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Autor: Pavlina Javorova

Nazev prace:
Biomolekularna korona u Si a Au nanocastic a jej vplyv na interakciu s bunkami

Prace je literarni reSersi ve smyslu zvefejnénych pozadavku (pravidel).
L1 Prace obsahuje navic i vlastni vysledky.

Cile prace (predmét reserse, pracovni hypotéza...)

Predkladana prace si klade za cil shrnout dostupné informace o interakci velmi
malych zlatych a kiemikovych nanoc&astic s riznymi typy savdich bunék.

Struktura (Clenéni) prace:

Prace ma klasické a pomérné logické Clenéni. Nechybi abstrakt ve slovenstiné a
anglicting, obsah, seznam zkratek, kratky uvod a samotny text reSerSe s pfehlednym
¢lenénim do podkapitol (Definovanie nanocastic, Biomolekularna korona,
Nanocastice v biologickom prostredi, Nanoc€astice, Vstup nanoc€astic do bunky, Zlaté
nanocCastice, Kremikové nanocCastice, Zaver). Tyto kapitoly jsou pak dale Clenény.

Jsou pouZité literarni zdroje dostateCné a jsou v praci spravné citovany?
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji?

Autorka v praci cituje asi 115 literarnich zdrojl, z toho jsou &tyfi citace sekundarni.
Nékteré prace jsou citovany jen na jednom misté, kvili podpofeni jediného urcitého
tvrzeni.

velmi obecny popis vysledk, které jsou v literatufe dostupné. Nepochybuiji o tom, ze
se autorka v tématu dobfe orientuje, ale ¢tenar je nucen na mnoha mistech
nedozvidame, jaké byly pouzité zvifeci modely. Pfitom pravé porovnani riznych
typl bunék bylo také cilem prace. Chybi popis (nebo jen vyc€et) povrchovych molekul
bunék, na které se nanocastice vazi. Je to pfitom zasadni pro pochopeni
mechanizmu endocytdzy. Jaké kontrétni proteiny jsou exprimovany pfi stresu
vyvolaném nanocasticemi? Chybi mi tedy detailn&jSi informace o tématu.

Pokud prace obsahuje (nadstandardné) i vlastni vysledky, jsou tyto vysledky
adekvatnim zpusobem ziskany, zhodnoceny a diskutovany?

Prace neobsahuje vlastni vysledky, autorka vSak naznacuje, Ceho se bude tykat jeji
prace diplomova.

Formalni uroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova uroven):

V praci je minimalni mnozstvi preklepu. Pouzity jazyk je dobfe srozumitelny.
Prace obsahuje jediny pfevzaty obrazek, ktery znazorfiuje mozné mechanizmy




Strana 2

vstupu nanocastic do savc€i buriky. Pfitom pravé oznaceni nanocastic v legendé
chybi a patrné jsou zobrazeny dvojim zpusobem. Misto popisu rozmisténi
nanocastic ve snimcich z elektronové mikroskopie (str. 13) by asi bylo vhodnéjsi tuto
obrazovou dokumentaci pfimo prevzit.

Splnéni cilt prace a celkové hodnoceni:

Autorka seznamila Ctenare se vSemi moznymi mechanizmy, pomoci kterych
nanocastice do bunék vstupuji. Téma prace je v soucasné dobé hojné zkoumané a
je proto velké mnozstvi - €asto protichadnych - informaci v literature.

Chtél bych autorce vytknout, Ze nas obecné seznamuje s parametry nanocastic
dalezitymi pro jejich ucinek, ale v popisu vysledku tyto parametry vétSinou
nekomentuje, nebo vibec neuvadi. O vlastnostech biomolekularni korony
nanocastic (viz nazev prace) se pak v textu vlastné nedozvidame nic konkrétniho.

Postradam jakési pfehledné porovnani u€inku velkych/malych nanocastic, rozdily dle
chemického slozeni, vliv povrchovych modifikaci, povrchového naboje, tvaru, atd.
Vlastné se domnivam, Ze jednoznacné zaveéry z takoveho srovnani nejsou ani dost
dobfe mozné. V literatufe se totiz Casto najde u nanocastic ,urcitého typu“ nazor, ze
jsou vyborné biokompatibilni a v jiné praci pak je zkouman jejich vyrazny cytotoxicky
ucinek (typicky na jiné tkanové linii).

Prosim autorku, aby se pokusila pfi obhajobé& né&jakym zpusobem (tfeba jen formou
tabulky) shrnout dostupné (a¢ mnohdy protichlidné) udaje o cytotoxicité, podporené
citacemi.

Otazky a pripominky oponenta:
K praci mam vétsi mnozstvi dalSich poznamek, které pfikladam na zavér posudku.

Na nékolika mistech prace jsem ziskal dojem, jako by se nanocastice snazily aktivhé
vstupovat do bunék. Tak tomu nepochybné neni, protoze Au/Si nanocastice
neprosly zadnou evoluci, nebyly nijak selektovany. Pokud jsou do bunék né&jak
atrahovany, pak na zakladé fyzikalnich jevu. (Podobné je to se snahou proteint
pokryt co nejvétsi ¢ast povrchu nanocastice.) Pfipadné mohou byt aktivné
dopravovany do bunék, pokud maji nanocCastice na svém povrchu vazané molekuly,
diky kterym si ¢astici burika ,splete” s jinym nakladem, jehoz internalizace by pro ni
jinak byla vyhodna. Nebo ma burika néjaky zajem na pohlceni nanocastic?

Otazky:

» Jak se li§i plsobeni nanocastic oproti jednotlivym atomim nebo iontim Si a
Au a jak oproti mikro¢asticim? Predpoklada se uvolfiovani jednotlivach
atom0, nebo iontl z nanocastic do bunky? Jak by pak zlato plsobilo? Kam
se v bunce vaze?

» Jak jsou nejCastéji nanocastice do tkafiovych kultur pfidavany? Ma zpusob
aplikace vliv na vstup do bunék?

» Predpokladate cytotoxicky efekt nanocastic pouze po internalizaci, nebo i pfi
vazbé na povrchové struktury bunék? Jak by to bylo u bakterii, nebo rostlin?
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* Po endocytéze je nanocastice v cytoplazmé obalena membranou. Jak
(pokud vibec) je tato membrana déale naruSovana?

« Dokazete uvést konkrétni podminky, za kterych byl prokazan cytotoxicky

efekt AUNPs a SiNPs. A ze kterych okolnosti naopak ¢astice vykazuiji
vysokou biokompatibilitu?

Dopliujici otazky:

« ,Biomolekularna korona uréuje odpoved bunky na pritomnost nanocastice.

Maji tedy NP rizného sloZeni se “stejnou” biokoronou viibec rozdilné
vlastnosti béhem transportu? Jak by se chovala napf. latexova Castice?

[13

« Jak si predstavujete naruSeni membrany pomoci Au NP? Je to docasny jev,

nebo trvalej$i? Jak by naruSovaly membrany napf. malé kousky kfemene
nebo uhliku?

« Jakou maji nanocastice ,molekulovou hmotnost® a jak rychle difunduji v
porovnani s béznymi molekulami?

» Jak se NP vlastné detekuji? Jak se dokazuje, Zze se jedna opravdu o
hledanou castici (daného chemického slozeni)?

Navrh hodnoceni Skolitele nebo oponenta

[1vyborné L[ velmi dobre dobfe L[l nevyhovél(a)

Podpis oponenta:
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Pfipominky (neni treba reagovat)

O jak velky celkovy povrch nanodastic se jedna, pokud je zkoumana adsorpce
proteint do korony in vitro?

Vdaka unikatnym chemicko-fyzikalnym vlastnostiam, ktoré vo velkej miere suvisia s
ich rozmermi su nanocastice schopné Specifickej interakcie so zivym organizmom az
na molekularnej urovni.

RF: O které konkrétni vlastnosti se jedna?

Aj ked su zlaté a_kremikové nanocCastice jednymi z najviac Studovanych o interakcii
ultramalych nanocasticiach zo zlata a kremiku na urovni buniek a molekul sa vela
nevie. Tato praca ma za ulohu predstavit dostupné informacie o interakcii
ultramalych zlatych a kremikovych nanocastic s réznymi typmi cicavCich buniek. Aj
ked je takychto prac len velmi malo, hlavne €o sa kremikovych nano€astic tyka,
interakcia ultramalych nanocastic je unikatna.

Proteiny adsorbuju tak, aby bol povrch materialu pokryty ¢o najvy§8im moznym
poctom ich molekul. RF: proteiny se patrné nesnaZi navazat co nejvic svych molekul.
Nejedna se o fizeny déj, kazda molekula se k povrchu vaze samostatné.

... Su€asne sa mdze znizit aj kontaktna plocha na jednu molekulu aby bolo celkové
mnozstvo adsorbovaného materialu ¢o najvacsie RFE: jako kdyby to byl ze strany
proteini zamysleny aktivni proces

Z experimentalneho hladiska je vefmi dolezité, Ze postupnym obalovanym povrchu
nanocastice molekulami prostredia dochadza k zvacSeniu polomeru nanocastice.
RF: o kolik se zvétSi pramér naf. 100 nm Eastice?

Biomolekularna korona ... ¢asto ukryva nanocasticu pred niektorymi bunkami
imunitného systému

RF: nejsou zde Spatné sbalené proteiny, které by naopak mély byt rozpoznany?

... a zasadne ovplyvriiuje mieru cytotoxicity nanocCastice
RE: jak by fyziologické proteiny mély vyvolavat cytotoxicitu?

Konecna Struktura hard korony odraza evoluciu nanocastice. Vzdy CiastoCne
obsahuje molekuly z povodného prostredia aj ked ostava lokalizovana v inom
prostredi (Lundqvist et al. 2011). RE: neplatilo by to i pro jakékoli jiné povrchy in
vitro?

Pri pouziti pre-coatingu je Casto pozorovana kolokalizacia nanocastic so Specifickymi
molekulami v ramci bunkovych kompartmentov alebo cytoplazmy bunky (Estrela-
Lopis et al. 2011). RF: odpovida to interakcim téchto proteinl bez vazby na NP?
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Krv je pravdepodobne schopna modifikovat povrch kazdého cudzieho materialu

mnohymi odliSnymi mechanizmami, ale zaroven tak, aby boli tieto mechanizmy
kompatibilné s jej zloZzenim (Vroman et al. 1977). RE: co je to kompatibilita
mechanizmu?

Niektoré apolipoproteiny v krvi asociuju s lipoproteinovymi partikulami priblizne
rovnakych rozmerov ako maju nanoCastice na ktoré adsorbuju. To méze byt
vysvetlenim, pre€o su vo finalnej Strukture biokorony aj napriek svojej nie prilis
vysokej koncentracii v krvi pomerne hojne zastupené RF: jak to souvisi? pro€ by
apolipoproteiny v lipoproteinovych partikulich mély interagovat snaze s NP?

Jak “tvar a celkova plocha adsorpéného povrchu” ovliviiuje slozeni korony?

Aby mohlo prist’ k adsorbcii proteinu k povrchu, musi dosiahnut’ urcitej koncentracie,
pri ktorej sa stane povrchovo aktivnym. Niektoré proteiny krvnej plazmy dosahuju
pomerne vysokej povrchovej aktivity pri ich fyziologickych koncentraciach ( albumin,
IgG), iné su pri fyziologickej koncentracii len velmi slabo povrchovo aktivne (krvny
faktor FXII). RE: jak souvisi povrchova aktivita latek s jejich koncentraci? Platilo by to
i pro mensi molekuly? Surfaktanty?

...bolo pozorované, Ze do bunky vstupuju az po vytvoreni malého zhluku partikuli ...

RF: pravé, Ze pfi nenulové koncentraci iontd spousta nano€astic agraguje a maji pak
nejruznéjsi velikosti. Da se tedy vubec in vitro / in vivo o velikosti NP mluvit?

... V pripade, Ze nanocCastice su aj napriek tomu detekované v cytoplazme bunky, na
procese internalizacie sa nepodiela aktinovy cytoskelet (alebo ho prislusna bunka
vbbec nema) , NPs nie su vébec viazané k membrane a nie su detekované Ziadne
cytosolické vacky s obsahom NPs, autori vyjadruju predpoklad, ze by sa tieto NPs
mohli dostat’ do bunky Specifickymi adhezivnymi interakciami, difuziou napr. cez
pory. Je velmi zaujimavé, Ze Geiser et al predpokladaju takyto mechanizmus vstupu
do vnutra makrofagov a erytrocytov pre pomerne velké AuNPs (25 nm) a TiO2NPs
(100 nm, 200 nm). Ukazalo sa, ze volny vstup NPs do buniek dovoluje €astiaciam
pomerne volny presun v ramci kompartmentov daného tkaniva, respektive organu,
ktoré su dobre detekovatelné (Geiser et al. 2005).,

RE: Pres jaké pory by mél difuze probihat? Tento mechanismus se zda byt velmi

nepravdépodobny.

In vivo Studiami bolo dokazané, ze dokazu prestupovat rézne organy a tkaniva,
napriklad pecen, pfuca, slezinu, krv, srdce, obli¢ky, tenké ¢revo, mozog, kosti, svaly,
pohlavné organy, a interagovat s nimi na bunkovej urovni (Morais et al. 2012).

RF: Srovnani prostupnosti krve a kosti zde neni srozumitelné.

...Zlaté nanocCastice samy o sebe nemusia byt toxické, ale v zavislosti na metdde
vyroby moézu niektoré ich prekurzory spésobovat pri vysSich koncentraciach
cytotoxicitu (Connor et al. 2005).

RF: Stalo by za to specifikovat podstatné viastnosti, které jsou za cytotoxicitu asi
zodpovédné. Jedna se o chemické kontaminace?
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...Po inkubacii zlatych nanocastic s ludskymi hepatocytmi a ich internalizacii AUNPS
ovplyvnili expresiu génov antioxidacnych latok, proaptotickych enzymov a génov
podielajucich sa prevazne na metabolizme fosfolipidov a lieCiv.
RF: jedna se tedy o srovnatelny typ stresu?

Bolo pozorované niekolkonasobné zvySenie produkcie reaktivnych foriem kysliku
(ROS) a dusiku (RNS).

RF: Cim je to vyvolano? Chemickymi procesy na NPs nebo naopak aktivni obranou
buriky? AuNPS (jak je zminéno dale) vykazuiji antioxidaéni Ucinky...

RF: Au se vaze na nékteré chemické struktury napr. na proteinech. Ma takovato
interakce vliv na pinocytézu NPs? Nebo jsou atomy Au zcela schovany pomoci

korony?

Predpoklada sa, Zze aktivnym vstupom nanocastic do bunky doslo k zvySeniu stresu,
ktory mohol zapri€init zmenu objemu bunky...
RF: co je v tomto pfipadé aktivni vstup?

Alkalizacia lyzozémov je pravdepodobne spojena s disociaciou ddlezitého
Strukurneho proteinu lyzozomalnej ATP-azovej pumpy (Ma et al. 2011).
RF: jak AUNPs mohou vyvolavat disociaci ATPazy (od memrany?)?

... (Chithrani et al. 2006). Tato praca uvadza rozmer nasyntetizovanej nanocastice a
dokonca potvrdzuje vznik biokorony po styku s biologickym prostredim. Rozmer
nanocastice v okamihu interakcie s bunkou v tomto pripade vSsak nie je totozny s
velkostou NP po jej vyrobe. Ako sa spomina v prvej Casti tejto prace, po vytvoreni
biomolekularnej korony priemer nanocCastice vzrasta, ale vacsina prac velkost
nanocastice po styku s proteinmi neuvadza a €asto ani neskuma. Pri popise
biologickej interakcie nanocastic je to ale chybajuci délezity udaj.

RF: autorka se zde chova podobné a neuvadi kontrétni udaje. Jak se tedy zméni
velikost NP po vazbé protenu korony? Jak je takova zména velikosti detekovatelna?

... po pouziti $pecifickych blokatorov sodnych, draselnych a vapnikovych iébnovych
kanalov prislo k poklesu AuNPs detekovanych v mozgu az takmer o 50%. Autori tejto
Studie preto predpokladaju, ze pouzité AuUNPs mbzu penetrovat hematoencefalicku
bariéru aj volnym prechodom cez tieto ibnové kanaly, ktorych priemer by prechod
takto velkej Castice teoreticky dovoloval.

RF: Ale zminéné kanaly jse velmi specifické pro konkrétni ionty. NP touto cestou do
bunky patrné neprojde a to napf. proto, Ze nema (ve srovnani s jednotlivycmi ionty)
nijak velkou molarni koncentraci. Z kolika atomu se vlastné sklada AuNPs o velikosti
1.3 nm?

Bylo by mozné porovnat Si a Au NP co do cytotoxicity, morf. zmén, prichodnosti
pres konrétni membrany, ... ? Jsou vysledky s 16nm a 100nm SiNP porovnatelné?
Byly obé pouzity ve stejné koncentraci? Nebo se shodnym celkovym povrchem?
Jak ma d&tenar chapat dvé sdéleni v jednom odstavci na str. 21:

Nanocastice s malym priemerom (14 nm — 16 nm) spdsobovali nekrézu ...

... VSeobecne su kremikové nanocCastice vacsie ako 50 nm povazované za
biokompatibilné, ak spésobuju cytotoxicitu, tak len v minimalnej miere

RF: je v burice néjaka struktura, ktera by pravé rozdil mezi 16 a 50nm jasné
vysvétlovala?
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RF: postradam jakékoli konkrétni informace o povrSich zmifiovanych NPs. Jak
vypada terminace povrchovych atoma? Jaky maiji ¢astice naboj? S jakymi ionty
interaguji? Jaky vliv na to ma napf. pH? Jak tyto vlastnosti souvisi se schopnosti NPs
prechazet pres fosfolipidové dvojvrstvy? Jaka sila by je méla pfitahovat do nitra
bunék?

RFE: Nechapu: V prvom kroku, pri stanoveni energetiky mechanizmu, sa kvantitativne
porovnava vstup nanocastic do bunky pri inkubacnej teplote nanocastic s bunkami
37 °C a 4 °C. Ak je proces vstpu do bunky energeticky zavisly (endocytéza a pod.),
pocet internalizacii je vyrazne vysSi pri inkubacii pri 37 °C a pri teplote 4 °C prebieha
len minimalne alebo vobec. Vyuzitim pasivnych procesov je to presne naopak.

Jak by se projevilo izotermalni snizeni hladiny ATP v burikach?

... da sa velmi presne izolovat hlavny mechanizmus, ktory bunky pri prijme
nanocastic vyuzivaju (Herd et al. 2013).

RF: je to pro bunku néjak vyhodné? Nebo snad naopak pro NP? LepSi snad bylo
.mechanizmus, kterym k internalizaci dochazi*

Co je to "exkrécia LDH (laktat-dehydrogenaza)” a kdy k ni obvykle dochazi?
Jak si vysvétlit, Ze nejvice ovliviiuji bunécné funkce 12nm SiNPs, a méné 10 a
20nm? Jsou rozdily v literatufe vyznamné?

RF: Testoval nékdo sou€asnou administraci SINP a AuNP? Bylo by tak mozné
pozorovat presnéji rozdily v kinetice Sifeni a lokalizaci? Interaguji tyto NPs mezi
sebou?

Kremikové nanocastice ovplyvnili aj dalSie bunkové funkcie v zavislosti na type
bunky. U epitelovych buniek bol ovlpyvneny metabolizmus lipidov, Struktura malych
molekul, molekularny transport a signalizacia. Zmeny morfolégie bunky, signalizacie
a bunkovych interakcii vyvolalili nano¢astice u makrofagov (Breznan et al. 2017).
RF: prace je plna takto obecnych sdéleni...

RF: v zavéru se piSe: Ich unikatne charakteristiky, ako vysSia mobilita a vacsia
schopnost penetracie vychadzajuce z chemicko-fyzikalnych vlastnosti su ¢asto
spajané s moznou cytotoxicitou.

RF: im je tedy ovlivnéna schopost penterace NP do bunék a tkani, a cytotoxicita?
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