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Slovni hodnoceni:

V radmci své dizertaéni prace méla doktorandka dva dil¢i cile: pripravit imobilizovany enzymaticky
systém pro kontrolovanou fragmentaci HA a pfipravit nanoldstice vhodné pro pouiZiti jako
radioprotektivum plic. V teoretické ¢astic byly detailné popsany viechny témata, ktera souviseji s DP.
Cile DP byly sepsany srozumitelné a realisticky a také splnény. Experimentalni ¢ast zahrnuje detailni
popis véech vyuzitych postupt a metodik. Vysledky a diskuze prace jsou podéany srozumitelné a
strukturované. Velmi ocefiuji, ze doktoranda vytvorila kapitolu 4.4, kde stru¢né shrnula velké mnozstvi
svych vysledki a zavér prace velmi dobre shrnuje celkovou DP. Doktorandka jasné prokazala schopnost
vykonéni védecké prace podlozené velkym mnoZstvim experiment(, srozumitelnou diskuzi vysledk a
na zakladé svych vysledkd i vyvozeni rozumnych zavérd prace. K dizertaéni praci nemdam Zadné zasadni
pfipominky. len par pfipominek, kterymi upozoriiuji na pfeklepy a zejména na néktera nepresna
tvrzeni, na objasnéni nékterych podanych informaci, dovysvétieni jistych tvrzeni ¢ vyhnuti se
»prehnanym” a nepodlozenym zavérim.

Prohldseni by mélo byt psano v Zenském rodé. Na str. 33 tvrdite, Ze je enkapsulace zaloZena pouze na
principu samouspofadani. Opravdu je tomu tak? Na str. 35 tvrdite, Ze nanoprecipitace neni pfilis
rozsifena? MuzZete prosim dovysvétlit? Napf. Web of Science pfi zadani hesel ,nanoprecipitation” a
»nanoparticles” ukazal 1836 vysledk(. Na str. 35 nazyvate kapitolu ,Kopolymerni nano¢astice”. Dle
definice pojmu ,kopolymer” mi v tomto ptipadé nepfijde vhodna kapitolu takto nazvat. Nezminujete
se vni o kopolymerech. Na str. 37 piSete, Zze pro pfipravu hydrogelll by! pouzit methakrylat HA.
Opravdu? Neslo od methakrylovanou HA? V dizertaci pouzivate slovo ,koloidalni” (str. 39, 100, ...).
Spravné je ,koloidni”. Na str. 56 chybné uvadite, Ze jste pouZili HA o rlznych velikostech a posléze
uvadite molekulové hmotnosti v kDa pouZitych polymer(. Velikost neni mol. hmotnost. Str. 68 — Na
zékladé ¢eho, prosim, tvrdite, Ze byla veskera HA rozitépena na fragmenty o velikosti disacharidovych
jednotek? Str. 69. — Jaky je rozdil mezi fosfatovym a PBS pufrem (bez ohledu na pH)? Str. 72 —Co presné
myslite ,regeneraci nosi¢i béhem jejich uskladnéni pfes noc“? Jak si regeneraci predstavujete a
vysvétlujete? Prijde mi, Ze se jednd o pracovni vysvétleni urcitého jevu. Nicméné nepatii do védecké
prace. Str. 86 — Pro€ jste neméfili velikost ¢dstic také pfi uplnych fyziologickych podminkach (teplota),
kdyz jste planovali in vivo experimenty? S turzenim na str. 89, Ze: ,Postupné zesiténi se uplatriuje pfi
tvorbé 3D strukturovanych polymerl, napf. hydrogel(.”, nesouhlasim. Polymer je 3D, i kdyZ neni
zesiténi. Str. 92 — Jak dle DLS grafu ¢. 22 vyhodnocujete viiv ndsobného provdzani na velikost ¢astic?
Tvorbu vazeb muzete prokdzat napf. IC spektroskopii, NMR. Ne v3ak DLS. Str. 94 a 96 — Které &astice
jste poutzili pro experimenty popsané na téchto stranach? Ne uplné ziejmé. Str. 98 — Doporucil bych
pouzivat termin ,dispergovat” a ne ,rozpustit ¢astice v ultra Cisté vodé“. Nepredpokladdm, Ze jste
chtéla ¢astice rozpustit. To byste tam pak zadné ¢astice neméla.

Dizertaéni praci hodnotim zndmkou ,,B“ a doporucuji praci k jeji obhajobé.
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V Praze, dne 22. bfezna 2020. Ing. Petr §éle_}(, Ph.D.



Oponentsky posudek
disertalni prace
Ing. Jitky KaSparové

,» Vyuziti kyseliny hyaluronové v bioanalyze a biotechnologiich“

Disertaéni prace Jitky KaSparové zpracovava dvé samostatna témata, jejichZ spoleénym
jmenovatelem je hyaluronan. Prvym tématem je imobilizace enzymu §t&picich hyaluronan,
druhym pfiprava hyaluronanovy ch nanod¢astic.

Prace ma tradi¢ni ¢lenéni na Ctyfi hlavni ¢asti — teoretickou, stanoveni cile, popis experi-
mentt, vysledkové-diskusni — a zavér. Je doplnéna seznamy (symbold, obrazki ap.), piehle-
dem publikaénich vystupl autorky a samoziejmé obsahuje i seznam citované a pouZité litera-
tury. Po strance formalni upravy je na standardni Grovni, vzhledem k naplni je text dost po-
pisny, nicméné vét§inove spravné napsany, jisté vytky budou uvedeny dale.

Teoreticka &ast pojednava o kyseliné hyaluronové, jeji enzymatické degradaci, jejim analy-
tickém stanoveni, o jeji roli v patologickych stavech a o nano¢ésticich na bazi haluronanu.
Tato ¢ast piedstavuje dostatenou ptipravu pro vlastni ¢innost, o Eemz svéd¢i i 170 polozek
v seznamu literatury.

Experimentalni &ast podava piehled pouzitého vybaveni i pouZitych latek a dostatené po-
drobné popisuje pouzité laboratorni postupy. Zvolené pfistupy jsou adekvatni stanovenym
ciliim, odpovidaji soudobym védecko-vyzkumnym technikdm i moZnostem pracovisté, na
kterém byla prace vypracovavana, véetné jeho partneru.

Kli¢ova je pochopitelng ééét popiswjici vlastni autoréiny vysledky. Doktorandka nepo-
chybng odvedla velky kus experimentalni prace a v obou dil¢ich ukolech dikladné propatrala
vliv fady parametrti na pfipravované materidly a jejich vlastnosti. Podafilo se ji usp&iné opti-
malizovat syntézni postupy a pfipravit produkty pfedpokladanych vlastnosti. Nejvyznamnéjsi
vlastnosti, zeyména z pohledu dalSich aplikaci pfipravenych produktii, zevrubné prozkoumala.
Postradam v8ak hlub3i interpretaci experimentl a vysvétleni jejich vysledkd, srovnani pfibuz-
ny ch systému. Je §koda, Ze se doktorandka neponofila hloubéji do diskuse ziskanych dat a
souvisejicich zobecnéni. Ono uZ nazev prace je hodné Siroky a obecny, o uplatnéni hyaluron-
anu v biotechnologii nakonec snad ani ne$lo a bioanalyza byla spiSe vyuZzita pro hyaluronan

neZ naopak. Zavér prace jen struéné shrnuje vysledky a vyznam experimenti.
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Ze seznamu publikacnich vystupt vyplyva, Ze fada vysledki obsazenych v disertaci jiZ by-
la zvefejnéna, pfitom nejméné jedenkrat v mezinirodnim védeckém Casopise s impakt-
faktorem (dal8i dva rukopisy jsou v néjaké fazi redakéniho tizeni). Zbylé publikatni vystupy
ptedstavuji ¢lanky ve sborniku védeckych praci domovské univerzity (2 polozky), v domacim
odbomém &asopise (1 ks) a konferenéni ptispévky (4 polozky). Zakonna povinnost toho, aby
disertace obsahovala zvefejnéné vysledky, tedy byla naplnéna.

Nyni musim uvést kritické poznamky formélniho i odborného razu. Po formalni strance
uvadim toto:

e Veli¢ina pH je z neznamy ch diivod ti$téna kurzivou, a pokud je uvedena i ¢iselnd
hodnota, je to bez rovnitka. Symboly veli€in maji byt kurzivou, i kdyZ to u pH neni za-
tim b&Zné, rovnitko je potiebné.

e 'V &asti 3.3 by bylo pro ¢tenafe piijemné uvadét, ke kterému konkrétnimu (pod)cili se
dana metodika vztahuje.

e V prvnim fadku na str. 57 ma byt dihydrazid kyseliny adipové, ne hyaluronové.

e Neni mi jasné, proc se nékteré obrazky jmenuji obrazky, a jiné grafy. V odborné litera-
tufe jde prosté vzdy o obrazek, 1 kdyZ je na ném néjaké grafické znazomeéni.

e Obrazky 13 a 14 jsou v textu jen zminény, bez né&jaké diskuse.

e Pfinejmen§im ¢ast 4.1.1 chtélo roz¢lenit na vice pod€asti, orientace pfi ¢teni neni
snadna a shrnujici odstavec na str. 77 Gplné€ zapadne.

o Cestina dostava v poslednich letech docela na frak, takze par starosvétskych pozna-
mek. Obrazek neni vlastni jméno, takZe se na n&j odkazuje s malym pocate¢nim pis-
menem. PDI se Cesky nazyva index polydisperzity, protoze pravé polydisperzitu cha-
rakterizuje; angli¢tina ma slovotvorbu prosté odlisnou. Pojem solubilni je také podiv-
ny, b&Zné se pouziva rozpustny, v roztoku, rozpusiény ap. Oviem slovo koloidalni
(napt. str. 105) je uZ apln& hrozné a asi vzniklo doslovné-otrockym pfevodem
z angli¢tiny. V €e§tiné mame uz dlouha desetileti ustaleny pojem koloidni.

Z odborného hlediska mam tyto pfipominky:
e Podivny a nejasny je pojem onkotické sily (str. 16).
e Na obr. 3 jsou zékladni jednotky glykosaminoglykant, nikoli samotné glykosamino-
glykany, coz by mélo byt v chemickém textu jasné.
e Vyklad anglického bottom-up jako od jadra k povrchu (str. 39) nebude v poradku,
zjevné se jedna o postup dlouho znamy v koloidni chemii prosté jako kondenzace, ne-

boli tvorba vétsich ¢astic z mensich (molekul).
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e Docela matouci je pojmenovani toho, co se (zfejmé) nenavaze, vazebnou frakci (napf.
str. 55. Dobry by byl také ¢tenafi viditelny vztah (vzorec), podle kterého se vazebna
frakce pocitala.

e Stanoveni velikosti nano¢astic pomoci DLS by bylo byvalo zadouci doplnit vysledky
stejného stanoveni pro samotny vychozi hyaluronan (napf. str. 88).

e Nastr. 89 je tvrzeni, Ze dalsi sitovani vedlo k ,,nechemickému provazani*. Pfitom,
jestli to dobfe chapu, byl prosté znovu néjak pouZit postup chemického sitovani. Toto
tvrzeni neni podloZeno experimenty ani podrobnéj§imi ivahami, ve kterych by se tie-
ba diskutovalo, které funkéni skupiny podléhaji za dany ch podminek chemickému si-
tovani, které ne, kolik by jich zbyvalo pro nasledné sitovani ap.

e V diskusi se pracuje pouze s jedinou hodnotou hydrodynamického priméru, byt expe-
rimentalni data ukazuji jeho nezanedbatelnou distribuci. Proto chtélo alespori uvést,
zda diskutované ¢islo je primérem, medidnem, popf. jinou celkovou charakteristikou,
a dale se zminit aspoii o polydisperzité, kdyz uz se pfislu$ny index také stanovoval a

ukazuje na obrazcich.

Nasledujici otazky mohou byt pouZity pii obhajobé disertace:
e Jak pfesné byla stanovovana koncentrace nano¢astic, uvadéna napf. pfi studiu sklado-
vatelnosti (€ast 3.3.6)7
e V literatufe jsou popsany vielijaké nanocastice na bazi hyaluronanu. Co nového si
kladla za kol a co pfinesla tato prace (¢ast 4.2)?
e Proc pouZity sitovaci postup vede ke tvorbé , jen* nanoc€astic, pro¢ nedochézi

k sitovani vét§iho objemu, na mikro- nebo makroskopické urovni?

Z4avérem mohu shrout, Ze autorka disertace odvedla uctyhodny objem experimentalni
&innosti, ktery ur¢it& odpovida prfedpokladiim doktorského studia. Doktorandka shromazdila
bohaty experimentalni material a prokéazala schopnost tviirCi prace; vytéené cile lze povazovat
za naplnéné. Posuzovana diserta¢ni prace jako celek spliiuje zakonné pozadavky i obecné
poZzadavky na tento typ prace kladené. Doporuduji praci ptijmout jako odpovidajici podklad
pro obhajobu.

Bmo, 20. 3. 2020 pr@lav Pekat, CSc.
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V. V. 1.

Posudek disertacni prace

Mgr. Jitka KaSparova
Vyuziti kyseliny hyaluronové v bioanalyze a biotechnologiich

Disertani prace se =zabyva vyuzitim kyseliny hyaluronové v bioanalyze a
biotechnologiich. Prace je logicky roz¢lenéna. Teoreticka ¢ast pojednava o kyseling
hyaluronové, jeji struktufe a vlastnostech, mozné enzymatické degradaci pomoci bakterialnich
hyaluroniddz a rovnéZ analytickych postupech vyuZivanych k jeji charakterizaci. Velka ¢ast je
pak vénovana pfipravé nanomateridlti prav€é na bazi kyseliny hyaluronové. Popsany jsou
rovnéz zakladni techniky pro charakterizaci nanomateriald.

Experimentélni prace je poté rozdé€lena do dvou samostatnych &asti. Prvni se zabyva
ptipravou magnetickych nosi¢li s imobilizovanymi bakteridlnimi hyaluronidazami a jejich
vyuziti pro enzymatické §tépeni kyseliny hyaluronové. Ve druhé ¢asti se pak autorka zabyva
pfipravou nanoCastic na béazi kyseliny hyaluronové. Jejich zamySlené wvyuziti jako
potencialnich nosi¢l pro cilenou distribuci 1é¢iv ¢i jako radioprotektiva uz v praci uvedené

neni.

Prace vychazi ze 4 publikovanych ¢lankl, avSak pouze jednoho v ¢asopise s impaktnim
faktorem (Prosess Biochemistry, IF 2,883). Jedna publikace je odeslana k recenznimu fizeni a
dalsi je v pfipravé. Nicméné priloZeny k disertatni praci nejsou. Mgr. Jitka Kasparova je u
vétiny praci uvedena jako prvni autorka.

Po formalni strance je prace zpracovana na dobré urovni, nékteré obrazky v teoretické ¢asti
se jevi nadbyte¢né (napf. Obrazek 5) nebo obsahuji chyby (napf. vzorec kyseliny hyaluronové
na Obrazku 1, popfipadé chybéjici ozna¢eni polymeru na Obrazku 3). Po strance obsahové
nelze praci mnoho vytknout, nebot’ stéZejni ¢ast dila zaméfend na piipravu magnetickych
nosicu s imobilizovanymi enzymy prosla oponentskym fizenim.

Autorka splnila vyt¢ené cile a k vlastni praci bych méla pouze nékolik dotazii a
pfipominek:



Na strané 54 uvadite, ze pfi imobilizaci enzymt na magnetickou perlovou celul6zu byl
kyanoborohydrid sodny pouzit ke stabilizaci vzniklé vazby pouze v pfipadé SpnHL.
Z jakého divodu se stejny postup nepouzil pti imobilizaci SpyHL?

Ve vzorku SpnHL byly pomoci SDS-PAGE (str. 64, Obrazek 12) analyzy identifikovany
pouze 2 proteiny, vlastni enzym SpnHL a TIM. Komentovany je rovnéz dalsi protein o
molekulové hmotnosti 34 kDa, ktery nebylo mozno identifikovat. Nicmén¢ na zaznamu je
patrny dal$i prouzek o molekulové hmotnosti 0 né€co niz8i nez SpnHL. Byl i tento protein
podroben identifikaci a o jaky protein se tedy jedna?

Na stran¢ 68 uvadite, Zze $tépeni v piipadé MPC-IDA-SpnHL probihd pomaleji nez
v ptipadé¢ MPC-SpnHL (Graf 2). Jakou to ma pfic¢inu, kdyZ mnoZstvi imobilizovaného
enzymu je v&tsi u orientované imobilizace?

Cim si vysvétlujete pokles aktivity imobilizovanych enzymi ve fosfatovém pufru jako
vazebného nebo reakéniho prostiedi (str. 70)? V piipad¢ MPC-SpnHL je patrny nelogicky
trend v aktivité imobilizované¢ho enzymu v rizném prostredi (0,1 M fosfatovy pufr pH 7,0
vs. 0,01 M fosfatovy pufr pH 7,0 vs. ultracistd voda). U grafi 3 a 4 uvadite smérodatnou
odchylku zn=3. Jedna se o tfi Sté€peni pouZitim stejného nosi¢e s imobilizovanym
enzymem nebo o tfi rizné imobilizace?

Na strané 71 zdGvodiiujete niz§i aktivitu MPC-SpnHL v porovanani s MPC-IDA-SpnHL
pfitomnosti dal$ich proteinii ve vzorku enzymu a tudiz i jejich naslednou kompetici pfi
imobilizaci. Nicméné z SDS-PAGE analyzy na stran¢ 64 (Obrazek 12) je patrna vyrazné
vys§8i koncentrace enzymu v porovnani s kontaminujicimi proteiny, ale rozdil v aktivité
enzymovych reaktori pfipravenych orientovanou a neorientovanou imobilizaci je
trojnasobny. Co dal$iho mtize zpusobovat tento vyrazny rozdil?

Jakym zpisobem byla potlacena nespecifickd sorpce enzymi na pouzité nosi¢e? NemiiZe
byt pravé nespecificka sorpce a nasledné uvolnéni enzymu diivodem k vyraznému poklesu
aktivity nosi¢l v pfipadé neorientované imobilizace (nizka skladovaci stabilita MPC-
SpnHL, str. 73)?

MiiZete porovnat pouzité magnetické nosice (napf. mnozstvi vazebnych mist) a tedy 1 vliv
pouzitych imobiliza¢nich technik na vyslednou Wu¢innost pfipravenych enzymovych
reaktori?



Jaka je molekulova hmotnost SpyHL? V teoretické ¢asti uvadite, Zze bakterialni hyaluronan
lyazy maji molekulovou hmotnost 90-120 kDa. Na gelu z SDS-PAGE analyzy je patrny
vyrazny prouzek o 37 kDa. Jednéd se tedy o enzym produkovany bakteriofagem nebo
bakterii Streptococcus pyogenes?

Cim si vysvétlujete vyraznou ztratu aktivity MPC-SpyHL v porovnani s MPC-SpnHL
nebo MPC-IDA-SpyHL (operaéni a skladovaci stabilita)?

Na stran€¢ 88 uvadite, Ze v pfipad¢ pouZiti EDAC* je mozné pouZit pufry sobsahem
karboxylovych kyselin nebo aminti na rozdil od reakci s EDAC. Nicméné v obou
piipadech dochazi ke kompetitivnim reakcim pfi imobilizaci enzymi. MizZete to vysvétlit?

Pro¢ byla zvolena teplota 60 °C pro vysouSeni nanoc¢astic (str. 98), kdyz pii této teploté jiz
dochazi k jejich degradaci jak je uvedeno v kapitole 4.3.1.1?

Nanocastice kyseliny hyaluronové byly pfipravovany za tcelem potencindlniho pouziti
jako nosi¢i pro cilenou distribuci 1€€iv ¢i jako radioprotektiva. Uvadite, Ze tato ¢4st prace
byla provadéna ve spolupraci s Katedrou radiobiologie Univerzity obrany v Hradci
Kralové. Uskute¢nily se jiz testy na mySich modelech a miiZzete nas tedy ve stru¢nosti
seznamit s jejich vysledky?

Uvedené piipominky/dotazy nikterak nesnizuji kvalitu pfedloZené prace a vzhledem k vyse
uvedenému doporuéuji pFijeti disertaéni prace k obhajobé.

V Bmé 20. dubna 2020

Mgr. Jana Kienkova, Ph.D.
Ustav analytické chemie AV CR, v. v. .



