Oponentsky posudek doktorské disertatni prace
Ing. Zuzany.Bezdkové

CHARAKTERIZACIA OLIGOSACHARIDOV A KRATKYCH POLYSACHARIDOV
VZNIKNUTYCH STIEPENIM KYSELINY HYALURONOVE)
METODAMI KVAPALINOVEJ CHROMATOGRAFIE
A $TUDIUM KINETIKY STIEPENIA KYSELINY HYALURONOVE)

Disertacni prace shrnuje pfedeviim vysledky vyvoje postupu pfipravy a vyroby preparati kyseliny
hyaluronové o nizké aZ.velmi nizké molekulové hmotnosti. Produkty tohoto onje byly samoziejmé
charakterizovariy, mimo jiné kapalinovou chromatografii, stejné tak byla studovéna kinetika jejich
pfipravy, jinak ma ale nazev prace omezuijici zabér a je pon&kud zavadéjici. Prace ma klasickou
strukturu, po kratkém tvodu nasleduje teoreticka £ast vénovana zejména poznatkim dosud
publikovanym v literatufe. TéZist& prace spociva v experimentalni &asti a v &asti vénované prezentaci
a diskusi vysledkud. Kratky zavér shrnuje hiavni pfinosy prace a nova zjisté&ni ziskana pii vypracovavani
zadanych tkoli. Hned zde bych ocenil jasny a cileny technologicky naboj prace, ktery byl jejim
zékladnim smyslem a uréujicim ramcem navrhu, realizace a zhednoceni experimenti.

Teoreticka &ast podava velmi kratkou informaci o kyseliné hyaluronové a o néco del3i pfehled
postupli jeji pFipravy; zejména pfipravy forem nizkomolekularnich a cligosacharidovych. Vzhledem
k zamé&feni prace bych ale oekaval hlubsi a SirSi zabér rederse, pominuty jsou otazky mechanismu i
kinetiky riznych $tapicich procest, pfitemi alespofi to-druhé je podstatné i pro praci
technologickéha charakteru, tim spide, kdyZ ma kinetiku i v nazvu. A pravé vzhledem k nazvu (a'tedy
zjevné i zadani) prace postradam v této Zasti informace o poznatcich z oblasti vyuZiti kapalinové
chromatografie v charakterizaci hyaluronanu.

Cast experimentalni celkem dostateéné popisuje provedeni jednotlivych experimenti, zejména
tedy postup( $t&peni vysokomolekulirniho hyaluronanu. Vysledkové-diskusni €ast pak popisuje a
rozebira vysledky experimenti. Vzhiedem k technologické podstaté prace vypadaji experimenty
rutinné, ale pfedstavuji mno#stvi prace nezbytné k posouzeni schiidnosti (zejména
v planované nasledné vyrobé) Fady nabizejicich se postupl a k optimalizaci toho postupu, ktery se
bych chté&! zdiraznit, e doktorandka nezistala jen u laboratorni ¢innosti a optimalizace, ale vrhla'se.
do pokusi poloprovoznich. Tim prace tvofi hezky, uzavieny celek hlavni faze technologického
vyzkumu. S ndvrhem a provedenim experiment Ize souhlasit, nenalezi jsem v3ak dostatek udaijti o
poétu opakovani experimentti, statistickém zhodnoceni, opakovatelnosti, nebo o vyznamnosti
rozdild.

V 2évéru préce pak u? opravdu nezbyvalo neZ shrnout, zopakovat hlavni vystupy experimenti a
optimalizace. Jasné jsou identifikovany nové pfinosy této prace, s nimiz Iz souhlasit. Vyzvednul bych
jekté posledni odstavec zavéru, v.némi doktorandka zmifiuje technologicky reglement pro vyrobu
nizkomolekularni a oligomerni kyseliny hyaluronové, ktery na zékladé svého vyvoje vypracovala. Ten
je také v praci vzadu pfiloZen, Zkoda, 7e to zavér nezdurazfiuje.



Nyni bych uved! nékolik konkrétnich pfipominek:

V teoretické &sti se malo odkazuje na literarni zdroje, pficem? jde zjevné o literarnf
poznatky, nikoli viastni vysledky nebo dvahy autorky (napf. str.12).

Na str. 22 je pfehled pouitych hyaluronani. V predchozim textu se zdiirazfiuje vyznam
polydispersity, tady ale tato charakteristika chybi.

Nastr. 38, ale i jinde, se mluvi o vytéZcich. Bylo by Zidouci jasn&a presnd uvést, podle
teho byly vytéZky politany.

Rovnici-{2) na str. 45 (a podobnym dale) asi n&co chybi, nebo platf jen v omezeném
intervalu &asi; s pfibliZovanim se nulovému Zasu by podle ni molekulova hmotnost rostla
nade viechny meze.

Bud'jsem pfehléd! vyznam (definici) parametru P, (napf. tab. 23 na str. 77), nebo to

v praci opravdu chybi. '

Ke str. 93, 94 a pfiloZenému reglementu. Pfesto, fe se to da v praci dohledat, nebo
pochopit z kontextu (bod varu) udéval bych explicitn& teploty (pfedb&iného Stépeni

v tuhém stavu, pii hlavni &&pici reakei atp.). '

Nakonec jednu otazku. Pro€ byla volena kyselina trifluoroctova? V préci to neni nijak
vysvétieno, na rozdil od zcela b&2né HCl by si to ale tato kyselina zaslouZila.

A pro téely obhajoby bych jest& doplnil vSeobecnéjsi otazky, testujici schopnost doktorandky se
zamyslet na obecné urovni, aZ lehce filozofovat: :

Hyaluronany nizkych molekulowych hmotnosti jiZ matefska firma néjakou dobu nabizi'a
prodava. Jak se vyrabia pro¢ tak? Jaky' ma byt rozdil nebo pfinos:v pfipadé vyuiiti postup
testovanych, vyvinutych v této praci?

Kde by byla hranice mezi oligomerni (oligosacharidovou), nizkomotekularni.(kratkou
polysacharidovou) a pfipadné vysokomolekutarni kyselinou hyaluronovou?

Doktorandka v uvedené praci prokazala schopnost samostatné tviréi prace, zejména v oblasti
technologickeho vyzkumu a vyvoje. Doporuéuji tuto prici pfijmout k obhajobé.

Brivo, 10. 2. 2013

iloslav Pekaf, CSc.
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Oponentsky posudek disertacni prdce
Ing. Zuzany Bezikové

Charakterizacia oligosacharidov a kratkych polysacharidov
vzniknutych Stiepenim kyseliny hyalurénovej metédami
kvapalinovej chromatografie a $tiidium kinetiky Stiepenia
kyseliny hyalurénovej.

Ing. Zuzana Bezdkova se ve své disertaéni prdci zabyvala podminkami 3t&peni
vysokomolekularni kyseliny hyaluronové s cilem najit optimélni podminky $tépeni, které by
poskytovaly reprodukovatelné vysledky. Nizkomolekuldrni kyselina hyaluronova nachazi sve
uplatnéni v kosmetice. Podminky 3tépeni a vzniklé produkty byly charakterizovany
ptedeviim z hlediska dosaZené molekulové hmotnosti a jeji distribuce a také s ohledern na
vznik nékterych vedlej$ich produkti.

Cile price jsou podrobn& stanoveny v ivodu a také byly splnény, jak je i v zdvéru price
kratce shmuto. Hlavnim cilem bylo najit optiméln{ podminky pro realizovatelny vyrobni
postup  pfipravy  nizkomolekuldmich  frakci kyseliny  hyaluronové  Stépenim
vysokomolekuldmi suroviny. Tento zdmer byl splnén. Navrh vyrobniho postupu je ptilohou
diserta¢ni préace a autorka konstatuje, Ze prvé vyrobni SarZe byly jiZ dle tohoto reglementu ve
firmé Contipro pfipraveny.

Price je zpracovana velmi petlive, jasné a prehledné. Po formdln{ sirdnce méla byt v ivodu
doplnéna piehledem- pou21tych zkratek. S prezentovanymi vysledky a jejich vyhodnocenim je
mozno souhlasit. -

K praci mdm nékteré piipominky. které by mohly byt predmétem diskuse v pribéhu
obhajoby:

1) Dle iidaje na str. 18 n&které specifické enzymy 3tépi vazby P(1-4). Je v pripade kysele
hydrolyzy stepem ]edne ze dvou pfitomnych typd vazeb preferovin ? ? Nebo §tépeni probiha

statlstlcky T

oy, L I
=

2) Na nékolika mistech (napk. str. 83 a 101) autorka uvddi vznik — narist karboxylovych
skupin a pfitomnost (vzmk 7) dvojnych vazeb. S touto skuteénosti se setkdvdme i u jinych
typi polysacharidii — napk. u celulosy pfi jejim zpracovavéni. Bylo vhodné uvest zakladni
schéma vzniku a existence téchto skupin.

3) Mezi kyselinou hyaluronovou ur¢enou pro farmaceutické a kosmetické pouZiti je rozdil
v &istoté ? Nebo také v molekulové hmotnosti 7 (Mysleno pied hydrolysou — $tépenim).

4) Skoda, 7e nebylo vice ¢asu ani moZnosti pro blizii studium vlivu pH pa konformaci
polymemniho fetézce kyseliny hyaluronové a zmenu jejich vlastnosti, jak autorka pfipomind
v kap. 2.2.2.3. (str. 17).



PredloZend disertaini prace predstavuje velké mnoZstvi peclivé provedené, vyhodnocené a

zpracované experimentdlni price, ktera nakonec vyustila do pfipravy nizkomolekularni

kyseliny hyaluronové ve firmé Contipro Group s.r.0., Dolni Dobrou¢. Cile vyty¢ené v ivodu

- price byly splnény. Vysledky price byly publikoviany v prestiznich asopisech, nové postupy
‘patentovdny: a s vysledky price byla rovn&Z seznimena odbornid vefejnost na dvou

konferencich.

PiedloZend disertaéni prace spliuje viechny poZadavky na ni kladené. Prdci doporuluji
k obhajobé.

Doc. Ing. Ladislav Burgert? CSc.

, o ) |
Pardubice, 13. vinora 2013.



Oponentni posudek disertacni prace Ing. Zuzany Bezikové na téma
sCharakterizace oligosacharidi a kritkych polysacharidi vzniklych
Stépenim kyseliny hyaluronové metodami kapalinové chromatografie a
studium kinetiky Stépeni kyseliny hyaluronové*.

PiedloZena disertaCni prace se zabyva aktualni a modemni tematikou pfipravy a
charakterizace biopolymeril prostfednictvim Siroké $kaly metod vhodnych pro tento typ
materiali. Cilem priace bylo nalezeni alternativniho zptisobu $tépeni vysokomolekulamiho
hyaluronanu sodného na nizkomolekuldrni analogy aZ oligosachridy s moZnosti vyuZiti
v primyslové praxi. Dal§im Gkolem byla optimalizace podminek degradace polymernich
fetézci hyauluronanu a stanoveni rychlostni konstanty kinetiky $t&peni. Porovnani struktury
alternativné pripravenych materialt s klasicky hydrolyzovanymi produkty. Zarovefi mély byt
piipraveny technologické podklady pro priimyslovou vyrobu nizkomolekuldmi kyseliny
hyaluronové.

Pomé&rné rozsahla price je na 108 stranach ¢lenéna standardnim zpiisobem a celkové
vytvaH uceleny obraz o dané problematice. Teoretickd ¢ast piehledné, nicméné velmi stroze
na 11 strandch, popisuje nutné informace o ptipravé zkoumanych biopolymerii. Vystizné€ jsou
popsany jednotlivé moZnosti §tépeni vychozi vysokomolekuldrni kyseliny hyaluronové na
nize molekuldrni frakce. Experimentalni &ast je vénovana popisu samotnych experimentd,
z &ehoZ je patrné, Ze se autorka dostatedné seznamila s pestrou Skdlou vhodnych metod pro
pfipravu a charakterizaci tohoto typu bioplymerli. Experimentilni metody jsou adekvatni
zadanym a zvolenym poZadavkim. Kapitola vysledkli a diskuse je velmi rozsahla a
jednoznatné sv&d&i o intenzivnim a peglivém pistupu. Z koncepce disertaéni prace je ziejmé,
¢ se patmé jedna o soust vyzkumného projektu, ktery souvisi s vyrobou hyaluronovych
biopolymeri, zkvalitiiovanim jejich produkce a optimalizaci vyrobnich procesi.

V praci jsou pedlivé uvadény citace a odkazy na prace, ktere se podobnou tematikou
zabyvaly v nedavné dobé a dostate&n& kriticky jsou s nimi porovndvany ziskané vysledky. Pro
charakterizaci distribuce molekulovych hmotnosti pfipravovanych vzorkd byla usp&sng
uZivana moderni analyticka technika GPC-MALS, kterd poskytuje dostatelné prikazné
informace nejen o vihovém priiméru molekulovych hmotnosti ale i o polydisperzité
zkoumanych makromolekul.

Z vy3e uvedeného je patrné, Ze se jedna o praci hodnotnou svym rozsahem i obsahem,

zahrnuje velké mnoZstvi provedenych experimentd, jejich nasledné vyhodnoceni a diskusi



ziskanych dat. Ziskané vysledky byly publikovany v renomovanych &asopisech, coZ potvrzuje

aktudlnost studované problematiky.

Po obsahové strance nemam k praci zasadnich pfipominek. Mé poznamky a dotazy se

tykaji spiSe formalniho provedeni.

1.
2.

10.

11.

Na strané& 9 je na konci prvniho odstavce pieklep ve slové ,,vyjimoene®.
Na stran¢ 13 se zmifuje, Ze hyaluronan se uziva jako soudast obvazi. Jedna se o

chemicky zakotvenou souéast, nebo pouze o povrchovou tGpravu obvazu?

. Na stran& 14 se hodnoti historicka vyt&¢Znost vyroby pomoci extrakce, ktera se

pohybovala kolem 1%. U fermentacni vyroby se pise, Ze se z 1 litru kultivacniho
média ziskaji asi 4 gramy HA. Je tato vytéZnost pouze 4X v&tsi? Jaka tedy
doopravdy je?

Kromé pteklepu ve slové syntéza v pfedposlednim odstavci na strané 14 se dale
piSe, Ze pro syntézu hyaluronanu je tfeba vychazet z t€zko dostupnych prekurzori.

O jaké prekurzory se jedna?

. Vposlednim odstavci na strané 14 se zmifiuje tzv. ,standardni molekulova

hmotnost“. Co se povaZuje za standardni molekulovou hmotnost?

Na stran 16 se v pfedposlednim odstavci zmifiuje, Ze vychozi vzorky mély
molekulovou hmotnost 2,2-2,8 MDa a po §tépeni mély stale 1 MDa. D4 se fici, ze
touto metodou byla rozrusena pouze jedna nebo dvé vazby v makromolekularnim
fetézci?

Na strané 17 se ve téetim odstavci zmifiuje ,,izk4 oblast kyselého pH*. Co se mysli
touto specifikaci ,,uzka“?

Na strané 21 se jako jedna z metod popisuje MALS. Dislednym prekladem se
jedna o vice uhlovy rozptyl svétla. Neni to pouze rozptyl svétla.

V experimentalni &sti se na strané 23 zmatetné specifikuji chemikalie. Nekdy
jsou specifikovany pomoci chemickych vzorch, jindy slovné. Pisobi to
neprehledng. V pfipadé izopropanolu se chei zeptat, co je zbytkem do 100%
zejména u 86-88% suroviny?

Na stran# 23 se specifikuje pouziti Ultraturraxu T25. Jaké otaky byly uZivany pfi
homogenizaci?

Na strang 26 se v predposlednim odstavci zmifiuje ,,supernatant. O co se piesné

jedna?



12,

13.

14

15.

Na strané 27 je uvadén specificky inkrement indexu lomu pro hyaluronan na
hodnot¢ 0,155 mL/g. Jedna se o literirni Gdaj, nebo o vlastni stanoveni. Pro¢ je
zaroveti zmifiovan dextran a pullulan?

Na strané 28 by pfi specifikaci mobilni fize mély byt uzivany jednotky mol/l,
ptipadné¢ mmol/l misto jednotky ,M“. Zaroveil se chci zeptat, zda byl gradient
tvofen pouze rozdflnou koncentraci téchto dvou mobilnich fazi? Zadné pufry

nebyly uzivany?

. Hodnoty na obrazku 4 na stran€ 30 pro pH 5, 4, a 3 konéi po 10 minutich. Je

k tomu né&jaky dtivod?
Pro& nejsou na obrazku 7 na stran¢ 31 hodnoty pro pH 8,5a 7,5 ?

16. Na stran& 32 nema obrazek 8 ani hodnotu pH 7. M4 to n&jaky divod?
17. Na stran& 34 je na obrazku 11 pti pH v zésadité oblasti pfi pH 10 mensi hodnota.

Je to jediny ptipad pro zasaditou oblast. Je k tomu né&jaky divod?

18. Na strané 35 stejné jako pozdé&ji na daldich strdankdch se pfisuzuje posun

absorpéniho spektra v oblasti 210 nm nartstu karboxylovych skupin. Jak mohou

tyto skupiny vznikat? Reesterifikaci, ¢i zménou amidovych skupin?

19. Nic nenamitdm proti komeréné zaméfené prici. P¥esto bych povaZoval za nutné,

20.

21.

22.

23.

aby studované materidly byly specifikovany pemoci chemicko-technologickych
parametrii. Z tohoto hlediska povaZuji specifikaci HA kosmetické kvality a HA
farmaceutické kvality ‘za zcela nedostalujici. V éem se tyto dva materialy 1iSi?
Pouze &istotou, formou pfipravy, nebo nééim jinym?

Stejné tak je véta na strang 38, kterd zni ,,..., protoZe zdkaznik poZaduje
polydisperzitu pod hodnotou 1,4.% velmi kuriézni. Pro& ma byt tato hodnota nizsf
neZ 1,4. Které vlastnosti se v opatném pfipadé vyrazné zméni?

Od obrazku 16 se mnohokrat diskutuje ,,VytéZzek™ $t€piciho procesu. Jak je tento
vytézek definovan? Je to vahovy pomér ziskaného a vioZeného materidlu?

Které body na obrazku 24 na strané 44 pfisludi Sarzi 130604-2 a které SarZi
150604-2 7

Jak vznik] matematicky aparat (polynom) na strané€ 45 pro vypocet Mw.

24. Cim se 1i&i 3ar¥e na obrazku 28 a na strané 48? Pro¢ ma Sarze MR 150204/P o

25.

tietinu mén& naméfenych hodnot?

Co je diivodem pro rozdilny objem roztok(i uvdd&nych na stran€ 56. Je tim

dtivodem uprava pH nebo néco jiného?



26.

27.

28.

29.
30.

31.

32.
33.

Pro€ jsou na stran€ 57 uvadény ¢asy odbéru 30, 60, 90 a 240 minut pro 200m!
roztoku, dale 23, 47, 90 a 250 minut pro objem 1300 ml, kdyZ jsou v grafu pro
prvni pfipad prvni uvedeny pouze 3 hodnoty? Odbéry uvadéné v jednotkach minut
byly nutnosti?

Jak se li8i SarZe ze strany 71 uvadéné pro St€peni prostfednictvim autoklavu? Je
rozdilné pouze Mw nebo jesté néco jiného?

Na strané 72 je uzito vyrazu, ...Ze nejnizs$i frakce se uZ nevyizoluji z roztoku.
Slova ,vyizolovat ani nevyizolovat“ nemaji smysl. Sta¢i Fici neizolovat, ¢&i
izolovat. Sama podstata slova zahrnuje ,,vy-,, jiZ v sobé.

Obrazky 57-59 popisuji experimenty pii 105°C ?

Jak byl pfipravovan vzorek z obrazku 66?7 Chybi alespofi struény popis tohoto
biotechnologického procesu. TaktéZ je patmy rozdil v elucnich Casech tohoto
standardniho materialu, ktery za&ini na 20 minuté a u studovanych vzorkd na 30
minuté. Jaké to ma odiivodnéni?

Na strané 94 je specifikovan vystupni parametr jako poet mikroorganizmil. Toto
je nutno kontrolovat i pii alternativnich technikdch $t€peni?

Co predstavuje hodnota CPM (CFU/g) v tabulce 24?

Na strané 101 je ve druhém odstavei fedeno, Ze rychlostni konstanta byla
stanovena pfi teplot& 128°C. Jak se k této teploté dospélo?

Zavérem konstatuji, Ze disertace je dostatetné kvalitni, posouvd kupfedu znalosti v dané
oblasti a svym rozsahem prekonava pouze teoreticky pojaty typ praci. Timto doporu€uji, aby

byla bez daldich pfipominek pfijata k obhajobg.

V Pardubicich 15.2.2013 Ing. Martin Kaska Ph.D



