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Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Marcely Filipové s ndazvem , Studium

bunécné toxicity vybranych nanocastic v tkanovych kulturach”

Mgr. Marcela Filipova predlozila k oponenture disertacéni praci, ktera se zabyva problematikou toxicity
riznych nanomateridld po jejich interakci s endotelidlnimi burikami HUVEC. Disertacni prace ma
celkem 109 stran, je klasicky ¢lenéna na 8 kapitol a 3 pfilohy. Zahrnuje vSechny zdkladni ¢asti: Gvod,
hypotézy a cile prace, metody, vysledky, diskuzi, zavér a prehled citované literatury. Vlastni vysledky
jsou uvedeny jak v textu, tak ve formé pfilozenych ¢lankt, kde je Mgr. Filipova spoluautorkou. Prace je
psanav odborném ceském jazyce, ke kterému nemam azZ na par preklep( vyhrady. Autorka se dliisledné
odkazuje na pouZitou literaturu.

Prace je velmi Ctiva, jednotlivé kapitoly jsou jasné a prehledné zpracované, text je plynuly a navazuijici.
Zejména Uvod je velmi podrobné zpracovan a komplexné pojednava o jednotlivych nanomateridlech a
projevech cyto-toxicity vzhledem k akutni i programované smrti. Velmi pékné a komplexné je
zpracovano téma interakci nanomaterialu s plasmatickou membranou Zivych bunék. Prace obsahuje
porovnani tfi raznych zdkladnich typl nanomaterial, konkrétné hydrofilni kfemikové nanocastice
(SiNP), superparamagnetické Zelezité nanocdstice a vicevrstevné uhlikové nanotrubicky (CNT). Na
modelu nanotrubiéek autorka praci rozvadi o vliv sloZeni proteinové korony na cyto-toxicitu trubicek i

zpUsob, kterym je mozné toxicitu snizit a umoznit vyuZiti téchto materiall v biomedicinské praxi.

Aktualnost zvoleného tématu

PredloZend prace je dobfe zasazena do soucasné potieby vyzkumu. S rozsifenim nanomateridl( do
praxe véetné jejich vyuZziti v biomedicing, je problematika bezpecného pouzivani téchto nanomateriald
velmi aktudlni. Autorka se dobfe orientuje v dané problematice a disponuje Sirokym vSeobecnym
prehledem, coz dokazuje rozsahly Uvod této prace i velmi pékné napsana diskuse a publikovani

pfispévkl na dané téma.

Cile disertacni prace, zvolené metody a vysledky

Cilem prace bylo vytvofit komplexni, viceslozkovy test (tzv. CDS assay) pro odhad nano-toxicity, zméfit



toxicitu tfi exemplarnich nanomaterial(, a navrhnout povrchovou modifikaci sniZujici toxicitu
karbonovych nanotrubicek.

V samostatné kapitole jsou jasné uvedeny jak hypotézy, tak i jednotlivé dilci cile prace. Metodiky i
vysledky jsou povétSinou jasné popsané, diskuze je navazujici a srozumitelna. Souhrnné je prace
zaloZena na tfech hypotézach resenych v ramci Sesti diléich cil(. V zavéru prace jsou jasné uvedeny
vysledky dil¢ich cild a potvrzeni hypotéz. Trochu rusivy je fakt, Ze hypotéza 1 obsahujici vyvoj CDS testu
by méla teoreticky predchazet hypotéze 3, ale data byla publikovana v opacném sledu (nejdrive

z hypotézy 3 v roce 2014 a poté z hypotézy 1 v roce 2018).

Komentar

V praci ocenuji snahu o implementaci komplexniho testu, ktery je dostatec¢né jednoduchy, aby mohl
byt osvojen vétSinou laboratofi a snizZila se tak variabilita hodnoceni cyto-toxicity nanomaterial.
Navrzeny CDS assay se skldda z: WST-8 testu, LDH testu a mikroskopické analyzy intaktnich jader a
apoptotickych télisek. Bohuzel vyuziti konkrétné LDH a WST testd je limitované typem studovaného
materialu vzhledem k mozné interferenci, na kterou autorka v praci rovnéz upozornuje v pfipadé
karbonovych nanotrubicek.

Celkové hodnotim praci jako pékné psanou, zajimavou a pouénou. K vysledkim a metoddm mam
nékolik vyhrad:

Vzhledem k tomu, Ze k detekcni reakci (LDH i WST) dochazi v kultivaénim médiu, referencni spektra
jednotlivého nanomateridlu, kterd se budou pouZivat pro odpocet pozadi, by méla byt mérena
v médiu, coZ autorka spravné uvadi v kapitole 3.6.3, ale ve vlastnich vysledcich (obrazek 14) jsou
uvedena spektra nanomateridlu rozpusténého ve vodé.

U obrazku 4 by bylo dobré zahrnout detailnéjsi foto, u nanocastic A a B Ize tézko rozpoznat/hodnotit
jejich tvar. Stejné tak obrazek 20 je velmi tmavy a jednotlivé buriky nebo jejich naznaky nelze zvlasté
po aplikaci nanocastic rozliSit. Miru internalizace Ize nastésti posoudit z TEM analyzy na obrdazku 21.
Jak autorka uvadi v kapitole 4.2.1, WST-8 poukazuje na aktivitu buné¢nych dehydrogendz. Do jaké miry
je tedy reprezentativni odbér supernatantu? Je zde predpoklad, Ze mnoZstvi ,barvicky” uvolnéné do
supernatantu redlné odrazi mnozstvi produkované v burice? Chybi mi porovnavaci experiment nebo
citace metody, protoze klasicky (i v protokolu vyrobce) se méti cely vzorek véetné bunék. Odebrani
nebunécné slozky by naslo vyuZiti napriklad u bunék rostoucich na materidlu, jehoZ vlastnosti
interferuji s mérenim absorbance.

Neni uvedeno sloZzeni EGM-2 média. Pfedpokladam, Ze byl pouzit komercni doplnék k tomuto médiu,
ktery obsahuje 2% FBS. Neinterferuje také tato koncentrace séra stestem LDH? Vyrobce pravé

z dlivodu interference doporucuje pouzivat FBS o koncentraci 1%.



Splnéni podminek samostatné tvarci védecké prace

Pfedlozend disertacni prace je zaloZena na vysledcich publikovanych v ¢asopisech PLOS One a
Nanomedicine a dosud nepublikovanych datech. Jako celek splfiuje podminky samostatné tvarci
védecké prace. Publikace uvedené jako podklad této prace zahrnuji dva pdvodni ¢lanky v jiz zminénych
impaktovanych casopisech (jeden prvoautorsky) a jeden cesky prehledny clanek v impaktovaném
Casopise. Vedle téchto publikaci autorka jesté disponuje dalSimi ¢tyfmi ¢lanky v impaktovanych

casopisech a jednim recenzovanym ¢lankem v angliétiné bez IF.

Zaveér
Na zakladé posouzeni predloZzené prace z hlediska jeji védecké urovné, pristupu reseni a vysledkd,

konstatuji, Ze disertacni prace prokazuje predpoklady autorky k samostatné, tvorivé védecké praci a

k udéleni titulu ,,Ph.D.” za jménem.

Otazky:

1. Karboxylace CNT zplsobila zménu morfologie CNT. Pro¢, jakym zplsobem k sobé CNT
v plvodni a modifikované formé drzi?

2. Obrazek 6B. Jak lze vysvétlit (pokud je mozné) vznik populace SiNPs s mensim
hydrodynamickym pridmérem u vzork( inkubovanych v médiu?

3.  Obrazek 15 a 16. Hodnoty v koncentraci nanomaterialu 100ug/ml v obrazku 15 a hodnoty po
24 hodinach uvedené na obrazku 16 by mély byt cca stejné. V fadé hodnot to tak neni. Jak
pristupovat k témto rozdiliim pfi hodnoceni cytotoxicity?

4.  Snizeni toxicity povrchovou modifikaci je zmého pohledu dulezity fenomén s Sirokym
uplatnénim. V této prdci zvlasté HSA korona vypad3d, Ze redukuje miru apoptdzy, prestoze
viabilita je celkové stdle nizka. Za vyssi toxicitou Casto stoji i velikost ¢astic a u karbonovych
nanocastic i vysokd hladina sp2 konformace. Lze u CNT, které jsou na sp2 ze své podstaty
bohaté, tento parametr néjak upravit? Jaké mdze byt redlné vyuziti CNT z hlediska jejich vyhod

oproti jiz existujicim a méné toxickym nanocasticim?
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