UNI\/ERZITA KARLOVA ] ]
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
Katedra KFT

Studijni program: Farmacie
Posudek oponenta diplomové prace
Rok obhajoby: 2023

Autor/ka prace: lvana Petrasova
Vedouci prace:  PharmDr. Eva Snejdrova, Ph.D.
Konzultant/ka: ~ Mgr. Vladislav Frolov

Oponent/ka: Mgr. Monika Smékalova, Ph.D.

Nazev prace: Formulace PLGA nanocastic s vankomycinem pro lokalni Ié€bu
muskuloskeletalnich infekci |.

Rozsah prace: 68 stran, 23 obrazk(, 11 tabulek, 115 citaci

Hodnoceni prace:

a) Odborna uroven a zpracovani teoretické ¢asti: vyborna

b) Naroc¢nost pouzitych metod: vyborna

c) Zpracovani metodické Casti (pfehlednost, srozumitelnost): dobré

d) Kvalita ziskanych experimentalnich dat: dobra

e) Zpracovani vysledku (pfehlednost, srozumitelnost): velmi dobré
f)  Hodnoceni vysledkl v€etné statistické analyzy: velmi dobré
g) Myslenkova uroven a rozsah diskuse vysledku: velmi dobra
h) Srozumitelnost, vystiznost a adekvatnost zaver(: dobra

i)  Splnéni cilt prace: velmi dobré
i) Mnozstvi a aktualnost literarnich odkazu: vyborné

k) Jazykova uroven (stylisticka a gramaticka uroveni): vyborna

[)  Formalni uroven prace (Clenéni textu, grafické zpracovani): vyborna

Doporucuji diplomovou praci k uznani jako praci rigorézni []

Pfipadné poznamky k hodnoceni:

Diplomova prace lvany Petrasové se zabyva pfipravou a hodnocenim PLGA nanoc&astic

s vankomycinem. Téma je aktualni a pro IéCbu muskuloskeletalnich infekci je jisté pfinosem.
Teoreticka ¢ast prace je prehledné sepsana a odkazuje se na mnozstvi aktualnich literarnich
zdroju. V textu se vyskytuje minumum pravopisnych nebo stylistickych chyb.

Velké vyhrady mam vsak k experimentalni €asti praci, viz nize.

Dotazy a pfipominky:
- Prohlaseni a podékovani se obvykle piSe zvlast a v prohlaseni chybi véta, Ze Prace nebyla
vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu. Je nutna oprava formou ,Errat”.

- Zkratky VAN a ZP jsou vysvétleny jen v seznamu literatury, ne v textu. Vysvétleni zkratky
Cs chybi.



- Na str. 21 autorka piSe, ze organicka faze (O) je emulgovana do kontinualni vodné faze (V)
,obsahujici tenzid (napf. polyvinylacetat; PVA), aby vysledna emulze O/V byla stabilni. Na
str. 24 je stejna zkratka pouzita zcela v jiné souvislosti: ,neiontovy polyvinylalkohol (PVA)“.

- Mezi Ciselnou hodnotu a jednotku se obvykle vklada pevna mezera.

- Nejistota se omezuje na jedinou platnou Cislici a vysledek se pfizpUsobuje takto upravené
nejistoté, v tab. 6, 7 a 8 je zapis nelogicky a nespravny!

- Dil¢i hodnoty uvedené v tab. 7 by mély mit stejny pocet desetinnych mist, pfedpokladam,
ze byly méfeny se stejnou presnosti.

- Jednotka se neuvadi v hranatych zavorkach, do téch se uzavira symbol veli€iny a oznacuje
se tak jeji rozmér.

K experimentalni ¢asti prace mam fadu pfipominek a vyhrad, které shrnuji dale:

- Ze snimkl ze SEM vyvozujete, Ze Castice byly sférické, avSak na snimcich, které navic
nejsou prilis ostré, Ize pozorovat jen néjaké shluky o nejasnych tvarech. Dale pisete, Ze
softwarové byla potvrzena velikost zjisténa pomoci Zetasizeru, ale neuvadite, jakym SW, ani
konkrétni vysledky tohoto méfeni. Z méfitka vloZzeného ve snimku se mi nezda, ze by
velikost Castic odpovidala velikosti zjiSténé Zetasizerem. V navaznosti povazuji za chybné
tvrzeni na str. 52, ze byla ovéfena morfologie studovanych nanoc&astic. Ve skute€nosti pro
pfipravu nanocastic byly pouzity zcela jiné koncentrace PLGA, PVA a dichlormethanu nez
pro vzorek prezentovany na SEM. Pomoci SEM tedy byla hodnocena morfologie a velikost
jinych Castic nez téch, se kterymi bylo pracovano.

- Ve slepém vzorku pfi méfeni absorbance je obsazeno 2 % PVA (str. 34), ale 2%
koncentrace PVA je koncentraci pouze organické faze, pfi pfepoc¢tu na celkovy objem
disperze bude niZsi, navic vzorky pro nepfime stanoveni byly jesté pfed méfenim dale
fedény, a tedy koncentrace PVA dale klesla. Bylo by vhodné mnozstvi PVA ve slepém
vzorku tedy pfi experimentu upravit.

- Na str. 35 piSete, ze byl teplotni rezim vyhledany v literatufe, ale zdroj chybi.

- V seznamu material( neni uvedeno, jestli se jedna o vankomycin-hydrochlorid, pouze v
popisku obr. 13.

- V tab. 6 jsou uvedeny vysledky méfeni velikosti pro nanocastice s 0,5, 1, 2 a4 % PLGA,
jejich pfiprava vSak neni uvedena v metodice. Naopak v tabulce 1 v metodice je seznam
pripravenych vzorku, které ale hodnoceny nebyly. Tato okolnost by méla byt vysvétlena a
opravena.

- Podobné za faktickou chybu povazuiji to, Ze v tab. 7 jsou shrnuty vysledky méfeni velikosti
nanocastic v zavislosti na koncentraci vankomycinu, které v metodice nejsou uvedeny.
Stejné tak nikde neni uvedeno a zdtvodnéno, pro¢ byla vybrana a hodnocena koncentrace
PVA 2 %, kdyZ se v metodice uvadi cela fada dalSich koncentraci PVA.

- Stejné tak neni jasné, pro¢ byly vybrany jen koncentrace 5 mg vankomycinu a 3,3 % PLGA
(tab. 6 a 8) a nebyly naopak méfreny vzorky o dalSich koncentracich uvedenych v metodice.

- V tab. 6, 7 a 8 variujete mnozstvi PLGA, vankomycinu a PVA, aby mohl byt hodnocen vliv
téchto slouCenin na velikost nanocastic. Neni jasné, jak Ize hodnotit tfi experimentalné se
meénici parametry, jejichz kombinace neni nikdy porovnatelna. Myslim, ze by mély byt
koncentrace, které jsou zvoleny pevné (tfeti se méni), vybrany z fady jiz testovanych
koncentraci. Tedy ve dvou parametrech by se mély pfipravené nanocastice pfekryvat, aby
byly srovnatelné.

- Tab. 11 a—c: Mnozstvi vankomycinu uvolnéného z PLGA/T nanocastic uvadi zjevné 3
opakovani téhoz pokusu, které je mozné shrnout do jedné tabulky s uvedenim priméru a
odchylky. Nejedna se o disoluci provedenou tfikrat, jak by se mohlo zdat, ale pouze jednou,
kdy byla tfi méfeni jednoho vzorku (na spektorfotometru) nepochopitelné rozdélena do tfi
tabulek.



- Na str. 47 tvrdite, ze ,ZvySeni koncentrace polymeru vede ke zvySeni viskozity organické
faze. Tim se zvySi odpor proti smykovému napéti, kterym je homogenizovana primarni
disperze a ve vysledku to vede ke zvétdeni velikosti nano&astic". Jednak se zde vyskytuje
zvlastni formulace, ze smykové napéti homogenizuje disperzi, a jednak pro tato tvrzeni zde
neni zdroj.

-V tab. €. 1 je uvedeno 6 rliznych koncentraci PVA a PLGA pouzitych pfi pfipravé
nanocastic, ale v textu na stejné strané (str. 31) vySe je uvedeno jen 5 koncentraci. Neni
uvedeno mnozstvi vody pouzité pro pfipravu vodné faze, a tedy nelze z ni€eho vyvodit jaka
max. koncentrace PVA byla pfi pfipravé pouZita. Vhodnéjsi by bylo také koncentrace PVA a
PLGA uvadét jako jejich finalni koncentrace v disperzi, nikoli ve vodné &i org. fazi pfi pfipravé
disperze.

nepfimého stanoveni EE, jelikoZ nanocastice pro pfimé a nepfimé stanoveni mély zcela jiné
slozeni a nelze tedy vysledky porovnat. Pokud bychom i pfes to vysledky porovnali, alespon
na zakladé stejnych slou€enin pouzitych pfi pfipravé, pak zde neni nikde navrzeno vysvétleni
tak velkého radového rozdilu mezi stanovenim EE pfimo (0,7—-4,4 %) a nepfimo (37,7-50,9
%). Pouze uvadite, Ze rozdil byl také pozorovan v jiné publikaci (€. 108), avSak tam byl max.
rozdil mezi stanovenimi cca 4 %.

- U PVA neni uvedena jeho molekulova hmotnost a stupen hydrolyzy, tedy parametry
dalezité napf. pro pfedstavu o rozpustnosti nebo prichodu pfes membranu pfi dialyze.

- Zcela chybi slovni popis vysledkd, jsou jen v tabulkové a grafické podobé a pak rovnou
diskutovany.

Pfipominky a vyhrady mam také k zavérim prace:

- V zavéru nepiesné uvadite, ze byla velikost nanoastic méfena spektrofotometricky,
pficemz byly méfeny na Zetasizeru, ktery je zalozeny na rozptylu zareni, nikoliv na
absorbanci.

- V zavéru pisete, ze byl studovan vliv PLGA na velikost, ale zavér z tohoto hodnoceni zde
nedélate.

- Jako jeden ze zavéra mérfeni EE je vyvozeno, Ze je ovlivnéna koncentraci PVA. AvSak
tento vliv byl vyvozen pouze z porovnani dvou vzorku a tento experiment navic nebyl
opakovan! Mlze se tedy snadno jednat o nahodnou chybu. (Vychazim z obrazku €. 22, kde
vzhledem k variabilnim koncentracim PLGA, PVA a dvéma rozdilnym zplsobim stanoveni
Ize mezi sebou v tomto pfipadé porovnat pouze 2. a 3. vzorek zleva).

- V abstraktu ani v zavéru neni zminka o vysledku pfimého stanoveni EE. Rovnéz nikde neni
uvedeno, kolik vankomycinu se pouzilo pfi stanoveni EE nepfimo.

Otazky:

- Pro¢ bylo pouzito tak vysoké mnozstvi PVA? Podle ¢eho byl volen pomér mezi PLGA a
PVA, zda se byt nahodily.

- Jak si vysvétlujete rostouci velikost nanocastic s rostouci koncentraci PVA?

- Je néjaka cilova nebo optimalni velikost nanolastic pro zamyslené ucely jejich pouziti?
- Na str. 34 uvadite, ze byl odvozen objem supernatantu — jak?

- Jak si vysvétlujete nizkou hodnotu EE pfi pfimém stanoveni?

- Muzete blize vysvétlit prabéh centrifugace pfi pfimé metodé (tab. 5)? Nerozumim, jaké
kroky byly pouzity mezi jednotlivymi centrifugacemi o danych rpm, a pro¢€ nékteré vzorky byly
centrifugovany pfi 4 riznych rpm a jiné pfi jediné hodnoté rpm.



- Pro¢ byl v pribéhu centrifugace promyvan pouze vzorek s 1 % PVA? Ostatni nemusely byt
promyvany?

- Kolik vankomycinu bylo pouzito pfi disoluci? Jaka byla EE v tomto pfipadé? Byla EE
uréovana? Pokud ne, jak vite kolik bylo 100 % vankomycinu?

- Mizete vysvétlit, jak byly vypocitany hodnoty ve 4. sloupci tabulky 11 (vankomycin (mg))?

- Opravdu se 3 % PVA (nebo i vy$si, nelze z metodiky Fict) rozpustila za 1 h pfi 50 °C (str.
31)?

- Pro¢ byla disoluce provadéna pfi pH 7,4? Nema zanétliva tkan pfi téchto infekcich pH
nizsi?

- Nedochazi u vankomycinu pfi pH 7,4 uz k rozkladu?

- DSC PLGA (obr. 14) se mysli PLGA jako takového nebo po formulaci do nanoc&astic?

- Pro¢ u DSC PLGA nanocastic (obr. 15) neni vidét krystalizace a tani vody? Nebo byly
Castice nejprve vysuSeny (neni uvedeno v metodice)?

- Na str. 48 uvadite, ze snimky SEM potvrdily stabilitu nano&astic. Jak je to mysleno (stabilita
v Case, agregacni stabilita)? Vzhledem k viditelnym shlukiim, byla opravdu stabilita
potvrzena?

S ohledem na mnozstvi pfipominek a vécnych chyb pozaduji odpovédi k jednotlivym bodim
pisemné a k praci sepsat errata.

hodnoceni, prace je: dobra k obhajobé: doporucuiji

V Hradci Kralové 26. kvétna 2023 podpis oponenta/ky



