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Predkladand disertacni prace Mgr. Martina Novdka se zabyvd vyuzitim kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie s vysokou rozliSovaci schopnosti a spravnosti uréeni
m/z pro studium takrinovych latek potencialné vyuzitelnych pti terapii Alzheimerovy choroby.
Jedna se o analytickou praci z vysoce aktudlni oblasti vyvoje potencialnich léciv, kde ma LC-MS
technika nezastupitelnou roli pfi charakterizaci novych molekul. Autor v praci vyuzil pokrodilych
technik kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie pro studium absorpce a
charakterizace metabolismu molekul takrinu, 7-methoxytakrinu a jeho derivatl, 6-chlortakrinu a 7-
fenoxytakrinu. Prace vznikla na pracovisti Centra biomedicinského vyzkumu ve Fakultni nemocnici
Hradec Kralové, které se danou problematikou dlouhodobé zabyva.

Predkladana prace ma formu kompilatu publikovanych praci doplnénych teoretickou casti
a komentarem k publikovanym pracim. Celkové je prace psana ctivou formou na velmi dobré Grovni
s minimalnim mnozstvi preklepl. Z formalniho hlediska Ize praci presto vytknout nékolik dilcich
nedostatkd. Autor nepouziva systematicky definované zkratky, kdy se zkratky v textu stfidaji
s plnym textem. V seznamu pouzitych zkratek jsou nespravné uvedené nékteré nazvy technik,
které jsou vsak ve vlastnim textu definovany spravné (napf. MALDI je laserova desorpce za Ucasti
matrice, APPI je fotoionizace za atmosférického tlaku, detektor doby letu vs. analyzator doby letu
apod.). Autor se nevyhnul ani ¢asté zaméné termin0 pfesnost a spravnost m/z nebo rozliseni a
rozliSovaci schopnost. Dale bych doporudil pouzivat terminy normalni méd misto nepolarni,
obraceny mod misto reverzni, podobné davkovani misto vsttikovani iontl do pasti.

Teoreticka ¢ast prace podava prehled o vzniku, pricinach a 1écbé Alzheimerovy choroby,
v€etné novych smérd vyvoje potencialnich |éciv. Dale autor podrobné diskutuje studium
farmakokinetiky novych molekul, vybrané teoretické zaklady kapalinové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie a specifika analyzy biologickych vzork(. Zastoupeni jednotlivych kapitol
vSak neni s ohledem na zaméreni prace dobre vyvazené. Autor napfiklad popisuje do podrobnosti
hodnoceni chromatografickych separaci pomoci rdznych parametrl, které ale nejsou nikde
v pracich vyuzity. Podrobné jsou popisovany méfici mody orbitrap hmotnostniho spektrometru,
které jsou ale Cisté zalezitosti daného komercniho pfistroje a nejsou nijak diskutovany v kontextu
prace. V praci naopak zcela chybi reSerSe k analytickym metodam a podminkam vyuZzivanych
v literatufe pfi LC-MS hodnoceni léCiv, coz je hlavni cil pfedkladané prace. Naznak takové diskuze
je jen v posledni kapitole 2.5 Specifika analyzy biologického materialu. Ve srovnani se zbytkem
Teoretické casti je vSak tato kapitola psana velmi stru¢né az heslovité bez hlubsiho rozboru
problému.

Experimentalni ¢ast predstavuje komentdr 4 publikovanych praci, které jsou zakladem
predkladané zavérecné prace. Jednd se o prace zoblasti medicinalni chemie, které zahrnuji
chemickou syntézu az charakterizaci farmakokinetiky pripravenych molekul. Hlavnim cilem praci
je charakterizace molekul se zamérenim na potencialni hepatotoxicitu latek s riznou strukturni
obmeénou. Podil autora na téchto pracich spociva zejména v testovani latek pomoci LC-MS, které
autor v komentafi stru¢né popisuje spolecné s dUlezitymi zavéry. Autor se zabyval uréenim identity
latek, stanovenim jejich Cistoty, testovanim schopnosti prostupovat pres hematoencefalickou
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bariéru nebo stanovenim farmakokinetiky latek v animalnich modelech. Vyznamnou &ast prace
predstavuje hodnoceni biotransformace a toxicity takrinu a vybranych derivatd, kde LC-MS
technika hraje zasadni roli. Celkové prace systematicky charakterizuji vybrana potencialni léciva a
jejich analogy a snazi se o posouzeni teorie hepatotoxicity takrinu na zdkladé detailni studie
vznikajicich metabolitl. Ziskané poznatky jsou dilezité pro Sirokou odbornou verejnost z hlediska
dalSiho vyvoje potencidlnich [éciv Alzheimerovy choroby.

3 ze 4 prezentovanych praci jsou publikovany v ¢asopisech Q1 a 1 prace v ¢asopise Q2 dle
AIS v oborech medicinalni chemie, farmakologie, analytické chemie a biochemie. U prvnich dvou
praci je M. Novak v ramci Sirsiho kolektivu autord a jeho podil byl dle pfilozeného popisu zejména
ve vyvoji metody a samotné LC-MS analyze. Vyvoj LC-MS metod vSak neni ani v jednom pfipadé
diskutovan (kromé testovani Upravy vzorku) a neni ani soudasti diskuze publikovanych praci. U
dalSich dvou praci je M. Novak prvnim autorem s hlavnim podilem v podobé vyvoje metod, LC-MS
analyzy, interpretace dat a zpracovani publikaci. M. Novak je i spoluautorem dalSich g publikaci,
které nejsou soucasti predkladané zavérecné prace. Déle je autorem fady prednasek a plakatovych
sdéleni na konferencich, ¢lenem kolektivu védeckych projektd a absolvoval odbornou zahranicni
staz. Sohledem na pocet i kvalitu vySe uvedenych vystupU kandidat jednozancné prokazal
schopnost samostatné védecké Cinnosti.

K predkladané praci mam nasledujici naméty do diskuze:

1/ Jaky byl zpUsob identifikace vzniklych metabolitd studovanych latek v¢. identifikace izomer(?
Jaka byla pouzita kritéria (LC i MS) pro jejich identifikaci?

2/ Identifikace 7-Feota se spravnosti 10 ppm je znacné za moznostmi pouzitého HRMS pfistroje.
Cim podle autora byla zpdsobena vyrazné horsi spravnost m/z?

3/ HRMS pfistroje pfindseji nesporné vyhody pfi studiu biotransformace latek. Na druhou stranu se
jedna o nakladnou instrumentaci, ktera neni dostupna ve vSech laboratofich. Bylo by mozné pro
studium vyuzit (pfipadné sjakym omezenim) i méné ndkladné instrumentace v podobé napf.
trojitého kvadrupdlu?

4/ Urcit zastoupeni metabolitd s dostatecnou spravnosti a presnosti ve slozitych biologickych
matricich pomoci MS je pomérné komplikovana zalezitost. Jakd jsou omezeni postupl pouzitych
v pracich autora a jaké jsou dalsi moznosti pro vylepseni? Byl pfi provadénych experimentech
zaznamenan vyznamny matricovy efekt?

Zavérem mohu konstatovat, ze predkladana prace Mgr. M. Novdka spliiuje vSechny

pozadavky kladené na disertacni praci, proto ji bez vyhrad doporucuji pfijmout k obhajobé.
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