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 Práce je literárni rešerši ve smyslu zveřejněných požadavků (pravidel).
 Práce obsahuje navic i vlastni výsledky.

Cile práce (předmět rešerše, pracovni hypotéza…)

Předkládaná práce si klade za cil shrnout dostupné informace o interakci velmi 
malých zlatých a křemikových nanocástic s různými typy savcich buněk. 

Struktura (cleněni) práce:
Práce má klasické a poměrně logické cleněni. Nechybi abstrakt ve slovenštině a 
anglictině, obsah, seznam zkratek, krátký úvod a samotný text rešerše s přehledným 
cleněnim do podkapitol (Definovanie nanocastic, Biomolekulárna korona, 
Nanocastice v biologickom prostredi, Nanocastice, Vstup nanocastic do bunky, Zlaté 
nanocastice, Kremikové nanocastice, Záver). Tyto kapitoly jsou pak dále cleněny. 

Jsou použité literárni zdroje dostatecné a jsou v práci správně citovány?
Použil(a) autor(ka) v rešerši relevantni údaje z literárnich zdrojů?

Autorka v práci cituje asi 115 literárnich zdrojů, z toho jsou ctyři citace sekundárni. 
Některé práce jsou citovány jen na jednom mistě, kvůli podpořeni jediného urcitého 
tvrzeni. 
S použitim relevantnich údajů je to poněkud složitějši. Práce obsahuje většinou 
velmi obecný popis výsledků, které jsou v literatuře dostupné. Nepochybuji o tom, že 
se autorka v tématu dobře orientuje, ale ctenář je nucen na mnoha mistech 
dohledávat detailnějši informace v citovaných cláncich. Nikde v práci se 
nedozvidáme, jaké byly použité zviřeci modely. Přitom právě porovnáni různých 
typů buněk bylo také cilem práce. Chybi popis (nebo jen výcet) povrchových molekul 
buněk, na které se nanocástice váži. Je to přitom zásadni pro pochopeni 
mechanizmu endocytózy. Jaké kontrétni proteiny jsou exprimovány při stresu 
vyvolaném nanocásticemi? Chybi mi tedy detailnějši informace o tématu. 

Pokud práce obsahuje (nadstandardně) i vlastni výsledky, jsou tyto výsledky 
adekvátnim způsobem ziskány, zhodnoceny a diskutovány?

Práce neobsahuje vlastni výsledky, autorka však naznacuje, ceho se bude týkat jeji 
práce diplomová. 

Formálni úroveň práce (obrazová dokumentace, grafika, text, jazyková úroveň):

V práci je minimálni množstvi překlepů. Použitý jazyk je dobře srozumitelný. 
Práce obsahuje jediný převzatý obrázek, který znázorňuje možné mechanizmy 

Strana 1



vstupu nanocástic do savci buňky. Přitom právě oznaceni nanocástic v legendě 
chybi a patrně jsou zobrazeny dvojim způsobem. Misto popisu rozmistěni 
nanocástic ve snimcich z elektronové mikroskopie (str. 13) by asi bylo vhodnějši tuto 
obrazovou dokumentaci přimo převzit. 

Splněni cilů práce a celkové hodnoceni:

Autorka seznámila ctenáře se všemi možnými mechanizmy, pomoci kterých 
nanocástice do buněk vstupuji. Téma práce je v soucasné době hojně zkoumané a 
je proto velké množstvi - casto protichůdných - informaci v literatuře. 

Chtěl bych autorce vytknout, že nás obecně seznamuje s parametry nanocástic 
důležitými pro jejich úcinek, ale v popisu výsledků tyto parametry většinou 
nekomentuje, nebo vůbec neuvádi. O vlastnostech biomolekulárni korony 
nanocástic (viz název práce) se pak v textu vlastně nedozvidáme nic konkrétniho. 

Postrádám jakési přehledné porovnáni úcinku velkých/malých nanocástic, rozdily dle 
chemického složeni, vliv povrchových modifikaci, povrchového náboje, tvaru, atd. 
Vlastně se domnivám, že jednoznacné závěry z takového srovnáni nejsou ani dost 
dobře možné. V literatuře se totiž casto najde u nanocástic „urcitého typu“ názor, že 
jsou výborně biokompatibilni a v jiné práci pak je zkoumán jejich výrazný cytotoxický 
úcinek (typicky na jiné tkáňové linii). 

Prosim autorku, aby se pokusila při obhajobě nějakým způsobem (třeba jen formou 
tabulky) shrnout dostupné (ac mnohdy protichůdné) údaje o cytotoxicitě, podpořené 
citacemi. 

Otázky a připominky oponenta:

K práci mám větši množstvi dalšich poznámek, které přikládám na závěr posudku. 

Na několika mistech práce jsem ziskal dojem, jako by se nanocástice snažily aktivně 
vstupovat do buněk. Tak tomu nepochybně neni, protože Au/Si nanocástice 
neprošly žádnou evoluci, nebyly nijak selektovány. Pokud jsou do buněk nějak 
atrahovány, pak na základě fyzikálnich jevů. (Podobně je to se snahou proteinů 
pokrýt co největši cást povrchu nanocástice.) Připadně mohou být aktivně 
dopravovány do buněk, pokud maji nanocástice na svém povrchu vázané molekuly, 
diky kterým si cástici buňka „splete“ s jiným nákladem, jehož internalizace by pro ni 
jinak byla výhodná. Nebo má buňka nějaký zájem na pohlceni nanocástic? 

Otázky:

• Jak se liši působeni nanocástic oproti jednotlivým atomům nebo iontům Si a 
Au a jak oproti mikrocásticim? Předpokládá se uvolňování jednotlivách 
atomů, nebo iontů z nanočástic do buňky? Jak by pak zlato působilo? Kam 
se v buňce váže?

• Jak jsou nejcastěji nanocástice do tkáňových kultur přidávány? Má způsob 
aplikace vliv na vstup do buněk? 

• Předpokládáte cytotoxický efekt nanocástic pouze po internalizaci, nebo i při 
vazbě na povrchové struktury buněk? Jak by to bylo u bakterii, nebo rostlin?
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• Po endocytóze je nanočástice v cytoplazmě obalena membránou. Jak 
(pokud vůbec) je tato membrána dále narušována?

• Dokážete uvést konkrétní podmínky, za kterých byl prokázán cytotoxický 
efekt AuNPs a SiNPs. A ze kterých okolností naopak částice vykazují 
vysokou biokompatibilitu?

Doplňujici otázky:

• „Biomolekulárna korona určuje odpoveď bunky na prítomnosť nanočastice.“ 
Mají tedy NP různého složení se “stejnou” biokoronou vůbec rozdílné 
vlastnosti během transportu? Jak by se chovala např. latexová částice?

• Jak si představujete narušení membrány pomocí Au NP? Je to dočasný jev, 
nebo trvalejší? Jak by narušovaly membrány např. malé kousky křemene 
nebo uhlíku?

• Jakou maji nanocástice „molekulovou hmotnost“ a jak rychle difunduji v 
porovnáni s běžnými molekulami?

• Jak se NP vlastně detekuji? Jak se dokazuje, že se jedná opravdu o 
hledanou cástici (daného chemického složeni)?

Návrh hodnoceni školitele nebo oponenta 

 výborně    velmi dobře    dobře    nevyhověl(a)
Podpis oponenta:
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Připominky (neni třeba reagovat)

O jak velký celkový povrch nanocástic se jedná, pokud je zkoumána adsorpce 
proteinů do korony in vitro?

Vďaka unikátnym chemicko-fyzikálnym vlastnostiam, ktoré vo veľkej miere súvisia s 
ich rozmermi sú nanocastice schopné špecifickej interakcie so živým organizmom až 
na molekulárnej úrovni.
RF: O které konkrétni vlastnosti se jedná?

Aj keď sú zlaté a kremikové nanocastice jednými z najviac     študovaných o interakcii 
ultramalých nanocasticiach zo zlata a kremiku na úrovni buniek a molekúl sa veľa 
nevie. Táto práca má za úlohu predstaviť dostupné informácie o interakcii 
ultramalých zlatých a kremikových nanocastic s rôznymi typmi cicavcich buniek. Aj 
keď je takýchto prác     len veľmi málo, hlavne co sa kremikových nanocastic týka, 
interakcia ultramalých nanocastic je unikátna.

Proteiny adsorbujú tak, aby bol povrch materiálu pokrytý co najvyššim možným 
poctom ich molekúl. RF: proteiny se patrně nesnaži navázat co nejvic svých molekul. 
Nejedná se o řizený děj, každá molekula se k povrchu váže samostatně.  

… Súcasne sa môže znižiť aj kontaktná plocha na jednu molekulu aby bolo celkové 
množstvo adsorbovaného materiálu co najväcšie RF: jako kdyby to byl ze strany 
proteinů zamýšlený aktivni p  roces

Z experimentálneho hľadiska je veľmi dôležité, že postupným obaľovaným povrchu 
nanocastice molekulami prostredia dochádza k zväcšeniu polomeru nanocastice.
RF: o kolik se zvětši průměr nař. 100 nm cástice?

Biomolekulárna korona … casto ukrýva nanocasticu pred niektorými bunkami 
imunitného systému 

RF:   nejsou   zde   špatně sbalené proteiny, které by naopak měly být rozpoznány?

… a zásadne ovplyvňuje mieru cytotoxicity nanocastice 

RF: jak by fyziologické proteiny měly vyvolávat cytotoxicitu?

Konecná štruktúra hard korony odráža evolúciu nanocastice. Vždy ciastocne 
obsahuje molekuly z pôvodného prostredia aj keď ostáva lokalizovaná v inom 
prostredi (Lundqvist et al. 2011). RF:   neplatilo     by to i pro jakékoli jiné povrchy in 
vitro?

Pri použiti pre-coatingu je casto pozorovaná kolokalizácia nanocastic so špecifickými 
molekulami v rámci bunkových kompartmentov alebo cytoplazmy bunky (Estrela-
Lopis et al. 2011). RF:   odpovidá     to interakcim těchto proteinů bez vazby na NP?
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Krv je pravdepodobne schopná modifikovať povrch každého cudzieho materiálu

mnohými odlišnými mechanizmami, ale zároveň tak, aby boli tieto mechanizmy 
kompatibilné s jej zloženim (Vroman et al. 1977). RF: co je to   kompatibilita   
mechanizmu?

Niektoré apolipoproteiny v krvi asociujú s lipoproteinovými partikulami približne 
rovnakých rozmerov ako majú nanocastice na ktoré adsorbujú. To môže byť 
vysvetlenim, preco sú vo finálnej štruktúre biokorony aj napriek svojej nie priliš 
vysokej koncentrácii v krvi pomerne hojne zastúpené RF: jak to souvisi? proc by 
apolipoproteiny v lipoproteinových partikulich měly interagovat snáze s NP?

Jak “tvar a celková plocha adsorpcného povrchu” ovlivňuje složeni korony?

Aby mohlo prisť k adsorbcii proteinu k povrchu, musi dosiahnuť urcitej koncentrácie, 
pri ktorej sa stane povrchovo aktivnym. Niektoré proteiny krvnej plazmy dosahujú 
pomerne vysokej povrchovej aktivity pri ich fyziologických koncentráciách ( albumin, 
IgG), iné sú pri fyziologickej koncentrácii len veľmi slabo povrchovo aktivne (krvný 
faktor FXII). RF: ja  k souvisi povrchová aktivita látek s jejich koncentraci? Platilo by to 
i pro menši molekuly? Surf  aktanty?

...bolo pozorované, že do bunky vstupujú až po vytvoreni malého zhluku partikuli … 
RF: právě, že při nenulové koncentraci iontů spousta nanocástic agraguje a maji pak 
nejrůznějši velikosti. Dá se tedy vůbec in vitro / in vivo o velikosti NP mluvit?

… V pripade, že nanocastice sú aj napriek tomu detekované v cytoplazme bunky, na 
procese internalizácie sa nepodieľa aktinový cytoskelet (alebo ho prislušná bunka 
vôbec nemá) , NPs nie sú vôbec viazané k membráne a nie sú detekované žiadne 
cytosolické vacky s obsahom NPs, autori vyjadrujú predpoklad, že by sa tieto NPs 
mohli dostať do bunky špecifickými adhezivnymi interakciami, difúziou napr. cez 
póry. Je veľmi zaujimavé, že Geiser et al predpokladajú takýto mechanizmus vstupu 
do vnútra makrofágov a erytrocytov pre pomerne veľké AuNPs (25 nm) a TiO2NPs 
(100 nm, 200 nm). Ukázalo sa, že voľný vstup NPs do buniek dovoľuje castiaciam 
pomerne voľný presun v rámci kompartmentov daného tkaniva, respektive orgánu, 
ktoré sú dobre detekovateľné (Geiser et al. 2005)., 
RF: Přes jaké póry by měl difúze probihat? Tento mechanismus se zdá být velmi 
nepravděpodobný.   
 
In vivo štúdiami bolo dokázané, že dokážu prestupovať rôzne orgány a tkanivá, 
napriklad peceň, pľúca, slezinu, krv, srdce, oblicky, tenké crevo, mozog, kosti, svaly, 
pohlavné orgány, a interagovať s nimi na bunkovej úrovni (Morais et al. 2012).
RF: Srovnáni prostupnosti krve a kosti zde neni srozumitelné. 

...Zlaté nanocastice samy o sebe nemusia byť toxické, ale v závislosti na metóde 
výroby môžu niektoré ich prekurzory spôsobovať pri vyššich koncentráciách 
cytotoxicitu (Connor et al. 2005).
RF: Stálo by za to specifikovat podstatné vlastnosti, které jsou za cytotoxicitu asi 
zodpovědné. Jedná se o chemické kontaminace?   
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...Po inkubácii zlatých nanocastic s ľudskými hepatocytmi a ich internalizácii AuNPS 
ovplyvnili expresiu génov antioxidacných látok, proaptotických enzýmov a génov 
podieľajúcich sa prevažne na metabolizme fosfolipidov a lieciv. 
RF  : jedná se tedy o srovnatelný typ stresu?

Bolo pozorované niekoľkonásobné zvýšenie produkcie reaktivnych foriem kysliku 
(ROS) a dusiku (RNS). 
RF: Čim je to vyvoláno? Chemickými procesy na NPs nebo naopak aktivni obranou 
buňky? AuNPS (jak je zminěno dále) vykazuji antioxidacni úcinky…

RF: Au se váže na některé chemické struktury např. na proteinech. Má takováto 
interakce vliv na pinocytózu NPs? Nebo jsou atomy Au zcela schovány pomoci 
korony?

Predpokladá sa, že aktivnym vstupom nanocastic do bunky došlo k zvýšeniu stresu, 
ktorý mohol zapriciniť zmenu objemu bunky… 
RF:   co je v tomto připadě aktiv  ni vstup?
 
Alkalizácia lyzozómov je pravdepodobne spojená s disociáciou dôležitého 
štrukúrneho proteinu lyzozomálnej ATP-ázovej pumpy (Ma et al. 2011). 
RF: jak AuNPs mohou vyvolávat disociaci ATPázy (od memrány?)?

… (Chithrani et al. 2006). Táto práca uvádza rozmer nasyntetizovanej nanocastice a 
dokonca potvrdzuje vznik biokorony po styku s biologickým prostredim. Rozmer 
nanocastice v okamihu interakcie s bunkou v tomto pripade však nie je totožný s 
veľkosťou NP po jej výrobe. Ako sa spomina v prvej casti tejto práce, po vytvoreni 
biomolekulárnej korony priemer nanocastice vzrastá, ale väcšina prác veľkosť 
nanocastice po styku s proteinmi neuvádza a casto ani neskúma. Pri popise 
biologickej interakcie nanocastic je to ale chýbajúci dôležitý údaj. 
R  F: autorka se zde chová podobně a neuvádi kontrétni údaje. Jak se tedy změni 
velikost NP po vazbě protenů korony? Jak je taková změna velikosti detekovatel  ná?

... po použiti špecifických blokátorov sodných, draselných a vápnikových iónových 
kanálov prišlo k poklesu AuNPs detekovaných v mozgu až takmer o 50%. Autori tejto 
štúdie preto predpokladajú, že použité AuNPs môžu penetrovať hematoencefalickú 
bariéru aj voľným prechodom cez tieto iónové kanály, ktorých priemer by prechod 
takto veľkej castice teoreticky dovoľoval. 
RF: Ale zminěné kanály jse velmi specifické pro konkrétni ionty. NP touto cestou do 
buňky patrně neprojde a to např. proto, že nemá (ve srovnáni s jednotlivýcmi ionty) 
nijak velkou molárni koncentraci. Z kolika atomů se vlastně skládá AuNPs o velikosti 
1,3 nm?

Bylo by možné porovnat Si a Au NP co do cytotoxicity, morf. změn, průchodnosti 
přes konrétni membrány,     … ? Jsou výsledky s 16nm a 100nm SiNP porovnatelné? 
Byly obě použity ve stejné koncentraci? Nebo se shodným celkovým povrchem?
Jak má ctenář chápat dvě sděleni v jednom odstavci na str. 21:
Nanocastice s malým priemerom (14 nm – 16 nm) spôsobovali nekrózu …
… Všeobecne sú kremikové nanocastice väcšie ako 50 nm považované za 
biokompatibilné, ak spôsobujú cytotoxicitu, tak len v minimálnej miere
RF: je v buňce nějaká struktura, která by právě rozdil mezi 16 a 50nm jasně 
vysvětlovala?   
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RF: postrádám jakékoli konkrétni informace o površich zmiňovaných NPs. Jak 
vypadá terminace povrchových atomů? Jaký maji cástice náboj? S jakými ionty 
interaguji? Jaký vliv na to má např. pH? Jak tyto vlastnosti souvisi se schopnosti NPs 
přecházet přes fosfolipidové dvojvrstvy? Jaká sila by je měla přitahovat do nitra 
buněk?

RF: Nechápu: V prvom kroku, pri stanoveni energetiky mechanizmu, sa kvantitativne 
porovnáva vstup nanocastic do bunky pri inkubacnej teplote nanocastic s bunkami 
37 °C a 4 °C. Ak je proces vstpu do bunky energeticky závislý (endocytóza a pod.), 
pocet internalizácii je výrazne vyšši pri inkubácii pri 37 °C a pri teplote 4 °C prebieha 
len minimálne alebo vôbec. Využitim pasivnych procesov je to presne naopak. 
Ja  k by se projevilo izotermálni sniženi hladiny ATP v buňkác  h?

… dá sa veľmi presne izolovať hlavný mechanizmus, ktorý bunky pri prijme 
nanocastic využivajú (Herd et al. 2013). 
RF: je to pro buňku nějak výhodné? Nebo snad naopak pro NP? Lepši snad bylo 
„mechanizmus, kterým k internalizaci docházi“

Co je to "exkrécia LDH (laktát-dehydrogenáza)” a kdy k ni obvykle docházi? 
Jak si vysvětlit, že nejvice ovlivňuji buněcné funkce 12nm SiNPs, a méně 10 a 
20nm? Jsou rozdily v literatuře významné? 
RF:     Testoval někdo soucasnou administraci SiNP a AuNP? Bylo by tak možné 
pozorovat přesněji rozdily v kinetice šiřeni a lokalizaci? Interaguji tyto NPs mezi 
sebou?

Kremikové nanocastice ovplyvnili aj ďalšie bunkové funkcie v závislosti na type 
bunky. U epitelových buniek bol ovlpyvnený metabolizmus lipidov, štruktúra malých 
molekúl, molekulárny transport a signalizácia. Zmeny morfológie bunky, signalizácie 
a bunkových interakcii vyvolalili nanocastice u makrofágov (Breznan et al. 2017). 
RF: práce je plná takto obecných sděleni...

RF: v závěru se piše:     Ich unikátne charakteristiky, ako vyššia mobilita a väcšia 
schopnosť penetrácie vychádzajúce z chemicko-fyzikálnych vlastnosti sú casto 
spájané s možnou cytotoxicitou.
RF: cim je tedy ovlivněna schopost penterace NP do buněk a tkáni, a cytotoxicita?
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