
v priloze 9. Tvori téZ soucast povinnych pfiloh vloZzenych do aplikace do systému MS2014+.

6. VYUZITi INFRASTRUKTURY

6.1.Vyuziti existujici infrastruktury

Navrhované centrum excelentniho vyzkumu je multidisciplindrni, sdruzujici pohled
biologicky, fyzikalné-chemicky a technologicky na zobrazovani a analyzu dynamiky bunéénych
déjd v rostlinnych a zZivociSnych modelech. Infrastruktura a pfistrojové vybaveni
navrhovatelského VaV centra pokro¢ilé mikroskopické analyzy rostlinnych bunék UEB AVCR
jsou dlouhodobé budovany s cilem studovat déje v rostlinnych bunikach pomoci kombinace
molekuldrné-biologickych a mikroskopickych pristupl (kapitola 3.3). S ohledem na
mikroskopické pfistupy je VaV centrum UEB $pi¢kové vybaveno v oblasti fluorescenéni
mikroskopie, s hlavnim akcentem na in vivo pfistupy. Navrhovany projekt vSak umozni
rozvinout vyzkum i smérem k vyuziti infrastruktury a vybaveni zapojenych partner( projektu,
tj. VaV SUPRAMOL UMCH AVCR, ZRIR IKEM a UPT AVCR. Hlavnim smyslem zapojeni partner(
vSak je wvytvoreni multidisciplinarniho celku pfindsejici kvalitativni posun do oblasti
mikroskopického studia bunék prostfednictvim vyvoje novych technologii a postupl pfi
detekci bunéénych struktur. Tyto zahrnuji nové nano&asticové systémy (SUPRAMOL UMCH),
nové postupy kryofixace bunééného materidlu (ZRIR IKEM) a nové detektory pro neinvazivni
elektronovou mikroskopii (EEM UPT AVCR). Jako pfidanou hodnotu obsahuje projekt ve viech
tfech vyzkumnych projektech fadu vyuZiti mikroskopickych postupl pro cilenou pfipravu a
naslednou detekci nanocastic vyuzivanych v mediciné a zemédélstvi. Propojeni infrastruktur
navrhovatele a partnerl pro feseni navrhovaného projektu tak skyta i moznost rady
aplikacnich vystupa.

Nasledujici text wuvadi prehled stavajiciho vybaveni jednotlivych infrastruktur.
Nejpodrobnéji je text pojednan u partnera EEM UPT AVCR, vysledkem jeho? zapojeni je pfimo
rozvijeni technickych parametr( zapojené infrastruktury.

Infrastruktura navrhovatelského VaV centra UEB AVCR pokrocilé mikroskopické analyzy
rostlinnych bunék je zaclenéna do struktury laboratofi a spole¢nych pracovist UEB AVCR
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(pfiloha 2), které jsou vybaveny veSkerym zdzemim pro moderni molekuldrné biologicky
orientovany vyzkum v oblasti experimentalni biologie rostlin. S ohledem na navrhovany
projekt bude vyuZito zejména infrastrukturniho vybaveni pracovisté zobrazovaci jednotky
(http://www.ueb.cas.cz/if). Ve vSech aktivitdch VP 1 a navaznych aktivitach (Obr. 5.1.1)
budou, vedle veSkerého zazemi pro molekuldrni biologii, vyuZity laserové konfokalni
mikroskopy Zeiss LSM 5 Duo a Zeiss LSM 880 se spektralni detekci, konfokalni mikroskop na
principu rotujiciho Nipkowova kotouce Nikon Eclipse Ti-E, Yokogawa CSU-X1 (spinning disk),
mikroskop se strukturovanym osvitem Zeiss Apotome 2 a automatizovana stanice pro
imunohistochemické metody. V roce 2018 bude podstatné vylepSeno prostorové rozliseni
Zeiss LSM 880 instalaci jednotky AiryScan v ramci OPVVV projektu "Vyzkumné infrastruktury
pro vzdélavaci Uéely - budovani ¢i modernizace" (reg. €. CZ2.02.1.01/0.0/0.0/16_013/0001775;
2017-2020).

VaV centrum partnerského pracovisté SUPRAMOL UMCH AVCR bude v projektu vyuzivat
predevsim v ramci VP 2 existujici vybaveni UMCH AVCR. Pro projekt bude zejména dileZité
vyuziti statického, dynamického a elektroforetického rozptylu svétla, syntetické a
radiochemické laboratore, analytického servisu, rozptylu rentgenového zareni, nukledrni
magnetické rezonance, UV-VIS spektroskopie, mikroskopie atomarnich sil a rentgenové
fluorescence. Veskeré dalsi vybaveni UMCH AVCR bude k dispozici v pfipadé potieby bez
dodatecnych plateb, tézZ pro aktivity vVP1 a VP 3 (Obr. 5.2.1).

VaV centrum partnerského pracovisté IKEM (ZRIR) disponuje mikroskopickou
infrastrukturou, ktera bude k dispozici pro predkladany projekt, prednostné pro aktivity VP 2,
se véemi presahy k VP 1 a VP 3 (Obr. 5.2.1). Pfedevsim v ramci aktivity 6 vyzkumného cile 1 VP
2 bude k testovani novych nanocastic vyuZivan celotélovy MR tomograf 3 T uréeny prevaziné
ke klinickému vyzkumu v MR spektroskopii a zobrazovani umozriujici pracovat s *H, 1°F, 3!p
jadry a zobrazovat mald zvirata, experimentalni 4,7 T MR tomograf, dva relaxometry (velikost
poleje 0,5Ta1T), optické mikroskopy a fluorescencni optické zarizeni pro zobrazovani malych
zvirat.

VaV partnerského centra EEM UPT AV CR disponuje technickym i softwarovym vybavenim,
které bude v ramci projektu vyuZito. Zadzemi UPT AVCR vyuZitelné v projektu zahrnuje dilny
mechanického zpracovani, moderni CNC obrabéci stroje, laboratore laserového svarovani,
dilny obloukového svafovani, naparovaci a naprasovaci aparatury pro vyrobu pfesnych sub-
nanometrovych tenkych vrstev, elektronovou svarecku, diagnostickd zafizeni magnetické
rezonance, radioelektronickou laboratof pro zpracovani signdld az do 10 GHz, laborator
digitalniho zpracovani signald, atd. Tato pracovisté umozni realizaci unikatnich komponenta i
vétsich celkl pro specidlni pfistroje vyvijené v rdmci projektu.

Oblast elektronové mikroskopie je zastoupena péti rastrovacimi (REM) elektronovymi
mikroskopy a dvéma environmentalnimi rastrovacimi elektronovymi mikroskopy (EREM) (Obr.
6.1 a 6.2) a laboratoremi pro pfipravu vzork(. Dva z téchto mikroskopl (FEl QUANTA FEG 650
a nekomercni experimentalni mikroskop EREM AQUASEM 1I) jsou soucdsti specializované
laboratofe environmentalni elektronové mikroskopie, kterd je spravovdna pfimo cleny
resitelského tymu partnera projektu. Dalsi laboratore jsou vybaveny mikroskopy REM VEGA
od firmy Tescan, HR-REM Jeol 6700F od firmy Jeol a UHR-REM MAGELLAN 400 od firmy FEI.
VétsSina mikroskopl je také vybavena sofistikovanymi detektory EDS, EBSD a
katodoluminiscence pro materidlovou analyzu.

VysSe uvedené laboratore a mikroskopy zde umisténé jsou specidlné uzpisobeny pro vyvoj
a testovani detektorli a budou v ramci predkladaného projektu pouzity na experimentalni
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méreni na zdkladé vysledk MC simulaci (VP 3, vyzkumny cil 1), optimalizaci novych vysoce
citlivych detektor(i a detekcnich principl v EREM (VP 3, vyzkumny cil 2), k ovéfovani novych
metod pro charakterizaci vysoce citlivych vzorkd, dynamické in situ experimenty, korelativni
mikroskopii (VP 3, vyzkumny cil 3) a v kone¢né fazi integraci novych systém(i a metod do
mikroskopu (VP 4, vyzkumny cil 4).

Obr. 6.1: Novy environmentalni rastrovaci elektronovy mikroskop QUANTA 650 FEG vybaveny
mikromanipulatory a dalsimi unikatnimi systémy (vlevo) a experimentdlni rastrovaci elektronovy
mikroskop AQUASEM I, pfestavény tymem EEM na UPT AVCR v Brné (vpravo).

Obr. 6.2: Vysokorozlisovaci rastrovaci elektronovy mikroskop Jeol JSM-6700 (vlevo), rutinni rastrovaci
elektronovy mikroskop Vega od firmy Tescan s termoemisni katodou (uprostied) a vysokorozliSovaci
rastrovaci elektronovy mikroskop MAGELLAN 400 od firmy FEI v UPT AVCR v Brné.

V rdmci VaV centra EEM je také zahrnuta ¢ast skupiny Elektronové optiky UPT AVCR, ktera
se zabyva studiem elektronové optickych prvkd a soustav z teoretického i praktického
hlediska. Disponuje vlastnimi vykonnymi programy pro vypocet elektromagnetickych poli a
jejich optickych vlastnosti (Geant a EOD), s rozhranim vyvinutym ve spolupraci s TU Delft, a
programy z University Manchester, pro konstrukéni ndvrhy pak pouziva systém CAD. Diky
odborné specializaci jednotlivych ¢lend (napf. Casticova optika, vakuova fyzika, jemna
mechanika) je v moznostech skupiny provést teoreticky i konstrukéni ndvrh vcetné
experimentalni realizace. Ddle se skupina zaméruje na rozvoj metod modelovani elektronové
optickych vlastnosti. Zminény software bude pouzit vramci predkladaného projektu pro
simulace interakci elektronového svazku s plynem, kapalinou a pevnou latkou v EREM (VP3,
vyzkumny cil 1).

Oddéleni Specidlnich technologii UPT AVCR se zabyva vyvojem technologii a konstrukei
technologickych zatizeni, které predstavuji nezbytné zazemi pro stavbu elektronové optickych
pristroja pracujicich ve vakuovém prostredi. Mezi tyto technologie patfi svarovani a mikro-
obrabéni elektronovym svazkem, pajeni ve vakuu,vyvoj a vyroba vakuovych
prichodek, magnetronové naprasSovani, charakterizace tenkych vrstev a vytvareni povlaka.
V ramci oddéleni Specidlnich technologii jsou k dispozici modernizovana vakuova vertikalni
pec valcového tvaru Tesla PZ 810 umoziujici pajeni stfibrem, médi nebo niklovou pajkou a
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zihdni ve vakuu a mald laboratorni vakuova pec vhodna pro pajeni a tepelné zpracovani
mensich soucdstek (Obr. 6.3). Pro rutinni pfipravu vzorkd a béziné prohlizeni povrchl je
k dispozici oticky mikroskop Olympus LEXT OLS3100 (Obr. 6.3). Zkusenosti ¢leni oddéleni
Specialnich technologii a vybaveni, viz zminéné vakuové pece, budou vyuzity pfi konstrukci
diferencidlné cerpanych komor a detektor( s nové navrienym designem (VP3, vyzkumné cile
1 a 2). Specialni drzaky vzork(, pajené vakuové komponenty, priruby i celd fada drobnych
soucdstek i vétsich zafizeni bude vyuZita pfi realizaci VP3, vyzkumnych cila 3 a 4.

Obr. 6.3: Modernizovana vakuova vertikalni pec valcového tvaru Tesla PZ 810 (vlevo), mald
laboratorni vakuova pec vlastni konstrukce (uprostied) a optické mikroskopy Olympus LEXT OLS3100
(vpravo).

Sou¢asti tohoto oddéleni je také oddéleni Elektronové litografie UPT AVCR, které se zabyva
vyzkumem technologie mikrolitografie pomoci elektronového litografu (Obr. 6.4). Jeho
¢innost je zamérena zejména na velkoplosné mikrostruktury pro difrakéni optické elementy
pro formovani laserového svazku, na submikronmetrové difrakéni holografické struktury, na
struktury v tenkych vrstvach kovl a dielektrik na kifemikovych podlozkach pro biosenzory a
vodivostni chemické senzory a struktury v lateralnim rozliSeni pod 100 nanometrd vytvarené
rytim pomoci mikroskopu AFM. Oddéleni Elektronové litografie vlastni profesionalni off-line a
on-line software pro fizeni expozice, modelovani a simulace optimalizace parametru
vytvarenych struktur a pro usnadnéni jejich navrhu. Elektronovy litograf, AFM mikroskop a
pfidruzeny software bude v rdmci projektu vyuZit pfi konstrukci novych detektord a drzakd
vzorkud (VP 3, vyzkumny cil 2) a pfi vyzkumu a vyvoji novych metod a chemickych senzort (VP
3, vyzkumny cil 3).

Obr. 6.4: Elektronovy litograf s tvarovanym svazkem, urychlovacim napétim 15 kV, rozli$enim 100 nm.
Oddéleni Optické mikromanipulaéni techniky UPT AVCR Fesi problematiku tykajici se vyuziti

mechanickych ucink( laserového zareni pfi jeho interakci s dielektrickymi objekty a vlastni
RamanUlv spektrometr. Bylo navrieno a realizovano experimentalni zafizeni (jediné v CR),
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které umoznuje prostorové uchopeni mikroobjektl a nanoobjektl do svételnych poli a jejich
fizené premistovani v prostoru. Zafizeni je rozsifovdno o moznost generovat nékolik optickych
pasti a nezavisle je prostorové polohovat pomoci pocitace. Byla navrzena origindlni metoda
vyuzivajici stojaté gaussovské viny pro uchopeni objektl. Soucdsti zatizeni je také opticky
skalpel, ktery vyuziva absorpce fokusovaného laserového svazku k odpareni velmi malého
objemu (cca 1 mikrometr x 1 mikrometr x 1 mikrometr) materialu na povrchu objektu ¢i uvnitf.
Manipulacni systém byl obohacen o pulsni laser umoziujici provadét laserové mikroablace,
¢ehoz je experimentalné vyuzivano pro zmény topologie opticky chycenych objekt(, perforace
vnéjsich a vnitfnich membran Zivych organism( a fuzi Zivych bunék. Zafizeni umoznuje optické
tfidéni, vyuziva k tomu vhodné prostorové rozlozené intenzity laserového svazku k tridéni
mikroobjektld nebo submikrometrovych objektd podle velikosti nebo indexu lomu. Diky
fotopolymeraci je mozné vytvareni mikrostruktur fokusovanym laserovym svazkem. Osvicena
oblast vytuhne a stdva se soucasti vytvarené mikrostruktury.

Raman(yv spektrometr se planuje vyuzit k ex vivo a in vivo feSeni biologickych otazek a jako
podplirnd nedestruktivni technika k elektronovym a optickym mikroskoplm ke studiu
molekuldrni struktury biologickych vzork( a citlivych polymerd. Ddle bude vyuZit pro
dynamické in-situ experimenty v médu kombinované elektronové a svételné mikroskopie,
Ramanovy spektroskopie (VP 3, vyzkumné cile 3 a 4). Experimentalni zafizeni pro uchopovani
objektl do svételnych poli bude vyuzivano v ramci projektu pro praci s biologickymi vzorky a
polymery (VP 3, vyzkumné cile 3 a 4). VySe uvedené, pro integraci do EREM optimalizované
technologie, budou hlavnim predmétem VaV aktivit v VP 3, vyzkumném cili 4.

6.2.Potrebnost a vyuziti nové infrastruktury a vybaveni

V rdmci tohoto projektu neni planovana zadna stavebni aktivita, projekt v maximalni mozné
mife vyuziva stavajici infrastruktury a doplnuje ji jen v oblasti pfistrojového vybaveni. 3
vyzkumné programy navrhovaného centra obsahuji ve svém popisu specifikace pristrojového
vybaveni, jejich charakteristické vlastnosti, Ucel a pfipravenost stavajici infrastruktury, pro VP
1vkap.5.1.6, pro VP 2 vkap 5.2.6 a pro VP 3 v kap. 5.3.6. Technicka a cenova specifikace pro
nové pfistroje je uvedena v podobé cenovych nabidek (pfiloha 10). Jak je uvedeno v povinné
pfiloze rozpoctu projektu, planované investice budou realizovany prednostné v roce 2018, jen
jedna v roce 2019. Vybérova fizeni budou probihat dle aktualné platnych pravidel.

Nasledujici text shrnuje a uvadi dalsi detaily popisujici icelnost pofizeni vybaveni a zafizeni,
které jesté nebyly zminény v kap. 5.1.6, 5.2.6 a 5.3.6.

VaV centrum pokrocilé mikroskopické analyzy rostlinnych bunék UEB AVCR plénuje
modernizovat pfistrojové vybaveni ve tfech oblastech.

V roce 2018 bude modernizovano snimani slabych signall instalaci vysoce citlivé EMCCD
kamery ke stdvajicimu spinning disk mikroskopu, coz bude klicové pro zdarné feseni
vyzkumného cile 1, predevsim v aktivitdch 1-3 a vyzkumného cile 2 v aktivité 1. TéZ bude
modernizovdno snimani na stdvajicim fluorescenénim stereomikroskopu Nikon SDZ25
instalaci CMOS kamery, véetné PC a softwaru (aktivita 2, cil 2). Dale bude modernizovdna
sestava obrazovych analyzator(, které jsou jiz ve VaV centru UEB zastaralé.

V roce 2018 bude modernizovéano a kapacitné posileno kultivaéni a molekuldrné biologické
zdzemi VaV centra UEB AVCR potizenim 2 inkubadnich tfepacek, 2 automatizovanych
autoklavll a 4 PCR termocyklér(l. Tato zafizeni budou vyuzZita ve vSech aktivitdch obou
vyzkumnych cill vyzkumného programu 1. U vSech téchto pfistroji je ucelem nahrazeni
starych nevyhovuijicich zafizeni a zvysSeni kapacity dané naborem novych ¢lend tymu.
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V roce 2019 bude modernizovdno a kapacitné rozsifeno pracovisté automatizovaného
histochemického barveni rostlinného materidlu. Nakupem nové stanice dojde k zptistupnéni
novych imunocytochemickych metod pro vSechny aktivity obou vyzkumnych cilG VP 1. Téz
vsak budou na tomto zafizeni cilené testovany nové protilatky znacené nanocasticemi,
pfipravené v ramci feSeni VP 2 a pfipravovany znacené vzorky pro elektronovou mikroskopii v
ramci feSeni VP 3.

VaV centrum partnerského pracovisté SUPRAMOL UMCH AVCR planuje modernizovat
pristrojové vybaveni v péti oblastech. Pofizeni vSech pfistroju je nezbytné pro feseni projektu,
v fadé pripadd nahrazuji zastaralé, nevyhovuijici ¢i kapacitné nedostacujici savajici pfistroje. V
roce 2018 bude potizena sestava zatizeni pro syntézu monomert, polymer( a nanocastic, GPC
systém, funkéni modul vybaveni pro pokrocila zobrazovéni, GC systém a bodotavek. U¢elnost
nakupu a zpUsob doplnéni stdvajici infrastruktury je uveden v kapitole 5.2.6. Veskera zafizeni
budou prednostné vyuzita tymy fesici aktivity VP 2.

VaV centrum partnerského pracovisté IKEM (ZRIR) planuje modernizovat pfistrojové
vybaveni ve 4 oblastech. Jak je uvedeno v kap. 6.1, ZRIR IKEM se dlouhodobé zaméfuje na
techniku MRI, ale v rdmci VP 2 planuje v aktivité 6 vyzkumného cile 1 ve spolupraci s partnery
testovani °F MRI kontrastnich latek, které umozZiuji kombinovat MRI zobrazeni s
elektronovou a fluorescenéni mikroskopii. Proto ZRIR IKEM prostfednictvim svého zapojeni ve
VP2 nominuje do projektu skupinu elektronové mikroskopie pod vedenim Prof. Rasky (tab.
5.2.3) a své pracovisté hodla vybavit pfistroji pro pfipravu vzorkl pro kryoelektronovou
mikroskopii a téZ podpofit modernizaci stavajicich elektronovych mikroskopd, které v projektu
bude vyuZivat.

V roce 2018 bude pofizen pfistroj pro automatizované zamrazovani za vysokého tlaku
(Leica EM ICE), zatizeni pro mrazovou substituci (Leica EM FSP) a zamrazovaci zafizeni tenkych
tekutych vzorkl (Leica EM GP), které budou slouzit zejména v ramci aktivit VP2. Technicka
specifikace je uvedena v pfiloze 10.

Elektronova mikroskopie bude zahrnovat transmisni elektronovy mikroskop FEI Morgagni,
rutinni mikroskop vybaveny CCD kamerou Mega View lll se softwarovym vybavenim iTEM
(Olympus SIS) a tomograficky elektronovy mikroskop Tecnai G2 Sphera 20 s LaB6 katodou.
Mikroskop je momentdlné vybaveny 4 megapixelovou "slow scan" CCD kamerou Gatan USC
1000 (Model 894). V roce 2018 je v ramci projektu pldnovano poftizeni vysoce citlivé kamery
16 MP CMOS, ktera vyrazné zvysi droven mikroskopu zejména pro strukturni charakterizaci
vitrifikovanych vzorkl. K mikroskopu jsou k dispozici kryodrzaky Gatan 626 s Gatan 914 s
moznosti vysokorezoluc¢ni analyzy a 3D rekonstrukci vitrifikovanych vzork(.

V roce 2018 bude téz vylepSena analyza MR/CT obraz( zakoupenim vykonného poditace
iMac a multilicence software VGStudio Max 3.0 pro zpracovani a analyzu medicinskych obrazu
a automatickou nebo poloautomatickou segmentaci a néslednou tvorbu 3D animaci. Toto
zarizeni je klicové predevsim pro aktivitu 6 vyzkumného cile 1 VP2 (obr. 5.2.1), tj. pro vyvoj
novych kontrastnich latek pro MR.

VaV partnerského centra EEM UPT AV CR planuje modernizovat pfistrojové a softwarové
vybaveni ve 3 oblastech.

V roce 2018 bude pofizen software potiebny pro simulace proudéni plynd a charakterizaci
distribuce tlaku plynu v komore vzorku EREM a diferencialné ¢erpanych komorach EREM a pro
simulace prestupl tepla v oblasti drzdku vzorku a vzorku. Software by mél umoznovat
Computational Fluid Dynamics (CFD) simulace a mél by byt pouZitelny pro rozsahlé spektrum
vyzkumnych aplikaci. Software by mél mit Sirokou oblast fyzikalnich a chemickych modelu ¢i
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jejich kombinaci a umoZriovat modelovani Sirokého spektra uloh (proudéni, sdileni tepla
konvekci, vedeni a saldnim, modelovani chemickych reakci, vicefazové proudéni se sdilenim
tepla). Dllezitd je také rychla stavba modelu, efektivni tvorba vypocetni sité, provedeni
vypoctu s presnymi vysledky, paralelizace uloh na vice procesorech nebo jadrech a moznost
implementace vlastnich model(, pozastavit vypocet, zménit nebo zkorigovat nastaveni a poté
pokracovat ve vypoctu. Dale bude pofizen software nebo doplnék pro modifikaci CAD modelQ,
vyuzivanych pro simulace. Mél by umoznit modifikaci CAD modell nebo Uplnou tvorbu a
Upravu 2D a 3D geometrii pro CFD simulace. Software by mél byt schopny vytvareny
objemové, skofepinové a nosnikové modely pevnych &asti pro strukturalni a teplotni vypocty
a mél by umoznit ukladani jednotlivych ukona a jejich zpétnou editaci a tim umoznit rychlé
provedeni vSech konstrukénich zmén a aktualizaci. Dale by v moZnostech softwaru méla byt
tvorba 2D skic pomoci jednoduchych kfivek, 3D operace a vytvareni 3D téles z 2D skic,
parametrické vytvafeni modell (rozmérové parametry), import modell vytvorenych
v externich CAD programech, Uprava stdvajicich i importovanych model( a pfiprava modelu
pro objemové sitovani.

Vyse uvedeny komplex software je nezbytné nutny k vypoctim rychlosti a tlak( plynu
v prostoru diferencidlné cerpané komory a komory vzorku EREM, presnéji k charakterizaci
okrajovych podminek pro simulace interakci primarniho elektronového svazku s plynem,
feSeno jako hlavni vyzkumné téma vramci VP 3, Cile 1 a interakci signalnich elektront
s plynem a vyvoj novych detektorld pro EREM, feSeno v ramci VP3, cile 2. Software je také
velmi dllezity pro komplexni charakterizaci environmentalnich vlivl pUsobicich na citlivé
biologické a polymerni vzorky v komore vzorku EREM a vyvoj specidlnich metod pro tyto
vzorky v rdmci VP3 cile 3.

Dale bude pofrizen doplnkovy software k EDS analyzatoru mikroskopu QUANTA FEG 650,
ktery bude vyuzit pfi charakterizaci vysoce citlivych vzorkd. V ramci reSeni VP 3, cili 1,2 a 3 je
nutné zakoupit doplikovy software kEDS analyzatoru. Software umoini pomoci
detekovanych X-ray spekter kvantifikovat rozptyl primarniho elektronového svazku v zavislosti
na operacnich parametrech (tlak a typ plynu, energie a proud svazku, pracovni vzdalenost)
EREM a vyvoj metod pro potlaceni téchto parazitnich vlivi na presnost detekovanych spekter
vramci feSeni Cile 1 a 3 VP 3. Nové umozni ziskat vysoce presné kvantitativni vysledky
energiové disperzni prvkové X-Ray mikro-analyzy ze vzork( sloZenych prevainé z lehkych
prvkl v podminkach nizkych proudl elektronového svazku a to diky kvantifikaci zaloZzené na
pritomnosti standardd a diky velké ploSe CCD cipu. Téchto mozZnosti bude vyuZito pfi EDS
analyze biologickych a polymernich vzork( v ramci cile 3 a 4 VP 3. Software dale umozni
méreni tenkych elektricky vodivych vrstev s tloustkami dovolujicimi pfi vysokych energiich
primarniho svazku elektrond prichod skrz. K méreni tloustky bude vyuZita metoda Cliff-
Lorimer (TEM, STEM a SEM). VySe uvedend moznost méreni tlousték tenkych vrstev bude
vyuZita pfi vyzkumu a vyvoji novych detektord pro REM a EREM realizovaného v ramci
vyzkumného cile 2. Novou moznosti zakoupeného bali¢ku doplikovych softwar( bude také
hledani podobného spektra a moznost rozliSeni prekryvajicich se X-ray spekter, automaticka
Casticova analyza a dalSi mozZnosti automatického zpracovani spekter vzork( s lehkymi prvky
v prostiedi vysokého tlaku plynd v EREM.

V rdmci fesSeni Cild 3 a 4 VP3 s navaznosti na VP1 a VP2 se planuje ndkup konfokalniho
laserového rastrovaciho mikroskopu pro korelativni mikroskopii. Jednim z hlavnich cild
navrhovaného projektu je korelativni mikroskopie technik EREM, optické fluorescenéni
mikroskopie a Ramanovy spektroskopie, doplnéna technikami pro mechanickou a
bezkontaktni laserovou mikro-manipulaci s Zivymi biologickymi vzorky (napfiklad burikami) a
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jejich nasledna integrace do komory vzorku EREM. Vznikne tak unikatni analyticky ndastroj, po
doplnéni o specialni detekéni systémy realizované v ramci VP3, cile 2, jedineény na svété. Nové
zakoupeny svételny fluorescenéni mikroskop bude vyuzit nejen ke studiu barvenych tkani ve
fixovanych vzorcich, ale i Zivych vzork( a dalSich vysoce citlivych materidld a polymera. Z
tohoto divodu bude mikroskop nadstandardné vybaven lasery s vinovymi délkami v rozsahu
400-800 nm. Mikroskop bude také vybaven Ramanovym spektrometrem, ktery bude mimo
jiné wvyuZit i pro testovani a kalibraci zafizeni integrovanych do EREM. Umisténim
fluorescenéniho mikroskopu v tésné blizkosti EREM vznikne komplex zafizeni, technicky i
pozi¢né vhodné konfigurovanych pro minimalizaci doby transferu vzork(l a zamezeni vzniku
artefaktl a degradace Zivych vzorku. Také vzhledem k rozsahu planovanych praci v projektu
by bylo vyuZiti jiného podobné vybaveného optického mikroskopu z ¢asového a finanéniho
hlediska neefektivni, nerentabilni a vzhledem k planovanym modifikacim a propojeni obou
pfistroja nerealné.

V rdmci realizace VaV aktivit VP 3, cile 4 je planovan i nakup niZze uvedenych komponent,
pomoci kterych bude realizovana integrace fluorescenéniho mikroskopu, Ramanova
spektrometru a laserového mikromanipulaéniho systému do nového EREM QUANTA 650 FEG.
Vlastnosti jednotlivych komponent zavisi na Ucelu jejich pouZiti. Pro Ramanovu spektroskopii
je nutny laser s velmi Uzkou spektralni Sitkou. Laser pro optické mikro-manipulace musi mit
velmi dobte definovany pri¢ny profil a jeho vinova délka nesmi poskozovat zkoumané objekty.
Kamera pro Ramanovu spektroskopii vyZzaduje velmi vysokou citlivost a velmi nizkou Uroven
Sumu. Seznam a charakterizace nakupovanych komponent:

Ramanovsky laser uréeny pro vybuzeni Ramanova signdlu o vinové délce 785 nm a velmi tzké
spektrdlni ¢are. Tato vlastnost je dulezita pro kvalitni rozliSeni detekovanych spekter.
Spektrograf pro detekci Ramanova rozptylu. Bude potfeba ho osadit vice typy mfrizek, pro
detekci jak v Sirokém spektralnim pasmu, tak i pro detailni zkoumani vzorku.

Spektroskopickd kamera pro detekci Ramanova signalu za spektrografem. Z dlivodu velmi
nizké intenzity detekovaného svétla je potfeba kamera s vysokou citlivosti a kvalitnim
potla¢enim Sumu. Tyto vlastnosti maji kamery chlazené na teploty nizsi nez -100 °C.
Fluorescencni lampa k vybuzeni fluorescence na vzorku. Diky rGiznym pouzivanym barviviim je
potfeba ménit emitovanou vinovou barvu, napfiklad zménou filtrd nebo prepinanim
laserovych diod.

Fluorescencni kamera urcéend pro detekci fluorescence emitované ze vzorku. Fluorescenéni
signal je slaby a je potfeba aby kamera méla zvySenou citlivost a potlateny Sum. Toho je
dosazeno chlazenim pomoci Peltierova ¢lanku. Pro kvalitni detekci obrazu je tfeba rozliseni
minimalné VGA.

Chytaci laser pro optické manipulace o vinové délce 1064 nm a vykonu minimalné 1 W. Vinova
délka je urcena tak, aby nedochazelo k absorpci zareni biologickym preparatem a zaroven byla
minimalizovana absorpce ve vodé.

Mikroskopové objektivy s vysokou numerickou aperturou uréené pro zabudovani do komory
mikroskopu budou muset byt pouzitelné do vakua. Zvétseni objektivi bude 60X nebo 100X.
Vychylovaci systém pro prostorové polohovani laserového svazku uréené pro tfiosé
polohovani laserového svazku v roviné vzorku. Bude umisténo v komore mikroskopu.
Kamerovy objektiv umistény pred fluorescenéni kameru. Uréeny pro preostfeni obrazu do
jinych rovin vzorku.

Pocitac a ridici karty fizeni experimentalni aparatury.
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Optika, mechanika, filtry, vakuové dily, tj. komponenty uréené do optické sestavy.
Komponenty bude tfeba vybirat s ohledem na to, Ze budou zabudovany do vakuové komory
mikroskopu.

Optické vldkna, optika, mechanika, tj. komponenty uréené pro zavedeni laserového zareni do
komory mikroskopu. Budou umistény mimo vakuovou komoru.

Chemie a laboratorni potfeby urcené pro cisténi optickych komponent a pro ptipravu vzorka.

7. ADMINISTRACE A RiZENi PROJEKTU

Administrativni tym projektu sestava ze zastupce reditele projektu (0,2 FTE), projektového
manazera (1 FTE), asistentky projektového manazera (0,1 FTE), administrativni sily UPT AVCR
(1 FTE) a 2 administrativnich pracovnikl na ¢astecné kapacity (0,2 a 0,4 FTE u partner( IKEM
a UMCH) pro koordinaci v rdmci vyzkumného programu 2, ktery bude realizovén v zapojeni
dvou pracovist a proto vyzaduje vétSi miru administrativni koordinace. Tym je navrien v
maximalni mozné mife Ucelnosti a je detailné popsan v kapitole 3 v odstavci planované
organizacni struktury projektu. Specifikace ¢lend je uvedena v povinné pfiloze realizacni tym
a zdUvodnéni mzdovych nakladd v komentati k rozpoctu (priloha 9).

7.1. Analyza rizik

7.1.1. Analyza rizik - aktivity a, d, e, f

Béhem pfipravy projektu byly aktivity a), d), e) a f) vyvhodnoceny z hlediska moZnych rizik
a nasledujici text uvadi jejich souhrn a opatreni k jejich eliminaci. Souhrn opatreni bude
realizovan v prostredi navrzené organizacni struktury centra excelentniho vyzkumu, které je
podrobné popsano v kapitole 3.3 a v popisu sloZzeni vyzkumnych tymu jednotlivych
vyzkumnych programu v kapitoldch 5.1.5, 5.2.5 a 5.3.5. Opatfeni k eliminaci rizik ve vSech
aktivitach se budou fidit principem kontingence, tj. pribéZnym posuzovanim soubéhu
jednotlivych rizik a ndvrhem jejich feSeni radou projektu, jak je uvedeno v nasledujicim textu.

Hlavni rizika, které byla identifikovany pro aktivitu a) tj. podporu vyzkumu, ktery dosahne
svou kvalitou a originalitou mezinarodni excelence, ¢imz dojde ke zvyseni vyzkumného vykonu
vyzkumnych center, jsou uvedena dale s uvedenim pravdépodobnosti vyskytu (P) a vlivu na
celkovy Uspéch projektu (V):

1) Nedostatec¢na kvalita prace jednotlivych ¢lend odborného tymu pfislusného programu,
Spatné protokolovani ¢i absence protokolovani, nedodrzovani pfedepsanych postupt, atd.
P 60%, V 60%.

2) Nedodrzeni terminG naplanovanych ¢innosti ¢leny tymu, P 60%, V 40%.

3) NeplInéni dohodnutého postupu feSeni daného problému ¢leny tyma, P 20%, V 60%.

4) Zatajovani neuspéchl v napldnovaném postupu ¢i predstirani neredlnych dat,
podvadéni, P 5%, V 80%.

5) Nemoznost dosdhnout cile zvolenym postupem, P 60%, V 20%.

6) Nedostatecna aktivita zapojenych laboratori vénovana ukollm projektu, P5%, V 80%.
7) Nedostatecnd kvalita vystupl zapojenych laboratofi znemoZnujici publikace ve
Spickovych védeckych Casopisech, P 5%, V 80%.
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8) Odklon zapojenych laboratofi od dohodnuté tematiky projektu, P 5%, V 80%.
9) Nedostatecna aktivita VaV center vénovand aktivitam projektu, P 5%, V 60%.
10) Odklon zapojenych VaV center od dohodnuté tematiky projektu, P 5%, V 80%.

Opatfeni k pfedchazeni a eliminaci dopadu rizik spojenych s aktivitou a) jsou navrzena
takto:

Vzhledem k povaze prace v zakladnim vyzkumu v oblasti biologie, chemie i vyvoje
instrumentace se bude feSeni téchto rizik fidit kontingenénim pfistupem, ktery je
charakterizovan neustdlym hledanim nejvhodnéjsSich metod fesSeni a téz fizeni téchto reseni
pro danou situaci, tj. pro danou fazi vyzkumu. Predpokladem aplikace tohoto pfistupu je
predevsim dUslednost ve vykazovani vysledkl védecké prace, dobra struktura tymu a flexibilni
pfistup vedeni jednotlivych tym(. Zakladem eliminace rizik v této oblasti budou pravidelné
schuzky fesitelskych laboratofi, které budou pro kazdy vyzkumny program vedeny vedoucimi
pfislusnych aktivit ¢i celého programu (viz obr. 3.4 a 5.1.5, 5.2.3 a 5.3.5). Periodicita téchto
schizek je navrhovdna 1x tydné pro tym reSici konkrétni aktivitu, 1x mésicné pro tym reSici
vyzkumny cil a 4x ro€né pro vyzkumny program a 1x ro¢né pro celé centrum excelentniho
vyzkumu.

Opatreni k pfedchazeni a eliminaci dopadd rizik jsou rozdélena do tfech skupin v zavislosti
na zavaznosti rizika, od nejmensiho, do nejvyssiho. Pro kazdou skupinu jsou navriena feSeni
zahrnujici i soubéh vice rizik:

Rizika 1-5 budou co moZna nejdlslednéji feSeny na nejnizsi drovni tj. v ramci tym( fesicich
konkrétni aktivitu. Vedouci pfislusné vyzkumné aktivity bude prostfednictvim tydennich
schizi s tymem a navic pravidelnym kontaktem minimalné dvakrat tydné s jednotlivymi
pracovniky, monitorovat mozny vyskyt rizik 1-5 a ze své kompetence tyto fesit navrzenim
napravy s vyuzitim alternativnich postupl ¢i motivaci ke zméné strategie. V pfripadé
nemoznosti dosazeni ndpravy bude fesit toto riziko neodkladné s vedoucim vyzkumného
programu, se kterym bude mit pravidelné mésicni schlizky a ktery navrhne feseni zahrnuijici
pripadné persondlni feseni.

Pro rizika 5-8 je klicova kompetence vedouciho pfislusného vyzkumného programu (1-3),
ktery bude tato rizika fesit na pravidelnych schizich 4x ro¢né. Vystupem téchto schlzi bude
seznam opatfeni k napravé identifikovanych rizik.

Pro rizika 9 a 10 je klicova kompetence reditele centra excelentniho vyzkumu, ktery bude
eliminovat tyto rizika na pravidelnych schizich fidici rady projektu pro vyzkum a vyvoj (Obr.
3.4), ktera bude zasedat minimalné ctyrikrat rocné. Zasedani muze byt téz svolano v pfipadé
nutnosti FeSeni neocekavanych problému (zpozdéni feseni dilcich ukold, technické problémy).
Vysledky jedndni rady budou zdvazné pro vSechny ucastniky projektu. Zapisy z jednani budou
prilohami dil¢i nebo zavérecné zpravy. Zasedani rady bude probihat za osobni ucasti vSech
¢lent rady.

Rizika, které byla identifikovany pro aktivitu d) tj. rozvoj vyzkumnych tymu - podpora
vyzkumu prostfednictvim podpory ¢i zvySeni poctu vyzkumnych tyma vcetné jejich
dlouhodobého rozsifeni o domaci ¢i zahranicni vyzkumné ¢&i technické pracovniky, jsou
uvedena dale s uvedenim pravdépodobnosti vyskytu (P) a vlivu na celkovy Uspéch projektu
(V):

1) Neefektivni délba prace v tymech fesicich konkrétni vyzkumnou aktivitu, P 20%, V 40%.
2) Neefektivni délba prace mezi tymy vyzkumného cile, P 40%, V 40%.
3) Chybéjici kapacity ¢i dostatecné kvalifikovani ¢lenové tym, P 20%, V 60%.
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4) Neschopnost zajistit budoucnost existence tymu, hlavné béhem obdobi udrZitelnosti
navrhovaného projektu, P 20%, V 60%.

5) Neefektivni délba prace v ramci vyzkumného programu. NevyuZivani moznosti
zapojovani zahranic¢nich pracovnikd, P 20%, V 60%.

6) Posun skladby tym{ vyzkumného programu ohrozujici udrzitelnost celého programu, P
5%, V 60%.

7) Neefektivni délba prace v rdmci centra excelentniho vyzkumu. NevyuZivani moznosti
zapojovani zahranic¢nich pracovnikd, P 40%, V 60%.

Opatfeni k pfedchazeni a eliminaci dopadu rizik spojenych s aktivitou d) jsou navriena
takto:

Jednim z hlavnich rizik védecké prace obecné je neefektivni vedeni tym(. Na eliminaci
tohoto rizika bude proto kladen velky dliraz za ucelem zvySeni vykonnosti tym(. Opatteni k
eliminaci rizik jsou rozdélena do tfech skupin v zavislosti na zavaznosti rizika, od nejmensiho,
do nejvyssiho. Pro kazdou skupinu jsou navrzena feseni zahrnujici i soubéh vice rizik:

Reseni rizik 1-2 bude v kompetenci vedoucich vyzkumnych aktivit prostfednictvim jejich
pribézného dohledu nad postupem praci, ale hlavné priibéZznou interakci se viemi ¢leny tymu,
véetné technikd a studentl. Vedouci pracovnich tym( budou povinni kazdy tyden osobné
konzultovat se viemi ¢leny tymu véetné technik( a studentl prabézny stav. MoZnosti zvySeni
efektivity budou uplatfiovat okamzité, bez prodleni, navrhem zmény k vylepseni stavu.

Rizika 3-5 budou rfeSena formou pravidelnych schlzek vedouciho vyzkumného programu s
vedoucimi jednotlivych tym(. Pravomoci vedouciho programu bude v pfipadé vyskytu rizika
navrhnout persondlni ¢i technické opatfeni k ndpravé. Jeho kompetenci bude téz trvale
sledovat mozZnosti ndboru zahrani¢nich vyzkumnikd a hlavné prlibéiné zjistovat moznosti
grantovych aplikaci do mezinarodnich soutézi a stimulovat ¢leny tym( k aplikacim.

Rizika 6-7 budou feSena prednostné feditelem centra, jehoz povinnosti v tomto ohledu
bude nejen na pravidelnych schiizkach zjistovat stav, ale predevsim aktivné komunikovat s
vedoucimi vsech tfech program( a navrhovat reseni prabézné.

Rizika, které byla identifikovany pro aktivitu e) tj. rozvoj internacionalizace - posileni
mezinarodni dimenze a intenzivni védecké spoluprace s alespon jednou pfedni organizaci pro
vyzkum a Sifeni znalosti v zahranici v ndvaznosti na podporovanou aktivitu a), jsou uvedena
déle s uvedenim pravdépodobnosti vyskytu (P) a vlivu na celkovy Uspéch projektu (V):

1) NedUslednost v uskute¢riovani dohodnutych aktivit se zahrani¢ni instituci, P 20%, V 40%.

2) Mala aktivita ¢lend odbornych tymG v navazovani novych mezindrodnich kontaktl, P
20%, V 60%.

3) Neschopnost vytvorit kvalitni podminky pro ¢leny tym( centra excelentniho vyzkumu k
realizaci kontakt( se zahranicni instituci, P 20%, V 60%.

Opatreni k predchazeni a eliminaci dopadt rizik spojenych s aktivitou e) jsou navrzena
takto:

Navrh projektu obsahuje popis spoluprace se strategickym partnerem Prof. Frimlem z IST
Austria, ale téZ pro kazdy vyzkumny cil popis fady dalSich spolupracujicich laboratofi. Rizika 1-
3 spojena s realizaci téchto spolupraci budou fesena formou kontroly feditele centra a
vedoucich vyzkumnych program na pravidelnych schizkach 4x ro¢né. Zprava z téchto jednani
bude obsahovat navrh ndpravy v pfipadé snizujici se intenzity mezinarodni spoluprace.
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Rizika, které byla identifikovany pro aktivitu f) fizeni projektu, jsou uvedena dale s
uvedenim pravdépodobnosti vyskytu (P) a vlivu na celkovy Uspéch projektu (V):

1) Neplnéni monitorovacich indikatora projektu, P 20%, V 80%.

2) Nekazen ve finanénim hospodareni projektu, P 20%, V 80%.

3) Problémy spojené se Spatnou institucionalni podporou VaV centra zahrnujici podminky
vybérovych fizeni pro ndkup vybaveni, personalni politiku a spravu dusevniho vlastnictvi, P
20%, V 60%.

4) Konflikty v ramci reSitelské struktury navrhovaného centra, zahrnujici téz konflikty v
oblasti dusevniho vlastnictvi vysledk( vyzkumu, P 20%, V 80%.

Opatieni k predchazeni a eliminaci dopadti rizik spojenych s aktivitou f) jsou navrzena
takto:

Zakladnim ndstrojem pro eliminaci rizik této aktivity je fidici rada administrace projektu
(Obr. 3.3), kterd svou ¢innosti popsanou v kap. 3.3 je bude efektivné eliminovat. Rada bude
zasedat minimalné Ctyrikrat rocné. Zasedani mlze byt téz svoldno v pripadé nutnosti feseni
neocekdvanych problém0 (financni problémy, personalni a administrativni zaleZitosti).
Vysledky jednani Rady, kterd se ve svém jedndni bude fidit principy kontingence, budou
zavazné pro vSechny ucastniky projektu. V pfipadé rfeSeni konfliktd se Rada bude Fidit znénim
Smlouvy o partnerstvi, ktera je jiz predbézné schvalena navrhovatelem a vSemi partnery a
pfipravena k podpisu pro druhé kolo hodnoceni. V oblasti oSetfeni intelektualniho vlastnictvi
bude projekt téZ vyuzivat specializované patentové oddéleni partnera UMCH AVCR.

Jak je uvedeno v tabulce 7.1, vétSina rizik aktivit a), d), e) a f) se nachazi v oblasti stfedniho
nebezpedi, je tak dobrd zaruka, Ze projekt nebude Celit zdsadnim problémdam.

Vliv Velmi nizky Nizky Stredni Velmi vysoky
Pravdépodobnost 5% 20% 40% 80%
Velmi vysoka 80%
Vysoka 60% a5
Stfedni 40%

. . a3, d3, d4, ds,
Nizka 20% dl, el e2, €3, f3 f1, f2, fa
Velmi nizkd 5% a9, dé a4, a6, a7, a8,
alo

Tabulka 7.1: Kontingencni tabulka rizik shrnujici pravdépodobnosti a vlivy jednotlivych rizik
spojenych s aktivitami a), d), e) a f). Mira nebezpedi pro projekt je vyjadiena barevné jako nizka
(bild), stfedni (oranZova) a vysoka (Cervena).

7.1.2. Analyza rizik — aktivita b

Béhem pfripravy projektu byla aktivita b) vyhodnocena z hlediska moznych rizik a
nasledujici text uvadi jejich souhrn a opatfeni k jejich eliminaci. Souhrn opatfeni bude
realizovan v prostfedi navrzené organizacni struktury centra excelentniho vyzkumu, které je
podrobné popsano v kapitole 3.3 a v popisu sloZzeni vyzkumnych tymu jednotlivych
vyzkumnych program v kapitolach 5.1.5, 5.2.5 a 5.3.5.
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Hlavni rizika, které byla identifikovany pro aktivitu b) tj. materidlné, technicky a
informacné podpofrit a umoznit vyzkumné aktivity, v ndvaznosti na podporovanou aktivitu
a), jsou uvedena dale s uvedenim pravdépodobnosti vyskytu (P) a vlivu na celkovy Uspéch
projektu (V):

1) Problémy ve vybérovych fizenich a v uvedeni zatizeni do provozu dané nedUslednosti pfi
dodrZovani ¢asového planu nakuput a jejich administrace. P 20%, V 40%.

2) Problémy spojené s nefunkcnosti ¢i poruchovosti nového zafizeni a servisnim zajisténi.
P 40%, V 40%.

3) Problémy spojené se zaskolenim pracovnikl na novych pfistrojich. P 5%, V 40%.

4) Problémy spojené s radikalni zménou planované technologie a jeji dostupnosti. P 20%,
V 40%.

5) Problémy s investi¢nim vybavenim instalovanym v prostorach, které nejsou v majetku
pfijemce Ci partnera. P 5%, V 60%

6) Problémy s financovanim vybaveni. P 40%, V 40%.

Opatieni k predchazeni a eliminaci dopadui rizik spojenych s aktivitou b) jsou navriena
takto:

Pro rizika 1 a 5 je klicovd kompetence feditele centra excelentniho vyzkumu, ktery bude
eliminovat tato rizika na pravidelnych schizich fidici rady projektu pro vyzkum a vyvoj (Obr.
3.4), ktera bude zasedat minimalné ctyrikrat ro¢né. Zasedani mize byt téz svolano v pfipadé
nutnosti feSeni neocekavanych problému (zpozdéni feseni dil¢ich ukold, technické problémy).
Vysledky jedndni rady budou zdvazné pro vSechny ucastniky. K predchazeni rizika 1 bude
klicovad spoluprace s pfislusSnym oddélenim pro vybérova fizeni instituci zapojenych VaV
center, které je u vSech partner( k dispozici. DuleZité je pfitom sepsani kvalitni zadavaci
dokumentace, na jejimz zakladé lIze vybrat nejlepsi feseni. Vybérova fizeni jsou planovana na
pocatek obdobi reseni projektu a je dobrym predpokladem, Zze probéhnou bez probléma. V
fadé pripadl se jedna o upgrade stavajicich pfristrojd, kde je fizeni jednodussi. V pfipadé
eliminace rizika 5 budou dusledné osetfeno formou smlouvy pfipadna demontaz a odvezeni
vybaveni, pravdépodobnost tohoto rizika je vSak velmi nizka a tyka se vyuziti elektronovych
mikroskop® VaV centra IKEM.

Pro feSeni situaci spojenych s predchazenim a eliminaci pripadnych dopad rizik 2-4 a 6 je
klicovda kompetence vedouciho pfislusSného VP (1-3), ktery bude tato rizika resit na
pravidelnych schizich 4x ro¢né. Vystupem téchto schlizi bude seznam opatfeni k napravé
identifikovanych rizik. V oblasti rizika 2 bude dbano na co nejrychlejsSim feSeni formou
reklamace ¢i vyméné za jiny kus, téZ bude dlsledné vedena agenda zajistujici disledné
dodrzeni zarucnich podminek. V oblasti rizika 3 budou mit klicovy vyzkumni pracovnici
zajistujici provoz pfistrojd vyhrazenu cast své pracovni doby pro zaskolovani novych
pracovnikd. Predchazeni riziku 4 je v projektu zajisténo kvalitou nominovanych c¢len( a jejich
trvalym kontaktem s vyvojem na poli instrumentdlni techniky, téZ nelze predpokladat, ze se
technologie dramaticky zméni do zacatku projektu. Predchazeni riziku 6 bude realizovano
formou pravidelného kontaktu administrace projektu s poskytovatelem dotace a pripadnd
zdrzeni budou eliminovadna i do¢asnym financovanim ze zdrojd navrhovatele i partnera s
naslednym prevedenim financi po jejich obdrZzeni od poskytovatele.

Jak je uvedeno v tabulce 7.2, vétSina rizik se nachazi v oblasti malého ¢i stfedniho nebezpedi
pro projekt.
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Vliv Velmi nizky Nizky Stredni Velmi vysoky
Pravdépodobnost 5% 20% 40% 80%
Velmi vysoka 80%
Vysoka 60%
Stredni 40% b2, b6
Nizka 20% b1, b4
Velmi nizka 5% b3 b5

Tabulka 7.2: Kontingencni tabulka rizik shrnujici pravdépodobnosti a vlivy jednotlivych rizik
spojenych s aktivitou b). Mira nebezpedi pro projekt je vyjadfena barevné jako nizka (bild), stfedni
(oranzova) a vysoka (Cervena).

8. RozPOCET

Specifikace rozpoctu pro jednotlivé roky feseni je uvedena v pfislusné casti zadosti o
podporu a téz v priloze 8. Popis adekvatnosti a hospodarnosti nakladd na mzdy odborného a
administrativniho tymu, na pofizované sluzby a dalsi naklady jsou detailné popsany v pfiloze
9.

8.1.Zajisténi spolufinancovani v realizacni fazi

Zadatel UEB AVCR (VVI) a dva dal$i VVI partnefi navrhovaného projektu (UMCH AVCR a UPT
AVCR) jsou ptipraveni spolufinancovat v objemu 5%, partner IKEM (0OSS) mé zdkonem danou
spolutcast 0%. Spolufinancovani je specifikovdna za jednotlivé roky fesSeni v pfislusné ¢asti
Zzadosti o podporu a téz v priloze 8. Hlavnim zdrojem dofinancovani bude institucionalni
podpora AV CR a v mensi mite i zdroje z ekonomické ¢innosti jednotlivych partner( (patenty,
uzitné vzory, uznané odruady, atd.).

9. UDRZITELNOST

9.1.Udrzitelnost aktivit a, d, e, f

Tento projekt je predkladan na zakladé analyzy dosavadniho védeckého vykonu zapojenych
laboratofi, kterou peclivé provedli vedouci zapojenych pracovist. V této analyze byla brana v
Uvahu predevsim schopnost vedoucich ¢lenli zapojenych tym( dlouhodobé vykondavat
védeckou cinnost na zakladé pribéiného ziskavani finan¢nich prostfedk(i z grantovych
soutézi, domacich i zahrani¢nich. VSechna zapojena VaV centra tj. navrhovatelské
mikroskopické centrum VaV UEB AVCR a partnerskd centra SUPRAMOL UMCH AVCR, ZRIR
IKEM i EEM UPT AVCR vyhovuji velice dobfe parametriim dlouhodobé udrZitelného rozvoje,
ktery v jejich ptipadé nebyl nikdy zavisly na jednorazovych, velkych dotacich nadnarodniho,
statniho ¢i institucionalniho charakteru, spojenych napf. s vystavbou novych vyzkumnych
center. Jak je dokumentovano v kapitole 3 (v€etné tam zminovanych pfiloh), v Zivotopisech
excelentnich a klicovych ¢lend tymU (priloha 7) a ve vyctu publikacnich, projektovych a
patentovych Uspéchi téchto pracovnikl (kapitoly 5.1.5, 5.2.5 a 5.3.5), je ve vSech pripadech
splnén zakladni a naprosto klicovy parametr. Timto parametrem je pomér nakladd k vykonu,
ktery je u vSech subjektl vstupujicich do projektu ve velmi dobré rovnovaze a spiSe se jasné
priklani k prevaze vykonu nad naklady. Tuto z hlediska Cerpani verejnych prostredkd, velice
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dobrou a mravné vyspélou praxi, hodlame podpofit i navrhovanym projektem a v této praxi
budeme pokracovat i po jeho skonéeni, v dobé& jeho udrZitelnosti. Cinnost zapojenych
laboratoti by jisté mohla velice dobie pokracovat i bez prostfedkd z navrhovaného projektu,
nebylo by oviem moZné vibec uvaZovat o zdkladnim pfinosu celého projektu, tj. o
interdisciplindrnim presahu, ktery zdsadné rozviji navrhovatelské VaV centrum, ale stejnym
zpUsobem zasahuje partnerska pracovisté.

V ndvaznosti na pravé popsanou logiku predkladaného projektu, bude v jeho pribéhu
kladen d(iraz na védeckou i finan¢ni udrzitelnost i pro obdobi po jeho ukonceni. Jak vyplyva z
nastaveni hodnoticich indikatorl, jsou navrhovanym projektem planovany v dobé jeho
realizace planovany celkem 4 Gcasti v projektech mezindrodni spoluprace, tj. hlavné v EU
programu Horizont 2020 v programu INTER-EXCELENCE, ktery nahrazuje fadu koncicich
projektd dvoustranné i mezinarodni spoluprdce, ve kterych jsou ¢lenové navrhovatelského
VaV centra i partner( dlouhodobé Uspésni (viz kapitola 3 a pfiloha 3).

Financni prostfedky z téchto projektl budou tvofit ale jen ¢ast prostiedk(. Dalsi pfinesou
jednotlivi vedouci védecti pracovnici zapojenych tym( formou ucasti v domdcich a
mezinarodnich grantovych aplikacich. V tymu je €len, ktery v minulosti aplikoval o prestizni
ERC grant a je pfedpoklad jeho opétovného poddani v rdmci ERC consolidator grants ve druhé
poloviné realizace projektu (Jan Petrdsek). Je dobra predpoklad, Ze i dalsi ¢lenové tymu Martin
Hruby (UMCH AVCR) a Martin Heger (UPT AV CR) budou aplikovat v rdmci ERC a navrhovany
projekt jim k tomu vytvofi velmi dobrou pozici. Jak vyplyva z pfilozenych CV clen( fesSitelského
kolektivu, vétSina zapojenych pracovnik( je schopna pravidelné ziskavat grantové prostredky
z dal3ich grantovych agentur jako je GACR, ale i z program(l mezinarodni spoluprace MSMT.
Navrhované centrum excelence VaV centra UEB AVCR je i partnerem projektu v ramci
programu "Narodni vyzkumna infrastruktura pro biologické a medicinské zobrazovani"
projektu Czech Bioimaging (CzBl), podporeného Ucelovou podporou MSMT pro velké
infrastruktury pro vyzkum, experimentalni vyvoj a inovace (LM2015062, 2016-2019).
Prostfednictvim tohoto projektu je tak mikroskopickd jednotka VaV centra UEB AVCR
zapojena do cestovni mapy CR velkych infrastruktur a do evropské sité Euro-Biolmaging v
ramci sité ESFRI (European Strategy Forum on Research Infrastructures). Toto zapojeni dava
velice unikdtni moznost zisku dalSich prostfedkd uGcasti v planovanych projektech
panevropskych infrastruktur ESFRI.

Predstavené moznosti jsou velice dobrym zakladem pro dodrZeni parametrd nastaveného
vykonu béhem obdobi udrzitelnosti, jak jsou uvedeny v tabulce 9.1. Neméné dullezitym
zdrojem financovani v obdobi udrzitelnosti je finan¢ni zisk, ktery je spiSe dlouhodobéjsiho
charakteru a spociva v patentovani nékterych reseni, které vyplynou z aktivit projektu, jako je
vyvoj instrumentace a nanocasticovych systéma pro vyuziti v rostlinnych biotechnologiich i
klinickych aplikaci.

Popis vysledkl cost-benefit (CBA) analyzy

Kompletni CBA analyza je soucasti povinnych pfiloh v systému MS2014+. V tomto textu se
uvadi zakladni poZzadované informace o jeji struktufe a parametrech jednotlivych polozZek.

Investice
Tabulka investi¢nich naklad( na zdloZce Investice a zdroje odpovida rozpoctu projektu. Do
tabulky jsou tedy zaddvany jak investicni, tak i neinvesti¢ni polozky rozpoétu projektu.

Zdroje
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Zdroje financovani uvedené na zdloZce Investice a zdroje jsou v souladu s vyzvou a
predpokladaji dofinancovani ve vysi 5%, toto dofinancovani bude hrazeno z institucionalnich
prostredkl Zadatele a partnera jak je uvedeno téz v kap. 8.1.

Provozni a financni ndklady

Na zaloZce provozni naklady a vynosy uvadime predpokladané financéni toky spojené s
projektem po ukonceni podpory z prostiedk OP VVV. Stanovené provozni naklady umoznuji
zajiSténi udrzitelnosti projektu a dosazeni deklarovanych cill, véetné socio-ekonomickych
dopadd) projektu.

Provozni vynosy

Financovani provoznich a financ¢nich naklad( je rozdéleno na provozni vynosy a financovani
provozni ztraty. Polozka provozni vynosy predstavuje zejména hospodarskou cinnost
realizovanou diky projektu (smluvni vyzkum, prodej patentd a prdv, apod.). V tomto sméru
predpokladame, Ze v kratkém obdobi po ukonéeni projektu (v obdobi dvou let) budeme moci
¢ast ndkladl hradit ze smluvniho vyzkumu, ktery vzejde ze dvou mezinarodnich patent(.
Provozni a finan¢ni naklady vSak znacné prevysuji Provozni vynosy a budou tedy financovany
z jinych zdroju jako financovani provozni ztraty. Tyto zdroje pro finan¢ni udrZitelnost, které
budou pouzZity na Uhradu provozni ztraty projektu, jsou zejména ucelové prostredky
poskytované MSMT, GACR, TACR a dalimi vefejnymi institucemi, p¥ijmy z mezinarodnich
grantG (7. RP, Horizont 2020, FP9), institucionalni prostiedky AVCR, ev. ostatni zdroje
financovani.

Zustatkovd hodnota
S ohledem na skutecnost, Ze projekt nevytvari zisk, je zUstatkova hodnota nulova.

Financni analyza
Pro potreby ovéreni finanéni udrzitelnosti je rozhodujici vysledek na zaloZzce Udrzitelnost
pro FA (udrzitelnost = ano). Toto kritérium projekt spliiuje.

Socioekonomické dopady

Pocet vytvorenych pracovnich mist (FTE) odpovidd poctu pracovnich mist pfimo
vytvorenych projektem. Pocet vytvorenych pracovnich mist (FTE) je zadavan ve vSech letech
hodnoceni po dobu, kdy budou dand pracovni mista obsazena. A to v rozdéleni na misto
dopadu (Praha, Brno). Vzhledem ke kvalité tymu je predpoklad udrZeni poctu FTE v prvnim
roce po ukonceni projekt na urovni posledniho roku jeho feSeni s naslednou mirnym
poklesem, ktery je spiSe dan pfibliznym odhadem uvazujicim starnuti tymu a pfilis daleké
budoucnosti. Opatfeni, ktera pfispéji k udrzitelnosti, zahrnuji predevsim strategie popsané v
kapitole 7.1, tj. v analyze rizik a predevsim ve zplisobech jejich odhalovani a feseni. Cinnost
centra bude i v oblasti zajisténi budouci udrZitelnosti podtizena kontingenénimu zpUsobu
fizeni s cilem zajistit udrzitelnost védeckych aktivit, strukturu tymu, mezinarodni vazby a
efektivni fizeni projektu. Na zdkladé vysledku projektu je moiné, Ze nékteré zapojené
laboratofre budou béhem obdobi udrzitelnosti persondlné posileny, nékteré naopak
redukovany. Vzhledem k Sirokém zapojeni studentd a mladSich védeckych pracovnik( lze
ocekdvat, Ze v budoucnosti tito pracovnici budou pfirozené obnovovat stavajici kolektiv. Tato
praxe je v oblasti zakladniho vyzkumu bézna a neni k ni Zddn4d alternativa.

Do socioekonomickych dopadu byl pridan také objem smluvniho vyzkumu a patentl ve vysi
250 tis. K¢ od r. 2024, shodné s planovanymi vynosy ve financni analyze. Projekt ma diky své
povaze i dobry potencidl ziskat vice prostfedkd na udrZzeni své existence z téchto zdroju, nelze
je v8ak v soucasné dobé presné vycislit.
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Hodnota socioekonomickych dopad( zachycujicich vysledky védecké c¢innosti za projekt
(publikace a patenty) je zaddvana v souladu s definici RIV a také v souladu s planovanymi
indikatory projektu. Pocty recenzovanych ¢lank( v impaktovanych ¢asopisech v databazi Web
of Science a Scopus koresponduji s indikatory 2 02 16 (Odborné publikace se zahrani¢nim
spoluautorstvim) a 2 02 11 (Odborné publikace vytvorené podporfenymi subjekty).

Ekonomickad analyza

Pro potfeby ovéfeni pozitivniho dopadu projektu na spolec¢nost je rozhodujici zalozka
Navratnost investic pro EA, kde Cista souc¢asnd hodnota musi byt vyssi nez 0, tuto podminku
projekt spliuje.

9.2.Udrzitelnost aktivity b

Plan udrzitelnost aktivity b) je soucasti vySe uvedené CBA analyzy. V obdobi udrzitelnosti
bude nutné zastaravajici technologie modernizovat. K tomuto ucelu budou vyuzity vyse
uvedené zdroje.

9.3.Plan vyvoje vysledkl a vystupu projektu v dobé udrzitelnosti

Jak je uvedeno v tabulce 9.1, plan v pribéhu udrzitelnosti projektu v letech 2023-2027 je
veden logikou zachovani udrZitelnosti vykonnosti centra i po skonceni projektu centra
excelentniho vyzkumu. Uvedené FTE kapacity i vysledky v podobé védeckych publikaci a
patentl jsou predpokladany ve vysi odpovidajici priimérné vykonnosti centra v pribéhu
feSeni. Takové nastaveni hodnot vychazi z jednoduché avahy, tj. Ze vykonost celého centra je
nastavena ve vysi odpovidajici mezinarodnim standardlim a proto je dobry predpoklad, ze
védecké komunita bude i ddle mit zajem rozvijet multidisciplinarni tematiku tohoto centra.
UdrZeni a dalsi navazné rozsifeni aktivit navrhovaného centra i po jeho ukonceni je jednou z
hlavnim vlastnosti navrhovaného centra. Jak navrhovatel, tak partnerska centra maji dlouhou
tradici Spickového vyzkumu a tato je vice nez dobrou zarukou budouci udrzitelnosti
podporfenych vyzkumnych aktivit. CBA analyza uvadi i predstavu pro delsi ¢asové obdobi
(2028-2032).
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Tabulka 9.1. Plan vyvoje vysledku a vystupu projektu v dobé udrZitelnosti, tj. v obdobi let 2023-2027.

Kod a nazev indikatoru Cilova Vyvoj v obdobi udrzitelnosti
hodnota
realizace 1. rok 2. rok 3. rok 4. rok 5. rok
projektu
CO 25 190,03 40 38 35 35 35
o . . i - o
=] Pocet vyzkumnych pracovniku, ktefi pracuji v
g, modernizovanych vyzkumnych infrastrukturach
20312 4 1 1 0 1 1
Pocet ucasti podporenych vyzkumnych tymu realizovanych v
programech mezinarodni spoluprace
20211 170 40 34 34 34 34
%  Odborné publikace (vybrané typy dokument) vytvoiené
@  podporenymi subjekty
2 20216 85 20 17 17 17 17
= Odborné publikace (vybrané typy dokumentt) se zahraniénim
spoluautorstvim vytvofené podpofenymi subjekty
22011 2 0 0 1 0 0
Mezinarodni patentové pfihlasky (PCT) vytvofené podpofenymi
subjekty




10. PRILOHY
Seznam priloh:
Pfiloha 1: Vybrany seznam publikaci VaV centra UEB AVCR.

Pfiloha 2: Organigram UEB s vyznadeni zapojeni struktur navrhovaného projektu do stavajici
organizace.

Pfiloha 3: Seznam projektl realizovanych v letech 2014-2015 jednotlivymi VaV centry
zapojenymi do tohoto projektu.

Priloha 4: Seznam 10 nejlepsich publikaci védeckych pracovnikl zapojenych VaV center.

Priloha 5: Seznam podild na vyuce v akreditovanych programech vysokoskolského vzdélavani
pro zapojend VaV centra.

Priloha 6: Dopisy zahranic¢nich spolupracovniki a firem vyjadfujici pfipravenost ke spolupraci
s navrhovanym centrem excelentniho vyzkumu.

Priloha 7: CV jmenovité uvedenych seniorskych védeckych pracovnikd vyzkumného tymu
projektu.

Priloha 8: Detailni rozpocet projektu, dle rozpoctovych kapitol v jednotlivych letech realizace
projektu.

Priloha 9: Komentar k rozpoctu

Priloha 10: Cenové nabidky pofizovaného investi¢niho vybaveni (ptistroje, software).



