Oponentsky posudek

dizertaéni prace Ing. Jany Koubkové ,Pfiprava monodisperznich polymernich
mikrod¢dstic s povrchem omezujicim nespecifickou adsorpci bilkovin*

Téma dizerta¢ni prace J. Koubkové povazuji za aktudlni. Problematice pfipravy polymernich
¢astic s definovanymi vlastnostmi a jejich (potencidlni) vyuZitelnosti je i v soudasnosti na
mezinarodni Grovni vénovana nezanedbatelna pozornost. VyuzZiti novéjsich poznatki z oblasti
makromolekuldrni chemie pak navic pfindsi dal$i mozZnosti ovlivnéni charakteru findlnich
produktu. Pracovisté, na kterém J. Koubkova vypracovavala svou dizertaci, ma pro vyzkumné
aktivity v této oblasti velmi dobré predpoklady.

Pfehled o sou¢asném stavu problematiky (teoreticka ¢ast) je sepsan srozumitelné a v rozsahu
odpovidajicim charakteru prace. Cile prace jsou formulovany pomérné jednoznaéné a
skute¢né se autorce staly voditkem v dalsi praci. Popis uskute¢nénych experimentti vétsinou
obsahuje dostatek udaji proto, aby je bylo mozno nezavisle opakovat. Kapitola ,.Vysledky a
diskuze™ zahrnuje podstatna zjisténi ziskana v prub&hu vypracovavani dizertace, se snahou o
jejich konfrontaci s jiz popsanymi poznatky v této oblasti. Data jsou na pfislusnych mistech
vhodné prezentovana v tabelarni nebo grafické podobé, ¢i podpofena zaznamy pouzitych
instrumentélnich technik. Seznam pouzité literatury sahd az do roku 2014, tj. roku pfedlozeni
prace. Cetnd pouzivané zkratky a symboly jsou shrnuty na zalatku prace. Prace ma
odpovidajici formalni Groven. Je sepsana bez vétsiho poctu preklepii (ale napf. na str. 60 i
jinde v textu tercidlni...”). Dale nebyly vzaty v potaz nékteré v soucasnosti doporuc¢ované
odborné terminy (napf. ,.inkrement relativni viskozity” namisto ,,specificka viskozita® a
~reverzibilné¢ deaktivovana™ namisto ,pseudoziva“ radikdlovd polymerizace (viz niZe),
pravidla pravopisu (difuzni a nikoli difuzni) a oznafeni jednotky Casu (h a nikoli hod.).

PoZaduji, aby autorka prace v prub&hu obhajoby reagovala na moje nasledujici pfipominky:
(1) Dle doporuceni IUPAC (Pure and Applied Chemistry 82. 483 (2009)) je upfednostiiovano
pouzivani terminu .reverzibiln¢ deaktivovand™ radikdlovd polymerizace namisto
»~Zivd/pseudoziva™ nebo ,.fizend™ radikalova polymerizace. Uved’te své diivody pro preferenci
terminu ,,pseudoziva...”.

(teoreticka-&ast, str. 29 a dale)

(2) Zpusob stanoveni zastoupeni oxiranovych skupin v poly(glycidyl-methakrylatu) vyuzitim
metody infradervené spektroskopie neni ztextu upln& zfejmy. Zadam proto o blizsi
vysvétleni.

(experimentdlni ¢ast, str. 47, vysledky a diskuze. str. 60 a dale)

(3) Do jaké miry muze podpofit pozadavek modifikace ¢astic pfedevsim na jejich povrchu
obména dalSich podminek experimenti kromé poméru reakénich komponent?

(vysledky a diskuze, str. 64 a déle)

(4) Pro potencidlni rozsifeni provedenych laboratornich experiment( do vétsiho méfitka je
vyznamna jejich reprodukovatelnost. Jaké v tomto ohledu autorka nabyla poznatky?

(5) U chemickych latek hraje dileZitou roli jejich ptisobeni na Zivé organizmy. Do jaké miry
byl tento aspekt zohlednén v této praci?

Uvedené poznamky a namitky neomezuji platnost autorfinych vysledkl. Organizaci
experimentd, jejich provedenim a formulaci zavéra autorka prokédzala schopnost samostatné
védecké prace. Dizertaéni praci Ing. Jany Koubkové proto doporucuji k obhajobg.
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Posudek na diserta¢ni praci Ing. Jany Koubkové
»PFiprava monodisperznich polymernich mikroéastic s povrchem omezujicim
nespecifickou adsorpci bilkovin*,
vypracovanou na Fakulté chemicko-technologické University v Pardubicich a na Ustavu

makromolekularni chemie AVCR, v.v.i. v Praze

Polymerni nano- a mikrocastice jsou velmi intenzivné studované materidly vyuZitelné
v nejriiznéjSich oblastech vyzkumu a aplikaci. Velice zajimava je moznost jejich vyuziti
v riznych oblastech biovéd, biotechnologii a environmentalnich technologii, v&etné riiznych
obori mediciny. PfedloZena disertatni prace je zaméfena na reprodukovatelnou piipravu
monodisperznich mikrometrovych polymernich &astic s povrchem modifikovanym
polymernim zwitteriontem omezujicim nespecifickou adsorpci bilkovin. Tyto ¢4stice mnohou

najit uplatnéni v celé fadé separacnich procest biologicky aktivnich latek z realnych roztokd.

Oponovana disertatni prace ma klasickou strukturu. Prace v ivodni Easti poskytuje
uziteCnou a piehlednou obecnou informaci o polymerizainich technikach pro piipravu
mikro¢dstic, o piipravé magnetickych polymernich mikroé¢astic, o modifikaci povrchu
polymernich mikrocCastic, a o metodach snizujicich nespecifickou adsorpci bilkovin. Dale
pokraCuje pomérné detailni experimentalni ¢asti. Vysledky a diskuze jsou zaméfeny na
detailni studium a optimalizaci pfipravy polymernich mikro¢astic za riznych podminek.
Nasledujici ¢ast vyzkumu se zabyvala studiem funkcionalizace povrchu mikrocastic
pfenosovym ¢inidlem a studiem nespecifické adsorpce bilkovin. Vysledkova c¢ast je

podpofena velkym mnozstvim fotografii, grafii a tabulek.

Je zfejmé, Ze disertantka v prib&hu feSeni PhD nabyla zna¢né zkuSenosti v oblasti
polymernich syntéz a modifikace vytvofenych mikro¢astic. Prace je dobie srozumitelnd a

mnozstvi pieklepti a dalSich faktickych neptesnosti je malé. Ukazuje zaroven, Ze disertantka



vykonala v prib&¢hu PhD studia velké mnoZstvi experimentalni prace, které bylo i adekvatnim

zpusobem vyuzito ve 2 védeckych publikacich.

K predlozené diserta¢ni praci mam nasledujici pfipominky a poznamky:
- Na str. 26 konstatujete, Ze piiprava ¢astic magnetickych oxida Zeleza je znama od 60.

let minulého stoleti. Toto tvrzeni je zavadéjici, jaky specificky magneticky material

byl pfipraven podle citace 57?

- Na stran€ 26 zminujete vyborné magnetické vlastnosti feritd, nejedna se vSak o oxidy

kobaltu, médi ¢i niklu. Co termin ferit ve skute¢nosti znamena?
- Str. 42, co znamena termin ,,molekulovy vylucovaci chromatograf*?

- Str. 48, pro stanoveni bilkovin pouzivate UV spektroskopii, jakou podminku musite
splnit, aby méfeni bylo reprodukovatelné? Jaké jiné metody pro stanoveni proteint

muzZete pouZzit?
- Str. 89, obrdazek ma mit Cislo 41

- Pii studiu nespecifické adsorpce bilkovin byl pouzit hovézi sérovy albumin jako
modelovy protein. Jakym zpusobem by se chovaly proteiny s extremnimi hodnotami

isoelektrického bodu, napft. pepsin nebo lysozym?

Na zavér mohu konstatovat ze predloZena disertaéni prace Ing. Koubkové je kvalitni a
odpovida vSem kritériim na disertatni prace dle § 47, odst. 4, zakona €. 111/1998 Sb. o
vysokych Skolach. Disertantka prokazala schopnost samostatné védecké prace, coZ je
dokumentovano i pfislusnou publika¢ni aktivitou. Vzhledem ke spInéni vSech formalnich i

odbornych podminek doporucuji pFijmout prici k obhajobé.

Ceské Budgjovice, 12. 4. 2015 (
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Oponentni posudek disertacni prace Ing. Jany Koubkové na téma
»PFiprava monodisperznich polymernich mikrocastic s povrchem
omezujicim nepecifickou adsorbci bilkovin”

Predlozen disertatni prace se zabyva vyvojem monodisperznich polymernich Castic
s modifikovanym povrchem omezujicim nespecifickou adsorpci bilkovin. Studovan byl vliv
modifikace na konecné vlastnosti. Velikost Castic se pohybovala v rozmezi 0,5 — 5,5 um.
Pfipravované ¢astice byly na bazi glycidyl-methakrylatu s vyuzitim disperzni techniky
polymerace a naslednou modifikaci povrchu.

Z vyse uvedeného vyctu je patrné, ze se jedna o praci velmi rozsahlou, naro¢nou na
provadéni experimentl i naslednou interpretaci shromazdénych dat. Vysledky byly nékolikrat
publikovany v renomovanych Gasopisech a prezentovany na odbornych konferencich, coz
potvrzuje aktualnost problematiky i zodpovédné zpracovani a presentaci shromazdénych
vysledku.

Prace velmi podrobné zpracovava optimalizaéni postupy pfi pfipravé povrchoveé
upravenych polymernich mikro¢astic, které mohou nalézt uplatnéni v raznych
farmaceutickych, veterinarnich aplikacich, pfipadné i vyuziti v humanni mediciné.

Je tedy bezpochyby velkou zasluhou této prace, ze prostiednictvim jednoznacnych
zavérd vnasi nové poznatky do tohoto sméru polymerni chemie. Vlastni prace ma typicke
uspofadani pozadované pro tento typ publikaci a je logicky délena do obvyklych Casti
potinaje ivodem, teoretickym piehledem, experimentalni Casti, zakonCena diskusi a zavérem.

Po obsahové strance nemam k praci zasadnich pripominek. Mé poznamky a dotazy se
tykaji spise formalniho provedeni. Vé&fim, ze tyto nejasnosti budou b&hem obhajoby

vyjasneny:

1. Na strang 26 se piSe, ze magnetické Eastice nesmi nespecificky interagovat s latkami
pfitomnymi v realnych prostredich. V ¢em se lisi specificka a nespecificka interakce?

2. Na strané 27 je zminéno, Ze jsou roztoky zeleznatych a zelezitych soli ,nasaty” do
porézni struktury. Jaka fyzikalni sila Zene toto ,,nasavani.

3. Na stran& 34 je uvedeno, e volba pfenosového Cinidla zavisi na typu monomeru. Jak
to s typem monomeru souvisi, je to dano jeho reaktivitou nebo chemickou strukturou?

4. Na strané 35 je napsano, Ze bylo pouzito ,, pfichyceni skupinou R*. Lepsi by bylo fici

.,zakotveni pomoci skupiny R*.
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Na strané 37 je popsano, ze pomoci TEM na fezu &astic je mozno ziskat informaci o
distribuci anorganického plniva v asticich. Je tim my$lena distribuce velikosti Castic
plniva nebo jejich umisténi uvniti, ¢i vné Eastice?

Na stran& 42 je popsan sérovy hovézi albumin (BSA) s molekulovou hmotnostni Mw
= 68 000. Jedna se o standardni typ albuminu? Pro¢ byl vybran prave tento?

Na strand 43 je popsano stanoveni oxiranovych skupin v Casticich polymeru
prostiednictvim FTIR spektroskopie. Nepochybné se jednalo o kvantitativni analyzu.
Jakym zpusobem probihala tato kvantifikace? Byly uzivany né&jaké kalibracni
standardy?

Na strané 45 je popsana piiprava dithiobenzoové kyseliny podle literarniho odkazu
[106]. Jednalo se opravdu o ,, Thermal decomposition of cumyl dithiobenzoate™?

Na strané 47 je napsano, ze obsah polymeru na Casticich byl stanoven z analyzy
dusiku. V &em spocivala tato ,,analyza dusiku“? O ¢em vypovidala?

Na strané 48 je popisovana ,Molekulova vyluCovaci chromatografie. 1 kdyz pro
gelovou permeacni chromatografii neexistuje jednoznacné oznaceni, zda se mi, ze
molekulova vyludovaci chromatografie neni pfili§ vystiznym popisem separace.

Co znamena slovo ,,supernatant” na stran€ 48?

Na strané 50 je na 4. fadku shora zminéna ,jednotnéjsi velikost™ zarodkl z obrazku

¢islo 10? Byla tim my$lena monodisperzita?

_Na strané 57 se diskutuji riizné druhy iniciatori a u BPO je zminéno, ze jeho pouziti

vedlo ke vzniku agregati. Bylo to v diisledku odlisnych rozpustnosti nebo vlivem
reaktivity tohoto iniciatoru?

Na strané 60 je popisovan vliv reakéniho média na obsah oxiranovych skupin. Jednak
bych nehovofil o ,preZiviich® skupinach, ale o zachovanych, ¢i nemodifikovanych
skupinach a rovn&Z se chci zeptat, zdali tato FTIR charakterizace byla v préci
provadéna nebo se jedna pouze o literarni citaci [38].

Na strané 61 se na prvnim fadku asi myslel reagujici monomer, spiSe nez ,reagovany"
monomer.

Jakym zplisobem byla vypo&tena konverze oxiranovych skupin (34%) na strané 637
Na strané 69 se pise, Ze obsah dusiku v modifikovanych PGMA-PMPDSAH Casticich
byl spotitan. Byl téz proveden pokus o jeho stanoveni? Porovnani teoretického
vypoétu s analytickym stanovenim by bylo pfinosné.

Na strané 71 je na konci odstavce feteno, ze méfeni agregace Castic nebylo piesné

v disledku obtizného stanoveni obrysti. Mohl za to program Atlas, nebo néco jiného?



19. Na strané 73 je popsan pomér DTBA/ACVA jako konstantni 24 mol/mol. Chapu
dobfe, Ze se mysli 24 moli DTBA na 1 mol ACVA?

20. Na stran& 75 je na prvnim fadku zminéno ,pfichyceni CTA®. Tento popularné naucny
vj}ra'i je v disertaéni praci nevhodny. Asi se myslelo zakotveni na povrch?

21. Na strané 81 je popisovana SEC chromatografie a neuspéch analyzy v dusledku
pritomnosti soli. Co to zapfi€inilo. Pokud se uzivala hmotnostni spektroskopie, mohla
to byt §patna ionizace? Nebo to bylo néco jiného? V piilohach nejsou zadné zaznamy
GPC analyz.

22. Na stran& 86 se pise, ze se &astice DTBA slepily. Slovo slepily, neni v tomto pfipadé
prilis vhodné.

23. Na strané 89 je zminéno, 7e hydrofobni povrch ,denaturuje” molekuly proteind.
V &em spotiva toto znehodnoceni, ¢i zne€isténi.

24.V zavéru na strané 90 je zminéno, Ze v soucasnosti se pro modifikaci povrchi
polymernich mikro&astic nejcastéji uziva poly-ethylenglykol. V ¢em spocliva jeho
obliba?

25 Na strané 91 se konstatuje, e pro vysokomolekularni PAA (Mw 750k) nebyly
nalezeny podminky pro vznik monodisperznich Castic. Mezi Mw 230k a 750k je
pomérné velky rozdil, ktery by v budoucnu mohl vést k dohledani piesné hranice, kde

monodisperzni &astice jesté vznikaji a kde uz ne.

Zavérem chei konstatovat, e prace je dostatecné kvalitni a posouva kupfedu nase
poznani vdané oblasti. Pfinosné bude nepochybné vyuziti jejich vysledkd
v chemickotechnologické praxi. Timto doporucuji tuto praci bez dalsich pfipominek

piijmout k obhajobé.

V Pardubicich 27.4. 2015 Ing. Martin Kaska Ph.D.
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