Oponentsky posudek na disertaéni praci ,,VyuZiti LC-MS v bioanalyze antracyklini a
potencidlnich kardioprotektiv® pFedklddané Mgr. Hanou Bavlovi¢ Piskatkovou

Predkladana prace je zaloZena na &tyfech pracich, publikovanych v renomovanych
mezindrodnich &asopisech.

Préci uvozuje teoreticka &ast, shrnujici poznatky z oblasti vyuZiti LC-MS v bioanalyze 1étiv,
tipravy biologického materidlu, elektromembréanové extrakce a validace bioanalytickych
chromatografickych metod. Teoretickd &4st je napsdna pedlivé, &ivé a piehledné, kapitoly
tykajici se pfehledu miniaturizovanych extrak&nich technik jsou vhodn& doplnény obrazky,
schematicky znézorfiujicimi jednotlivé mikroextrakéni techniky, coZ &tendfi usnadiiuje
orientaci v této oblasti vyzkumu. Text celé prace je dopln&n velkym mnoZstvim citaci,
celkové 223.

Cile prace jsou jasn& definovény.

V experimentalni &asti se autorka zaméfila na shrnuti nejdilezit€jsich vysledkd, ziskanych
v bioanalytickém hodnoceni strukturné blizkych analogt dexrazoxanu, za Gdelem zjistit, zda
n&které z nich by mohly vykazovat kardioprotektivni uginky vii¢i antracyklinem indukovane
kardiotoxicité. Za timto G&elem byly syntetizovany dv& série novych, odli§n& substituovanych
analogh dexrazoxanu a jejich kardioprotektivni uginky byly studovany in vitro a v uZsim
vybéru i in vivo. BohuZel Z4dny znavrZenych analogh nevykazoval Zadouci efekt. Pro
stanoveni téchto novych analogd byla vyvinuta LC-MS/MS metoda za pouZiti kolony Synergi
Polar-RP, kiera je vhodna pro separaci latek i v &ist& vodné mobilni fizi. Vyvinutd metoda
byla validovéana pro analyzu analogi s relativng nejvét$im inhibi&nim potencidlem, a to GK-
627 a GK-580 a jejich metabolitl v krali¢i plazm& Ani jeden znich vSak nevykazoval
interakei s TOP2B, jez se zda byt kli®ova pro kardioprotektivni potencial litek. Dal$im
analogem, blizkym dexrazoxanu, byla latka ICRF-154, kter4 je viak ve vod& velmi Spatné
rozpystné, a proto je v klinické praxi pouzivéno jeji prolédivo sobuzoxan. Obé tyto latky
vykazuji inhibici vii¢i TOP2B a byl studovan jejich protektivni efekt vii€i antracyklinem
indukované toxicité. Pro sledovani metabolismu sobuzoxanu in vitro byla vyvinuta UHPLC-
MS/MS metoda a bylo testovano n&kolik typt stacionarnich fazi s ohledem na rozdilnou
polaritu stanovovanych latek a nizkou stabilitu sobuzoxanu v biologickych matricich. Dalsi
vyzkum byl zamé&ten na slibnou latku ICRF-193, avak opét $patné rozpustnou ve vod€ a dalsi
testy byly provadény se tfemi nové syntetizovanymi analogy této latky s podstatn® vyssi
rozpustnosti. Pro jejich sledovani byla op&t vyvinuta UHPLC-MS/MS metoda a bylo
vyzkou$eno n&kolik stacionarnich fazi, fYe$icich obdobné problémy separace jako
v pfedchozich p¥ipadech. Rozsahla studie ukézala, Ze nejslibngj§im kandidatem pro dal3i
studie protektivniho uginku je prolédivo GK-667. Ziskané vysledky byly publikovany ve tfech
pracich, uvefejnénych v mezindrodnich periodikach s vysokym impakt faktorem, spadajici do
skupiny Q1. Ve viech tfech publikacich byla ptedkladatelka spoluautorem, z toho jednou jako
prvni autor.

Dulezitou soudssti vyzkumu bylo i sledovat, zda potencialni inhibitory kardiotoxicity,
indukované antracyklinem, neovliviiuji jeho farmakokinetiku. Z tohoto diivodu bylo nutné
vyvinout vhodnou extrakéni metodu pro jejich izolaci z krali¢i plazmy a bylo vyzkouSeno
n&kolik mikroextrakénich technik s cilem dosahnout dostatedného zakoncentrovani analytu a



soucasné dostatedného pretisténi vzorku. Vysledna optimalizovand mikroextrakéni technika
na bazi elektromembranové extrakce (EME) byla porovndna skonvendnimi metodami
(extrakce kapalina-kapalina, proteinova precipitace) a EME poskytovala nejvys§i vytéZnost a
minimélni matricové efekty. Ziskané vysledky byly publikovany ve vysoce impaktovaném
tasopisu Talanta s pfedkladatelkou jako prvnim autorem.

K praci mam nékolik poznamek a dotazi:
V praci se vyskytuje n&kolik pfeklepii & formélng nespravné napsanych vyrazi:
Str. 23 v peklinockych fazich misto v preklinickych fazich

Str. 26 log P nebo pKa by promé&nné mély byt psany kurzivou stejn& jako »# v n-hexanu na str.
37 '

Str. 35 diethyl ether, dodecyl acetét, isopentyl benzen se &esky pisi dohromady
Str. 46 spravné tris(2-ethylhexyl) fosfat

Str. 68 v této &asti textu se vyskytuje velké mno¥stvi zkratek, coZ snizuje plynulost textu a
¢tendt musi zkratky dohledavat na za¥4tku prace

Otazky do diskuse:

1) Pro& byl pro proteinovou precipitaci pouZit methanol a ne acetonitril, ktery je bé&Zné&ji
uZivany? (str. 62)

2) NeuvaZovali jste o vyzkousen{ stacionarnich fazi s deklarovanym sniZenym obsahem kovii
v silikagelu, které sniZuji moZnost komplexace s analytem? (str. 64)

3) Co zplisobuje vy§§1 rozpustnost sobuzoxanu oproti analogu ICRF-1547 (str. 64)

4) Byla koncentrace mraveng kyseliny optimalizovéna? Koncentrace 0,025% je velmi nizka,
zvlast' v gradientu pouze s acetonitrilem? (str. 69)

Pfedkladand prace je na vysoké irrovni. Predkladatelka ziskala velké mnozstvi
experimentalnich dat, které pak zpracovala ve formg Ctyf obsahlych publikaci, uvefejnénych
v Casopisech z oblasti Q1. K préci nemam vyhrady, a proto ji plné doporuduji k dal§imu
fizeni.
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