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V piedloZené préci s ndzvem ,,Kontrastni latky na bazi upkonverznich nanocastic pro
pouziti v biomedicing* je feSena problematika reprodukovatelné ptipravy upkonverznich ¢astic,
moznosti navazani derivatl kyseliny hyaluronové a jejich vyuziti jako kontrastni latka pro
zobrazeni biologickych struktur. Jedna se o velmi aktudlni téma a vyuZiti tohoto typu ¢astic ma
velky potencidl v mikroskopickych technikach ke konvenénim fluoroforim. Diky pouziti IR
excitacniho zafeni je minimalizovana negativni autofluorescence, kterd mtize potlacit signal
protilatek s navazanym flouroforem a také je snizena fototoxica napf. pro aplikace
s Casosbérnym snimanim zivych bunék.

Prace je logicky rozdélena do 4 multidisciplinarnich kapitol:

V prvni kapitole je popsana reprodukovatelnd syntéza upkonverznich nanocastic bez
necistot s emisnim spektrem pokryvajici UV, viditelnou a blizkou IR oblast. Dale je v kapitole
popsana piiprava castic v konfiguraci jadro/slupka s fadové siln€js$i luminiscenci. Ptipravené
Castice jsou charakterizovany pomoci SEM/TEM mikroskopie, FTIR analyzy a rentgenové
difrakéni spektrometrie.

Druha kapitola popisuje problematiku navdzani dvou typt derivatd kyseliny
hyaluronové na pfipravenych casticich. Prvni jsou mycelam podobné agregaty Castic s oleyl-
HA pfiipravenych mikroemulzni metodou u kterych je dale feSena jejich stability v kultivacnich
médiich. Tyto castice byla jest¢ doplnény o peptidovou sekvenci s afinitou k buitkam
karcinomu prsu. Druhym typem jsou &astice, na které byl adsorbovan HA-furanyl. Castice
s navazanou HA byly charakterizovany termogravimetricky, optickou emisni spektrometrii a
byl méfena zeta potencial.

Tteti kapitola se vénuje problematice mikroskopického sniméni pfipravenych Castic pti
in vitro experimentech. Je popsdna tprava widefield epiluminiscenéniho mikroskopu pro
pfipojeni excitacniho laserové zdroje a uprava optické soustavy pro pouziti s IR zdrojem a
vytvoteni homogenniho osvétleni pro excitaci ¢astic ve vzorku pii zachovani moznosti pouziti
1 klasickych fluorescenénich barviv. Testovani pfipravené¢ho systému bylo realizovano pomoci
navrzené¢ho fantomu.

Ve c¢tvrté kapitole jsou pfipravené ¢astice s navdzanymi derivaty kyseliny hyaluronové
vyuzity pfi in vitro experimentech s primokulturou lidskych derméalnich fibroblastti, nddorovou
linii bunék MDA-MB-231 a prase¢i tkdni. Experimentidlné¢ je hodnocena cytotoxicita
pfipravenych c¢astic pouzitim metabolickych testu a live-dead znaceni a dale jsou castice
pouzity jako kontrastni latka. U prase¢i kize byla hodnocena schopnost penetrace na
histologickych fezech.

Metody a vysledky prezentované v praci jsou soucasti autorovych 3 publikaci (u 2
publikaci prvni autor, u 1 publikace v pozici druhého autora). Zpracovani textu piehledné,
vhodné je i zvoleno o toto rozdéleni na 4 tematické kapitoly kde kazdé kapitola mé svou diskusi
a shrnuti stézejnich vysledkl. Véty jsou formulovany srozumitelné na dobré jazykové Grovni.
Po formalni strance je pfedlozena disertacni prace v potadku. Prace cituje 141 ptivodnich praci
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(2010+). Velmi pozitivné hodnotim i dal$i autoriv publikacni potencidl. Autor uvadi dalsich 8
publikaci bez pfimého vztahu k disertaci kde je az na dvé vyjimky na pfednich mistech a zna¢né
tak prevySuje bézné naroky kladené na publikacni ¢innost studenta doktorského studia. Na
zaklad¢ vysoké trovné disertacni prace i publikacni ¢innosti konstatuji, ze doktorand prokazal
hluboké znalosti v daném oboru a je schopen tymové védecko-vyzkumné prace.

Otazky k diskusi:

1. Pro vyutziti v in vitro podminkdach popisujete kratce sterilizaci ¢astic, kde filtrace je ne-
vhodnd a ddle zminujete ,wet heat”. Mohl byste blize specifikovat tento postup —
jedna se o parni sterilizaci?

2. V praci popisujete dostupnou Upravu widefield epifluorescenéniho mikroskopu pro po-
uziti pfi zobrazeni struktur s UCNP, kde vyuZivate laserové diody o vinovych délkach
975 a 985 nm. Bylo by mozZné i poutziti dostupnych vykonnych IR LED diody v obdobné
vinové délce, byt se SirSim pasmem?

3. V radmci in vitro experimentld demonstrujete mikroskopické zobrazeni pomoci UCNP
ovsem po fixaci kultury a jejim dalSim barveni bunék (f-actin, jadra). Vyhodou téchto
Castic je i moznost zobrazeni s zZivou kulturou nebo vyuziti pro sledovani prabézné dy-
namiky vyvoje kultury. Realizovali jste i zobrazeni Zivé kultury s témito ¢asticemi, bez
fixace? Uvazovali jste i o sledovani dynamiky, jak se chytaji ¢astice na bunky — napft.
Casosbérné snimani?

Diserta¢ni prace Mgr. Jiftho Mrazka splituje veskeré pozadavky, které jsou na takovou praci
kladeny. Autor prokazal tvirci schopnost a pfedpoklady pro samostatnou védeckou praci.

Ptedlozenou praci proto .
DOPORUCUJI

k obhajob¢ a na zakladé uspésné obhajoby poté doporucuji udéleni akademického titulu doktor
ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych Skolach ¢.111/98 Sb.
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