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Doktorska prace Ivety Danilové je zaméFena na problematiku imobilizace enzym
na kfemicita nanovlakna a nasledné vyuZiti imobilizovanych enzymi k odstrafiovani
nekrotické tkdng. V této souvislosti autorka vénovala pozornost riiznym zplsoblm
imobilizace, konkrétnim enzym{m a to v 3irich souvislostech ( nap¥. testovani cytotoxicity
finalnich produkt).

Vlastni prace ma tradicni strukturu (teoreticka &ast, prakticka &st, vysledky a
diskuse, seznam pouZité literatury). Do teoretické &asti autorka zaradila vstupni informace ke
zplsoblm odstrariovani nekrotické tkang, chirurgickym zptsobem pocinaje a enzymatickym
konce. ProtoZe chirurgicky zp(isob je dcinny, ale bolestivy, je vénovana pozornost SetrnéjsSim
postuplm, mezi které enzymatickd metoda nepochybné patfi. Autorka se dale soustiedila na
proteolytickeé enzymy v souvislosti se §tépenim peptidické vazby. Teoretickd &ast prace
obsahuje téZ informace o moZnostech imobilizace enzym( a réiznych typech substratu,
predevsim na bazi nanovldken.:

S timto také souvisi struktura praktické &asti doktorské prace, jak ukazuji nazvy
jednotlivych kapitol (Kfemicita nanovldkna a vliv teploty stabilizace na jejich vlastnosti,
Uprava povrchu nanovlaken, Imobilizace proteolytickych enzym( apod.). Autorka sleduje
Fadu dal3ich faktord, vztahuijicich se k testovéni proteolytické aktivity enzymd, testovani
stability nanovlaken s imobilizovanymi enzymy aj. Zavrienim préce jsou pak in vitro testy
realizované se zkoumanymi materialy na praseéi kiizi. Jedna se o &iroce pojaty priizkum dané
problematiky, ktery naznatuje perspektivy a dalsi sméfovani v&decké &innosti v uvedené
oblasti, k femuZ se autorka vyjadfuje v kapitole Doporugeni na pokratovani ve vyzkumu.
Mezi vystupy naleZi napf. pouZiti trypsinu z hovéziho pankreatu, metoda dpravy nanovlaken
pomoci DSC (negativni testy na cytotoxicitu). Autorka té% navrhla vhodnou metodu
sterilizace vzork.

Pokud jde o vlastni zpracovani doktorské prace, odpovida pozadavkim, kladenym
na tento typ praci, text je doplnén fadou pfehlednych tabulek a ndzornych obrazk(. Nékteré
drobné nedostatky , napf. z oblasti chemické terminologie, autorka sama komentuje v
kapitole Diskuze a zavér. K disertaéni praci mam tyto dotazy:

1) Jaky vyznam ma poutziti karbodiimid@ pri imobilizaci?
2) S jakym vymezenim tématu se poéita do budoucna?



Disertacni prace Ivety Danilové pfinasi fadu cennych poznatk{ a svédéi o
neviednim zaujeti autorky pro vyzkum uvedené problematiky. Praci jednoznaéné
doporucuji k obhajobé.
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PiedloZend disertaéni price ¥eli stile aktudlni problém, jakym je odstranéni — uvolnéni
nekrotické tkiné z hojicich se ran nap¥. p¥i popilenindch, nebo z obtiZzné hojitelnych ran
(prolezeniny, event. diabetické viredy apod.). Obecné se ale jedni o tzv. debridement, tj.
odstranéni nekrotické tkang, ale také tkané adherované nebo kontaminované.

Jako vhodny zpilisob FeSeni je pFedloZen vyzkum a laboratorni vyvoj krytu riny
z kiremicitych nanovliken s imobilizovanym proteolytickym enzymem.

V teoretické ¢asti jsou shrnuty zikladni poznatky o zpiisobech debridementu, niasledné se
zaméfenim na enzymaticky debridement, kde nasleduje diskuse o vhodnych typech
enzymii pro toto pouZiti a piehled zpiisobi vazby — imobilizace — enzymi na vhodném
nosiéi.

Praktickd ¢ist disertacni price zadind vyrobou kfemiditych vliken a vlivem jejich
tepelného zpracovani na vlastnosti pFipravenych nanovliken - predeviim
biokompatibilitu, kterd je vtomto konkrétnim piipadé hodnocena na zikladé
rozpustnosti tohoto typu nanovlakna ve fyziologickém roztoku. Nisledovala modifikace
povrchu kiemifitanovych nanovliken riuznymi typy alkoxysiland, znichz jako
nejvhodnéjsi se ukizal (3-aminopropyl)trietoxysilan (APTES), ktery byl pouzit v dalfich
experimentech. Nasledovala funkcionalizace aminoskupiny APTES pro reakci
s aminoskupinou enzymu — jako proteinu — pro jeho imobilizaci na nosném substratu.
Byly pouzity tii metody funkcionalizace, z nichz jako perspektivni se jevi metoda
oznadeni jako B-DSC - funkcionalizace sukcinanhydridem a disuccinimidyl karbonatem.
Nevhodnost prvé funkcionalizace oznafené jako A-EDC se ukdzala aZ pFi testech
cytotoxicity, kterym musi byt podrobeny viechny obdobné materiily, které p¥ichizeji do
kontaktu s Zivou tkini. Imobilizovano bylo 7 typi proteolytickych enzymi, které byly dile
testovany na proteolytickou aktivitu také v zavislosti na hodnoté pH a teploté prostredi,
kdy se ukizala také nevhodnost nékterych typi enzymu pro dalSi vyzkum. Nisledovala
sterilizace vzorkii, jako nezbytny piedpoklad pro medicindlni pouZiti produktii. Zde bylo
dosaZeno také Fady zajimavych poznatkii — pfedeviim pFi sterilizaci vhodnym typem UV
zafeni. Pro sterilizaci krytu riny jako takového vSak musi byt pouzito kombinace
Klasickych postupii s kombinaci sterilizaci pomoci filtrace kapalin. Nasledovalo testovani
cytotoxicity vyrobenych materidlii in vitro. Také byla testovina rozpustnost nanovliken
s enzymy, prip. sledovina zména hodnoty pH. Price je doplnéna orientaénimi in vitro
testy na prase¢i kiizi. Vysledky téchto testd veelku koreluji s testy proteolytické aktivity
enzymi (kap. 3.4). V kapitole 4. — Vysledky jsou nékteré vysledky a testovani popsané
v piedchozich kapitolich zpracovany pomoci statistického programu.



K prici mim nékteré dotazy a pfFipominky, které je moZno prodiskutovat v ramci
obhajoby.

1. Vivodu mély byt definoviny cile predloZené price. Ty jsou postupné upfesiioviny
v priibéhu FeSeni v jednotlivych kapitolich na zikladé¢ dosaZeni konkrétnich
vysledkii.

2. Pri vyrobé kiemititych nanovlaken (kap. 3.1.) je zdiiraznén vyznam tepelné
stabilizace po zvlikiiovini na vlastnosti téchto vliken, véetné jejich
biokompatibility. K jakym chemickym a strukturnim zménam dochazi ve
vlaknech v priibéhu této tepelné stabilizace? Maji tato nanovlakna po stabilizaci
spiSe charakter vliken anorganickych, nebo organosilikatli? Ziskana vrstva
kiremicitych nanovliken byla samonosnid, nebo bylo tieba pouZit vhodnou
podlozku - nosi¢ této vrstvy? Byla tato nanovlikenna vrstva testovana (bez
vazanych nebo vazanych biologicky aktivnich latek) in vivo na laboratornich
zviratech?

3. Bylo by moZno néjakym zpiisobem uréit mnozstvi (vytéZnost) enzymu na vrstvé
nanovliken pFi jeho chemické reakci s upravenym povrchem kiemiitanového
nanovlikna? Dochdzi pii aplikaci produktu k uvolnéni chemicky vazané molekuly
enzymu? Je vhodné ve schématech na obr. 16. — 18. naznafovat vazbu nosice
a enzymu s pouzitim kvarterniho dusiku?

4. Na str. 65 je idaj: EDTA inhibuje aktivitu velké fady proteolytickych enzym. Jaka
je pritina této inhibice?

5. Jakym zpisobem byla ziskina a charakterizovina praseci kiiZze pro testy in vitro
(kap. 3.10.)?

6. Jisté by bylo zajimavé v naznaceném vyvoji produkti s imobilizovanymi enzymy
pokradovat, jak je doporuceno i v kap. 5. Diskuze a zavér (kap. 6) mély byt vice
konkrétni — zduraznit ty ispé$né varianty a smér FeSeni, ktery by vedl k pFipravé
vzorki, které by bylo moZno otestovat in vivo na modelovych ranich
(popileninich) laboratornich zviFat.

Celkové je disertacni price zpracovina na velmi dobré odborné i formalni drovni za
pouZiti modernich analytickych i jinych laboratornich metod a postupi testovini. Ziskané
vysledky je moZno pouZit jako zaklad pro pokratovini vyzkumu v nazna¢eném sméru.

Disertaéni price piredstavuje velky objem dobie provedené a vyhodnocené
experimentilni price. Opravnénost vyzkumu smérem pouZziti nanovliken na
kFemifitanové bdzi s imobilizovanymi organickymi slou¢eninami potvrzuji patenty na
jejich vyrobu — patentovino v CR i svétovy patent (WO 2014026656 Al) $kolitelky
predlofené price doc. Lovétinské - Slamborové a kolektivu.



Doktorandka prokazala schopnost samostatné a systematické védecké prace. Urcité
stupné FeSeni daného problému jsou doktorandkou zpracoviny ve dvou publikacich,
které jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury. Je rovnéz spoluautorkou ¢lanku ve
Zdravotnickych listech 2014(2),6-13.

Price sphiuje vSechny naroky na ni kladené, doporuduji ji k obhajobé.
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