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Mgr. Martin Juhas¢ik: STUDIUM KONJUGATOV SFINGOLIPIDOV S KYSELINOU
HYALURONOVOU A ICH APLIKACIE NA KOZU.

Oponent: doc. PharmDr. Miroslav Miletin, Ph.D.

Mgr. Martin Juhas$céik predlozil k posouzeni svou disertacni praci tykajici se pfipravy a
testovani vlastnosti konjugata sfingolipidii s hyaluronovou kyselinou pies rizné linkery.

Prace zacina kratkym tvodem a uvedenim cile prace. V teoretické ¢asti student popisuje
zakladni charakteristiky struktury kiize jakoZzto cilového organu piipravovanych sloucenin a
dale stru¢né shrnuje strukturni typy a vlastnosti obou komponent cilovych konjugati, tj.
ceramidi a kyseliny hyaluronové, vcetné zakladniho popisu jejich funkei. Vénuje se i
popsanym chemickym modifikacim kyseliny hyaluronové.

Po teoretickém tvodu a reSersi nasleduje Experimentélni ¢ast, popisujici pouzité materialy,
vyuzivané metody, postupy provadéni jednotlivych reakci a charakterizace ptipravenych
intermediatd 1 findlnich konjugati. Dalsi podkapitoly Experimentalni ¢asti uvadéji vysledky
studia vlastnosti pfipravenych konjugati, fyzikaln€ chemickych vlastnosti jejich roztoki, resp.
jejich dalsiho zpracovani do technologickych forem a charakterizace vlastnosti téchto produkti
z riznych hledisek riiznymi metodami (dynamicky rozptyl svétla, termogravimetricka analyza,
stanoveni kritické agregacni koncentrace, tvorba nanocastic z pfipravenych materidlt, aj.).
soucasti je 1 schopnost enkapsulace lipofilni malé molekuly (kurkuminu). Dale poté
aktivity, ovlivnéni bariérové funkce kiize - vliv na transdermdlni ztratu vody a ovlivnéni
transdermalni penetrace s modelovou latkou theofylinem).

Dalsi kapitolou prace jsou Vysledky a diskuse. Zde jsou podrobnéji diskutovana data, ziskana
experimenty a uvedend v Experimentalni ¢asti, ispéSnost ¢i komplikace v ramci experimentt a
mozné potencialni disledky pro vyuZiti pfipravenych konjugata.

Nasleduje kapitola Zaveér, shrnujici provedené prace, tspéchy i1 neuspéchy a z nich vyplyvajici
moznosti. Praci ukoncuje souhrn pouzité literatury a ptilohy jakoZto dopliiujici informace
k Experimentalni Casti prace.

Soucasti textu je 143 obrazkl (21 v zékladni ¢asti a 22 jako ptilohy, jako obrazky jsou oznacena
1 reak¢ni schémata a grafy s vysledky) a 7 tabulek (3 v zékladni ¢asti a 4 jako ptilohy).

Formadlni struktura a ndlezitosti ptedloZzené prace jsou vesmes v poradku.

V préci jsem narazil na n€kolik drobnych neptesnosti ¢i preklepli napt: str. 26 maleinanahydrid;
v popisu obr. 19 a 20 je ,,Odchylka je vydrena jako SEM...*;

K praci méam nasledujici pfipominky a dotazy:
Formalni pripominky nebo chyby:

Jako nikoliv zanedbatelnou formalni chybu v textu, kterd se opakuje systematicky v celé praci,
bych vytkl zptsob zapisu slozenych jednotek, veli¢in, molekulové hmotnosti apod., kde vzdy
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chybi oddélujici prvek (lomitko, te¢ka, nebo alespoit mezera, napt. kgmol™!, mImin!, ugml! vs.
kg.mol™!, ml.min™!, pg.ml"!, apod).

Obecné k popist pripravy intermediati a konjugati v Experimentalni ¢asti: vychozi latka je
uvadéna v molech, dalsi nékdy také, ale vétSinou jako ,,ekv.*“. Druhy pfipad neni nejvhodné;si
forma. Lze sice ptedpokladat, ze se mysli molarni ekvivalenty k vychozi latce, ale vzhledem
k postuptim to neni vzdy Upln¢€ jednoznacné ziejmé. Bylo by vhodnéjsi, tak jak je obvykle;jsi,
uvadét vSechny komponenty rekce v molarnich mnozstvich, pak je to jednoznacné (ekvivalent
si kazdy spocita).

Str. 29, 3.9.1, str. 30, 3.9.2: Pfesn¢ji by mélo byt uvedeno, zZe pro vysouseni byl pouzit bezvody
NazSOs.

Obecné: Pro hmotnostné/objemové vyjadieni koncentrace je nékde pouzito oznaceni w/v (napf.
3.17), jinde m/v (napt. 3.14), mélo by byt jednotné.

Str. 46, obr. 11: Ve schématu u vzorce sCer chybi v substituentu R koncové vodiky. V vzorci
HA-sCer v N-acetylglukosaminu je nekorektné napojend volnd sekundarni alkoholicka
skupina.

Popis obrazku 15 je na jiné stran€ nez samotny obrazek, bylo by vhodnég;j$i, kdyby byly na stejné
stran€ i za cenu poloviny prazdné stranky.

Dotazy:

Str. 20, 2.3.1., druhy odstavec: Muzete blize vysvétlit, jak by HA mohla byt vyuzita pro cilenou
protinadorovou terapii? Casto se uvadi, Ze vysoké hladiny HA rtiznymi mechanismy spise
podporuji rozvoj nadorti. Mate-li na mysli analogii antibody-drug konjugatii, existuji néjaké
studie v této oblasti?

Str. 29, 3.8.: IPA v pétinasobku vii¢i ¢emu byl pouzit pro vysraZeni produktu?

Str. 41, postup 4.1.1.1: Zkousel jste hledat diivod, pro¢ silnéjsi baze snizuje podil amidace a
zvySuje podil esterifikace v reakci? Dalo by se to ofekavat spiSe opacné, pro konjugace
v biologickych molekulach formou amidace se obvykle pouZziva/vyZaduje prostiedi o pH 8,5 1
vys$S§i. Nepomohlo by jesté vyraznéjsi snizeni teploty reakce?

Str. 42, postup 4.1.1.2, dole: Z ¢eho jste usoudil, Ze vyssi acidita karboxylu maleindtového
linkeru snizila jeho reaktivitu? Nejde spiSe o mensi flexibilitu linkeru, resp. stérické divody,
vyplyvajici z cis- uspotfadani linkeru?

Str. 44-46,4.1.2.2 aobr. 11: Ve schématu je u findlniho produktu zndzornéna kromé esterifikace
HA molekulou sCer také benzoylace. Tento proces, resp. produkt neni diskutovan. Pozorovali
jste benzoylaci, resp. je benzoylovany produkt stabilni? Pokud vznikd, jak benzoyl skupiny
mohou ovlivnit vlastnosti produktu, neni to nezddouci jev? Kdyby byla esterifikace provedena
jinou metodou, bez moznosti benzoylace, vznikl by pravdépodobné produkt s jinymi
vlastnostmi?

Str.51, 4.1.5: V ramci diskuse je uvedeno, ze v experimentech s HA-sCer dochazi po 48 a 72 h
od aplikace k nérGstu viability bun€k. To dle grafu na obr. 13 plati pro koncentrace HA-sCer
obou molekulovych hmotnosti 10, 100 a 500 pg/ml, nikoliv pro 1000 pg/ml, kde je viabilita
stejnd jako u kontroly. Je mozné to néjak vysvétlit?
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Celkov¢ prace zahrnuje syntézy a charakterizace nékolika novych modifikovanych molekul
ceramidi a kyseliny hyaluronové a prezentuje vyznamné mnozstvi experimentalni prace
zkoumajici vlastnosti pfipravenych latek. Pies vySeuvedené piipominky je prace nesporné
vyznamnym piinosem pro vyzkum v dané oblasti.

Zavér:

Ptedlozeny text svym obsahem a rozsahem splituje kritéria pro prace tohoto charakteru dle §
47, odst. 4, zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach, doporucuji ji k dalsimu fizeni a
v pripad¢ uspésného prubéhu obhajoby doporucuji, aby Mgr. Martinu Juhascikovi byl udélen
titul Ph.D.

V Hradci Kralové, 16.4.2024

Doc. PharmDr. Miroslav Miletin, Ph.D.
Katedra farmaceutické chemie a
farmaceutické analyzy
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