Oponentsky posudek na disertaéni praci
Mgr. Jany Jiravové
Ustav 1ékaiské biofyziky, Lékaiskd fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci
na téma

,»Studium vlastnosti nanomateriali pro biologické aplikace modernimi

mikroskopickymi technikami*

Téma prace je aktualni. S nanomateridly se stdle hojnéji setkavame v kaZdodennim
Zivoté, aniz bychom si to uvédomovali. Znalost jejich G¢inkd na organismus by ale méla byt
studovédna a zndma jesté pted jejich praktickou aplikaci. Také by se nemél opomijet jejich
efekt na organismus pii dlouhodobém a opakovaném pouzivani, ktery miiZze byt spojen
s jejich akumulaci v t&le, ale i v Zivotnim prostiedi.

Prace se zabyva fyzikalné chemickymi a biologickymi vlastnostmi nanomateriala sttibra
a oxidu titani¢itého. Jeden nanomaterial byl pfipraven na spolupracujicim pracovisti (Katedra

fyzikalni chemie, P¥rodovédécké fakulty UP v Olomouci), ostatni testované nanomaterialy
byly ziskany od vyrobcti.

Piedkladanad prace je c¢lenéna standardnim zpisobem. Uvod se vénuje obecnd
nano&asticim z riznych kovi, oxidi kovii, nanocésticim na bazi uhliku a metodam, které jsou
vhodné pro zjisténi morfologickych vlastnosti. Posledni ¢ast Gvodu se stru¢né vénuje
bun&nému poskozeni a né&kterym vybranym metoddm, které se vyuzivaji k jeho
monitorovani. Nasleduji jasné formulované cile, experimentalni ¢ast, vysledky a pomérné
stru¢na diskuze se zaveérem.

K pfedlozené praci se vztahuji 3 publikace v Casopisech sIF, kde u jedné je
pfedkladatelka prvni autorkou. Prvni autorkou je také u kapitoly v monografii. Dile je
spoluautorkou 4 ¢lanki publikovanych v ¢asopisech s IF, které se piimo nevztahuji k tématu
disertacni prace.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

e V uvodu bych uvitala zminéni obecnych vlastnosti nanocastic, znalosti o jejich vstupu do
bunék, ptipadné do organismu, protoZe piSete jen o vstupu nanocastic odvozenych od
stiibra. U ostatnich nano&astic nezname, jak vstupuji do bunek?

e Zbytetné se vénujete nanolasticim a strukturdm nanocastic, které nebyly pfedmétem
Vaseho studia.

e Uvadite, Ze nanotrubice snadno prostupuji membranou. Mohla byste vysvétlit/popsat, jak
k tomuto pruniku dochazi?

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

e V experimentalni &4sti jsou nedostate¢né popsany experimenty a na zékladé uvedenych
informaci by nebylo moZné experimenty zopakovat. Napf. neni uvedeno, jaké koncentrace
nano&astic byly pouZity v experimentech, sloZeni roztokti nebo co bylo pouzZito
v experimentech jako Ag™? U metod pouZitych pro charakterizaci nano¢astic jsou u TEM
a AFM popséany experimentalni podminky, u metody DLS ne.



e Popis testovanych nanodastic je nepiehledny, bylo by lepsi shrnout informace o jejich
ptvodu a vlastnostech napf. do tabulky.

e Otacky pii centrifugaci by bylo vhodn&jsi uvadét jako RCF.

e K&emu byla vztaZena penetrace nanolastic do bungk? Byla provedena koncentracni
zavislost penetrace nano¢astic do bunék (napt. pii dvou riznych koncentracich)?

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

e Pro¢ neni stanovena/uvedena ICsy pro vSechny testované nanocéstice na vSech typech
bun€k?

e Popis osy Y v obr. 39 a 40 je zavadéjici. Jaky byl celkovy podet bunék pii analyze?

e V disertadni praci je prezentovano znaéné mnoZstvi vysledkd. Pro vétsi prehlednost a
snazsi orientaci ve vysledcich by bylo vhodné prezentovat vysledky ziskané na jednom
parametru, pfipadné na jednom typu bunék pro vechny studované nano&astice véetné Ag"
soucasné.

e Skoda, Ze nejsou prezentovany vysledky produkce ROS testovanych nanocastic stiibra ve
spole&ném obrazku, aby se snadnéji porovnaly jejich prooxidaéni vlastnosti.

e V literatufe je velké mnoZstvi chyb, pfeklepi a nejednotny styl.

e Nanogéstice jsou relativng malo stabilni a miZe dochazet k asove zavislé tvorbe agregat,
a proto se vyuziva ke zvyeni jejich stability riznych derivatizaci. Vite, jak dlouho pted
experimentem byly nano¢astice Vami pouzivané ptipraveny?

e Je vyrobcem deklarovéna doba pouZitelnosti, tedy garance, Ze nanodastice maji nezménéné
vlastnosti v daném obdobi?

o Ktery vysledek ¢&i jaké zavéry ziskané v pribchu Vaseho doktorského studia jsou
nejzajimavéjsi a kterych vysledki si nejvice cenite?

V pribéhu studia Mgr. Jana Jiravovéa zvladla celou fadu experimentalnich technik a
postupt, ziskala velké mnoZstvi novych poznatk® a informaci o nano¢asticich. Své znalosti
vyuzila vplanovéni experimentd, v jejich nasledném zpracovani, vyhodnoceni
experimentalnich dat a v pfipravé rukopis. Dale rozsifila znalosti o studovanych
nanomateridlech, které se jist¢ stanou podkladem dalstho vyzkumu na Ustavu lékaiské

biofyziky.

I pies viechny uvedené piipominky pfedloZena prace Mgr. Jany Jiravové spliiuje
pozadavky kladené na studenta doktorského studia.

Na zaklad® téchto skutetnosti doporuduji piedloZenou disertatni praci k obhajobé a
souhlasim s udélenim akademického titul doktor ve zkratce Ph.D. dle zédkona o vysokych
Skolach €. 111/98 Sb.

V Olomouci dne 14. ledna 2019 Doc. Mgr. Jitka Vostalova, Ph.D.



Mgr. Vladan Bernard, Ph.D.
Biofyzikalni ustav

Lékarska fakulta
Masarykova univerzita
Kamenice 5

62500 Brno

Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Jany Jiravové
s nazvem

STUDIUM VLASTNOSTi NANOMATERIALU PRO BIOLOGICKE APLIKACE
MODERNiMI MIKROSKOPICKYMI TECHNIKAMI

Predlofena prace k oponentufe autorky Mgr. Jany Jiravové se zabyva aspekty studia nanomaterialli a
jejich interakci s bunéénymi liniemi s dlirazem na moinost vyuziti modernich mikroskopickych metod
k jejich hlub$imu popisu. Disertaéni prace ma charakter uceleného textu doplnéného originalnimi grafy a
mikroskopickymi obrazy. Prace ma celkem 105 ¢islovanych stran textu véetné souhrnu citaci a seznamu
publikaéni aktivity autorky. Celd prace je élenéna do 9 kapitol zahrnujici potfebny teoreticky Uvod a popis
soutasného stavu poznani vdané oblasti na zakladé literarni reserSe, navazujici kapitolu stanovujici
vyzkumné cile, kapitolu vénujici se popisu pouZitého materialu a metod, kapitolu shrnujici vysledky,
kapitolu obsahem vénujici se diskuzi nad ziskanymi vysledky a posledni kapitolu v podobé zavérecného
hodnoceni.

Prvni kapitola je pojata jako dvod do svéta nanomateridll, definuje zakladni vlastnosti a parametry
nanostruktur, historii a vSéeobecny plivod nanodastic.

V druhé kapitole se autorka vénovala , pfehledu nanocastic” a jejich ¢lenéni. Tato kapitola je dale clenéna
na podkapitolu o nano&asticich na bazi kovl obsahujici informaci o stfibrnych a zlatych nanocasticich a
kvantovych te¢kach, podkapitolu o nanoéasticich oxidi kovl s dlirazem na nanocastice oxidu titanicitého
a magnetické nanocastice, podkapitolu o nanocasticich na bazi uhliku a posledni podkapitol vénovanou

polymernim nano¢asticim, zejména denrimerim.



Treti kapitola v pofadi pfinasi informace ziskané reser$i na téma ,metod charakterizace nanocastic”.
V této kapitole je zpracovana problematika vyuZiti elektronové mikroskopie, mikroskopie atomarnich sil,
Ramanovy spektroskopie, dynamického rozptylu svétla a atomové absorpéni spektrometrie.

Nasledujici kapitola ,Studium buné&éného poskozeni” informuje ctenare o moznych stresovych faktorech
ovliviujicich bunéénou viabilitu.

V poradi pata kapitola ,Cile prace” informuje ¢tenare o vytycenych konkrétnich cilech préce, které jsou
v pfedloZeném textu definovdny jasné a jednoznacné.

V kapitole ,Material a metody” je na péti stranach dostatecné podrobné probran vycet pouZitych
laboratornich a analytickych metod, statistické hodnoceni, pouZity material, pfistrojové vybaveni i
pouZité nanocastice.

Navazujici kapitola ,Vysledky “ prezentuje a pfiméfené hodnoti dle stanovenych cili ziskané vysledky
provedenych experiment a méFeni. Tato kapitola je vhodné ¢lenéna do nékolika podkapitol, vénujicich
se jednotlivym diléim experimentim & méfenim. V textu jsou postupné prezentovana data z mikroskopie
atomarnich sil, dynamického rozptylu svétla, elektronové mikroskopie, Rananovy spektroskopie,
kvalitativni analyzy penetrace pomoci atomové absorpéni spektrometrie, vysledky mitochondrialnich
testl Zivotnosti, méfeni produkce reaktivnich kyslikovych radikall, kometové analyzy a detekce apoptézy
a nekrozy.

Predposledni kapitolou je ,Diskuze”, v které jsou ziskand data konfrontovana sdostupnymi daty a
vysledky experimentd jinych vyzkumnych tyma. Autorka zde kompiluje jednotlivé dil¢i vysledky ve vztahu
k otazce interakce nanoéastic se zvolenymi bunécnymi liniemi.

Posledni ¢&islovanou kapitolou préace je ,Zavér” vrozsahu jedné strany, kde autorka strucné rozebira

piinos prace a poukazuje na rizika spojena s potenciondlni toxicitou nanocastic.

Seznam citaci a pouZitych literarnich zdroji uvedeny na konci disertaéni prace obsahuje pfes 160 odkaz{
na relevantni vyzkumné ¢i souhrnné prace a 8 internetovych odkazl. Vyrazna ¢ast tituld ze seznamu
citaci tvofi recentni prace z poslednich deseti let a mnoho z citovanych praci predstavuje vyznamné
zékladni prace z oboru. Majoritni zastoupeni tvofi prace v anglickém jazyce, minoritni skupinu prace
publikované v jazyce &eském. V citacnich zdrojich jsou zastoupeny aZ na vyjimky periodika simpakt
faktorem. Predlozend prace je tak dobfe zasazena do dnesniho kontextu a reaguje na zcela aktudlni

vysledky vyzkumu. V tomto ohledu nelze vznést jakychkoliv namitek.



Po strance stylistické a kvality textu je prace na dobré trovni, byt nékolik drobnych pfeklept obsahuje.

Drobnou wytku vznad$im na kvalitu a formu vazby prace, kdy po nékolikerém listovani dochazi

k uvolfiovani jednotlivych listh.

Po formalni i obsahové strance bych autorce vytknul ¢i pfipominkoval nékteré skutecnosti:

1)

2)

3)

4)

Chybéjici &islovani pouZitych vzorcl v textu. Cislovani vzorcli v dokumentech prezentovaného
typu byva standardem a pfi jejich absenci pUsobi text méné pfehledné, zejména v pfipadé jejich
astéjsich citaci. V pFfipadé prezentované prace jde o jediny vzorec na strané 41, viz dalsi bod.

V praci jsou rozebirany analytické metody a laboratorni pfistroje zaloZené na Cisté fyzikalnim
principu interakce a v celém textu je pro jejich popis pouZito pouze jednoho vzorce. Myslim, Ze
prace tohoto zaméfeni a s ohledem na skolici pracovisté by méla vénovat vice prostoru jejich
popisu ve smyslu fyzikalnim, podpofeném zakladnimi vzorci vyjadfujicimi dany princip interakce.
Chéapu oviem, fe timto by se nedmérné zvysil pocet stran presahujici standardy prace tohoto
druhu, co? je spi$e nezadouci.

Pfipominky mam k (pro mne) chaotickému oznaceni pouZitych nanocastic v experimentech. Jde
o pracovni nazvy TiO2, Nanorutil, KC Rulc 20, KC Rulc 14, Vintr, S9, 529. V prvnich dvou pfipadech
jde o nanotastice oxidu titani¢itého, v ndsledujicich o nanoddstice Ag. PouZité pracovni
pojmenovani toto véak nenaznacuje a je nutné opakované nahliZet do kapitoly definujici pouZity
material. Dand skuteénost nikterak nesnizuje kvalitu prace, pouze ztéZuje zbé&Znou orientaci
v prezentovanych vysledcich.

V zavéru mohlo byt vénovano vice dlirazu na komentéfe k jednotlivym vytyéenym cilim.

Pfes uvedené drobné vytky hodnotim préci jako zdafilou a ve svém obsahu pfinosnou. Autorka

v praktické casti prezentuje velké mnoistvi dat, za kterymi se skryva nespocet hodin v laboratofi a

nasledné u softwarového zpracovani. PovaZuji za vhodné také uvést poznamku o velkém objemu

laboratornich metod, které bylo nutné si osvojit pro Uspésnou realizaci prezentovaného vyzkumu.

Realizovana studie ma realné opodstatnéni, zejména s pfihlédnutim k zvysujici se produkci nanocastic a

jejich komerénimu vyuZiti, at uZ v oblasti kosmetiky a potravin na strané jedné & mediciny na strané

druhé. Proto je zvolené téma z medicinského a spoleéenského hlediska velmi aktualni.



Hodnocena disertaéni prace vykazuje viechny znaky pro splnéni podminek samostatné tvaréi védecké
prace a obsahuje pivodni védecké vysledky. Tyto byly autorkou publikovany v sedmi plvodnich
védeckych publikacich ¢asopisi s IF, pfi¢emz z toho jedna prvoautorsky. Soupis autoréinych publikaénich
¢innosti také zahrnuje kapitolu vmonografii a pét konferenénich abstrakti. Prezentovand cetna

publikaéni aktivita autorky ukazuje na jeji vysokou orientaci v oblasti védeckého zajmu.

Na zékladé rozboru disertaéni prace, posouzeni jeji védecké urovné, zhodnoceni stanovenych cili a
dosazenych wysledki konstatuji, fe prace spliiuje obecné poZadavky kladené na disertacni praci
v lékaiskych oborech. Drobné pfipominky uvedené vposudku jsou v akceptovatelné mife a nesnizuji

celkovou kvalitu predkladané disertace.

Predloienou disertaéni praci Mgr. Jany Jiravové ,Studium vlastnosti nanomateridlG pro biologické
aplikace modernimi mikroskopickymi technikami“ doporucuji k obhajobé pro udéleni akademického

titulu Ph.D. (podle §47 Zakona o vysokych $kolach ¢. 111/98 Sb.)

Otazky k obhajobé:

1) Prosim o srovnani velikosti jednotlivych analyzovanych nanocastic metodou AFM a DLS (kapitola
7.1a 7.2) a objasnéni ptipadné nekonzistence vysledkd.
2) Na strané 62 je uvedena domnénka o vezikularnim transportu nanocastic. Prosim o rozvedeni

této domnénky, pfipadné uvedeni skuteénosti, které k vysloveni této domnénky vedly.

V Brné dne 4.1.2019 Megr. Vladan Bernard, Ph.D.



