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Uvod

PfedloZeny spis ma celkovy rozsah 101 stran. Je zaméfen pfedevS§im na dokumentaci
experimentalné zjisténych dat, jejich diskusi a na vyvozeni obecnéjsich zavérl z nich. Prace
ma rysy zéakladniho vyzkumu i aplikovaného vyvoje metod analyzy kyseliny hyaluronové a
jejich soli. Teoreticka &ast je Siroce pojata, zahrnuje uéebnicova fakta i specidlni informace k
feSenému tématu. SlouZi pro podporu argumentace vhodnosti feSeného tématu a zvolené
metodiky. Dokumentace vysledkt experimenti zahrnuje 16 tabulek a 32 obrazki. Je pfipojen
seznam 87 literarnich zdrojii. Do prace jsou vloZeny pfilohy tykajici se analyzy oligomerti a

nizkomolekularnich polymerd kyseliny hyaluronové.

Seznam péti spoluautorsky publikovanych védeckych praci v impaktovanych ¢asopisech a

péti piispévkil na symposiich je soucasti spisu.
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Aktudlnost reSené problematiky

Autorem a 3kolitelem zvolena problematika je aktualni jednak z hlediska poznani
vlastnosti roztokii polysacharidii, jednak z hlediska zdokonalovdni metod jejich analyzy.
Kyselina hyaluronova neni jen excipientem zvy3ujicim viskozitu systém a lokalni hydrataci
tkani, projevuje se take aktivné v interakci s biologickym prostfedim. Adjuvantni pisobeni
tohoto polymeru ma §iroké vyuziti pfi formulaci farmaceutickych a kosmetickych preparata.
Spravné hodnoty molekulové hmotnosti kyseliny hyaluronové souvisi nejen s kontrolou
jakosti produkti, ale také se zpfesnénim metod studia vlivu jeji molekulové hmotnosti na
angiogenezi, metastizy nadorovych bungk €& mikrobid, a téZ na interakce s imunitnim

systémem.

Cil disertacni prdace

Cild prace je n&kolik, jsou uvedeny na strané 10. V této Casti prace je v obecnych rysech
vyjadieno, éeho méla disertantka v rAmci svych experimenti dosdhnout. Hlavnim cilem bylo
srovnani dat tykajicich se molekulové hmotnosti ziskanych riznymi metodami analyzy
vodnych roztokd kyseliny hyaluronové. Byly pouzity rizné vzorky kyseliny hyaluronové

pipravené s odstupfiovanou molovou hmotnosti v relevantnim rozmezi hodnot.

Price je patrné soudasti vyzkumného projektu, ktery souvisi s rozSifovdnim sortimentu a

zkvalitfiovanim produkce matefské firmy Holding Contipro Group.

Zvolené metody prdce

Metody experimentalnich praci jsou edekvatni zadanym nebo zvolenym cilim.
Disertantka vyuzila své zkuSenosti, zru¢nost pfi praci v chemické laboratofi s moZnostmi
kolegli z né&kolika pracovidt a také informace ziskané studiem literarnich pramend.
PfedloZenad prace se vyznauje pestrosti metodik analyzy roztokl polymerd. Pro jejich
zvladnuti si musela autorka prace osvojit teoretické zaklady méfeni molové hmotnosti a
dalsich souvisicich parametrt roztokti kyseliny hyaluronové a jejich soli a v dostate¢né Sifi se

seznamit s moznostmi ptistrojové techniky.




Vysledky prdce

Za hlavni vysledky povaZuje oponent ziskani novych a rozsifeni dosavadnich poznatkl
tykajicich se Fizené depolymerizace kyseliny hyaluronové, nalezeni optiméalnich podminek
pro stanoveni molové hmotnosti metodou GPC-MALS, potvrzeni nevhodnosti jinych
biopolymert jako standardu pro kalibraci, prokdzani spravnosti vysledki méfeni metodou
MALS srovnanim s méfenim ultrafiltraci a frakcionaci tokem v poli, prokdzani vhodnosti
metody MALS pro nizkomolekularni polysacharidy s Mw pod 5000 g/mol. Spojenim metod
GPC-MALS-VIS byly ziskany vysledky vedouci k vysloveni zajimavé hypotézy o vétveni

fetézce kyseliny hyaluronové vyvolaném procesem izolace biotechnologického produktu.

Prednosti disertaéni prdce

Prace zahrnuje §irokou $kalu pfistrojovych metod a metodik laboratorni prace souvisicich
se stanovenim molarni hmotnosti vysokomolekularnich i nizkomolekularnich polysacharidt a
uréenim velikosti ndhodného klubka. Z hlediska provedeni experimenti véetné zvladnuti
pfistrojové techniky nebyly nalezeny nedostatky. Vysledky jsou zpracovany na velmi dobré
grafické urovni a prezentovany jednozna¢né, jasné a srozumitelné. Zvolené metodické
piistupy mohou slouzit pii pfipadném pokradovani v feSeni tématu nebo pro pfipadné

navazujici studie.

Nedostatky disertacni prdce

Nejasnosti, nedokonalosti a chyby, které jsou v pfedlozené praci, jsou dil¢iho charakteru,
nékteré z nich jsou diskutabilni s moZnosti jejich obhajoby. V praci nebyl nalezen nedostatek,

ktery by z4sadnim zpusobem ovlivnil podstatu piedlozené disertaCni prace.

FORMALNI NEDOSTATKY

e Price je velmi peélivé zpracovand, oponent nalezl velmi maly pocet pieklepi a
formalnich nedostatkti. Za zminku stoji uvedeni zkraceného firemniho nazvu HEMA

jako sorbentu pro GPC.



e Specificka viskozita je frakéni zména viskozity vyvoland pfiddnim polymeru k
rozpou$tédlu, nikoliv naopak. Proto zapis vzorce (39) na s. 32 jako podilu viskozity
samotného polymeru a viskozity jeho rozpoustédla je vé€cné nespravny. Polymer v
tavenin€ ma stejné parametry jako v roztoku za ptisné vymezenych pseudoidealnich
podminek. O tom disertantka v piedlozené praci své znalosti prezentuje, proto je
mozno tento nedostatek pokladat za formalni.

e Na s. 39 je popsano rozpousténi kyseliny hyaluronové pomoci disperga¢niho zafizeni
ultraturrax. Ultra-Turrax je chranény nazev firmy IKA, v soucasnosti existuje mnoho
jinych firem, které vyrab&ji homogenizatory zaloZené na stejném principu. Nazev
homogenizatoru daného typu, ktery doporucuje firma Ika je vysokorychlostni
dispergétor. Nazev Ultra-Turrax zahrnuje take zafizeni typu koloidniho mlyna.

¢ Nas. 62 je podle minéni oponenta velmi dulezita tabulka. Neni vsak ¢islovana.

e Na s. 84 je na obr. 30 zavislost dynamické viskozity na rychlostnim spadu uvedena
jako tokova kiivka. Podle klasickych zvyklosti by se mé&lo jednat o viskozitni kiivku.
Tokova kiivka, neboli rheogram, je zavislost posuvného napéti (F/S) na rychlostnim
spadu (dv/dr). I v odborné literatufe jsou viak oba terminy hojné zaménovany.

e Nas. 91 je konstatovani, Ze stanoveni vnitini viskozity je vyZadovano nejen ¢eskym,
ale také evropskym lékopisem. Tvrzeni je vécné pravdivé, v tuzemsky platném
lékopisu je zkouska pozadovana jiz od platnosti CSL 3 z roku 1970. Formalng je viak
vyjadfeni nepifesné, protoZe Cesky lékopis je v podstaté prekladem evropského. To

znamena kodifikaci nejdiive v evropském a v n€kolikamési¢nim odstupu v ¢eském.

ODBORNE NEDOSTATKY
Odborné nedostatky oponent nenalezl. Nékteré vysledky uvedené v hodnoceném spisu byly

publikovany v kvalitnim impaktovaném periodiku s naro¢nou recenzi.

PROBLEMOVE OTAZKY K DISKUSI
e Oponenta by zajimalo, jestli byl n¢jaky diivod vyuZit dvou metod rozpousténi
hyaluronanu pfed jeho enzymatickou degradaci (s. 39) — na magnetické michacce
a pomoci vysokorychlostniho dispergatoru a pro¢ byl pouzZit hyaluronan

kosmetické kvality.



e Oponent by se chtél pani ing. Hermannové zeptat, pro¢ byly pfi demonstraci vlivu
koncentrace vzorku na deformaci piku na s. 61 a vlivu koncentrace vzorku na
namétené hodnoty M,, (s. 62) pouZity dva rizné hyaluronany s riznymi hodnotami
My,

e Je moZno se vyjadiit k pivodnosti zjisténé zavislosti gyraéniho poloméru riznych
biopolymert na jejich molové hmotnosti (s. 65, obr. 16)?

e Existuje mnoho praci o tom, Ze kyselina hyaluronova i pfi nizkych koncentracich
tvoli agregaty, v jejich roztocich se mohou nékteré segmenty uspofadat do
konformace dvojité Sroubovice intramolekularné i intermolekularné. MizZe se k
témto jeviim disertantka vyjadrit?

e Je moZno vyloudit desacetylaci pfi dlouhodobém uchovavani roztoki kyseliny
hyaluronové v kyselém prostiedi, tak jak je tomu u chitinu?

e Byla kompozice riznych kationtl jako protiiontii dostate¢n€ standardni?

e Existuji néjaké informace o vlivu priichodu hyaluronanu GIT na jeho molekulovou

hmotnost?

ZAVER

InZenyrka Martina Hermannova vypracovala pfehlednou kvalifikacni préaci. Jeji podstata
je v experimentu, ktery se vyznacuje pfi vysokém stupni specializace zna¢nou metodickou
§if1. V praci je mnoho vysledkd, které jisté budou slouzZit jako podklad pro dalsi pokrac¢ovani
v feSeni teoreticky zajimavého a z praktického hlediska vyznamného tématu.

Disertantka splnila cil prace predloZeny Skolitelem a $kolicim pracoviSt€ém. Prokédzala
schopnost prace s odbornou literaturou, schopnost vyuZivat poznatky ziskané z literarnich
podkladi, experimentalné je ovéfovat, vysledky experimentl vécné zhodnotit a vyvodit z nich

adekvatni zavéry. Splnila tak podminky kladené na disertacni praci.

Na zakladé vyse uvedeného doporuduji, aby byla predloZena-disertacni prace Ing. Martiny

[rice—
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Hermannové piijata k obhajobé.

Doc. RNDr. Milan Dittrich, CSc.

V Hradci Kralové, 15. ¢ervence 2010



Oponentni posudek diserta¢ni prace Ing. Martiny Hermannové na téma
» Vyuziti kombinace gelové permeacni chromatogafie s rozptylovym
fotometrem pro charakterizaci molekulové struktury a studium vlastnosti
kyseliny hyaluronové*

Piedlozena disertacni prace se zabyva aktualnim tématem charakterizace biopolymert
prostiednictvim nejmoderngjsi techniky uzivané v makromolekularni praxi. Clen&ni prace
odpovida standardnim pozadavkim a celkové vytvaii velmi uceleny obraz o dané
problematice.

V uvodni teoretické Casti je struCné uvedena teorie pro stanovovani molekularné
hmotnostnich distribuci polymert s vysvétlenim mechanizmi a instrumentalnich technik.
Vystizné jsou srovnavany alternativni techniky vhodné pro analyzu zvoleného biopolymeru.
Experimentalni Cast predstavuje samostatnou pripravu studovanych vzorkl oligomért
kyseliny hyaluronové, optimalizaci zvolenych separaCnich technik a jejich vzajemné
porovnani. V celé praci jsou peclivé uvadény citace a odkazy na prace, které se podobnou
problematikou zabyvaly v nedavné minulosti a dostatecné kriticky jsou s nimi porovnavany
ziskané vysledky. Usp&sné byla pouzita technika GPC -MALS, ktera poskytuje absolutni
hodnoty molekularné hmotnostnich distribuci. Spravnost takto ziskanych vysledkd byla
porovnana s alternativnimi metodami.

Z vyse uvedeného popisu je patrné, ze se jedna o praci velmi rozsahlou, zahrnujici
velké mnozstvi provedenych experimenti s naslednym vyhodnocenim a diskusi ziskanych
dat. Vysledky byly nékolikrat publikovany v renomovanych Casopisech a prezentovany na
odbornych konferencich i v zamofi, coz potvrzuje aktualnost studované problematiky i
zodpovédné zpracovani a prezentaci shromazdénych vysledku.

Po obsahové strance nemam k praci zasadnich pripominek. Mé poznamky a dotazy se
tykaji spiSe formalniho provedeni.

1. Co bylo mysleno , robustnosti“ ve druhém bodu na strané 10? Byla tim mySlena
odolnost vici vnéjsim vlivam pii analyze nebo vyhledani vhodnych parametri pro
analyzu bez vlivu na koneCny vysledek?

2. Co v biochemii znamena , poliferacia a diferenciacia“ zmifiovana na stran¢ 13?

3. Od strany 14 je mnohokrat uvadéno slovo ,softvér. Myslim, ze v této formé se
jedna o zkomoleninu anglického slova ,,software®.

4. Na strané 18 je v posledni vété uvedeno, ze intenzitu svétla vyjadiuje ,,nadbytecny

Rayleigho pomér”. Co se myslelo slovem nadbytecny.
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10.

11.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

Na stran€ 21 konc¢i predposledni odstavec slovy ,,...napéti RI detektoru eluujiciho
vzorku baseliny“ Slovo ,,baselina“ se zda byt pouzita nevhodné.

Na stran€ 24 jsou shrnuty hodnoty dn/dc pro kyselinu hyaluronovou.Chci se
zeptat, zdali je tato hodnota na teploté zavisla, ¢i nezavisla.

Na strané€ 27 je na desatem fadku zdola nesrozumitelna véta ,,...tok mobilnej fazy
len vo vertikalnym smerom....

Na strané 32 se u vzorce (33) piSe, ze jednotka Poise je starsi. SpiSe je vice uzivana
v USA nez v Evropé.

Od strany 37 jsou specifikovany uzivané chemikalie. VSe je jasné a piehledné,
pouze Némecko neni statni atvar. Doposud se uvadi NSR.

Na stran¢ 39 je popisovan degradacni postup kyseliny hyaluronové a specifikovan
¢as 1-240 minut. V této formé je pro Ctenare Casova specifikace znacné nejasna.
Jak dlouhy degradacni proces vlastné byl. Nebo byly vzorky odebirany v néjakych
Casovych intervalech?

Na stejné strané je v predposlednim odstavci specifikovana kyselina hyaluronova
standadni molekulovou hmotnosti 1,3x10° g/mol. Jakou technikou byla tato
standadni hodnota urfena? Dale je napsano, ze dispegace byla provadéna pomoci
zafizeni ultraturrax nebo pies noc magnetickym michadlem. Kdy a pro¢ se volil
odlisny zpusob dispergace?

Na stran€ 44 se na konci predposledniho odstavce piSe o vzorcich s molekulovou
hmotnosti zhruba 1x10° g/mol. Jaké rozmezi se mysli slivkem , zhruba®.

Na strané 46 se piSe, ze davkovany objem Dextranu byl 100 mikrolitrii a kyseliny
Hyaluronové 500 mikrolitri. Pro¢ je tak odliSny objem nastiiku?

Na stran€ 47 jsou popsany mobilni faze a dale pouzita kolona Luna NH,. O jaky
typ chromatografické separace se jednalo?

Na stran€ 49 jsou na konci prvniho odstavce popisovany formy degradace kyseliny
Hyaluronové.Chci se zeptat, zdali tato lehka degradovatelnost je jednim z davodu
k hojnému uzivani této kyseliny ve farmaceutické praxi?

Na strané 50 je popisovana kysela hydrolyza pro pfipravu oligomeru. Jakym
zpusobem je tato hydrolyza ukonéena, aby byla zajisténa stabilita kone&ného
produktu.

Na strané 54 je v piehledu mobilnich fazi uzivan azid sodny. Z jakého duvodu je

nutné jeho pouziti?
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18. Na stran€¢ 57 je popisovan vybér vhodné koncentrace dihydrogen fosforeCnanu
sodného. Neni zde v§ak zdivodnéno proc byla vybrana mobilni faze H a ne 1, kdyz
byly pozorovany podobné vysledky pfi jejich aplikaci.

19. Na stran€ 70 je porovnani vysledki F1FFF-MALS a GPC-MALS analyz. Kromé
hodnot M,, je diskutovana polydisperzita. Chci se zeptat jakych vysledki bylo
dosazeno pfi urovani Ciselnych priméra M,? Pro¢ nejsou uvedeny téz?

20. V tabulce 16 na strané 78 je shrnuta chromatografie oligosacharidi a uvadény
vytézky priblizné€ 30%. Pro¢€ jsou tak nizké a jak byly stanoveny.

2]1. Na stejné strané¢ 78 je posun k vy$§im vnitinim viskozitdm vysvétlen nizsi
koncentraci soli a tim vétsi expanzi nahodného klubka KH. Jedna se o vlastni, tedy
originalni vysvétleni nebo jev popisovany v literature?

22. Na stran€ 83 je napsano, ze ,,... v této praci jsem dosahla kontinualni pokles a
v celém rozsahu...“ Lépe by bylo fici, ze tento pokles byl pozorovan v celém
rozsahu. Asi nebylo cilem tohoto jevu dosahnout.

23. Na stran¢ 85 je diskutovano mozné vétveni na fetézci KH. Chci se zeptat, zdali
toto vétveni muze mit vliv na uzitné vlastnosti komeréné uzivanych materialu, ¢i
nikoliv?

24.V zavéru se na strané 89 piSe, Ze otestovand metoda je lehce kontrolovatelna a
vyuzitelnd ve vyrobnim méfitku. Ma otazka zni, zdali je pfi vyrobé KH uzivana

pro kontrolu vyrobniho procesu, ¢i pro kontrolu kone¢nych parametrt vyrobka?

Zavérem konstatuji, ze prace je dostatecné kvalitni a posouva kupiedu znalosti v dané
oblasti. Pfedpokladam, Ze jiz nyni si popisovana analyticka technika razi cestu pro §iroké
pouziti v biochemické a biotechnologické praxi. Timto doporucuji oponovanou praci bez

dalsich pfipominek pfijmout k obhajobé.

V Pardubicich 28.7.2010 Ing. Martin Kaska Ph.D.

I
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Posudek disertacni prace Ing. Martiny Hermannové ,,Vyuzitie kombinacie gélovej
permeacnej chromatografie srozptylovym fotometrom pre charakteriziciu

molekulirnej Struktiry a Stadium vlastnosti kyseliny hyalurénovej*.

Cilem predkladané disertacni prace byla priprava vzorki hyaluronanu o rizné distribuci
molekulovych hmotnosti, tyto vzorky charakterizovat za pomoci nékolika konvenénich a
méne konvencnich technik, ziskané vysledky porovnat a diskutovat moznosti jejich dalsiho
vyuziti. Téma je aktualni a ptinosné, vysledky prace se zdaji byt vyuzitelné v primyslovém

méfitku, pfi standardni kontrole produktti i ve vyzkumu a vyvoji. Vytcené cile byly splnény.

Prace je psana ve slovenském jazyce, je pomérné dobfe ¢tiva, pokud mohu posoudit tak bez
gramatickych chyb, s minimalnim poctem preklepl, nomenklatura je pouzivana spravné.
Logické ¢lenéni je voleno vhodné, v prvni Casti uvadi autorka informace k celé praci, definuje
a piijatelné detailné také popisuje jednotlivé metody a pfistupy. V této Casti je Skoda, ze se o
néco vice nezameérila také na zakladni prace tykajici se chemie a konformace hyaluronanu
v roztoku od autorit v této oblasti jakymi jsou napfiklad prof. Scott, prof. Kennedy, dr.
Cowmanova atd. Nicméng, tato malickost nijak vyznamné nesnizuje vcelku dobry formalni
dojem, jakym prace pfi Cteni pusobi. Nékteré¢ formalni nedostatky, které lze vytknout, je
napiiklad pouzivani desetinné tecky misto ¢arky jak je zvykem pfi psani textu v Ceském nebo
slovenské jazyce, dale pak pouzivani koncentraéni jednotky ,M* misto ,,mol/l“ (v nékterych
dalsich castech je pak i ,,mol/L*), ktera neni schvalena IUPAC, dale pak nebyla studovana
kyselina hyaluronova, ale jeji soli.

Dalsi Cast je vénovana popisu samostatnych experimentu, z kterého je patrné, Ze autorka je
seznamena s celou skalou metod vhodnych pro charakterizaci biopolymeru.

Vysledky a diskuze shrnuji ziskané vysledky, které jsou zde uvadény ve formé tabulek a graft
(formalné opét na dobré urovni). Zde bych si opét dovolit vytku - jsou-li data v grafu
prokladana né&jakou funkci, je vhodné uvadét parametry prolozeni, hlavné pak korela¢ni
koeficient. V nekterych pripadech je statisticka vyznamnost uvedena v textu, pak to nutné
pochopitelné neni. Tato ¢ast disertaéni prace, dle mého soudu, obsahuje nejslabsi ¢lanek a tim
je diskuze ziskanych vysledkt. Zatimco popis dat je velmi detailni, jejich vysvétleni a
pfipadna diskuze s ohledem na literarni zdroje je pomérné slaba, na nékolika mistech je
odbyta pouze né€kolika vétami, pfi¢emz s nekterymi z nich se da snadno polemizovat. Ziskana
data 1 n€které pristupy se zdaji byt originalni a proto by si urcité zaslouzila vétsi pozornost.

Neékteré konkrétni pfipady uvadim nize.

.
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V posledni Casti je pak uvedena pouzita literatura v poctu 87 praci, coz je slabsi primér u
tohoto typu prace, nasledovana nékolika stranami pfiloh a seznamem praci autorky. Prace
autorky zahrnuje 5 Casopiseckych publikaci, na nichz je Ing. Martina Hermannova uvedena

jako spoluautorka a 7 prispévku na konferencich.

Nyni uvadim nékolik poznamek a otazek, které mohou slouzit jako podklad k diskuzi pfi

obhajob¢ Ing. Martiny Hermannove.

1. strana 4 , Anotace” i jinde — ,,objasnenie molekularnej Struktury tohto zaujimavého
biopolyméru® — v tomto bodé¢ bych doporu€oval byt opatrnéjsi, molekularni struktura
hyaluronanu je znama ptes 50 let, neméla autorka na mysli spiSe konformaci nebo
nadmolekularni strukturu? Pokud méla autorka na mysli vétveni hyaluronanu,
diskutované v bodé ,9“ tohoto posudku, pak ani v tomto piipadé bych nevolil vyse
uvedenou formulaci.

2. strana 29, .....ultra vysokou molovou hmotnostou (10°-10% g/mol).“ Je tato hodnota
pro hyaluronan realna?

3. strana 40, suSeni hyaluronanu probihalo 6 hodin pfi 105°C. Je hyaluronan natolik
stabilni, aby vydrzel neporuseny pfi té€chto podminkach? Dale pak, bylo suseni pfi
105°C efektivni, tj. byl ziskan opravdu suchy hyaluronan?

4. strana 50, neporozumél jsem tvrzeni: ,Pre kazdé pH je z obrazku 8 vidiet' linearnu
zavislost medzi 1/Pn0 a casom degradacie, ¢o naznaCuje nahodny degradalny
mechanizmus.“ Muze toto tvrzeni autorka dodatecné a detailnéji vysvétlit?

5. strana 51, co bylo kriteriem pro tvrzeni, ze idealni doba degradace je cca 4 hodiny?

6. strana 57, pufry ,F* az ,I“ byly rizn€ koncentrované roztoky dihydrogenfosfore¢nanu
sodného a azidu sodného, opravdu bylo pH 7,5 u vSech z nich nebo bylo nutné pH
jesté upravovat?

7. strana 58, ¢im si vysveétlujete pokles hodnoty Mw pii pH 6,5 proti pH 7-8?

8. strana 58, autorka vysvétluje pokles Mw s teplotou jako degradaci zpusobenou
,,...strthom v HPLC systéme, ktorého pravdepodobnost rastie s rastucou viskozitou
eluentu®. Existuje n&jaka literarni zminka o tomto efektu v HPLC nebo je to vlastni
experimentalni zkusenost?

9. strana 85, tvrzeni o vétveni hyaluronanu jako vysvétleni pro pokles M-H parametru a.
Podané vysvétleni se pochopitelné neda zamitnout, nicméné se domnivam, Ze to

nemusi byt vysvétleni jediné nebo uplné spravné. Uvazovala autorka i o jinych

ki



moznostech spojenych napiiklad se neidealitou roztoku hyaluronanu? Neidealita muze
byt zpusobena, mimo jiné, i tvorbou inter nebo intramolekularnich interakci segment
hyaluronanu pies vodni mustky (napf. PruSova et al., 2010; Anal. Bioanal. Chem.). Jak
autorka uvadi, Weissmann a Meyer (1954) mozna pfipoustéli moznost vétveni, ale je
tieba si uvédomit, ze zdrojem jejich hyaluronanu byl material extrahovany
z zivocCisnych tkani, tudiz je pravdépodobné, ze byl znecistény kovalentni vazbou
s nékterym z proteini z ECM, tudiz vétveni obsahoval. Autor¢in hyaluronan byl zcela
jiného puvodu a troufam si tvrdit, ze 1 jiné Cistoty. Jaka je VaSe predstava o
mechanismu a mistu na kterém se hyaluronan vétvi? V jaké fazi vyrobniho procesu by
k nému mohlo dochazet? Pokud je toto tvrzeni spravné, pak se muze jednat o
komer¢né vyuzitelnou informaci. Byl bych také opatrny v tvrzeni v posledni vété na

stran€ 85, pfi tomto typu tvrzeni se nelze opirat o citaci z roku 1949.

Vyse zminéné pripominky nijak vyznamné neovliviiuji dobrou uroven prace, proto ji
doporucuji k obhajobé, a po splnéni vSech nezbytnych formalit a uspésném obhajeni prace i

udéleni titulu ,,Ph.D.“

fudl],

V Brné dne 22.7.2
doc. Ing. Jifi Kucerik, Ph.D.
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