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UNIVERZITA PALAQKEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA
Dé&kanat, Hnévotinska 3, 779 00 Olomouc

V Olomouci 20. tnora 2019

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

Mgl‘. Jana J il'aVOVfl, védecka pracovnice Ustavu 1ékaiské biofyziky LF UP, studentka
prezenéni formy doktorského studijniho programu Lékar'skd biofyzika na LF UP v Olomouci

Téma préce: ,,Studium vlastnosti nanomaterialii pro biologické aplikace modernimi
mikroskopickymi technikami

Obhajoba se konala v Olomouci dne 20. tnora 2019 v 10:00 hod.
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Ustav lékai'ské chemie a biochemie LF UP v Olomouci
Megr. Vladan Bernard, Ph.D. (/
Ustav 1ékai'ské biofyzika LF MU v Brné
Skolitel: doc. Ing. Katetina Bartofl Tomankova, PILD. s shovensssvoierme 2 vincovastiossiiin L/

Ptedseda komise prednesl struénou charakteristiku uchazege, hodnoceni Skolitele a vedouciho
Skoliciho pracovisté. Poté uchaze¢ vylozil podstatny obsah své disertace. Oponenti pfednesli své
posudky. Uchaze€ odpov&dél na piipominky a dotazy oponenti.

Ve védecké rozpravé vystoupili: viz pfiloha — zapis o diskusi.

Hlasovani se Ucastnilo 7 ¢lenti komise. Kladné hlasovalo 7 ¢lend, zaporné 9/ . Clenu,
neplatnych listkti bylo odevzdano o

Usneseni:

P¥itomni ¢lenové komise tajnym hlasovanim rozhodli, ze Mgr. Jana Jiravova obhgjila disertatni
praci a doporuéili udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zékona o vysokych
Skolach ¢. 111/98 Sb.

prof. RNDr. Hana Kolafova, CSc.
predsedkyné komise



Obhajoba disertacni prace Mgr. Jany Jiravové

Nazev prace:

,wStudium vlastnosti nanomateriala pro biologické
aplikace modernimi mikroskopickymi technikami®.

Oponenti:
Doc. Mgr. Jitka Vostalova, Ph.D, Mgr. Vladan Bernard, Ph.D.

Posudek k disertaéni prdaci — doc. Mgr. Jitka Vostdalovd, Ph.D

Dotazy:

1)

2)

V 1vodu bych uvitala zminéni obecnych vlastnosti nanocastic, znalosti o jejich
vstupu do bunék, pFipadné do organismu, protoze piSete jen o vstupu nanocastic
odvozenych od stfibra. U ostatnich nanocéastic nezname, jak vstupuji do bunék?

Odpovéd: U vSech NP jsou obecné mechanismy jejich vstupu do bun€k obdobné.
Konkrétni zptsob transportu vSak vzdy zévisi na vlastnostech NP (velikosti, tvaru,
povrchu, reaktivité) a typu buné€k. NP mohou do bunék tedy pronikat nespecificky
pasivnim transportem nebo endocytézou.

Dodate¢na otazka: Je tedy difuze Castd nebo je spiSe minoritni?

Odpovéd’: Zalezi na konkrétnim typu nanocastic a bunécné linii.

Uvadite, Ze nanotrubice snadno prostupuji membrinou. Mohla byste
vysvétlit/popsat, jak k tomuto priniku dochazi?

Odpovéd: Nazory na zpisob transportu nanotrubic do bunék se li§i. V n&kterych
studiich byl popsan pouze pasivni transport bez pfitomnosti endocytdzy, jiné literarni
zdroje uvadéji opak. V ramci disertacni prace byl snadny vstup do bunék zminén v
souvislosti s jejich vyuzitim k cilenému fizenému transportu latek do bun€k zptisobem
nanoinjekce s minimalnim poskozenim membrany. K tomuto Gcelu jsou nanotrubice
zvlasté vhodné diky jejich tvaru, velikosti a schopnosti navazat transportované latky.



3)

4)

S)

6)

Na str. 62 uvadite, Ze dochazi k vezikularnimu transportu. Mohla byste tento typ
transportu popsat?

Odpoveéd: Jde o typ aktivniho transportu zaloZeného na tvorbé vezikul, které vznikaji
oddélenim plazmatické membrany. V disertacni prici je zmin€na pravdépodobna
endocytéza NP na zédkladé vysledkit Ramanovy spektroskopie. Nicméné konkrétni typ
endocyt6zy nebylo mozné identifikovat pouzitymi metodami.

V experimentdlni ¢4dsti jsou nedostate¢né popsiany experimenty a na zakladé
uvedenych informaci by nebylo moZné experimenty zopakovat. Napr. neni
uvedeno jaké koncentrace nanodastic byly pouzity v experimentech, slozeni
roztoki nebo co bylo pouZito v experimentech jako Ag'? U metod pouZitych pro
charakterizaci nanodastic jsou u TEM a AFM popsany experimentalni
podminky, u metody DLS ne.

Odpovéd: Koncentrace NP neni uvedena u metod tykajicich se penetrace NP do
bun€k. Zde byla vétSinou pouzita koncentrace IC50 (viz. nasledujici otazka). Jako
zdroj Ag" byl pouZit roztok AgNO; (Sigma-Aldrich). Metoda DLS nevyZzaduje
specidlni pfipravu vzorku. Standardn€ jsou vzorky fedény na koncentraci 10 mg/l a
meéteny v kyveté o objemu 1 ml.

Dodate¢na otdzka: Jaka byla koncentrace v zasobnich roztocich?

Odpoveéd’: Koncentrace zasobnich roztoki je uvedena v tabulce v prezentaci.

K cemu byla vztazena penetrace nanocastic do bunék? Byla provedena
koncentraéni zavislost penetrace nanocastic do bunék (napf¥. p¥i dvou riznych
koncentracich)?

Nejprve byly provedeny experimenty s koncentraci IC50. Nasledné u né&kterych
vzorkll dosSlo v pfipadé Ramanovy spektroskopie k fedéni pro optimalni zobrazeni.
Jednalo se predevs§im o vzorky oxidu titanicitého, kdy dochézelo k nedostate¢nému
odstranéni zbytki NP z povrchu bunék bez jejich poskozeni. Koncentraéni zavislost

tedy provedena nebyla, zajimala nés spiSe ¢asova zavislost k ur€eni vhodné inkubad¢ni
doby.

Pro¢ nejsou uvedeny vysledky metod morfologické charakterizace (AFM, TEM,
DLS a UV-VIS) vSech testovanych nanoc¢astic?

VSechny NP nebyly testovany ve stejném ¢asovém horizontu. Nejprve byly provedeny
experimenty s komerénimi vzorky, kdy byla pouzita k charakterizaci pouze AFM a
DLS. Nasledné byly testovany syntetizované NP a metody charakterizace byly
rozSifeny o TEM a UV-VIS.

Dodate¢na otdzka: Uvazujete o charakterizaci dal§imi metodami?



7

8)

9

Odpovéd: Pokud budeme pokralovat ve studiu NP, samozfejmé se pokusime
metodiku rozsifit.

Pro¢ neni stanovena/uvedena IC50 pro vSechny testované nanocdstice na vSech
typech bunék?

Nejedna se o komplexni studii, kde by byly viechny typy NP testovany na viech
bun&nych liniich. Jak se prohlubovaly nase znalosti o NP, které jsme méli moZnost
studovat, tak nds zajimaly pouze urdité typy testd na nékterych bunéénych liniich.
Navic n&které vzorky jsme méli k dispozici jen v omezeném mnoZstvi.

Popis osy Y v obr. 39 a 40 je zavad&jici. Jaky byl celkovy pocet bunék pri
analyze?

Pfestoze byla u viech bun&k pouzita koncentrace IC50, jejich celkovy pocet se mirné
ligil, proto bylo celkové srovnani provedeno pomoci procentudlniho zastoupeni
(kontrola = 100%). Byl tedy hodnocen nértst apopt6zy/nekrézy vii¢i kontrole.

Nanodastice jsou relativné malo stabilni a miZze dochizet k ¢asové zavislé tvorbé
agregiti, a proto se vyuziva ke zvySeni jejich stability riznych derivaci. Vite, jak
dlouho pied experimentem byly nanoéastice Vami pouZivané pfipraveny?

Je vyrobcem deklarovina doba pouZitelnosti, tedy garance, Ze nanocastice maji
nezménéné vlastnosti v daném obdobi?

Informace o NP od vyrobce byly neuplné (viz. tabulka v prezentaci). Datum pfipravy a
informace o stabilizaci byly uvedeny pouze u n&kterych vzorki, doba pouzitelnosti u
74dného. Prace chtéla upozornit pravé na nedostate¢nou specifikaci NP, které jsou
dostupné na trhu.

10) Ktery vysledek & jaké zavéry ziskané v priitbéhu Vaseho doktorského studia jsou

nejzajimavéjsi a kterych vysledki si nejvice cenite?

Nejvice si cenim toho, Ze jsem mohla pracovat s modernimi mikroskopickymi a
spektroskopickymi technikami. Za vyznamné povazuji zavedeni Ramanovy
spektroskopie jako metody vhodné k detekci penetrace NP do bun€k a jejich
lokalizace v intracelularnim prostfedi. Nicméné dulezité a alarmujici jsou pfedevsim
vysledky kometové analyzy, které prokédzaly u nékterych vzorkl znaéné poSkozeni
DNA. Piesto jsou NP Ag a NP TiO, nejcast&ji aplikovanymi nanomaterialy, v&etné
vyrobku pro déti.



Posudek k disertacni prdci - Mgr. Viadan Bernard, Ph.D.

1)

2)

Otazka: Prosim o srovnani velikosti jednotlivych analyzovanych nanoéastic
metodou AFM a DLS (kapitola 7.1 a 7.2) a objasnéni pripadné nekonzistence
vysledku.

Odpoveéd: Primérna velikost NP byla vzdy vyssi pfi méfeni metodou DLS. Pfi€inou
nekonzistence vysledkii mize byt rozdilnd pifiprava vzorku (AFM — 15 ul vzorku,
vetsi fedéni, vysuSeni, velikost skend 5x5 pum, DLS — 1 ml, méfeno v roztoku). U
metody DLS mohlo také dojit ke zkresleni velikosti NP z diivodu nesférického tvaru
agregatii NP.

Na strané 62 je uvedena domnénka o vezikulirnim transportu nanoéastic.
Prosim o rozvedeni této domnénky, pripadné uvedeni skutecnosti, které k
vysloveni této domnénky vedly.

Odpoveéd: K domnénce o vezikuldrnim transportu NP nas vedla pfitomnost
aglomeratd NP nejen uvniti bun€k, ale také v oblasti bunééné membrany (vysledky
Ramanovy spektroskopie). Dle dostupné literatury se v takovém ptipadé
pravdépodobné jedna o vezikularni transport.



Dalsi dotazy a pripominky z diskuze

doc. RNDr. Ji¥ina Skorpikovi, CSec.
Otazka: Jak se daji vyuZit znalosti, které jste ziskala v b&Zzné praxi? Pozorujete napiiklad
koncentrace nano¢astic v b&Zné dostupnych vyrobcich napt. opalovacich krémech?

Odpovéd: Co se tyce opalovacich krémi, tak kilize mé piirozenou schopnost priniku do téla
zabranit, nicméné problém by mohl nastat v pfipadé poranéni kize. Déle je problémem
akumulace v prostfedi, jelikoz naSe vysledky naznacuji, Ze né€které nanocéstice
pravdépodobné zpisobuji poskozeni DNA a tudiz maji potencidlné genotoxicky charakter.

doc. Ing. Josef Hanus, CSc.

Otazka: Jaké jsou tedy ochranné mechanismy ktiZze, které zamezuji priniku do bunék? Myslite
si, Zze maji buriky mechanismy pro vyplaveni nanocastic?

Odpovéd: Kize ma vrstvu keratinocytd, které vytvareji lipofilni nepropustnou bariéru.
Svrchni ¢ast pokozky navic tvofi odumfelé kozni buiiky, takze pfi zasazeni néjakou exogenni

latkou se tato vrstva bun€k odloupne a je nahrazena novou.

doc. Mgr. Jitka Vostalova, Ph.D

Otéazka: S jakymi typy bun€k jste pracovala? Byly do experimenti zahrnuty burky, které se
v kizi vyskytuji?

Odpovéd: V praci byly pouzity bunééné linie BJ (lidské fibroblasty), NIH3T3 (mysi
fibroblasty) a SVK14 (lidské keratinocyty). Keratinocyty se v kiizi vyskytuji.



