Posudek disertaini price Ing, Michaely Rabochové

Niazev préce: Studium interakei kovovych nanelistic a mikrobiologickych
objektii prostiednictvim pokrofilych mikroskopickych metod

Disertadni prace byla vypracovina na katedfe pfirodovédnych obordt Fakulty biomedicinského
ingenyrstvi CVUT v Praze a v rdmei této préce se Ing. Rabochové zabyvala n¥kolika vybrangmi
metodami, které Ize pouit pro pozorovani biologickych objektd, zde v préci zejména vybranych
drubb plisni a kvasinek a dale pak pro chatakterizaci stifbrmych nanoléstic syntetizovanych pomoci
biologického pistupu s pouZitim extraktu ziskaného 2 vinné révy. Prace je tedy interdisciplindrni
a propojuje jednak mikrobiologickou &dst, kterd popisuje zeiména vzhled studovanych
mikroorganismd za rdznych podminek (ovlivadni plisobenim stiibrmych nanotastic &
nizkoteplotailio plazmatu) a jednak &ast metodickou, zam&fenou na moderni mikroskopické
techmiky, kterymi Ize tyto mikroorganismy pozorovat (konkréin& pak skenovaci elekironovou
mikroskopil a mikroskopii atomérnich sil).

Disertaéni prace je Slendna do nékolik S4sti. V prvni, Gvodnf &isti, je na zhruba deseti strandch
presentovan soufasny stav problematiky mikromycetnich infekei, tedy infekoi, které predstavuji
vyznamny klinicky problém soudasnosti. Jsou zde zminény i pistupy vedouct k potladeni téchto
infekei, za pouZiti stibraych nanotastic ¢i nizkoteplomiho plazmatu. Poté jsou v dali kapitole
popsany techniky elektronové mikroskopie, které se vyuZivaji pro studium biologickych objekti.
Je zde viak zmindna pouze skenovaci elektronovd mikroskopie. Nasleduji tfi fasti price,
korespondujici s cili disertadni préce, kaZd4 Cést je samonosnd & obsahuje jak Gvodni stav feSené
problematiky, tak i metodickou Sast, &ist visledki a vétSinou pom&me kratkou diskusi. Poté jsou
presentovany {asti price tykajici se pinosu prace pro obor biomedicinského inZenyrstvi, zavéra
seznamy publikaci, tabulek, obrézki a grafii.

V ptedloZené disertadni prici Ing. Rabochové jsem posuzoval zejména;

Aktudlnost tématu disertaéni price:

Téma diserta&ni prace rozhodnd patfi mezi aktuslni témata soutasné védy. V posledni dobé je &im
d4l vitdim celosvéiovym problémem naristajici resistence mikroorganismilt vi&i plsobent
antimikrobidlnich latek a proto hledani novych litek & detailnéji popis pisobeni téch soutasnych
apochopeni mechanismd jejich Gfinkd je velmi zasadni. Stejné tak nalezend & vylepSen{ vhodoych
metodickych pFistupd a technik potfebnych k tomuto studiv.

Spinéni cilit disertaéni price:

Predlodend disertagn{ price si stanovila tfi hlavni cile: 1. zabjvat se aplikaci pokrodilych
mikroskopickych metod na charakterizaci nanocistic a identifikaci morfologickych zmén
bunséného povichu Candida albicans vlivem pusobeni stfbmych nanolastic; 2. aplikovat
pokrotilé mikroskopické metody na identifikaci morfologickych zmén bundnych povrchi
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vybranych mikromycetnich spor a jejich biofilmd viivem plsobeni nizkoteplotniho plazmatu a 3.
aplikovat pokrotilé mikroskopické metody na identifikaci zmén vnitfnich strukiur vybranych
mikromycetnich spor a Candida albicans viivem plisobeni antifungainich prostfedk.

Viechny tyto thi cile byly spinény, jak dokladd i Slendni této disertalni préce do i podkapitol v
souladu s tdmito cfli prace.

Metody a postapy FeSeni:

Metodicka &ast, nale?fci v2dy k dané studované problematice je v8t§inou pomémé strudnd, nicméng
na nékolika mistech je zmiftovén odkaz na publikace, u nichZ je pani inZenyrka spoluautorkou a
lze tedy dohledat detailnd informace o pouZitych metodach v t&chto publikacich.

Vysledky diserta&ni price a konkrétni pFinosy disertanta;

Vysledky disertadni préce jsou piehledng zpracoviny a presentovény jednak pfimo v disertadni
praci a jednak v recenzovanych publikacich autorky. Ne vidy je zeela zfejmé, co vie bylo
provadéno pfimo panf inZenyrkou a co jejimi spolupracovaiky, af’ uz v Centru vizkumu v Refi &
na VSCHT. Nicméné pfedpokladam, Ze viechny mikroskopické techniky véetnd FIB-SEM a AFM
provadéla panf inZenyrka osobné,

Kvalita v¥sledkii je pak doloZena dtyfmi recenzovanymi publikacemi v kvalitnich mezinarodnich
tasopisech, kde je pani inZenyrka Rabochovd autorkou & spoluastorkou. Celkovym piinosem
disertanta je pak presentace a zhodnoceni vysledkd nékolika vybranych metod a postupt, keré Ize
pouZit pro studium antimikrobidinich pFistupd.

Vyznam pro praxi a rozvej studijnihe oboru Biomedicinski a klinicka technika:

Popis vyuZitf a moZnosti pouZiti rlzngch technik, kieré lze pouZit pro studium GCinku
antimikrobialnich latek na vybrané mikroorganismy je velmi dileZity pro posouzeni a studium
vlivu tdchto litek a nalezenf novych antimikrobidlnich latek s lep8im Glinkem &i takovych, které
nebudou zphsobovat resistence mikroorganisml. Toto patff pod priority soudasného
mikrobiologického vyzkumu. Z hlediska rozvoje studijniho obora oceinji interdisciplindrni
charakter price, propojeni mikrobiologick¥ch metod a velmi modernich mikroskopickych technik.
Zejména pak techniky FIB-SEM, kterd mé velkou budoucnost. TaktéZ velmi kladné hodnotim
navizani prospéiné spolupréce disertantky s externim pracoviStém na VSCHT.

Formalni Gprava disertadni price a jeji jazykovi drovei:

Price je psdna pomémé &tive, tim, Ze obsahuje fadu velmi péknyeh snimki z elektronové
mikroskopie & mikroskopie atomdarnich sil, tak je zajimava a atraktivid i po grafické strance. Mam
pouze ndkolik vyhrad k jeji jazykové firovni. V prici je Fada piekleph (napt. i psani nézvu plisni
Aspergillus vs Aspergilus) a poméug fasto se vyskytuil vély, kde neni ve shodé podmeét
s piisudkem. Toto lze presentovst napfiklad hned na drubé a fietd v&I8 nejdilleZit€jSi Casti,
Abstraktu préce, které obsahuj{ pieklepy a jazykové nc zcela vhodné formulace. Cituji:
wMikromyeetni infekce zphsobujict zdvaind invazival a diseminovand onemocnéni spojené s
vwsokou mirou pridruzené mortality jsou vdéEnou hrezhou pro sewcasmou medicinn zejména
imunodeficientnich pacientit”. Mlo by nejspiSe byt infekce a onermoendni spojend 5...% a co
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znamend pojem ,medicina imunodeficientnich pacientd™? Hned dal8i véta: ,Prioriton mnohych
védecko-vizkumnych pracovi¥t po celém je nalezeni inovativaich metod vivoje antifungdlnich
Ieciv™, v niZ evidentn® vypadio celé slove, nejspife ,svéré“. TaktéZ jsou obas nevhodné pouZitd
slovni spojeni & pojmy, napklad: |, ubnizdéni mikroorganismi”, & ,,onemocnéni patogennimi
mikromycetnimi biofilmy“. Z véty ,, Na pracovisti Ustavu biotechnologie Vysoké Skoly chemicko-
technologické v Praze vedené pani doc. Ing. Olgou Matitkovow, Ph.D. a pani Ing. Annou
Miskovskou... . to vypadd, ¥e uvedengé kolegyns vedou VSCHT.

Plipominky a ziv¥relné zhodnoceni disertalni price:

Pro analyen nanodastic stéibra, pfipravenych biosynteticky, bych pro pH8t€ zvaZil i pouZiti
transmisni elektronové mikroskopie, idedIné vysokorozlifovacl TEM. Ziskalo by se jisté vice
informac{ o struktufe a vzhledu téchto nanofdstic, moZnd by bylo moZné i rozlifit i povreh
nanoddstic Ag sextrakiem a v destilované vodé (moZnd by byla viditelnd vngj$f vrsiva okolo
nanodastic pFiptavenych v extraktu Fits vinifera).

Nezvazovali jste pouiti AFM i v kapaling, tedy pousiti kapatinové cely? V ni lze pomémé dobfe
pozerovat fady biologickych objektd, aniZ by se musely vysousiet a nedochizelo by tak k poikozeni
strukfury biologickych objektil

NezvaZXovali jste pfed mikroskopil pouZit n&jaké techniky fixaci pozorovanych mikromycet, aby
nedochdzelo ke kolapsu biologickych struktur diky vysouSen{ a aplikaci vakua? Prijde mi, Ze fada
aspektli, zmifiovanych v jednotlivych kapitoldch mohla souviset prave s kolapsem struktury diky
odvodnéni biologickéhe objektu, Napfiklad pfi mikroskopii Candida albicans pomoci FIB-SEM
nebylo snadné za danych podminek pozorovat vnitini struktury kvasinky a bylo nutné aplikovat
metodu IBID — ochrannych obélek. Zde by moind vhodna fixace mohla pomoci.

Ohledn® vyuziti sttfbroych nanodastic v medicing, zejména jako ordlné podivanych léki, jsem
pom&mé skepticky. Za ji# vice neZ 20 let studia vyuZitf stfibrnych nanotastic se obavam, Ze kromé
jejich pouditi v topickych pHpraveich, obvazech, ndplastich, &i textilifch si t8Zko najdou misto i
mezi oralnd poddvanymi pfipravky — vhednymi pro Vami popisované mikromycetni infekee.

Lze posoudit moZnosti §iritho pouZiti nizkoteplotniho plazmatu i v klinické praxi? Jakd bude cena
ofetfeni materiald a pFistrojovéd ndrodnost, ve srovndni s metodami pouZivanymi v soudasnosti,
napf. ozafovani pomoci UV svitla & autoklavovini?

Vysledky presentované na Grafech 1 a 2~ velikosti syntetizovanych nanotdstic Ag. U dastic, kiers
byly Vami posouzeny jako monodisperzni, jsou jejich velikosti v rozmezi od 2 do 20 nm. Jak jste
definovala, kdy jsou nanotastice je§t3 monodisperzni a kdy jiZ polydisperzni?

Vliv stifbraych nanodastic na Candida albicans: Pouze na ziklad€ velikosti 4 tvaru pozorovanych
bunek jste usoudila, Ze nanoddstice Ag pisobi fungistaticky. Toto odvainé tvrzeni Ize viak velmi
snadno pomoci mikrobiologickych technik potvedit. Navrhnéte, jakymi technikami byste byla
schopna posoudit, zda je vliv nanodastic fungicidni & fungistaticky.
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V disertalni praci bych olekaval o néco v&3{ prostor vénovany diskusi. Disertantka by mohla
v diskusi porovnat ji powité metody s rliznymi dal¥imi metodami, které se pro podobné Géely
poukivaji, vzdjemnd posoudit jejich vyhody a nevyhody. Napiiklad porovnat pouZité metody
s metodami crye-EM, & technikami ultratenkych fezd a naslednou TEM.

Dalii drobné podmky:
U Obr. 1 bych uved! o jakd mikromyceta konkeétng jde, tedy kterd na obrazku vidime.

Obr. 28 a 29: Dle mého nizoru je jiZ z obrdzku 29 ziejmé, Ze vybrané nanoldstice je na povichu
buiiky, navic jste analyzovali pouze tuto jednu vybranou nanotistici a na zékladé toho tvrdite, Z¢
tping viechny nanodéstice jsou pritomné na povrchu bunck?

Zavér: _

PredloZenou disertaini prici hodnotim jako kvalitni, autorka prokézala schopnost samostatné
védecké prace, orientace ve studované problematice, ziskani kvalitnich vysledkil a schopnost tyto
ziskané vysledky sepsat a zhodnotit, a to i ve formé 4 kvalitmich mezindrodnich recenzovanych
publikaci.

Disertand prici tedy doporutuji k obhajobd,

V Praze dne 6. 6. 2024 doc. Ing. Pavel Ulbrich, Ph.D.
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