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Oponentsky posudek disertacni prace

+Rheology of Hyaluronan Solution®

Mgr. Helena Bilerovd

Predlozend disertacni prdce Mgr. Heleny Bilerové se zabyvd studiem fyzikalnich
vlastnosti roztokU kyseliny hyaluronové (HA) v zavislosti na slozeni roztoku a vnéjsich
podminkdch. Prace predstavuje také vysledky spoluprdce s holdingem Contipro
Group, odkud pochdzi vychozi surovina HA pro studované vzorky a kde byla
provedena ¢dast méreni. Porovndni experimentdlnich vysledkd z vice metod umoznilo
i obecngjsi vyhodnoceni shrnuté v zaveéru této studie.

Prdce je rozdélena do péti kapitol.

1. Introduction nejprve stru¢né uvadi chemické slozeni a strukturu HA a v obecné
roviné uvadi take jeji biologické funkce. V druhé poloving jsou zfetelné uvedeny cile
prdce, které jsou zaméreny na fyzikdini viastnosti Sirokého rozsahu molekulovych
hmotnosti HA v roztoku. Konkrétné, experimenty jsou vedeny s cilem ziskdni i) popisu
chovdani HA fetézcU v roztoku, ii) teplotni stability vodnych roztokU aiii) rozpustnosti a
ndsledné casové stability samotné HA v roztoku. Z hlediska zavére&ného posouzeni
splnéni cild a Urovné piinosu disertacni prdce to ponékud ztézuje roli pro oponentsky
posudek, protoze takto definované cile nejsou pirilis konkrétni. Neni zde uveden stav
pozndni v této problematice a aktudini pozadavek nebo divody k feseni praveé
téchto témat (tvrzeni ,,dllezité pro mnoho aplikaci je nedostacujici).

2. Theoretical Background uvdadi literdrni resersi popisujici chemickou strukturu HA
v pevné fazi (charakterizované pomoci rentgenové difraktometrie) a pfi rozpusténi
ve vodném roztoku (teoretické modely chovdni).

Ve stéZejni teoretické Casti zabyvaijici se teorii reologie jsou zakladni veliciny pro tuto
prdci (rychlost smykové deformace a smykové napéti) definovdny velmi stru¢né.
llustrace na obrdzku fig. 9 tyto veliCiny neuvdadi (chybné je zde uvedena sila jako
skaldrni velicina). Upraveny Newtonovsky viskdzni zkon v rovnici eq. 1 zavadi
dynamickou viskozitu, pfitom by bylo vhodné zapsat i dynamicky clen, tj. Casovou
zménu smykové deformace. Rovnice eq. 1 az eq. é jsou uvedeny bez odvozeni,
odkazu na zdroj a bez blizsich komentdid objasniujici jejich vyznam. Autorka také
nediskutuje dalsi predpoklady (napf. nutné dodrzeni shodného sméru pUsobici sily a
mérené deformace) a konkrétni praktické vyuziti jednotlivych velicin. Celd tato cast
(stéZejnim materidlem pro zpracovdni experimentdlnich vysledkU) je velmi stru¢nd a
nedostatecné popisnd na to, aby si oponent vytvoril predstavu o Sifi teoretickych
znalosti autorky v hlavnim oboru jeji préce. Je velice skoda, Ze autorka neuvdadi
shrnuti teoretické Cdsti z pohledu cild disertacni prace.
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3. Expermental Part v této Cdsti jsou tabulkovou formou prehledné vypsany vychozi
Sarze HA a ostatnich pouzitych Idtek. Ddle jsou strucné a vécné predstaveny pouzité
meéfici pfistroje pro analyzu vzork(, pravdépodobné fazeny podle vyznamu pro tuto

prdci (reometr, zetasizer, NMR, atd.), ndsleduji pouzité metody pfipravy jednotlivych
vzorkU.

Pouzité pristroje jsou popsdny spise z pohledu konstruk&niho, neni diskutovdno, proc
je konkrétni pristroj vhodny ,,pro charakterizaci roztokd HA", jak je bez dalsiho
vysvétleni uvedeno v tvrzeni v pododstavci 3.1.3.2. Popis techniky postradd blizsi
principidlni vysvétleni dané méfici metody, co se danym pristrojem méfi za velicinu,
charakteristiku, za jakych podminek, jakd je nutnd priprava vzorku, apod. a alespon
v obecné roviné by bylo vhodné diskutovat nejCastéjsi zdroje chyb méreni.
Pfehledné a peclivé jsou zpracovdny pripravy jednotlivych vzorkd s individudini histori
rozpousténi, michdni a skladovdani.

V zdveéru kapitoly jsou trochu nelogicky zafazeny vyhradné teoretické reologické
modely. Posledni odstavec 3.1.5 shrnuje statistické Udaje a pouze z jedné véty se
dozviddme o relativnich chybdch méreni (Ciselné pouze u dvou veliCin, tokovych
charakteristik a mérené teploty). Statistické vypocty doplnuje celd priloha (kapitola
8), z které ale nevyplyvaiji jasné zavéry.

4. Results and Discussion Tato kapitola postupné a prehledné predstavuje vysledky
tokovych charakteristik v zavislosti na chemické strukture HA, viastnostech roztoku a
vnéjsich podminkdch. Na zavér jsou fazeny vysledky daldich dopliujicich analyz a
Casova stabilitini studie. Jiz podle vytycenych cill v Uvodni dsti je ziejmé, ze v
odstavci 4.1 az 4.4 (a 4.6) je soustfedén hlavni zamér této prdce a viastni prispévek
autora. Bohuzel i v této Cdsti se autorka dopustila nékolika zbyte&nych nepresnosti.

Jak bylo v prdci jiz diive uvedeno, roztok HA je ne newtonovskou kapalinou a pro
takové kapaliny se pouzivd jiné terminologie v popisu viskozity. Respektive hovorfime
o zddanlivé (aparentni) viskozit€, nikoliv o dynamické viskozité jako o konstantnim
|dtkovém parametru newtonovskych kapalin.

Graf na obrdzku fig. 28 je méné prehledny. Popisky jednotlivych dat jsou
nejednoznacné. Témér zbytecné se uvdadi teplotni kfivky nastavené a zaznamenané
pristrojem, pfitom uvedeni rychlosti ohfevu poskytne dostatek informaci. Tvrzeni, pro¢
byla vybrdna rychlost ohfevu 4°C/min neni z komentdre u grafd evidentni. Pro toto
tvrzeni by bylo vhodné zvolit jiny pribéh zahfivani, tj. napriklad po ukonceni ndrustu
teploty setrvat na jeji konstantni hodnoté a pak s jistou strmosti teplotu opét snizovat.
Pfi opakovanych cyklech (maximdini nastavend teplota se pfi kazdém cyklu zvysuje)
by se zietelné prokdzalo, které teploty zpUsobi vratné zmény v konformaci HA
fetézcU, a od které teploty jiz dochdzi k nevratnym degradacim HA.

Tvrzeni o vybéru nejvhodnéjsino rozsahu rychlosti smykové deformace (na str. 49,
dole) nekoresponduje s namérenym vysledkem na obrdzku fig. 27. V popisku u
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obrdzku fig. 29 je popsdn ,prvni Newtonovsky region*, pritom se jednd jiz o druhé
Newtonovské plato (srovnej, viz fig. 14 na strané 27). Z kfivek uvedenych na obrdazku
fig. 30 neni zcela zrejmé, Ze pri rychlosti smykové deformace 1000 s dochdzi ke
snizeni viskozity vlivem degradace vzorku, jak je uvedeno v textu nad obrdzkem. Toto
tvrzeni si vyzaduje bliz§i komentdr.

Na grafu v obrdazku fig. 31 by bylo vhodné vyznacit vypoctené hodnoty dynamické
viskozity pfi nulové smykové rychlosti no a také rozhrani mezi linedrnim newtonovskym
modelem a nelinedrnim modelem Crosse. Je skoda, ze mezni hodnota (kritické
smykové napéti y*) je stru¢né definovdno az ddle (jaky pro ni plati pravidla, vztah?),
v komentdri ke grafu na obrdzku fig. 34.

Vyhodnoceni zdvislosti uvedenych v grafu na obrdzku fig. 32 je pouze popisné. Vycet
konkrétnich strmosti by vysledky zprehlednil, navic kfivky pro dvé nejvétsi Mw nelze
proklddat prfimkou, coz ale zminuje komentdr.

Komentdr k vysledkm zaznamenanym do grafu na obrdzku fig. 35 je pouze
konstatovdnim jiz zndmych a ocekavanych faktd (s vyssi koncentraci a molekulovou
hmotnosti vzristd dynamickd viskozita) bez hlubsi analyzy a obecnéjsich zavér.

Uzaviit zhodnoceni vysledkd tim, Ze ,,(vysledky) jsou z praktického pohledu dUlezité,
protoze nékteré studie jsou zaméreny na..." néco jiného, neni pirilis stastnd formulace
(viz prvni odstavec na strané 64, posledni véta).

Vyhodnoceni vysledkd uvedenych na obrdzcich fig. 36 a 37 je zcela v porddku,
nebof je zde dosazeno dobré shody s vysledky uvedenymi v citované literature.
Presto pouzity ndsobek dvou velicin na horizontdini ose grafu obrdzku fig 36 by bylo
vhodné okomentovat (ProcC toto zavadime?2 K cemu je to dobré?).

Zavéry a vysvétleni v odstavci 4.4.1 ,,vlivem zmén konformaci fetézcl" je
nedostatecné, hlubsi rozbor by byl vitdn. Z experimentdinich vysledkd neni ziejmé, ze
by pri T>60°C dochdzelo k degradaci HA, jak je zde konstatovdno.

Komentdr k obrdazku fig. 42 popisuje krfivky dynamické viskozity HA rozpusténé ve
vodeé s ,malym ndrustem..." a vysvétlenim je dOvod ,jsou utvdreny néjaké
organizované struktury'. Nejednd se o ndrust, ale spise o vyrovndni charakteristiky,
kdy pfi zvySovani teploty jiz k zadnym zméndm nedochdazi. Pri vyssi Mw se fetézce HA
postupné ,,chouli* do klubicka v celém rozsahu teplot. Pro mensi Mw HA se nad 50-
60°C kfivka vyrovnd a ke zméndm jiz nedochdzi. Pri dalsim zvysSovani teploty se
pravdépodobné projevuje skutecné vysokd teplota blizici se varu, dochdzi k expanzi
klubek u roztok( s mensi Mw. U roztokd s vyssi Mw, 1. vyssi hustotou, se tento jev
neprojevi. Podrobny rozbor téchto zajimavych experimentdinich dat by byl vitan.
Chovdani roztok( by vhodné doplnilo méreni hustoty v zdvislosti na teploté.

Daldi experimentdlni metody jsou spiSe doplnkové k reologickym mérfenim. Napf.
NMR poskytne informaci o kontaminaci vzorkU, jejichz vliv na reologické viastnosti
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jsou zanedbatelné.

Experimentdlni vysledky jsou v této kapitole logicky fazeny, vhodné navazuji a jsou
doplnény vécnym komentdarem. V nékterych pripadech, jak je uvedeno vyse, je
postrdddna hlubsi analyza vysledk( a podrobnéjsi konfrontace s teoretickymi
predpoklady studovaného chovani HA.

5. Conclusion nejprve stru¢né shrnuje dosazené cile disertacni prdce. Teplotni
zAvislosti, které neuvadi dostupnd literatura, jsou hlavnim prinosem této prace.
Pfehledné jsou uvedeny dalsi poznatky prindsejici prakticky vyznam z oblasti vyroby a
zpracovani HA.

Formalni zpracovani disertaéni prdace.

Cely odstavec 2.3.2.1 je prevzat z nGdvodu reometrického pristroje (neni nutné se v
textu ddle odkazovat na tento manudl), odstavec nepfindsi vyznamné teoretické
poznatky k hlavnimu tématu feSené problematiky, proto se do této kapitoly nehodi
(Iepe je ho uvézt v experimentdini Casti prace). Obdobné to platii pro podkapitoly
2.4025.

Naopak pododstavec 3.1.4.3 uvadi vyhradné teoretické modely popisujici chovani
zaznamenanych tokovych charakteristik, které by krasné doplnilo odstavec 2.3.1

v teoretické Cdsti disertacni prace (namisto kapitoly 3 vénované materidlim a
metoddm).

Jednoftlivé modely (na str. 45) a rovnice eq. 14 (ta je pouhym prepisem eq. 1) az eq.
17 jsou bez odvozeni nebo odkazu na zdroj. Konstanty uvedené v rovnici eq. 16 pro
model Crosse by bylo vhodné ilustrovat na konkrétni kfivce. Téz by bylo vhodné
uvézt, ktery model chovdni lze ocekdvat jako nejvhodnéjsi pro popis chovani HA

v roztoku. Mezni hodnoty kritického smykového napéti uvdadéjici rozmezi mezi
linedrnim a nelinedrnim modelem jsou zminény pozdé&ji na str. 58.

Ne prili§ vhodné pro ¢tendre je uvedeni seznamu zkratek a velicin v jediném
seznamu na konci zprdvy, oproti uvedeni vyznamu vidy za prvnim pouziti dané
zkratky nebo symbolu. Navic v textu maiji nékteré symboly dvoji smysl, coz seznam
nerespektuje. Jednd se o symbol A, ktery oznacuje vinovou délku v 2.4.1 a iontovou
vodivost v 2.5.1, Fsilu v 2.3.1 a Faradayovu konstantu v 2.5.1, T momentovou silu v
2.3.2.1 a teplotu v 2.5.2.

Poméry dvou veli¢in uvedenych v eq. 2 a eq. 10, nejsou rovnicemi. Jde, doufejme o
preklep.

Fotografie uvedend na fig. 19 se do publikace tohoto typu pirilis nehodi. Jako jedind
doplnuje objasnéni diskutované viastnosti Idtek a prilis nezapadd do kontextu.

Rovnice eq. 12 a eq. 13 jsou uvedeny bez odkazu na pUvodni zdroj, odkud byly
prevzaty.

Contipro Biotech s.r.o., Dolni Dobrou¢ 401, 561 02, Czech Republic
Spole¢nost je zapsana u rejstrikového soudu v Hradci Kralové oddil C, viozka 12661



CONTIPRO

V komentdri k obrdzku fig. 33 jsou nové uvadény poznatky z dostupné literatury, které
patfi do teoretické Cdasti (novée také zavedeny veliCiny c*, ce, eq. 18). Z textu neni
jasné, co se dosazuje do jednotlivych souctovych ¢lend rovnice eq.18. Bylo by

vhodné uvérzt ilustrujici priklad vypoctu. Neni uvedeno z jakych dUvodU a kterd
konkrétni data jsou prokldddna dvéma linedrnimi kfivkami na obrdazku fig 33.

Na strané 57, v druném odstavci je odkaz na literaturu s Cislem 84, ktery je evidentné
chybny. Na strané 59 je na publikaci téchto autord opét odkazovdno, ale bez
uvedeni pofadového Cisla cldnku v seznamu pouzité literatury.

V prdcije zfidka vyuzivéno zpétnych odkaz¥, naopak se vyskytuji nevhodné
,dopredné" odkazy (viz napf. konec podkapitoly 4.1 s odkazem na podkapitolu 4.6).
Napr. zpétny odkaz Ize vyuZzit misto rovnice eq. 19 (str. 60) s odkazem na eq. 2 (str.
22), které jsou identické.

Mezi pododstavce 4.3.3 a 4.3.4 je zarazen jesté odstavec oznacen 3.1.1(!), ktery neni
uveden ani v obsahu prdce. Nicméné v odstavci 3.1.1. je srovndni hodnot velicin
dynamické viskozity pfi nulovém tlaku a kinematické viskozity, o nichz se tvrdi, Ze jsou
~témér identické". Bylo by vhodné uvézt napfriklad, Ze v celém méreném rozsahu Mw
se nelisi o vice nez £ X%. V tomto zavéru musi byt zohlednény také chyby méreni. Je
pfihlizeno na praktické hledisko, ale neni uvedeno, které z obou méreni je méné
ndro&né na pripravu vzorku, Cas méfeni, vyhodnoceni, atpod.

V tabulkdch tab. 3-5 jsou vzorky rddné ocislovdany, bohuzel jejich Cisla jiz nejsou
uvddéna ddle pri experimentdinich vysledcich.

V odstavci 4.3.4 na obrdzku fig. 38 je dUleZité srovndni viskozity HA v rdznych
rozpoustédlech. Pro toto srovndni by bylo vhodné hodnoty normovat k jedné (pro
nejmensi Mw neni rozdil z grafu patrny), uvézt chybové Usecky a pak provézt
vyhodnoceni. Obdobné to plati pro data z grafu na obrdzku fig. 39.

Rovnice eq. 20 uvedend v odstavci 4.4 a jeji popis patfi do Cdsti teoretické (Ze o je
koeficient" je nic nerikaijici). Uvedeni prikladu konkrétniho vypoctu by prispélo

k vysvétleni, nebof z tohoto zd&pisu neni jasné, jak jsou modelovd data a kfivky
ziskGna (napr. pro fig. 40 a 41, kde jsou navic data necitelnd, protoze navzdjem
splyvaiji). Jak se lisi modelovy vypocet pro PBS a vodu neni také uvedeno. Navic
model sleduje viskozitu jako zdvislost na teploté, proto musi byt na levé strané
rovnice, nikoliv v exponentu.

Pfinos prace a celkovy dojem.

Prdce se zabyvd prakticky vyuzitelnou tématikou a bezesporu prindsi fadu
zajimavych experimentdlnich vysledkU, které Ize vyuzit pii vyrobé, zpracovani a
skladovdani HA. Hlavnim prinosem prdce je, jak autorka v zavéru sama priznava, velké
spektfrum charakterizovanych vzorkd HA. Predlozend prdce piindsi nové dosud
nepublikované vysledky. Autorka préce se podili jako spoluautor na dalsich
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publikacich a patentovych prihlaskach. Jako netolerovatelny fakt Ize povazovat to,
Ze autorka pfi své prdci zanedbdavd jakékoliv zaclenéni a zhodnoceni chyb méreni,
které mohou mit znacny vliv na vyhodnoceni a interpretaci vysledkd.

Je velice skoda, ze se autorka ve své prdci nevyvarovala cetnych a vice zbytecnych
chyb, které ubiragji na celkovém dojmu pfi &teni zpravy. Disertacni prdce md, mimo
jiné, slouzit také jako ucebni text pro studenty nizsich rocnikd, z tohoto pohledu prace
studenta s oborem seznamuje nepirilis Ctivou a komplikovanou cestou.

Otdzky pro autorku prdace.

1. Jak se odvodi dynamicka viskozita (rovnice 1) na zdkladé predstavy o silovem
(tlakovém) pUsobeni na kapalinu a méreni rychlosti vyvolané deformace? Na

pfikladu objasnéte veliCiny s jejich skaldrni, vektorovou, tenzorovou a dynamickou
podstatou.

2. Jaky je rozdil mezi metodami SLS a DLS z pohledu charakterizace velikosti Castic
v roztoku? Kterd z metod je vhodnéjsie Je vysledek ovlivnén koncentraci Cdastic v
roztoku?

3. Jakym zpUsobem se vyhodnocuji chyby pfimych a nepiimych méreni2 Uvedte
pfiklady na Vami mérenych velicindch.

4. Jak Vy sama hodnotite viastni praci2 Jaké navrhujete doporuceni dalsich cild a
postupU pro studium roztok HA?2

5. Prace je prfinosem pro ,mnoho aplikaci. Jmenujte nékolik, s kterymi jste se primo
setkala, nebo které mizeme ocekdavat v krdtké budoucnosti.

Zaveér.

| pres Cetné a vice formdlni nedostatky disertacni prace uspokojivé demonstruje
schopnosti autorky Mgr. Heleny Bilerové pro védeckou a zejména experimentdini
prdci. Byla ziskdna fada zajimavych publikovatelnych a navic patentovatelnych
vysledku. PredloZzend prdce bezesporu prispivd k rozvoji daného védniho oboru,
vyrobnim postupUm i praktickym aplikacim. Na zdvér Ize tedy konstatovat, ze
predlozend disertacni prace splfiuje pozadavky na zavérecnou prdci pro udéleni
titulu Ph.D.

V Dolni Dobrouci dne 8. 9. 2012,

Ing. Marek Pokorny, Ph.D.
Contipro Biotech s.r.o.
561 02 Dolni Dobrou¢
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