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A. Vybér tématu prace

Autor vypracoval préaci, ve které zahrnul poznatky z vyuziti nanoCastic jako nosice antibiotik,
které jsou endocytovany buiikami imunitniho systému a umoZiiuji zabijeni intraceluldrnich bakterii
uvniti infikovanych bunék. Tato oblast biomediciny, cilené smeéfovani u¢innych latek na buiiky, je

v soudasné dobé intenzivné rozvijena a proto prace ing. Trousila je vysoce aktualni.

B. Struktura diserta¢ni prace

Na zacatku prace je uveden diivod zadani préace, specifické cile a zkratky. Dale je pak prace
rozélenéna do &tyf nezdvislych kapitol. Kapitola 1 je teoreticka &ast, kde jsou popsany atributy
intracelularnich infekci, konkrétné pak infekce Mycobacterium tuberculosis. Podrobné jsou popsany
pifpravy polymerickych nanodéstic, méfeni jejich fyzikalné chemickych vlastnosti a jejich pouziti
v nanomedicing. V Kapitole 2 je popséna syntéze a charakterizace blokového kopolymeru, kter¢ho
pak autor pouzil jako nosi¢e pro antibiotikum Rifampicin (RIF). Déle je v této kapitole uvedena
metodika a vysledky stanoveni cytotoxicity a internalizace buiikami (pfevazné monocyto-
makrofagovych a epitelidlni linie) jak nano&astic (NP) samotnych, tak NP vazanych s RIF. NP-RIF byl
pak testovan ve dvou in vivo modelech, na Zebrafish a mys$im modelu. V Kapitole 3 je pak popsana
ptiprava a vysledky fyzikalné-chemického méfeni dvou graftovych polymerii PVA a CS. Kapitola 4

obsahuje shrnuti a budouci sméfovani vyzkumu. Seznam literatury je uveden u kazdé kapitoly zv1ast.

Na zavér je uveden seznam piipojenych ¢lankid autora disertaéni prace.



C. Format price
Disertaéni prace je psana ve velmi dobré angliéting. Uspoiadani prace je ponékud neobvyklé i u typu
komentovanych disertaénich praci, kde jsou obvykle piislusné élanky fyzicky vloZeny. Z piiloZenych
¢lankd jsme si jako oponent byla schopna stdhnout pouze JEDEN a to P4. Dale pak je chyba
v ¢islovéani, protoZe kapitola ,,1.1 Intracellular Infection® nezaéina ¢islem 1, jak je uvedeno ,,Obsahu®,

ale strana je olislovana 13.

D. Vysledky a slnéni specifickych cilu

V disertaéni praci jsou vysledky ziskané zkouméanim dvou typt polymeri. V piipadé blokovych
kopolymer( ziskali vysledky jak z charakterizace NPs, tak z jejich biologickych ucinkl v in vitro i in
vivo modell. V piipadé graftovych kopolymert jsou uvedeny vysledky charakterizace téchto NPs.
Nicméné, z biologického hlediska, vysledky testii polymerti na bazi MPEO-b-PCL jsou velice cenne.
V in vitro modelu bylo testovano 4 monocyto-makrofagové linie a jedna epitelialni. U v8ech dochézeli
k inkorporaci NPs. NPs-RIF signifikantné snizovalo proliferaci M. bovis BCG v Raw 264.7
makrofazich ve srovnani s volnym RIF. V in vivo modelu na Zebrafish pouziti NPs-RIF signifikantné
prodluzovalo pieziti a u my3i snizovalo vyznamné pocet CFU v plicich i slezinach. Tyto vysledky jsou

velice slibné do budoucna.

E. Pripominky a otazky

v' Vzhledem k tomu, Ze se autor v textu mnohokréat odkazuje na piilozené ¢lanky, povazovala bych za
vhodné, aby byly soucasti prace.

v' Jak jsem jiz psala vySe, neni sjednoceno ¢islovani z obsahu ve vlastni praci

v" Na strang 39, 2. fadek: zkratka AUCs neni uvedena ve zkratkéch, je nutno ji hledat v textu.

v’ Na strané 13, bod 1.1.2., 7. fadek autor piSe, Ze makrofagy nejsou schopny zabit intracelularné
lokalizované mykobakterie. Mohl by vysvétlit pro¢?

v" O 5 tadki nize se autor zmifuje o latentnim stadiu TB. I kdyZ z obrazku 1.1. vyplyva, ze piim¢
faktory tohoto jevu nejsou zndmy, mohl by autor k tomuto problému sdélit nejnovéjsi poznatky?

v" Na strané 33, posledni véta, autor uvadi, Ze presto, Ze v in vitro modelu dochazi u komplexu NPs-
RIF k zvySené cytotoxicité oproti RIF, tak se autor domnivé, Ze v in vivo modelu toxicky efekt
nebude signifikantni. MiiZe autor sdélit, na zakladé &eho se tak domniva?

v" Vin vitro modelu inkuboval autor infikované bunééné linie s NPs-RIF po dobu 5 dnl. Ma
zkuSenost s jinym intraceluldrnim patogenem bakteril Francisella tularensis je takové, Zze
infikované buriky se rozpadaji jiz po 18 hodinich infekce a bakterie se uvoliuji do okoli. Jak to
vypada v piipadé M. tuberculosis nebo M. bovis.

v Déle se chei zeptat kolik procent bunék inkorporuje NPs-RIF a jestli se RIF neuvoliiuje do

prostiedi, v piipadé, Ze neni komplex uvniti bunck.



F. Zavér a doporuceni

Vysledky ziskané ing. Trousilem jsou pozoruhodné, pfi jejich ziskavani vytvofil novy model studia
ucinki Atb nesenych na nano&ésticich a jak in vitro, tak in vivo vysledky davaji velkou nadéji na

zlep$eni 1é¢by intracelularné lokalizovanych patogen.

Piredlozena disertaéni prace ing. Jifiho Trousila splituje pozadavky standardné kladené na disertaéni

prace a jednoznaéné doporuduji jeji prijeti k obhajobé.
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