Centrum pro vyzkum g
toxickych latek M 2 ,?
Vv prostredi ¥ S, 2

Doc. RNDr. Jakub Hofman, Ph.D.

RECETOX, Centrum pro vyzkum toxickych latek v prostredi
Pfirodovédecka Fakulta, Masarykova Universita

Kamenice 753/5, 625 00 Brno

hofman@recetox.muni.cz

Posudek disertaéni prace Ing. Jakuba Opriala:

VLIV FYZIKALNE-CHEMICKYCH VLASTNOSTi NANOMATERIALU A EXPOZICNICH
MEDIi NA VYSLEDKY TESTU() EKOTOXICITY

Disertacni prace se zaméfuje na velice aktudini a potfebné téma (z védeckého i spolecenského hlediska):
hodnoceni toxicity, ekotoxicity a rizik nanomateri4li. Vzhledem k boomu ve VwWvoji a pouiiti

zdravotni rizika. Je potfeba co nejdfive osvétlit, jak specifické vlastnosti nanomaterilg (velikost Eastic,
povrchové vlastnosti apod.) doplfiuji a méni toxicitu latek, z nichi jsou sloZeny. Jednou z praktickych
vyzev je to, ze nano-charakter testovanych latek casto gini postupy standardnich metod OECD, ISO apod.
nepouZitelné. Je tedy potieba poznat, jak se lidi chovani nanotastic v ekotoxikologickych testech od
chovani béiné testovanych chemikalii a jak toto ovliviiuje vysledky test.

Pfedlozend disertaéni prace miti do vyse zminénych témat a klade si za cil definovat klicové fyzikalng-
chemické parametry nanomaterisl( a testovacich medii, které ovliviuji vysledky ekotoxikologickych
biotestd, a minimalizaci jejich nezddoucich vlivii Gpravou postupli. Ktomu bylo ale potieba ziskat
modelové nanoddstice a poredit vhodné metody na jejich méfeni a charakterizaci (cil 1). Dal$im cilem
bylo navrhnout zmény v postupech biotesti tak, aby se odstinil efekt agregace castic (cil 2a a 2b).
Poslednim cilem byla studie vlivu povrchovych viastnosti nanotéstic (cil 3).

Autor predlozenou praci prokazuje schopnost provadét vyzkum, psat kvalitni odborny text, publikovat
své vysledky v IF Casopisech (2 prvoautorské Clanky sIF 2,8 a 0,3 a spoluautorstvi na 2 dalsich Elancich
ktématusIF1,3a1,1)a prezentovat je na konferencich.

V préci uvedena literdrni rederse je velice ¢tiva, prehledna a prinosna. Zel vétina textu se tyka detail
metod potiebnych k charakterizaci nanocastic a testovacich organismi (str. 29 - 48). Tomu
nejzajimavéjsimu, na co by méla havazovat experimentalni €4st, to je osudu nanocastic v prostredi a
médiich a jejich plisobeni na zivé organismy je vénovéana mensi pozornost (str. 23-28).
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Dotaz: Studii toxicity anorganickych nanoastic jiz existuji stovky. Nebylo by moiné znich sestavit
databazi ukazujici vztahy mezi riznymi parametry, jako jsou vlastnosti media, velikost ¢astic, chovani
v mediu apod.?

Jako modelové nanocastice byly primarné vybrany nano&astice stiibra a vyznamna Cast prace se zabyva i
jejich pfipravou a charakteristikou. Plusem je, e o téchto &asticich je jif znamo velmi mnoho — nanoAg je
jednim z nejcastéjdich nanomateriall viibec. Minusem je, %e i poznatkl o jejich ekotoxicité je velmi
mnoho a prokdzat novost a originalitu ziskanych vysledkd disertace maze byt téiké. Jako modelové
nanocastice pro test s roupici byly pouzity nanoéastice zinku.

Dotaz: Proc byly zvoleny pravé nanocastice stiibra? Proc anorganické nanocastice a proc zrovna stfibra?
Nebyly ve hfe i jiné, méné probddané nanotastice, a piipadné na ¢em jejich zvoleni ztroskotalo? Pro¢
nebyly nanotastice zinku zpétné zkoumany i v akvatickych testech, aby bylo mozné srovnani?

Dotaz: Proc byly nanocastice stfibra pripravovdny samotnym autorem? Nebylo praktictéjsi je ziskat jinde
(podobné jako pozdéji nanocdstice ZnO) a uetfené Usili vénovat daliim cilim prace?

Po pfipravé Castic nanostfibra nasledovaly pokusy sledujici jejich osud (agregaci) v demineralizované
vodé a médiu pro test OECD s rybami. Pro studium nano¢astic byly zvoleny vhodné fyzikalni a chemické
metody — postupy moderni, akceptované védeckou komunitou a dominantné ufivané ve studiich
nanomaterialQ.

Dotaz: Proc byla z osudu nanotéstic sledovana pouze agregace? Je to jediny & hlavni proces, ktery
probiha?

Dotaz: Které metody ze spektra vyzkousenych a v préci zmifiovanych metod by autor doporucil nejvice
pro dalsi vyzkumy této problematiky, pfipadné jako rutinni sadu pro praktické testovani nanoédstic, tj.
metody, které by bylo nutno provést pfi kazdém biotestu nanomateriala?

Jako dva exemplarni akvatické biotesty byly vybrény test s rybou Danio rerio a koryéem Daphnia magna.
Pro dali ucely byly jako druhy pfidany dali dva druhy ryb. Jako exemplarni terestricky biotest byl
vybran test s roupici Enchytraeus crypticus, ale neprovadény v piidé ale v agaru.

Dotaz: Proc se autor zaméfil pouze na rybu a dafnii pfi vybéru vodnich testi? Logicky by se nabizelo mit
vsadé i testy srostlinami (napf. fasovy test ¢ okiehek) a mikroorganismy (napf. Vibrio fisheri ¢i
Pseudomonas putina). Jedna se o testy rutinné pouZivané pfi hodnoceni chemickych latek a majici opét
specificka média, kde by znalost interference s osudem nanoéastic byla velmi z4douci. Podobné tak u
pudnich organism(: pochopitelné je, Ze se vyzkum zatim chtél vyhnout tak komplikované matrici jako je
puda, ale i tak by se nabizela napriklad %ifala, mikroorganismy (P. putina, Bacillus cereus, Arthrobacter
globiformis) &i rostliny (hof¢ice, salat), které Ize provadét i v kapalném mediu.
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Pfipominka: Na str. 8 autor uvadi, e danio je konzument a dafnie je producent. Oba organismy jsou
konzumenti, jen jiného fadul

Po prvotnich zjisténich, 7e chovani nano&astic znemoznuje jejich smysluplné testovani, byly zkoumény
modifikace médii akvatickych biotestsi. Nelehce feditelnym problémem je, 7e rizné faktory spolu
interaguji, napf. aglomerace je koncentraéné zavisla, podobné jako vysledny toxicky efekt. Vyzvou je, jak
tuto interferenci oddélit. Zd4 se, e autofi nadli fefeni ve formé obmény médii v riznych ¢asovych
intervalech, ¢imZe bylo ve viech koncentracich dosaZeno podobné velikosti ¢4stic. Toto Fefeni povaiuji
za jeden z hlavnich pfinos celé prace.

Dotaz: Castdi obména média v rybim testu se ukdzala jako Fefeni udrzujici velikost &astic
(pseudozabranéni dalgi aglomeraci). Jak je oviem takovy postup slucitelny s praktickou proveditelnosti
testd? A naopak jak se vzdaluje od priibéhu expozice, jak by probihal v redlném ekosystému po vstupu
nanocastic?

U testu sroupici na agaru se Usili dominantné zaméfilo na co nejlepsi distribuci &astic v agaru a
maximalni pfedejiti aglomeraci.

Dotaz: Jaky je nazor autora na ekologickou relevanci testu s roupici na agaru a vibec jeho pousitelnost
pro jakékoliv vyhodnocen rizika testované substance? Domnivam se, Ze kdyz se pozdéji u tohoto testu
navic ukazuji téZkosti pfi distribuci do média a je nutno zvolit znaéné usil a specidlni postup, aby se
testovand latka distribuovala v médiu, uz se zcela vzdalujeme s timto testovacim systémem jakékoliv
realné situaci jak na strané organismu, tak na strané chovani latky.

Dotaz: Na str. 94 je uvedeno, e nebyl pristup k TEM, pFicemz v pfedchozi studii s nanostfibrem jsou
vysledky TEM obsaZeny?

Vliv povrchové chemie u dvou rznych nano&astic stfibra byl studovan vtestu bunéénou kulturou
strevnich epitelidlnich bunék pstruha.

Dotaz: Na vysledcich kfivek dévka odpovéd' je naznaceno jakoby dvoji zakfiveni toxicity. Da se néjak
vysveétlit ze znalosti probihajicich procesii?

Za velice zajimavy a podnétny pro dali vyzkum povaZuji experiment s pfestupem nanoéastic pFes
membranu tvofenou bufikami RTgutGC. Takové experimenty jsou pfesné ty 7adouci, které umozni
vhlédnout do probihajicich proces a jejich mechanismi. Zel byl v tomto experimentu srovnavan pouze
vliv teploty (4 a 19°C).

Dotaz: Jaké dalsi faktory (mam na mysli zpét k fyzikalnéchemickym parametrim nanoéastic) by autor
zatal studovat pomoci tohoto experimentalniho designu?
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Kcilim prace a koncepci celé price obecné: Domnivam se, ze klicové je rozlidit, zda specifické (ve
smyslu odliSnosti od ne-nano podoby stejné latky) chovani & toxicita nanoCastice je: a) to, co skutetné
chceme urtit, protoze to bude podobné fungovat i v realném ekosystému at uZ se jedna o efekt primarni
(napf. nanolastice je sama o sobé vice toxickd) Ci sekundarni (napf. nanotastice se méné/vice dostava
latku do organismu, vice/méné uvolfiuje toxickou formu latky ...), nebo b) artefakt vznikajici v testovacim
systému, napfiklad diky neredlné vysokym koncentracim & umélému sloZeni testovaciho média
s vysokou iontovou silou.

Dotaz: Co je vtomto kontextu my3leno ,negativnim ovlivnénim vypovidaci schopnosti test” (str. 16)?
Jaky je vlastné cilovy stav - co vlastné chceme testovat u jakékoliv chemickeé latky a co u nanomaterilu?
Zmény, kterym podléhd nanocéstice v prostfedi (at jiz redlny ekosystém nebo medium v testu), nemusi
nutné spadat do pfipadu b) vyse. Mize byt naopak Zadouci, je vtestu postihnout (viz reterie v kap.
1.1.1). Pfedstavme si latku, ktera sice nebude nanocdstice, ale bude mit nékolik mechanismi Géinku a
bude mit v médiu (a prostfedi) osud, ktery bude modifikovat jeji toxické efekty, biodostupnost apod, Jaky
je pak koncepéni rozdil mezi hodnocenim toxicity takové Iatky a nano&astic? Bylo by velice pékné, kdyby
se autor pokusil pfi prezentaci rozélenit faktory ovliviiujici chovéni a toxicitu nanoéastice napf. takto: a)
vnéjdi (podminky prostfedi ¢i media v testu) vs. vnitini (velikost, chemismus nano&astice); b) relevantni
(je potfeba je zahrnout do hodnoceni osudu a toxicity v testu) vs. interference (umélé artefakty, které
zkresluji vysledek testu a nemaji co do ¢inéni ani s osudem v realnych podminkach); c) pfipadné dali
varianty; d) kombinace. Toto je jen navrh. Ocenil bych zkratka jakékoliv koncepéni ,uklizeni” této
problematiky,

Dili cile prace byly jednoznaéné naplinény a bylo to dolozeno i publikaci vysledki. Zel mam dojem, fe
ramcovy cil prace (definovat klicové fyzikaln&-chemické parametry nanomateridll a medii, které
ovliviuji vysledky ekotoxikologickych biotest) nebyl a ani nemohl byt uspokojivé naplnén. Jedna se
totiz o soubor nékolika svébytnych experiment(, které sice maji spolecné téma testovani nanocastic
v ekotoxikologickych biotestech, nicméné diky jejich odlitné koncepci a designu nemohou spoleéné jit po
linii plnici ambiciézni rdmcovy cil. Z mnoha fyzikalné-chemickych parametri nanodastic jsou viceméné
vybrany pouze dva: velikost ¢astic a povrchovy chemismus, ale vidy v jiné studii s jinymi endpointy a
jinymi organismy. Tyto jsou vybrany a priori, bez dikladnéjsi analyzy a srovnani s daldimi moznymi
faktory. Na str. 17 je uvedeno, Ze identifikace kli¢ovych parametrd probéhla v ,pilotnich experimentech”.
Lze se seznamit s jejich vysledky? Které dal$i parametry kromé velikosti &astic byly porovnavany?

Formalni stranka

Po formalni strance préci nelze nic vytknout. Rozsah je uctyhodny, jsou obsaZeny seznamy obrazki,
grafl, tabulek i zkratek. Price je prehledné &lenéna. Je jednotnd a dobra Uprava a styl. PouZiti a format
citaci je v pofadku. Nutno vyzdvihnout velmi kultivovany jazyk, spravnou miru odborné stylistiky a
absenci preklepd.
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Trochu nesouhlasim s tim, se experimentalni Cast je ¢lenéna dle cili a v ramci kaidého je popsana
metodika a pak tzv. ,vysledkovd &ast”. Klasické rozdéleni na vysledky a diskusi chybi, Tim je trochu
zamaskovano, Ze diskuse je prevazné vlastni hypotetizovani a polemika nad vysledky, nikoliv kvalitni a
rozsahla diskuse s vysledky jinych studii. Pékn4 diskuse je napf. na str. 91.

Shrouti

Pfes viechny wytky v posudku vyde lze celkové préci povaiovat za pfinosnou oboru. Vysledky byly
publikovény v péti mezinarodnich Casopisech (4 s IF) a prosly peer-review oponenturami. To vie ukazuje
na védecké schopnosti autora hodné tituly Ph.D.

Praci tedy doporuéuji pfijmout k obhajobé.
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doc. RNDr. Jakub Hofman PHD.




Oponentsky posudek disertaéni prace

Ing. Jakuba Oprsala

Vliv fyzikdlné-chemickych vlastnosti nanomateriali a expozi¢nich
médii na vysledky ekotoxicity

Tezistem predlozené disertacni prace je vyvoj metod. které umoziuji testovani ekotoxicity
nanocastic a jejich aglomerdti. Soub&zné jsou v préci navrzeny nalezené vhodné zpiisoby
charakterizace fyzikalné-chemickych vlastnosti nanomaterialii véetné jejich chovani v riznych
expozicnich médiich. K charakterizaci fyzikalné-chemickych vlastnosti autor vyuzil metody.
které daji uspokojivé odpovédi k hledanym vlastnostem nanomaterialii. Jednalo se o metody
DLS, SEM, AFM. XRD a dalsi. K testovani toxicity Ag NPs byly vybrany jako modelové
organismy hrotnatka velkd, danio pruhované. kapr obecny. Pro testy toxicity ZnO NPs byla
vybrana roupice bélava, dalsim testem byla cytotoxicita téchto nano¢éstic na bunééné kultufe

enterocytl pstruha duhového.

Resené téma popisuje soucasnou problematiku hodnoceni a nastaveni vhodnych metod pro
charakterizaci a biologické testovani nanomateridlii. Vyvoj nanomateriali a jejich aplikace si
zada odpovédi na charakterizaci nanomateridli a na jejich biologickou G&innost. PFi
biologickém testovani musime vychéazet ze stavajicich metod. které je nutné modifikovat pro
testovani nanomaterialll tak. abychom byli schopni odpovédét na otazku jejich ptipadného

biologického rizika.

Tohoto tikolu se autor zhostil velice dobie. Ve své rozsahlé praci vychdzel ze stavajici metodiky

OECD, kterd je urCena pro testovani ekotoxicity ve vodé rozpustnych chemikalii.

Autorovi se podafilo vyvinout o otestovat novy postup testii ekotoxicity Ag NPs a jejich
aglomerétl na vybranych biologickych modelech. U nanogéstic byla a je velkym problémem
Jejich aglomerace. kterou se snazil pfi svém testovani zpomalit rGznymi postupy tak. aby

dosazené vysledky mély vypovidajici a reprodukovatelny charakter.

Jeste slozit€jsi situace nastava v pudni matrici, kde maji na aglomeraci velky vliv padni
kyseliny. Pro tento zplsob byla zavedena nova metoda testovani na agarové pidé (jako
expozi¢ni médium), kterd potlacila aglomeraci zvolenych ZnO NPs nano&astic. Jedna se o nové

vyvinutou a zajimavou metodu.



Prace je zpracovana piehledné s dostateénym mnozstvim literarnich zdroju, kapitoly na sebe
logicky navazuji. Pfi hodnoceni disertacni prace je nezbytné pripomenout vysledky vyzkumu.
které se staly podkladem pro fadu publikagnich vystupli a prezentaci na konferencich. pficemz

Ing. Jakub Opr3al je autorem nebo spoluautorem 5 publikaci s IF.
V préci se vyskytuje nékolik drobnych nepresnosti. které nijak nesn iZuji Groven prace.

Str. 57 —kap. 2.1.4. - ... k testovani ekotoxicity NPs na tomto zastupci z Fige ryb - systematicky

Spatné zafazeni — v tomto p¥ipadé jsou Risi — Zivo&ichové

Str. 76 — obrazek 15. ktery dokumentuje deformace pliidku — pro nezasvéceného Gtenafe je

vhodné vlozit srovndvaci fotografii zdravé se vyvijejiciho plidku

Str. 96 — u pripravy expozinich geli — v praci jsme nenasla specifikaci agaru — prosim

0 upfesnéni

Str. 123 - Lysozomélni membrany jsou v nasich testech cytotoxicity nejcitlivéjsi organelou ...

— lysozom je organela, ale jeho membréna ne - jde spi%e o formulaéni chybu

V ramci obhajoby disertaéni prace, prosim o odpovédi na nasledujici otazky.

I. Jak si vysvétlujete niZsi toxicitu Ag* na enterocyty pstruha potoéniho (prosim o doplnéni

Vasdeho vysvétleni v zavéru — str. 130),

2. Jaka je perspektiva vami modifikovanych a nové vyvinuté metody pro standardni testovani

toxicity nano&astic?

V Liberci 8. 9. 2016

Technicka uniferzita v Liberci,

Fakulta zdravotnickych studii a KCH



VYSOKA SKOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE
Fakulta technologie ochrany prostredi

Ustav chemie ochrany prostiedi

doc. Ing. Vladimir Ko¢i, Ph.D.

Oponentsky posudek na diserta¢ni praci

VLIV FYZIKALNE-CHEMICKYCH VLASTNOSTI
NANOMATERIALU A EXPOZICNICH MEDII
NA VYSLEDKY TESTU EKOTOXICITY

AUTOR PRACE: Ing. Jakub Opr3al

PredloZena disertatni prace je zaméfena na problematiku stanovovani ekotoxicity nanomateriali.
zejména nanomaterialti na bazi kovi. V piedloZené diserta¢ni prici se autor nejprve vénuje vyznamné
otézce souvisejici s vyskytem nanomaterialti v jednotlivych slozkach prostiedi, a sice charakterizaci
Jejich zakladnich fyzikdlné-chemickych parametrii. Autor v praci pouZil fadu pokrogilych analytickych
postupt a instrumentalni techniky. Hlavnim t€zistém disertaéni prace je prace s testovacimi organismy.
Za testovaci organismy byly zvoleny vodni organismy. hrotnatka Dahnia magna. danio pruhované
Danio rerio a kapr obecny Cyprinus carpio. Ve viech pracech zaméfenych na stanoveni ekotoxicity
nanomateridlii je tfeba feSit problematiku aglomerace nanoCéstic. Autor disertatni prace se této
problematice vénoval velmi pozorné a fesil ji inovativnim zpsobem za vyuZiti agarového gelu jako
kultivatniho a expozi¢niho meédia. V tomto pfipadé viak veelku logicky pouzil jako testovaci
organismus pidni roupici Enchytraeus crypticus. Vyznamnou a pfinosnou éasti prace je hledani vziahu
mezi mirou G¢inku na organismus a mirou aglomerace ¢astic. Tomuto odbornému tématu se autor
vénoval i v testech na buiikach strevniho epitelu pstruha duhového Oncorhynchus mykiss. Autor prace
ze ziskanych primarni experimentélni data a pouzil je pro vlastni zhodnoceni. Znaénym piinosem prace

je komplexni pfistup v hodnoceni.

Prace obsahuje fadu vlastnich vysledki. Zavéry prace jsou stru¢né a jasné a jsou v nich shrnuty
konkrétni dosazené cile. Disertacni prace se sklada ze 139 stran textu a piiloh, jeZ tvofi autorem

v mezinarodnich Casopisech publikované prace. Disertadni prace je sepsana v ¢eském jazyce. Autor

Tel.: 220 444 171, fax: 220 444 171, e-mail: Vladimir.Koci@vscht.cz, www.vscht.cz

Vysokéd Skola chemicko-technologicka v Praze, vefejna vysoka $kola ziizena zdkonem ¢ 11171998 Sh. ve znéni pozd&jsich predpisd.
se sidlem Technicka 3, 166 28 Praha 6 - Dejvice, 1C: 60461373, DIC CZ60461373 Bankovni spajeni: CSOB. tislo aét 130197294/0300



prokdzal schopnost publikovat vlastni vysledky v odbornych ¢asopisech. K pfedlozené praci nemam

zadné zasadni pripominky.

Otazky pro disertanta:

e Co je mysleno korigovanou mortalitou ¢i korigovanym pfezitim embryi?

¢. Jakym zpGsobem byly vypocteny indexy toxicity LC50 a podobné&? V praci uvedena informace
wurceni LCS50 bylo provedeno programem Toxicita™ nepovazuji za dostatecné. Jakou funkei byly
proloZeny experimentalni data? Na strané 74 se uvadi, ze LCS0 jsou uvedeny v tabulce 5. ale
Jsou az v tabulce 6. U hodnot LC50 by bylo vhodné doplnit intervaly spolehlivosti.

e Jaky pocet opakovani byl v jednotlivych experimentech proveden? Jsou rozdily v % mortality

napf. tab. 9 signifikantni?

Zaveér
Uchaze¢ prokazal schopnost a pfipravenost k samostatné ¢innosti v oblasti vyzkumu nebo vyvoje dle §
47, odst. 4, zakona €. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach. Disertaéni prace obsahuje ptivodni a uvefejnéné

vysledky a spliiuje pozadavky kladené na disertaéni praci v daném oboru.

Disertaéni prace Ing. Jakuba Opr8ala spliiuje viechny ndlezitosti ve smyslu zédkona ¢. 111/1998 Sb. o

vysokych skolach a dle ¢l. 31, odst. (10). Diserta¢ni praci Ing. Jakuba OprSala doporucuji k obhajobeé.

V Praze dne 30.8.2016

doc. Ing. Vladimir Ko¢i, PhD.




