
Oponentní posudek na dizertační práci Mgr. Jany Srbové na téma ,rBiofunkcionalizace
moderních materiálů pro afinitní separace a biokata|ýzu.í

Téma dizertaěnípráce J. Srbové povaŽuji zaaktuální. Polymerní nosiče, ať

magnetické částice či vlákna, jsou velmi intenzivně studované materiály využitelnó
v nejruznějších oblastech qýzkumu i aplikací. Velmi zajímavá je možnost jejich vyuŽití
v oblasti biověd a biotechnologií, včetně ruzných oboru lékďství. Týo materiály mohou najít
uplatnění rovněž v celé řadě separačních procesů biologicky aktivních látekzreálných
vzorků. Předložená prárce se zabývábiofunkciona]izaci nanovliíken a magnetických částic
vybranými erzpy a protilátkami za současného omezení nespecifické adsorpce bílkovin.
Studovan bylvliv nosiče i ligandu a způsobu jeho vazby na výsledné vlastrrosti.

Vlastní práce má odpovídající uroveň a je logicky dělena do obvyklých částí poěínaje
úvodem a teoretickým přehledem. Práce v úvodní části poskýuje uŽitečnou a přehlednou
obecnou informaci o bioafi nitní chromato graťti, powchové modifikaci' resp.

biofunkcionaIizaci materiálů, a o metodách snižujících nespecifickou adsorpci bílkovin.
ExperimentáIníčást, ýsledky a diskuze sestávají ze tří članků publikovaných
v meziniírodních recenzovaných časopisech, uŽitného vzoru' jednoho rukopisu odeslaného do
redakce a připravovaného rukopisu. V publikacích a rukopisech jsou podstatná zjištění
získanávpruběhuvypracovánídizertape se snahouo jejichkonfrontaci sjiŽpopsanými
poznatky v této oblasti. Seznam pouŽité literatury sahá až do roku 2015, tj. do roku předloŽení
práce. Četně používané zhatky a symboly jsou shmuty nazačátkupráce.

Je ňejmé, že dizertarfika v pruběhu řešení PhD. nabylaznačné zkušenosti v oblasti
biofunkcionalizace a afinitní separace. Věnovala se i separacím v moderním mikrofluidním
uspořádaní, včetně magneticky stabilizovaného fluidního lože. Práce je dobře srozumitelná a
množství překlepů a dalších faktických nepřesností je úměmé rozsahu textu. Současně
ukazuje, že dizertantka vykonala v pruběhu studia velké mnoŽství experimentrílní práce, které
bylo/bude adekvátním způsobem využito ve vědeckých publikacích.

Po obsahové stránce nemám zásadníchpřipomínek. Mé poznámky adotazy se týkají
spíše formálního provedení. Věřím,žetýo nejasnosti budou v pruběhu obhajoby vyjasněny.

- V seznamu zl<tatek (str. 9) a na str. 34 je uváděn ,,CnBť'; správně je to ,,CNBroo a
jedná se o vzorec, nikoli zkratku.

- K chemickému názvosloví. Nejvíce vytýkám, že je nejednotné. V Seznamu zkratekje
chybně poly(styren), dríle v textu je správně polystyren (str. 17, 2I,22), správně je
poly(methy1-methakrylát) (str. 2I) ane polymethylmethakrylát (str. 40). V seznamu
zkratek je správně poly(dimethylsi1oxan)' v textu je však polydimethylsiloxan (str.

40). Správně je poly(ethylene oxide) místo polyethylene oxide (str. 81). Správně je
poly(ethylenoxid) a ne polyethylenoxid (str. 24), správně je poly(vinylalkohol) a ne
polyvinylalkohol (str. 23, 24, 28, 64), rovněž poly(ethylensulfon) a ne

polyethylensulfon (str.24), polyethylen a ne poly(ethylen) (str. 26)' lépe je 3-

aminopropyltriethoxysilan než y-aminopropyltriethoxysilan (sh. 26), místo



,,triemthylammoniumoo je správně,,triethylamonium" (str.27), správně je,,poIy(D,L-

|aktíd-co-g1ykolid)" (str. 28) , ,,epoxidovoď' skupinu je lépe nahradit,,oxiranovoď'
(str. 29). V češtině se estery mají psát s pomlčkou, správně je ,,poly(g1ycidy1-
methakrylát)" a,,poly(2-hydroxyethy1-methakrylát)" (str. 64).

Co je ,,s-triazírf' (str.34)?

Místo ,,skenovací" je sprárrně ,,rastrovací elektronová mikroskopie" (str. 21).

V Tabulce 2 je poly(vinylalkohol) omylem uváděn i v biopolymerech (str. 24).

,,Vysoce uniformní mikročástice" _ částice jsou buď uniformní nebo ne (str.19,22).
Při studiu nespecifické adsorpce bílkovin bylpouŽit hovězí séroý ďbumin jako

modelový protein. Proč bylvybran právě tento? Jakým způsobem by se chovaly jiné

proteiny, např. pepsin nebo lysozym?
o modifikaci povrchů částic poly(ethylenglykolem) existuj e celá Íada publikací. Může
autorka porovnat PEGylaci karbodiimidovou metodou s jinými technikami, např.

s reverzibilně deaktivovanou radikálovou polymerizací, jakoje polymerizace adičně-

fragmentačním přenosem řetězce (RAFT) či polymerizace přenosem atomu (ATRP)?
Na str. 1 10 je zrrinéna 50 nm tlouštka PEG vrstvy d1e SEM mikrofotografií částic

v suchém stavu. Jaká by byla tato tloušt'ka u částic ve vodě? Jiní autoři považují za

optimální tlouštku cca.15 nm. Může autorka týo údaje komentovat?

Proě je úěinnost zachytu Salmonella bakterií vyšší na nosiči s imobilizovanou KPL
anti-Salmonella protilátkou než na Dynabeads anti-Salmonella? (str. 1 3 7)

Slangové vý,razy typu ,,boom" (str. 1 1), ,,selektovrány 
oo a ,,vyselektoviíny" (str. 1 5)'

,,post-synteticky" (str.26,29), ,,surfaktant" (str. 27), ,,linker" (str. 33), ,,chemismus"
(str. 35) do česky psané práce nepatří. Místo ,,koloidální" je lepší ,,koloidnío' (str. 11,

20,26-28).
str.37-46jsou v práci uvedeny dvakrát, str. 39 dokonce třildt.
Zk'ratkaPvDF není vysvětlena (str. 132).

V psaní náz:rrí článků v seznamu literatury postrádám jednotné používríní vel[ých a

malých písmen (str. 46-61) . Z|<ratky náuví časopisů, jako JoJ. Chromatogr. A (str. 47)'

J. Potym. Sci. Pt. B (str. 53), TrAc (str. 57) nejsou správné.

Závěremkonstatuji, Že qýše uvedené poznrámky nesnižují kvalitu této dizertačníptáce.
Dízertantkaprokázala schopnost samostatrré vědecké práce, což je dokumentovráno i
příslušnou publikační aktivitou. Vzhledem ke splnění všech formálních a odborných
podmínek doporučuji přijmout práci k obhajobě.

Y Praze, 14. íjna 2015

"-A
Ing. Daniel Horák, CSc.
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Mgr. Jany $rbov* {roe" Kučerov }; siofunkcionglbacc mod*rních mnt*ri*ls pro
afiniťní *ep* lto a biolrniď zu

AktaáÍapst těm*tu

P edlo*gnil disertační pláce Mgr. Jany $rbové {dále jen dis*nan*y} $s zab vá
problematikou bioÍunkcionaliza*e magnetick *h *ístic pro ričely bioďrnitnich separaei v
nrikroťluidním uspoít&ini a ťunkcionalizac{ nanovláken s imolibizovan mi proteolytiekymi
EnŽymy. ur en;funí pro podporu hojerrí. pnní čest pr ce jc věnován* triofunkcionalizat"i
magncti*kych črístic a chitorranovych *anovléken enzymem trypsinem" Ve drutré čristi je
fušena funkciorralirace Pf;Gylovanj,*h m*gn*tick ch částic spwitick mi protilr{tkami" Tati<:
m*diÍikovany norič tryl následně využir prn imunomagnetick uáchyt vybmn ch buněčn cl:
liniÍ. Zrikladní vlestn$stí nanovláksilxych vrs*v jsou určeny esjména použitym ;xllymerem a
strukturou. Ma-li b t dtlseženc vy_Šsí tftly vla*tnosti, je *nkcionaliance nenovlákťn stčžejnírn
nrístrojem' Magnetieké míkroč,rtstice pokr1té vhodn m polpncrem jsou dalširn velmi
pxpektivním nosičern pro bioaktivní tig*ndy, umož r$ícim eleganrni m*niprrlaci masnetem.

CíIe ďbertačut ptdce * jejkh splněnt

PrvnÍm cílem byla bt*funkcionalirg** mngnelick;ch &ástic enzyfficm trypsirrem. oprimalizace
metody a pŮtvÍzgní vhodnosti zva'Ien*ho n'osiče pro naváe{ní modelclwch protilát*k.
l}ruh 'm. dob e deťinovnn rn cítem, byla vazba trypsínu n* chitosanová nanovlr{kna,
prokázárí *činností enryrnu. dsfr'}svání pndmin*k skladovatslnosti a pfudběžn testy
cytotoxiťity. Tgtím a poslednírn cílem by'l ryvoj specifického imunoaorbentu pťs
rnikrofluidní aachyí potenciáině palsgsnnleh bakteťií z m}éka Cíle práce jmu rleÍinovány
mimo jíné (i) nnle*enim rozhxlujícich parametrri p i v běru nosič& 1ii) popsr{ním krit*ria pro
vÝběr vhodného ligandu a {iii) defilrovr{xiyn a ovčení,rn param*trr} sledovan ch oo iryabilie*ci
na ntrsič'

Za velmj p ínosné povgžuji spolupráci více instítucí * Ústav msk'om$leklrlárgí ehemie ÁV
CR a Elmarco. s,r.Ů. Lib*rec, což wrožnilo" Žc se diserta$tka mohla plně sous edit na
postupy bioťunkcion*líznce na no*ičích pťipraven1ch t*k íkajíc *na minr".

Všechny vytyčené ci}e byly qplrrěny v pl:lém rozsahu.

Fomták{ prtva ďisertační pr u
Disertsční priice má rozsffh 153 gtran a je pojata jako soubor tematicky btír*yeh pr"lblíkaci,
opnt e* ch vodcm a *ávěrem, cožje plnč ve ehgdě s* xud'ijn{m ádern Univereity Í'*rdubice'

í}n{ce obsahuje téŽ porn*mě obsáh]*u re&erši' vych'á:rející z citagí uvcden ch na 15 stranách'
ellile jsou uveďeny t i články' ti rukopisy a jeden užitn veon jejichž je disertantlca hlorn"í
autorkau nebo spoluautorkou s uvedtn m" proc*ntuálně vyjád en m podíIem n* publikaci"
Plfue je pozoruhodn m hybridenn česk ch x. anglic$ch t*xtťr'



Po stnince 'íormální jsou doprovodnd texy napány přehlďn&. s dodrřrrvriní.m zvyklosrÍ ve
věd*ckých publikacích. Logícké členěyrí prace dává rno*nost rychlé srisntacť. Citace pramenů
je na velmi rlobre úrovni a použit"{ liteiaturaje aktuální.

ťelá pn{ce je napsána velice dobře. $ ohledern na 
"}eji 

rozsah je počet drobných chyb zcela
mlnimální a svědčí o dobrd reiJakci spisu. Malé ncdo,statky, které jsern nxšla" jsoir tyto:

str' 17 Tabulka 1 * clornnívám sc. Že hydroxyalkylme*akrylát je kapalný urnonomer. takŽe asi
nebude nosíčem v chrornatografi i, pravdšpodobně vypadlg slůvko,o|Klý-*n nebo,,gel"

str. 22 vý'raz ,.submikronovť není asi spnivný, n*boť mikron nenÍ jednotkou délky a
spnivný výrae by rnél bý .osubmikrometrová*

str' 26 * cituji: ,,I}*lymtry typu PCL" řE neb$ PMMÁ je r*oŽnó Íimlreiong"lizovat $aikálně-
plaznrou {argonent. elusíkgm' kyslikem, oxidcm uhličiryťn atd.} J'edná se o velmi šetnný a
ekologický způsob, jak zavést do *vtrhní !Ťsťvy polym*nr nryříklad karboxylové skupiny
nebo aminove skupiny}"" NedovEdu si přod*tav{t jak se v sitornnosti mgonu či dus{ku:nvr{rií
na svrchní vrstw polJmeru uvedená frmkčni skupina" UpWnostniln bych přesnější vyj*dření
stran ffiořnéko vliw pra*ovniho p|ynu.

str. 23 * má trýt Petrík a Mďý. rrikolív Petřík

str. ?6 * ultraÍialová polymerírátc * autorka má pravděpodobně na myxli polymerir"&$i
iniciovangu UV světlern

str. 2* * ...'-lze ťunkgionďimwt polykapr*l*ktarn€rn (pCL)" _ prcsÍm objcsnit' xdali se míní
polykaprulaktarrr (polyarnid _ PA 6, Nylon ó} neho polykaprolakton {polyester - PCL)

str. 40 _ ,, Zanorganickýeh metriálů - ntjdřive ze siljkonu pozdčji i ze skla"- silikon neboli
organieký polysíloran.!e sloučenina s dlouhými řetčeci' vc k:t*qfch se střídají atCIÍny křEnríku
a kysliku.

str. 36 * TrÍs - ps$tretám celý název

str. 4t * mT" T * nerrí uvedeno v s&un&.Ínu zkratgk

stt.43 *,,setkáni ligandu..'. scílovým analytern* * asi bych prefurovala kontakt ligandu
s anďytem

str. 79 -." ln 2005 and 2{}0S....", viz odk*z 10,1 l* : Odkaz l0 se vzt*huje na rok ?SCI8"

str. 80 *,'puťe chitosan *orn ÁK siotgwcb {Quilong China)"' * měl opravdu pfiržity
clritrrsarr stupeň rieacetylace l*Wa ? P*kud ne, jednďo se pravděpodobns o kopolyner
chitin'cbitosan.



PabÍi[rrtce

DogaŽenÉ výsledky by}y drrstatečně a vhrxiným rryrůsotxrn present*vóny. Publi'kďní činn$ct
disertantky, včetně jejího spoluautorství na uŽitntťn vzoru, je nndpr&němá a vÍce než
postačující" Ďigertantka prokáeala v plnó míře svr:je publikační *chopnosti' Jen rni nenÍ zcela
jaxné, kdr: a na zakladě čeho definoval její podíl na publikacích. Jgdná se čistě o sulrjektivní
posor'rzenÍ?

Zúivěr

K přetÍloŤrné práei nemánn zásadní připornínky, drobni nedostatky byly uvedeny výše'

Konstatuji' Že předloŽerrá disErrační prace splňuje poŽadavky klad*nd na diseÍtáčnÍ pnáci a to
po stránce ť*rrnálni. tak i obsahové"

Dclporučuji přoto' aby přerlloŽxná pn{ce }r4p..íany Srbové tvlq qfiJ,ef*.k,q}lqinhě ve
studijnírn prsgram$ pl4t9 Analytickri chemie, obor Analyti*ká cbEmie, a aby by!*
r'p,,řourona kl*dtl&

V rámti obhajoby práce bych měla na ďkertentku tjta ďotaq:

ll Jaký je rozdil rnexí pol1mery poly{cthytegiykol} {pB$} a poly{ethylerr oxid} (PECI}. viz
semaln zkratek ?

2l Pťoč t'yl při příprnvě chitosanoqýeh nanovli&ken pouŽiť PřŮ * jaká byln jeho molární
hrnotnost ? (str.8l ) Nedochíeí na*ledrrě při funkcionalizaci nanovlákan ve vodném prostředí
kjeho rrymýváni?

31 Prosím o ptrrovnáni použiých no*ičtl {'magnetické částice vs. ngnovlákrrn} mezi *ebou"
kteý z nich plvaÍ"uj el*'leperspktivnější a proč?

4l Kte'Y e Vámi elosa*rných výsledltů má nejblÍŽe ke komefcialieaci ?

V {'iber*i ďn* 13. ťjna 2Ůt$ vií" ťsc'kra Mart
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oponentský posudek na disertační práci Mgr. Jany Srbové

,,Bifunkcionalizace moderních metariálů pro afinitní separace a biokata|ýzu"

Biospecifické interakce jsou důležitou součástí všech biologických procesů, mezi které

lze řadit nejen klasické interakce substrát-enrym, kofaktor-enzym' antigen-protilátka či ligand

receptor, ale i komplexnější děje jako jsou přenosy nervo.qých signálů, pruběh

transkripce/translace či aktivace komplexních enzymových procesů. V současné době je

kladen dtxaz na pochopení těchto interakcí z hlediska mechanismu a síly vazby. Jsou však

rovněž hledany nové přístupy při jejich uplatnění v bioanalytické chemii a medicíně, kam

rovněž spadá odborný záběr disertační práce Mgr. Jany Srbové. Předkládaná práce se totiŽ

zaměřuje na využítí biospecifických interakcí často v kombinaci s magneticlcými částicemi

pro i) přípraw krytů ran s imobilizovaným trypsinem; ii) modifikaci magnetických částic PEG

s ohledem na potlačení nespecifickych interakcí při imunozáchytrr cirkulujících tumoroqých

buněk ve vsádkovém a především mikrofluidním uspořádaní; a iii) vptžití magnetických části

v mikrofluidním čipu pro imunozáchý patogenních organismů v mléce.

Disertační práce Mgr. Jany Srbové je psrána formou komentiffi k publikovaným či

k publikaci připraveným pracím, což je formát, kteý rozhcdně preferuji. Vlastní písemná

práce přináší ve svém úvodu teoretické zeklady používaných technik. Následují jednotlivé

publikace, ke kteqfrn je sepsrín stručný úvod spolu s uvedením podílu disertantky na jejich

naměření a sepsiání.

K vlastní písemné části, která má, velni dobrou textovou úroveň, a ve které jsem

nenašel jedinou chybu či překlep, bych měl několik připomínek:

1) Za zmínlgJ by stálo za to uvést, že ,,Bioaťtnitní chromatografii" je možné také

wtlžit k analýickým účelům, tj. studiu příslušných interakcí.

2) Str. 13 _ mezí častěji používané metody za|ožené na afinitních interakcích patří

také dv oufézové separace.

3) Str. 15 - jako aptamery jsou vyrržívany také peptidy.

4) Str. 32 Je pravda, že kovalentní imobilizace ligandu je vžďy keveruibilní?

5) Str. 33 _ je FA opravdu homobifunkční činidlo?

Práce má pěknou celkovou úpravu a vzh|ed, a proto vzhledem ke skutečnosti, že

dosažené vysledky byly již publikovany a prošly tedy přísqým oponentním řízením či jsou



odeslány k publikaci, měl bych pouze tyto otazky:

Str. 88 Co si mám představit pod pojmem operační stabilita nanovláken s imobilizovaným

trypsinem, jakým způsobem byla stanovována?

Str. 115 Ephesia čip kombinuje použití permanentního magnetu a externího magnetické pole,

jak je toho dosažono na tak malém prostoru _ vzdáIenost středů ,,micropilars" cca 60 pm

(Ideální by bylo čip na vlastní oěi shlédnout)? V čem vidíte výhodu tohoto uspořádríní

v porovnání s prutokovou cýometrií?

Str. l24 V experimentech týkajících se vyrrŽití fluidního čipu pro vychytávaní patogenních

bakterií zmléka je v daném okamžiku metoda primárně určena pro selektivní vychýívríní

patogenních bakterií, s tím, že tyto bakterie jsou následně detekovány klasic\ými

mikrobiologickými postupy. Nejsou problémy s jejich kultivací, kdyžtytojsou stále navÍ.zány

na magnetické částice? Tento přístup navíc futo metodu trochu komplikuje, v textu píšete o

jejím dalším rozvoji, mohla byste jej nastínit?

Jsou $rto čipy - Ephesia i fluidní pouŽívany opakovaně a jsou komerěně dosfupné?

Uvedené připomínky a dotazy se neýkají vlastrrí podstaty práce. Publikace v

renomovaných časopisech, na kteých se uchazečka podílela, potwzují mimořádnou schopnost

Mgr. Jany Srbové k experimentální vědecké prácí a to nejenom na domovském pracovišti

UPe' ale i na spolupracujícím zahraničním pracovišti Institut Curie. Vzhledem k tomu, že cíle

práce byly v plném rozsahu splněny, doporučuji, aby tato byla přijata za základ dalšího řízeni

a po úspěšné obhajobě byl Mgr. Janě Srbové udělen titul doktor (PhD).

V Brně 5. 10. 2015

,/' 
-r'o-

",,4, f"4-/'/"" b
Prof. RNDr. Z. Glatz. CSc

Ústav biochemie p .f. MtJ Brno


