Oponentsky posudek na magisterskou praci
Tereza Bélinova (2017) Sledovani vlivu kiemikovych nanocastic na lidské bunky

Bc. Tereza Bélinova zpracovala magisterskou praci zamétenou na sledovani vlivu kiemikovych
nanocastic na lidské osteoblasty a monocytarni bunécnou linii.

Formalni kvalita predloZeného textu:

Prace je ptehledné a precizné ¢lenéna, vhodné doplnéna obrazky a kvalitn€ zpracovanymi grafy.

Jazyk:
Gramaticky a formula¢né je prace bezchybna.

Hodnoceni vysledkii z hlediska tviiréiho prinos.

Prace se zabyva popisem chovani tii typl kifemikovych ¢astic pii interakei s osteoblasty a monocytarni
buné¢nou linii. K charakterizaci ptisobeni na buiiky autorka pouzila Sirokou $kalu metod, které
podrobné popisuje. V praci ukazuje, Ze kazdy typ Castic pfi interakci s buitkami mutize odlisn€ ovlivnit

napf. zivotaschopnost buné€k, praveé v zavislosti na typu pouzité bunééné linie. Dale se prace zabyva
vlivem sérovych proteinii na chovani nanocastic a vysledné na efekt v interakci s bunikami.

Prace je metodicky bohata a vysledky jsou Siroce komentovany, véetné i takovych vysledkd, které
nepiinesly o¢ekavany vystup.

Slabym bodem, pies veskerou preciznost s kterou byla prace tvoiena, je miziva charakterizace
nanodastic, které jsou v praci pouZity. Piestoze je prace biologicky zaméiena, pohybuje se na
mezioborové linii a informace o syntéze a charakterizaci ¢astic jsou pro hodnoceni zmén v buiikach
Casto zasadni. DalSim slabym bodem je chybé¢jici uvaha nad cilem prace resp. k jakému ucelu tyto
castice mohou byt pouzity, a tim také myslenkovy podklad testovani interakce téchto Castic na
vybranych bunéénych liniich.

Hodnoceni casti predkladaného textu.:

1. Literalni pfehled
Literarni prehled je dobfe strukturovan, pokryva rozsahem témata, ktera se dotykaji
zkoumanych nanocastic a jejich interakce s buitkami. Prehled je doplnén nekolika obrazky.

2. Material a metody

Autorka pouzila fadu metod, které velmi detailné popsala a rozpracovala. Doporucila bych pfi
pripravée dalSich texti vkladat pfimo do danych kapitol metodické casti pocty replikatii a
opakovani. Piestoze, tyto informace autorka uvadi v experimentalni ¢asti a na konci
metodické ¢asti, je t&zké se v nich orientovat.

3. Vysledky
Autorka prezentuje vysledky s vyuZzitim 15 grafii a 16 obrazka. Zejména se jedna o popsani
kultivaénich podminek vybranych bunéénych linii, jejich viability, charakterizace formou
pritokové cytometrie a mikroskopie. Vysledky jsou velmi prehledné a systematicky uvedeny.
Komentare k provadénym experimentiim jsou podrobné a zahrnuji zamysleni nad pozitivnimi
i negativnimi vystupy. Tento fakt je vyznamny zejména s ohledem na problematické chovani
nanocastic, které¢ nebylo mozné predikovat. K charakterizaci interakce nanocastic s buitkami a
chovani samotnych bunék se vztahuje nékolik komentait a dotazi, které jsou uvedeny nize
Vv ptfipominkach a otazkach.
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4. Diskuze a zavér

V diskuzi autorka shrnuje dosazené vysledky a kriticky se nad nimi zamysli. Do budoucnosti bych
doporucila doplnit diskuzi vysledkii o porovnani ¢i vztazeni do kontextu s obdobnymi jiz
publikovanymi daty.

Dle niazoru oponenta je prace velmi dobi‘e napsana, data jsou jasné a srozumitelné
prezentovana. Tereza Bélinova prokazala schopnost ziskavat experimentalni data,
analyzovat je a umistit je do kontextu tématu aplikace nanomateriali.

Pripominky k praci a otazky do diskuse:
Jak jiz bylo naznaéeno v ivodu posudku, praci by vyrazné ptispél popis cile pouziti a testovani

castic, a také vysvétleni vybéru danych bunéénych linii.

Daéle je zde zdsadni mezerou mizivy popis pouzitych nanocastic. Jednotlivé Castice a v pfipade
vice $arzi i u nich, je vzdy nezbytné, uvadét alespon odkaz na jejich blizsi charakterizaci. Pokud
tato informace neni k dispozici, je nutné castice popsat. Chybi zde bliz8i zobrazeni rozloZeni
velikosti formou grafu napt. Déle neni jasné jejich pfesné slozeni (napf. - jaky obsah boru ¢i
fosforu maji ¢astice SiQDs ?; a v jaké formé?). Tudiz napf. zda-li je pfitomen na jejich povrchu
naboj, nebo tomu tak neni. Toto miiZze zdsadné ovlivnit viabilitu bunck.

Neni ziejmé jakym zpisobem dochazi k odlisné ptirozené fluorescenci jak popisuje autorka,
pokud jsou ¢astice velmi podobné? Tuto informaci by bylo vhodné doplnit.

Castice SINP byly uchovavény ve tiech typech roztoki. Jednim z nich byl roztok glycinu. Prosim
o zdivodnéni uchovavani v tomto roztoku, a také koncentraci glycinu.

Autorka v avodu popisuje exocytozu, nezamysli se nad autofagii. Pravé autofagosomy v fadé
ptipadl hraji zasadni roli pfi eliminaci nanocastic z buiky. Prosim o zamysleni nad roli autofagie
ve vztahu K pouzitym ¢asticim.

Diferencia¢ni studie s THP-1 buiikami nebyly jednoznaéné, coz je s ohledem na buné¢nou linii
mozné. Pro¢ nebyla zvolena jind bunécna linie napt. RAW 264.7, ptipadné jina obdobna b. linie.

THP-1 byly stimulovana 100nM PMA. PMA vede také k oxidativnimu vzplanuti makrofagu.
Prosim autorku o zamysleni, zdali vedle smérovani k diferenciaci by dle jejiho nazoru mohla
stimulace PMA zasadné ovlivnit interakci nanoc¢astic s bunikami a to jak jejich viabilitu tak napt.
exocytozu castic.

Autorka pfi charakterizaci viability bunék po inkubaci s jednotlivymi ¢asticemi vétSinou volila
stanoveni po 6, 24 nebo 48 hodinach inkubace. V nékterych ptipadech vsak pouzila jiné ¢asy — 2h
a 24 hodin, nebo jen 48 hodin. Je mozné vysvétlit, jakym zptisobem autorka vybirala jednotlivé
casové useky pro jednotlivé experimenty?

Prosim o vysvétleni, pro¢ k detekci apoptozy pripadné nekrdzy nebyly pouzity jiné metody, napf.
detekce Caspas 3/7 pomoci WB nebo mikroskopie ¢i pritokové cytometrie.



Oponentsky posudek na magisterskou praci
Tereza Bélinova (2017) Sledovani vlivu kiemikovych nanocastic na lidské bunky

Prezentace mikroskopickych dat napt. kolokalizace s endosomy je bohuzel $patné viditelna
V obrazcich, kde bylo mozné vidét prekryti signalu Castic a ptislusné protilatky, je také pritomno
viditelné svétlo a bohuzel neni mozné si prohlédnout fakticky piekryv.

Prosim o bliz§i informaci, pro¢ autorka volila u rizny ¢astic rozdilné délky inkubace, napf. obr. 14
uvadi SAOS-2 buny inkubované s SiCs ¢asticemi po dobu 4 hodiny v koncentraci 100ug/ml. Obr.
15 pak uvadi SAOS-2 bunky inkubované s SiNPs ¢asticemi po dobu 48 hodin v koncentraci
100ug/ml



