Oponentni posudek na dizerta¢ni praci Mgr. Jany Srbové na téma ,,Biofunkcionalizace
modernich materiali pro afinitni separace a biokatalyzu*

Téma dizerta¢ni prace J. Srbové povazuji za aktualni. Polymerni nosice, at’
magnetické Castice ¢i vldkna, jsou velmi intenzivné studované materialy vyuzitelné
v nejriiznéjsich oblastech vyzkumu i aplikaci. Velmi zajimava je moznost jejich vyuziti
v oblasti biovéd a biotechnologii, v¢éetné riznych obort 1ékatstvi. Tyto materialy mohou najit
uplatnéni rovnéz v celé fadé separacnich procesi biologicky aktivnich latek z realnych
vzorku. PredloZend prace se zabyva biofunkcionalizaci nanovlaken a magnetickych ¢astic
vybranymi enzymy a protilatkami za sou¢asného omezeni nespecifické adsorpce bilkovin.
Studovan byl vliv nosice i ligandu a zptisobu jeho vazby na vysledné vlastnosti.

Vlastni prace ma odpovidajici arovei a je logicky délena do obvyklych ¢asti po¢inaje
uvodem a teoretickym ptehledem. Prace v ivodni ¢asti poskytuje uziteénou a prehlednou
obecnou informaci o bioafinitni chromatografii, povrchové modifikaci, resp.
biofunkcionalizaci materiall, a o metodach snizujicich nespecifickou adsorpci bilkovin.
Experimentalni ¢ast, vysledky a diskuze sestavaji ze tii ¢lankd publikovanych
v mezinarodnich recenzovanych ¢asopisech, uzitného vzoru, jednoho rukopisu odeslaného do
redakce a pfipravovaného rukopisu. V publikacich a rukopisech jsou podstatna zjisténi
ziskand v priibéhu vypracovani dizertace se snahou o jejich konfrontaci s jiz popsanymi
poznatky v této oblasti. Seznam pouzité literatury saha az do roku 2013, tj. do roku piedlozeni
prace. Cetn& pouzivané zkratky a symboly jsou shrnuty na zacatku prace.

Je ziejmé, ze dizertantka v prib€hu feSeni PhD. nabyla znaéné zkuSenosti v oblasti
biofunkcionalizace a afinitni separace. Vénovala se i separacim v modernim mikrofluidnim
uspofadani, véetné magneticky stabilizovaného fluidniho loze. Prace je dobie srozumitelna a
mnozstvi preklepi a dalSich faktickych nepfesnosti je timérné rozsahu textu. Soudasné
ukazuje, Ze dizertantka vykonala v prib¢hu studia velké mnoZstvi experimentalni prace, které
bylo/bude adekvatnim zplisobem vyuzito ve védeckych publikacich.

Po obsahové strance nemam zésadnich pfipominek. Mé poznamky a dotazy se tykaji
spiSe formalniho provedeni. Véiim, Ze tyto nejasnosti budou v priibéhu obhajoby vyjasnény.

-V seznamu zkratek (str. 9) a na str. 34 je uvadén ,,CnBr*; spravné je to ,,CNBr* a
jedna se o vzorec, nikoli zkratku.

- K chemickému nazvoslovi. Nejvice vytykam, Ze je nejednotné. V seznamu zkratek je
chybné poly(styren), dale v textu je spravné polystyren (str. 17, 21, 22), spravné je
poly(methyl-methakrylat) (str. 21) a ne polymethylmethakrylat (str. 40). V seznamu
zkratek je spravné poly(dimethylsiloxan), v textu je v§ak polydimethylsiloxan (str.
40). Spravné je poly(ethylene oxide) misto polyethylene oxide (str. 81). Spravné je
poly(ethylenoxid) a ne polyethylenoxid (str. 24), spravné je poly(vinylalkohol) a ne
polyvinylalkohol (str. 23, 24, 28, 64), rovnéz poly(ethylensulfon) a ne
polyethylensulfon (str. 24), polyethylen a ne poly(ethylen) (str. 26), lépe je 3-
aminopropyltriethoxysilan nez y-aminopropyltriethoxysilan (str. 26), misto



Ltriemthylammonium® je spravné ,.triethylamonium® (str. 27), spravné je ,,poly(D, L-
laktid-co-glykolid)* (str. 28) , ,,epoxidovou‘ skupinu je lépe nahradit ,,oxiranovou*
(str. 29). V Cestiné se estery maji psat s pomlckou, spravné je ,,poly(glycidyl-
methakrylat)* a ,,poly(2-hydroxyethyl-methakrylat)” (str. 64).

- Coje ,s-triazin® (str. 34)?

- Misto ,,skenovaci* je spravné ,rastrovaci elektronova mikroskopie* (str. 21).

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

- ,,Vysoce uniformni mikro¢astice* — ¢astice jsou bud’ uniformni nebo ne (str. 19, 22).

- Pfi studiu nespecifické adsorpce bilkovin byl pouzit hovézi sérovy albumin jako
modelovy protein. Pro¢ byl vybran prave tento? Jakym zpiisobem by se chovaly jiné
proteiny, napf. pepsin nebo lysozym?

- O modifikaci povrchi ¢astic poly(ethylenglykolem) existuje cela fada publikaci. MiiZze
autorka porovnat PEGylaci karbodiimidovou metodou s jinymi technikami, napf.

s reverzibilné deaktivovanou radikalovou polymerizaci, jako je polymerizace adi¢né-
fragmenta¢nim pfenosem fetézce (RAFT) ¢i polymerizace pfenosem atomu (ATRP)?

- Nastr. 110 je zminéna 50 nm tloustka PEG vrstvy dle SEM mikrofotografii ¢astic
v suchém stavu. Jaka by byla tato tloustka u ¢astic ve vodé? Jini autoti povazuji za
optimalni tloustku cca. 15 nm. Muze autorka tyto idaje komentovat?

- Pro¢ je Ginnost zachytu Salmonella bakterii vyS$si na nosici s imobilizovanou KPL
anti-Salmonella protilatkou nez na Dynabeads anti-Salmonella? (str. 137)

- Slangové vyrazy typu ,,boom™ (str. 11), ,,selektovany “ a ,,vyselektovany* (str. 15),
,post-synteticky* (str. 26, 29), ,,surfaktant™ (str. 27), ,linker* (str. 33), ,,chemismus*
(str. 35) do Cesky psané prace nepatii. Misto ,.koloidalni* je lepsi ,.koloidni* (str. 11,
20, 26-28).

- Str. 37-46 jsou v praci uvedeny dvakrat, str. 39 dokonce tiikrat.

- Zkratka PVDF neni vysvétlena (str. 132).

-V psani ndzvu ¢lanki v seznamu literatury postradam jednotné pouzivani velkych a
malych pismen (str. 46-61). Zkratky nazvi ¢asopisti, jako JoJ. Chromatogr. A (str. 47),
J. Polym. Sci. Pt. B (str. 53), TrAc (str. 57) nejsou spravné.

Zavérem konstatuji, Ze vyse uvedené poznamky nesnizuji kvalitu této dizerta¢ni préce.
Dizertantka prokazala schopnost samostatné védecké prace, coz je dokumentovano i
pfislu$nou publikaéni aktivitou. Vzhledem ke splnéni vSech formalnich a odbornych
podminek doporucuji pfijmout praci k obhajobg.

V Praze, 14. fijna 2015 £l /// -
o) ‘Nl

Ing. Daniel Horak, CSec.



Oponentsky posudek doktorské disertaéni prace:

Mgr. Jany Srbovi (roz. Kuéerovi): Biofunkcionalizace modernich materiali pro
afinitni separace a biokatalyzu

Aktudinost tématu

Pedlozena disertaéni prace Mgr. Jany Srbové (ddle jen disertantky) se zabyva
problematikou biofunkcionalizace magnetickych éastic pro ucely bioafinitnich separaci v
mikrofluidnim uspofddani a funkcionalizaci nanoviaken s imolibizovanymi proteolytickymi
enzymy. urenymi pro podporu hojeni. Prvni ¢ast prace je vénovana biofunkcionalizaci
magnetickych ¢astic a chitosanovych nanovldken enzymem trypsinem. Ve druhé &asti je
feSena funkcionalizace PEGylovanych magnetickych éastic specifickymi protilatkami. Takto
modifikovany nosi¢ byl nasledné vyuZit pro imunomagneticky zachyt vybranych bunéénych
linii. Zdkladni vlastnosti nanovlakennych vrstev jsou uréeny zejména pouzitym polymerem a
strukturou. Mé-li byt dosazeno vy$si tHdy vlastnosti, je funkcionalizace nanovliken stéZejnim
nastrojem.  Magnetické mikro¢astice pokryté vhodnym polymerem jsou dal§im velmi
perspektivnim nosi¢em pro bioaktivni ligandy, umoZiujicim elegantni manipulaci magnetem.

Cile disertacni price a jejich spinéni

Prvnim cilem byla biofunkcionalizace magnetickych ¢astic enzymem trypsinem. optimalizace
metody a potvrzeni vhodnosti zvoleného nosi¢e pro navazini modelovych protilatek.
Druhym. dobfe definovanym cilem, byla vazba trypsinu na chitosanova nanovlakna,
prokazani G¢innosti enzymu. definovani podminek skladovatelnosti a  predbézné testy
cytotoxicity., Tretim a poslednim cilem byl vyvoj specifického imunosorbentu pro
mikrofluidni zachyt potencialné patogennich bakterii z mléka. Cile prace jsou definovany
mimo jiné (i) nalezenim rozhodujicich parametrii pfi vybéru nosi¢d, (i) popsanim kritéria pro
vybér vhodného ligandu a (iii) definovanim a ovéfenim parametri sledovanych po imobilizaci
na nosic.

Za velmi pfinosné povaZuji spolupraci vice instituci — Ustav makromolekularni chemie AV
CR a Elmarco, sro. Liberec, coz umoznilo. Ze se disertantka mohla pln¢ soustfedit na
postupy biofunkcionalizace na nosicich pfipravenych tak Fikajic ,,na miru®.

’ ’

Viechny vyty&ené cile byly spinény v plném rozsahu.
Formadini tprava disertacni prdce

Disertatni prace ma rozsah 132 stran a je pojata jako soubor tematicky blizkych publikaci,
opatfenych Gvodem a zavérem, coZ je plné ve shodé se studijnim fadem Univerzity Pardubice.

Prace obsahuje 62 pomémé obsahlou reder§i, vychazejici z citaci uvedenych na 135 strandch.
dale jsou uvedeny tfi Clanky, i rukopisy a jeden uZitny vzor. jejichz je disertantka hlavni
autorkou nebo spoluautorkou s uvedenym. procentualnd vyjadfenym podilem na publikaci.
Prace je pozoruhodnym hybridem ¢eskych a anglickych texti.




Po strance formalni jsou doprovodné texty napsany piehledné. s dodrZovanim zvyklosti ve
védeckych publikacich. Logické ¢lenéni prace dava moZnost rychlé orientace. Citace prament
je na velmi dobré Grovni a pouzitd literatura je aktualni.

Cela prace je napsana velice dobfe. S ohledem na jeji rozsah je pocet drobnych chyb zcela
minimalni a svéd¢i o dobré redakci spisu. Malé nedostatky, kter¢ jsem nasla. jsou tyto:

str. 17 Tabulka 1 — domnivam se. ze hydroxyalkylmetakrylat je kapalny mnonomer. takZe asi
nebude nosiCem v chromatografii, pravdépodobné vypadlo slivko ,.poly-.., nebo ,gel”

str. 22— vyraz ,submikronova” neni asi spravny. nebot’ mikron neni jednotkou délky a
spravny vvraz by mél byt .submikrometrova™

str. 26 — cituji: .. Polymery typu PCL. PE nebo PMMA je mozné funkcionalizovat fyzikalng-
plazmou (argonem, dusikem, kyslikem, oxidem uhli¢itym atd.) Jednad se o velmi Setrny a
ekologicky zpusob, jak zavést do svrchni vrstvy polymeru napfikiad karboxylové skupiny
nebo aminové skupiny).” Nedovedu si piedstavit, jak se v pfitomnosti argonu ¢i dusiku zavadi
na svrchni vrstvu polymeru uvedena funkéni skupina. Upfednostnila bych piesngjsi vyjadieni
stran mozného vlivu pracovniho plynu.

str. 23 — ma byt Petrik a Maly, nikoliv Petik

str. 26 — ultrafialova polymerizace - autorka ma pravdépodobné na mysli polymerizaci
iniciovanou UV svétlem

str. 28 — ..."1ze funkcionalizovat polykaprolaktamem (PCL)" - prosim objasnit, zdali se mini
polykaprolaktam (polyamid - PA 6, Nylon 6) nebo polykaprolakton (polyester - PCL)

str. 40 — ., z anorganickych matridld - nejdive ze silikonu. pozdéji i ze skla™- silikon neboli
organicky polysiloxan je slou¢enina s dlouhymi Fetézci, ve kterych se stridaji atomy kfemiku
a kysliku.

str. 36 — Tris - postradam cely nazev

str. 41 — mT. T — neni uvedeno v seznamu zkratek

str. 43 — _setkéni ligandu.... s cilovym analytem™ - asi bych preferovala kontakt ligandu
s analytem

str. 79 — ., In 2005 and 2006....", viz odkaz 10,11* : Odkaz 10 se vztahuje na rok 2008.
str. 80 — _.pure chitosan from AK Biotewch (Quilong. China)* - mél opravdu pouZity

chitosan stupen deacetylace 100% ? Pokud ne. jednalo se pravdépodobné o kopolymer
chitin/chitosan.



Publikace

Dosazené vysledky byly dostatetné a vhodnym zplsobem presentovany. Publika¢ni ¢innost
disertantky, vletn€ jejiho spoluautorstvi na uZitném vzoru. je nadpriméma a vice neZ
postacujici. Disertantka prokézala v plné mife svoje publikatni schopnosti. Jen mi neni zcela

jasné. kdo a na zakladé ¢eho definoval jeji podil na publikacich. Jedna se Cisté o subjektivni

posouzeni?

Zavér
K piedloZené praci nemam zasadni pfipominky, drobné nedostatky byly uvedeny vvse.

Konstatuji. Ze pfedloZena diserta¢ni prace spliiuje pozadavky kladené na disertaéni praci a to
po strance formalni. tak i obsahové.

Doporutuji proto. aby piedloZend prace Mgr. Jany Srbové bvla pFijata k obhajobé ve
studijnim programu P1419 Analytickd chemie. obor Analyticka chemie, a aby byla
posouzena kladné.

V ramci obhajoby prdce bych méla na disertantku tyto dotazy:

I/ Jaky je rozdil mezi polymery poly(ethyleglykol) (PEG) a poly(ethylen oxid) (PEO). viz
seznam zkratek ?

2/ Pro¢ byl pfi pfipravé chitosanovych nanovldken pouzit PEO a jakd byla jeho molarni
hmotnost ? (str.81) Nedochézi nasledné pfi funkcionalizaci nanovlaken ve vodném prostedi
k jeho vymyvvani?

3/ Prosim o porovnani pouzitych nosi¢t (magnetické &astice vs. nanovldkna) mezi sebou,
ktery z nich povaZujete za perspektivngjsi a pro¢?

4/ Ktery z Vami dosaZenvch vysledkt ma nejblize ke komercializaci ?
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V Liberci dne 13. Fjna 2015 Doc. Ing. Lenmva, CSe.



Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Jany Srbové

,»Bifunkcionalizace modernich metaridlli pro afinitni separace a biokatalyzu“

Biospecifické interakce jsou diilezitou soucasti vSech biologickych procest, mezi které
Ize fadit nejen klasické interakce substrat-enzym, kofaktor-enzym, antigen-protilatka ¢i ligand
receptor, ale 1 komplexnéjsi d&e jako jsou pfenosy nervovych signali, pribéh
transkripce/translace ¢i aktivace komplexnich enzymovych procesi. V souasné dobé je
kladen diiraz na pochopeni téchto interakci z hlediska mechanismu a sily vazby. Jsou vsak
rovnéz hleddny nové piistupy pii jejich uplatnéni v bioanalytické chemii a medicing, kam
rovnéZ spadd odborny zabér disertani prace Mgr. Jany Srbové. Piedkladana prace se totiz
zaméfuje na vyuziti biospecifickych interakci ¢asto v kombinaci s magnetickymi &asticemi
pro 1) ptipravu kryti ran s imobilizovanym trypsinem; ii) modifikaci magnetickych ¢astic PEG
s ohledem na potlaceni nespecifickych interakci pfi imunozachytu cirkulujicich tumorovych
bunék ve vsaddkovém a predevS§im mikrofluidnim uspofadani; a iii) vyuziti magnetickych &4sti
v mikrofluidnim ¢ipu pro imunozachyt patogennich organismu v mléce.

Disertacni prace Mgr. Jany Srbové je psana formou komentatt k publikovanym ¢&i
k publikaci pfipravenym pracim, coZz je format, ktery rozhodng preferuji. Vlastni pisemns
prace piinaSi ve svém uvodu teoretické zéklady pouZzivanych technik. Nasleduji jednotlivé
publikace, ke kterym je sepsan stru¢ny tivod spolu s uvedenim podilu disertantky na jejich
naméfeni a sepsani.

K vlastni pisemné ¢ésti, kterd md, velni dobrou textovou uroven, a ve které jsem
nenasel jedinou chybu ¢i preklep, bych mél nékolik pfipominek:

1) Za zminku by stdlo za to uvést, Ze ,,Bioafinitni chromatografii“ je mozné také

vyuzit k analytickym a¢eltim, tj. studiu pfislusnych interakeci.
2) Str. 13 — mezi Castéji pouzivané metody zaloZené na afinitnich interakcich patii
také dvoufazové separace.
3) Str. 15 —jako aptamery jsou vyuzivany také peptidy.
4) Str. 32 Je pravda, Ze kovalentni imobilizace ligandu je vzdy ireverzibilni?

5) Str. 33 —je FA opravdu homobifunk¢ni ¢inidlo?

Prace ma p&knou celkovou upravu a vzhled, a proto vzhledem ke skute¢nosti, Ze

dosazené vysledky byly jiz publikovany a prosly tedy pfisnym oponentnim fizenim ¢&i jsou



odeslany k publikaci, mé¢l bych pouze tyto otazky:

Str. 88 Co si mam predstavit pod pojmem operacni stabilita nanovlaken s imobilizovanym

trypsinem, jakym zplisobem byla stanovovéana?

Str. 115 Ephesia ¢ip kombinuje pouZiti permanentniho magnetu a externiho magnetické pole,
jak je toho dosazeno na tak malém prostoru — vzdalenost stfedd ,,micropilars® cca 60 um
(Idealni by bylo ¢ip na vlastni o¢i shlédnout)? V ¢em vidite vyhodu tohoto uspofadani

v porovnani s pritokovou cytometrii?

Str. 124 V experimentech tykajicich se vyuziti fluidniho Cipu pro vychytavani patogennich
bakterii z mléka je v daném okamZziku metoda primérné urena pro selektivni vychytavani
patogennich bakterii, stim, Ze tyto bakterie jsou nasledn¢ detekovany klasickymi
mikrobiologickymi postupy. Nejsou problémy s jejich kultivaci, kdyz tyto jsou stale navazany
na magnetické Castice? Tento piistup navic tuto metodu trochu komplikuje, v textu piSete o

jejim dal$im rozvoji, mohla byste jej nastinit?
Jsou tyto Cipy - Ephesia i fluidni pouzivany opakované a jsou komeréné dostupné?

Uvedené piipominky a dotazy se netykaji vlastni podstaty prace. Publikace v
renomovanych ¢asopisech, na kterych se uchazecka podilela, potvrzuji mimofadnou schopnost
Mgr. Jany Srbové k experimentdlni védecké praci a to nejenom na domovském pracovisti
UPe, ale i na spolupracujicim zahraniénim pracovisti Institut Curie. Vzhledem k tomu, ze cile
prace byly v plném rozsahu splnény, doporucuji, aby tato byla ptijata za zaklad dal$iho fizeni

a po uspesné obhajobeé byl Mgr. Jané Srbové udélen titul doktor (PhD).
V Brné 5. 10. 2015
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Prof. RNDr. Z. Glatz, CSc
Ustav biochemie pt.f. MU Brno



