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Nanomaterialy a studium tGcinnosti fotodynamické reakce na bakterialnich kmenech

PredloZena disertacni prace je zaméfena na studium ucinkt fotodynamické terapie, predev$im vSak na
jeji aplikaci v oblasti mikrobiologie v podminkach in vitro. Autorka studovala antimikrobidlni
fotodynamickou inaktivaci (aPDI) na Gram-pozitivnich i Gram-negativnich bakteridlnich kmenech. Byla
ovéfena UCinnost aPDI s pouzitim rliznych fotosensitizérd, jak komeréné dostupnych, tak i nové
vyvinutych.

Autorka si vyty¢ila nasledujici cile prace:

e ovefit uCinek antimikrobialni fotodynamické inaktivace na Gram-pozitivnich a Gram-
negativnich bakterialnich kmenech

e stanovit optimalni parametry fotodynamické reakce aplikované na bakterialni kmeny
e stanovit optimalni parametry fotodynamické reakce v kombinaci s nano¢asticemi stiibra
e ovéfit synergicky efekt kombinace aPDI a nanod4stic st¥ibra

e ovefit antimikrobialni vlastnosti TPP-NP na Gram-pozitivnich a Gram-negativnich
bakteridlnich kmenech.

e ovéfit moznosti pouziti kurkuminu v aplikaci aPDI

PredloZend préce o 99 stranach je standardng ¢lenéna do 15 kapitol, které zahrnuji jak teoreticky popis souéasného
stavu védy v dané oblasti, tak i vysledky vlastnich experimenti autorky. Prace je podloZena literarni reSersi Gitajici
154 odkazii a zahrnuje také seznam publika¢ni ¢innosti autorky.

Teoretickd Cast se zaméfuje na vysvétleni principi fotodynamické terapie i antimikrobidlni fotodynamické
inaktivace (aPDI), jsou vysvétleny obecné principy, vlastnosti a klasifikace fotosensitizéra a zdrojii zateni.
Nasledujici kapitoly se vénuji bakteriim a jejich vnitini struktufe a principim mikroskopie atomérnich sil (AFM),
kterd byla pouZita pro sledovani morfologickych zmén bakterif pred a po fototerapii.

V materialové Casti autor charakterizuje bakteridlni kmeny pouZité pro vyzkum a testované fotosenzitizéry.
Autorka se podilela na vyvoji stabilnich sulfonovanych polystyrénovych nanoléstic se zapouzdienym
hydrofobnim fotosensitizérem TPP, polymernich nanocastic PLGA s navazanym kurkuminem (PLGA-CUR) a
sledovala synergni efekt komeréng dostupnéh%; sensitizéru TMPyP v kombinaci s nano¢asticemi stiibra.



Vlastni vysledky jsou shrnuty v samostatné kapitole ¢lenéné dle typu studovanych materiald. Velmi ndzorné
pusobi vysledky z AFM. Sledovani topografie bakterii, srovnani pied a po terapii jsou srozumitelné i pro laiky.

Diskuze neni pfili§ rozsédhld, nicméné dilezitd fakta jsou uvedena a diskutovana. Téma prace je aktudlni,
resistentni bakteridlni kmeny ptedstavuji vazny medicinsky problém a stoji za znacnym poctem tmrti pacientl
v nemocnicich. Autorka popsala synergni efekt senzitizéru TMPyP s AgNPs na Gram pozitivni i negativni
bakterie. V dalsi ¢asti prace sledovala fotodynamicky efekt zapouzdienych TPP syntetizéri. Potvrdila, Ze Gram-
negativni bakterie jsou vi¢i fototerapii odolnéjsi diky odlisné struktufe bunécné stény. Posledni ¢ast je vénovana
PLGA ¢asticim s navazanym kukruminem, ktery se blizi ptedstaveé idedlniho fotosenzitizéru a pokud je vazan na
vhodny nosi¢, jeho vlastnosti se jesté vylepsi.

Predkladatelka publikovala 5 védeckych ¢&lankd v Casopisech s IF, ztoho dvakrat jako prvni autor. Dale je
spoluautorkou 1 ¢lanku publikovanych v ¢asopisu bez IF a Sestkrat uvetejnila abstrakt ve sborniku.

K praci mam nésledujici ptipominky a dotazy:

1. Jakym zplisobem byly vybirany bakteridlni kmeny ke studiu G¢inku fotosensitizera? Pro¢ jste vybrala
konkrétné tyto kmeny?

2. Pro¢ nebyly u vsech 3 skupin latek pouZity stejné testy?

3. Pro€ nebyly pomoci AFM charakterizovany vSechny NP-PS systémy?

4. Obr. 15 - 18 AFM - jak si vysvétlujete zmenSeni téla bakterii po terapii? A co jsou ta mald kole¢ka v
okoli kolonie bakterii? Métitko je stejné, doslo k totalnimu rozbiti bakterialni struktury?

5. Jaké vlnové délky (jaka absorpéni maxima) jsou obecné lep$i a G¢inn&jsi pro aPDT?

6. ProC byla pfi ozafovani Kurkuminu s PLGA pouzita LED lampa emitujici viditelné zafeni, kdyz u

ostatnich PS-NP systému byl pouzit LED ozafovac s ptesnou vinovou délkou?

7. Jak lze stanovit pfesnou davku zafeni pti pouziti "Sirokého" spektra zafeni jako je VIS v porovnani s
pfesnou vinovou délkou LED zafice, které predpokladdm maji odchylku +-20nm? Zkouseli jste, jestli
budou ostatnf systémy také funkéni pti pouziti této lampy? Ktery z pouzitych ozatovadi je vhodn&jsi a
proc?

8. Uvadite, ze se aPDI jevi jako vhodna alternativa k antibiotické 1é¢bé, jak by to probihalo konkrétné u
pacienta postizené¢ho infekci ~ ?

9. Ob. 21 md nizkou kvalitu, je obtiZné& &itelny.

Béhem studia Mgr. Zuzana Mald ziskala a nasledn& i experimentdlné vyuZila celou fadu poznatkil k velmi
aktudlnimu tématu — antimikrobidlni fotodynamické inaktivaci. Studovala antimikrobialni fotodynamickou
inaktivaci na Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakteridlnich kmenech, porovnavala vyhody a nevyhody
testovanych fotosenzitizérti, na vyvoji ¢asti z nich se i podilela.

Autorka ve své disertacni praci prokazala schopnost samostatné tviiréi védecké &innosti. Jeji vyzkumna
prace spliiuje pozadavky standardné kladené na disertaéni praci v daném oboru. Na zékladé t&chto
skuteCnosti, a i pfes vyse uvedené vyhrady doporuuji predlozenou disertaéni praci k obhajob& a



souhlasim s udélenim akademického titul doktor ve zkratce Ph.D. dle §47 Zéakona o vysokych Skolach
¢. 111/98 Sb.

V Olomouci  24.5.2021 Mgr.Sarka Hradilova, Ph.D
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Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Zuzany Malé

s ndzvem

Nanomaterialy a studium ucinnosti fotodynamické reakce na

bakterialnich kmenech

PredloZend prace koponentufe autorky Mgr. Zuzany Malé se vénuje studiu UGcink(
fotosenzitivnich latek v kombinaci s nano¢asticemi na vybrané bakteridlni kmeny v podobé

fotodynamické terapie.

Disertacni prace ma charakter uceleného textu standardniho formatu a obsahu. Price ma
celkem 99 Cislovanych stran textu v€etné souhrnu citaci a seznamu publikaéni aktivity autorky.
Celd prdce je ¢lenéna do 15 ¢islovanych kapitol zahrnujicich struénou tvodni kapitolu, kapitolu
vénujici se obecné problematice fotodynamické terapie, kapitolu blize popisujici antimikrobialni
fotodynamickou inaktivaci, nasledné kapitolu vénujici se mechanismu destrukce tumord,
kapitolu popisujici typy bunécné smrti, kapitolu zamé&Fenou na fotosensitizéry, kapitolu o
nanocasticich a jejich biomedicinské aplikaci, kapitolu s textem vénujicim se zdrojam zéfeni pro
fotodynamickou terapii, kapitolu vénujici se bakteriim, kapitolu zaméfenou na moderni
mikroskopické metody, kapitolu popisuijici cile prace. Nasleduje ¢islovana kapitola se souhrnnym
nazvem ,experimentdlni ¢4st”, déle kapitola ,vysledky”, , diskuze” a ,zavér”. Nasleduje seznam

poufZité literatury a vycet publikaéni aktivity autorky.



Prvni kapitola je vlastné pouze Gvodni vétou pro celou disertacni préci. Kapitola ,fotodynamicka
terapie” popisuje funkéni princip této lééebné metody a jeji reakéni typy. Dalsi kapitola
»antimikrobidlni fotodynamicka inaktivace” popisuje fotodynamickou terapii na urovni bakterii,
resp. jejich antibiotikim rezistentnich forem. Ndsleduje kapitola ,mechanismus destrukce
nadoru”, vénujici se mechanismdm destrukce tumor( za pomoci fotosensitivnich latek, v€etné
popisu poSkozeni cévniho systému nadoru a imunitni odpovédi organismu. Kapitola ,bunécéna
smrt“ je vénovana popisu nekrdzy, apoptdzy a autofagie. Dalsi kapitola ,fotosensitizéry”
zpracovava téma hlavni komponenty fotodynamické terapie a dale je podrobnéji klasifikuje.
Nasledujici kapitola ,nanocastice a jejich biomedicinské aplikace” se vénuje nanocasticim
stfibra, polystyrenovym nanoddsticim a polymernim nanocasticim PLGA. V dalsi kapitole ,,zdroje
zéreni pro fotodynamickou terapii“ se autorka vénuje detailnéji zdrojiim elektromagnetického
zéreni vyuzivanym pro fotodynamickou terapii. Kapitola ,bakterie” seznamuje c¢tenare se
zaklady biologie bakterialni buriky a typy bakteridlnich kmen(. V dalsi kapitole nazvané
»moderni mikroskopické techniky” je popsana problematika mikroskopie atomarnich sil, véetné
moznych variant médl této metody. Kapitola s ndzvem ,cile prace” v Sesti bodech seznamuje
Ctendre s vytyCenymi cili. Dvanactou kapitolou je kapitola ,experimentdlni ¢ast”, sestdvajici se
z podkapitoly Materidl a metody. Navazuje kapitola ,vysledky”, popisujici synergicky efekt
fotosensitizéru a nanodastic stfibra, fotosensitizéru a polystyrenchh nanocastic,
mikroskopicka studie nanocastice s enkapsulovanym fotosensitizérem, mikroskopické studie
pouzitych bakteridlnich kmenl po fotodynamické terapii, charakteristika pouZitych PLGA
poly(laktid-ko-glykolid) mikroc¢astic a studie fototoxicity kurkuminu. Nasleduje osmistrankova
diskuse, vénujici se efektu studovanych fotosensitizérd v kombinaci s nanomateridly, vse
v kontextu k vybranym bakteridlnim kmen(m. Ndésledujici kapitola ,,z/évér“ je spise mensiho

rozsahu a informuje étendre v obecné roviné o realizovaném vyzkumu.

Seznam citaci a pouzitych literarnich zdroji uvedeny na konci disertaéni prace obsahuje pfes
150 odkazl na relevantni vyzkumné ¢i souhrnné prace. Majoritni zastoupeni tvofi prace
v anglickém jazyce, minoritni skupinu prace publikované v jazyce &eském. V citaénich zdrojich

jsou zastoupeny hojné periodika s ,,impakt faktorem* a se zejména novéj$im datem publikdvén[.



PfedloZend prace je tak dobfe zasazena do kontextu aktudlnich otdzek védy a reaguje na

aktualni vysledky vyzkumu. V tomto ohledu nelze vznést jakychkoliv namitek.

Po strance stylistické a kvality textu je prace na dobré urovni, malou osobni vytku si viak
dovolim poznamenat k struktufe ¢lenéni kapitol. Napfiklad kapitola 1. Uvod, sestavajici se
z textu necelych tfi Fadkd, €i kapitola 12. Experimentdlni ¢ast, sestdvajici se z jediné podkapitoly
Material a metody (kdy bylo mozné pro snazsi orientaci tuto podkapitolu rovnou znaéit jako
kapitolu 12.) Toto jsou ale nepodstatné poznamky, které v zadném pfipadé nesnizuji celkovou
urover prace. Daldi pozndmku si dovolim pronést k v&lenéni textu kapitoly 4. Mechanismus
destrukce nddoru do celkového obsahu prace. Tato prace nezpracovava vysledky experimentd
fotosensitivnich ldtek na nadorovych bunéénych liniich, proto povaZuji tento text za nadbyteény.
Drobny komentaF také vénuji zavéretné kapitole, kde bych olekaval detailnéj$i zhodnoceni
provedenych experiment( a ziskanych vysledk( ve vztahu k jednotlivym definovanym a v praci
uvedenym experimentdlnim cilim. V dané formé se jevi zavér hodné vieobecny. Pozndmku také
vénuji grafim, v kterych je v hojné mife doprovodny popis v anglickém jazyce, piesto, Ze celd

prace je v jazyce ¢eském.

PredloZenou praci i pfes drobné komentdfe hodnotim jako zdafilou a ve svém obsahu
prinosnou. Autorka v praktické ¢dsti prezentuje velké mnoZstvi dat, podlofené zvladnutim a
osvojenim si Sirokého spektra laboratornich metod a technik, které byly vdané studii

fotosensitizér( poufZity.

Realizovana studie ma redlné opodstatnéni, zejména s prihtédnutim k zvySujici se incidenci
vyskytu rezistentnich bakterii a nespornému benefitu zvolené fotodynamické terapie v podobé
cilené lécby. Proto je zvolené téma z medicinského hlediska velmi aktudlni. Vlastni prace
obsahuje mnoiZstvi cennych experimentalnich dat, které je mozno pouzit pro dalsi vyvoj a
zdokonaleni metody fotodynamické terapie, a to nejen na poli 1é¢by bakterialni infekce, ale i

v Sirsich aplikacich této inovativni Ié¢ebné metody.

Hodnocenad disertaéni prace vykazuje viechny znaky pro spinéni podminek samostatné tvirdi

védecké prace a obsahuje plvodni védecké vysledky. Tyto byly autorkou publikovény v péti



padvodnich védeckych publikacich ¢asopistd sIF, pfiéemZ ztoho dvé prvoautorsky. Soupis
autorcinych publikaénich ¢innosti také zahrnuje prvouautorsky ¢ldnek v recenzovaném
odborném periodiku a Sest konferenénich abstrakt(. Prezentovanad &etnd publikaéni aktivita

autorky ukazuje na jeji vysoky zajem a orientaci v oblasti védy.

Na zakladé rozboru disertacni prace, posouzeni jeji védecké Grovné, zhodnoceni stanovenych
cili a dosaZzenych vysledkd konstatuji, Ze prace splfiuje obecné pozadavky kladené na disertaéni
praci v lékafskych oborech. Veskeré zminéné pfipominky uvedené v posudku jsou

v akceptovatelné mife a nesnizuji celkovou kvalitu predklddané disertace.

PfedloZenou disertacni praci Mgr. Zuzany Malé ,Nanomaterialy a studium G&innosti
fotodynamické reakce na bakteridlnich kmenech” doporuéuji k obhajobé pro udéleni

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

Otazky k obhajobé: Prosim o komentadf a vyjadieni se ke viem jednotlivym cildm préce
definovanym v kapitole 11. vsouhrnné struéné formé, nebude-li toto souéasti autordiny

prezentace k obhajobé.

V Brné dne 12.5.2021 doc. Mgr. Vladan Bernard, Ph.D.



