Oponentni posudek diplomové prace Bc. Miroslava Kubata

“Analyza oligomerii kyseliny hyaluronové*

Diplomova prace Bc. Miroslava Kubata byla vypracovana na Katedie biologickych a
biochemickych véd ve spolupraci s firmou Contipro a.s. Experimentalni prace byla zamétena
na optimalizaci extrakce oligomeri hyaluronové kyseliny (0HA) methanolem z biologické
matrice a jejich kvantitativni analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie v MRM modu.

V teoretické Casti diplomant popisuje strukturu, vlastnosti a pouziti HA ve farmacii a
medicin€é. Kyselina hyaluronova je linedrnim polysacharidem slozenym z disacharidovych
podjednotek N-acetyl-D-glukosaminu a D-glukuronové kyseliny spojovanych pB-1,4-
glykosidickymi vazbami. Jedine¢nou vlastnosti HA je schopnost adovat vodu v az
tisicinasobku vlastni hmotnosti a vytvaret gelovité biokompatibilni struktury schopné
vypliiovat kloubni prostory a tlumit mechanické narazy. Oligomery HA vznikaji pfi
zanétlivych, onkologickych, metabolickych, mechanickych a dalSich poruchach a
poskozenich organismu a jsou markery téchto pochodli. Cela teoretickd ¢ast je zpracovana
encyklopedickym zplisobem s literarnim odkazem témét na kazdy odstavec textu. Timto
zpusobem diplomant sice shromazdil maximum informaci o kyseliné hyaluronové, ale napf.
konkrétni piipravu oligomert (OHA) a nenasycenych derivati (AHA8 a AHAL6), se kterymi
diplomant pracoval, jsem vV teoretické casti nenalezl. Mohl by to diplomant doplnit
v prezentaci? Rovnéz popis kolorimetrickych, imunoanalytickych a elektroforetickych
analytickych metod je dle mého nazoru nadbyteény, protoze s nimi diplomant vibec
nepracoval. Informace pro teoretickou cast diplomant ziskal z 218 téméf vyhradné
zahrani¢nich publikaci. Zde mam dotaz, zda diplomant piecetl vSechny uvedené publikace a
jak originalni publikace ziskal, protoze i pro mé byla vétSina publikaci nedostupnych
Z diivodu poplatki za precteni celé publikace.

Experimentalni ¢ast dokazuje, Ze diplomant provedl dostate¢ny pocet méteni pro
podrobnou analytickou charakterizaci extrakce oligomerd HA ze ¢Ctyf casti
gastrointestinalniho traktu (GIT) mysi a prostudoval vlivy koncentrace matrice, pH a octanu
amonného na jeji vytéznost. Metodika UPLC-MS stanoveni byla podrobné analyzovana
standardnimi analytickymi postupy, byla urcéena linearita, spravnost a piesnost. Konkrétni
analyzy ¥C-AHA2 z GIT a vypocet obsahu dalsich AHA byly rovnéz provedeny zcela
spravné a nemam k nim zadné ptipominky.

V diskusi diplomant popisuje problematiku vyvoje analytické metodiky, konkrétné
problémy se zanaSenim chromatografické kolony a s kalibraci hmotnostniho detektoru. Dale
diplomant fesil problémy s posunem reten¢nich €asii v prib¢hu néaslednych analyz. Na Obr.
12 — 16 dokumentuje feSeni popisovanych experimentalnich problémii.

Zavérem diplomant konstatuje, ze byla vyvinuta spolehliva, citlivd a selektivni
analytickd metoda pro stanoveni koncentrace oHA v biologickych vzorcich. Zde mam dvé
otazky. 1). Nalezne tento novy analyticky postup uplatnéni ve vyzkumu, nebo v rutinni
analyze s ohledem na cenu UPLC-MS sestavy? 2). Jaka je cena za jedno stanoveni, jakou ma
analyza vypovidajici hodnotu pro pfipadné budouci pacienty a jaké jsou cenové relace jinych
postupil s obdobnym analytickym vysledkem?



Zaveérem konstatuji, ze diplomant splnil zadani diplomniho ukolu v pozadovaném
rozsahu a ptedlozil zavére¢nou zpravu S vybornym experimentalnim vystupem.
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B

V Pardubicich 17. kvétna 2021 prof. Ing. Alexander Cegan, CSc.
oponent



