Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Pfemysla Cisafre:
Bioanalytické metodické pristupy pri sledovani osudu nového potencialniho léciva
vV organismu pomoci HPLC-PDA-MS-MS.

PiedloZena diserta¢ni prace ma celkem 138 stran. Hlavnimi ¢astmi z celkového rozsahu jsou
50 stran teoretické ¢asti, 23 stran experimentalni ¢asti a vysledki, 45 stran tvoii kopie 4 praci
V zahrani¢nich odbornych Casopisech, z nichz kazda je opatfena strucnym komentarem.

Mgr. Cisaf je prvnim autorem rozsahlé publikace v ¢asopise Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis (IF 2,03, Cisaf P, Nobilis M, Vybiralova Z, Hol¢apek M, Kolafova L,
Pour M, Kunes J, Klimes J.: ,,Disposition study of a new potential antineoplastic agent
dimefluron in rats using high-performance liquid chromatography with ultraviolet and mass
spectrometric detection”. J Pharm Biomed Anal. 2005;37(5):1059-71). Jedna se o
bianalytickou publikaci vyjimecné kvality. Upozoriuji zejména na syntézu standarda
metabolitl dimefluronu a vhodného vnitiniho standardu doloZenou NMR a hmotnostnimi
spektry a na pouziti tandemového uspotfadani sofistikovanych detekénich technik, které
umoznilo identifikovat ve stolici potkana deset metabolitti dimefluronu.

Druha prace publikovana ve stejném casopise, se zabyva separaci enantiomerti redukovaného
benfluronu a dimefluronu. Zahrnuje testovani velkého poctu chirdlnich kolon a vysledky
analyzy téchto metabolitit ve vzorcich zinkubace obou mateiskych latek Vv suspenzich
jaternich mikrosomu né€kolika zvitecich druht a ¢lovéka. I tato prace ma vysokou metodickou
kvalitu. Mg. Cisat je spoluautorem prace.

Tteti prace, jiz je uchaze¢ spoluautorem, metodicky pfedchédzi prvni praci a je zaméfena na
systematické srovnavani kvality separace 1é¢iv vcetné dimefluronu a jejich metabolitli na
HPLC kolonach s riiznymi stacionarnimi fazemi. Prace vysla v Casopise Journal of Separation
sciences (IF 2,5).

Ctvrta prace, jiz je uchazed spoluautorem je zaméfena metodicky do zcela jiné oblasti
bianalytiky — jedna se o spektrofotometrické stanoveni 1é¢iva po jeho iontové-parové extrakci
z multikomponentniho ptipravku s pevnou lékovou formou. Prace byla otiSténa v Casopise
Microchemica acta s IF 1,2.

K usporadani diserta¢ni prace a k jejimu obsahu mam nasledujici pfipominky a dotazy.

1/ Teoretickd Cast je neumérné rozsdhla a ma pfilis§ Siroké zaméteni. Za zbyte¢né povazuji
napf. struény piehled procesit ADME, vyklad zakladnich komponent HPLC systému, rozsahly
popis principu méfeni na riiznych typech hmotnostnich detektorti, popis riznorodych technik
ptipravy vzorku pted analyzou, které nebyly pouzity v disertacni praci, metody kvantifikace
analytu apod.

Naopak velmi zdafilé jsou pasaze tykajici se metabolismu xenobiotik obecné, biotransformace
benfluronu a odhadu biotransformace dimefluronu. Jelikoz je disertaéni prace zaméfena
pfedevsim na metabolismus dimefluronu, je tato Cast skuteCnym teoretickym vychodiskem
experimentalni ¢asti a publikovanych praci.

Otazka: Jaka je celkova koncentrace bilkoviny v krevni plazmé a v séru ? Str. 23 prvni
odstavec diskutuje rozdil mezi krevni plazmou a sérem z bioanalytického hlediska takto,
cituji: ,, rozdil obou typu vzorki z analytického hlediska je v zastoupeni bilkovin, jichz sérum
obsahuje vyrazné¢ méng&®.



2/ Experimentalni ¢ast by naopak byvala zaslouzila rozsifeni predevsim o detailnéjsi data
z vyvoje a validace bioanalytické metody. Vybér stacionarni faze a charakteristika separace je
obsazena ve tfeti publikaci. Ptiprava a ovétfeni kvality standardii metabolitl jsou v prvni
publikaci. Nicméné data z optimalizace extrakce a z dalsi validace jsou prezentovana
nedostatecne.

Str. 77 popisuje extrakci dimefluronu a jeho metabolitl ze stolice a moce potkant.
Otazka: jaka byla vytéznost extrakce latek? Byla testovéna stabilita latek za podminek
odpovidajicich  podminkam sbéru stolice a mo¢i v metabolickych  klecich?

Strany 78-81 Biotransformacni studie.

Otazka: Nejsou mi jasné obrazky 30 a 31. Jedné se o ¢asovy profil exkrece dimefluronu a
metabolitd ve stolici nebo v moci?. Nebo se jednd o latkové mnozstvi ve stolici a moci
dohromady?

Pro¢ nebyla oddélené¢ prezentovana latkovda mnozstvi konjugati a latkovda mnoZstvi
metabolitd 1. faze (experiment s enzymy minus experiment bez enzymi) v obou druzich
materialu?

Podle publikace 1 jste v bilanéni studii zjistili, ze celkové mnozstvi dimefluronu plus
metabolitl ve stolici sbirané 7 dni po podéani je 7.3% podané davky. Parentni latka
reprezentuje v tomto mnozstvi nejvetsi cast.

Otazka: Muze se jednat z ¢asti o nevstiebany dimefluron? Jaka je bilance v moci?

Bilance ve stolici neptimo ukazuje na vysokou absolutni biologickou dostupnost dimefluronu
po peroralnim podani.

Otazka: Mate jiz informace o koncentracich dimefluronu a metabolith v plazmé? Bylo
zkoumano jiné nez peroralni podani?

Zavér a doporuceni.

Pfedlozena disertacni prace je velmi kvalitni. Mgr. Cisaf prokazal schopnost dobfe teoreticky
a prakticky zvladnout naro¢ny vyzkumny projekt a mnoho experimentalni technik z oblasti
bioanalytiky snim spojenych. Mgr. Cisaf je spoluautorem a prvnim autorem 4 praci
otiténych v zahrani¢nich Casopisech vysoké kvality s vyznamnym impakt faktorem a s
odpovidajici naro¢nosti recenzniho fizeni, které je zarukou kvality publikovanych praci.

Proto doporucuji komisi pro obhajobu, aby pfijala hodnoceni ,prospél“ a udélila
Mgr. Cisarovi akademicky titul Ph.D.
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