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Oponentsky posudek diserta¢ni prace Mgr. Martina Brauna ,.Vyvoj a vyuziti vysokoucéinnych
separac¢nich metod pro analyzu pojivovych tkani‘

Diserta¢ni prace Mgr. Martina Brauna je zamé&fena na dualezitou oblast vyzkumu, na
klinické sledovani degradace pojiva a vyvoj vhodnych analytickych metod pro stanoveni
fragmentl kolagenu a elastinu.

Autor byl postaven pted kol vypracovat spolehlivé metody pyridolinu,
desoxypyridolinu, pentosidinu, desmosinu a isodesmosinu, které jsou pouzitelné i pro velmi
mald mnozstvi vzorku. Autor se zamétil na kapalinovou chromatografii ve spojeni s UV a
fluorescenénim detektorem. Oba detektory jsou dostatecné citlivé, avSak pfi klinickych
aplikacich bylo nutné pouzit precisténi a prekoncentraci. Pouzita extrakce tuhou fazi byla
optimalizovédna. Testovana byla rovnéZz moznost vyuzit pro tyto tcely kapilarni elektroforézu.

Autor pouzité metody optimalizoval, HPLC metodu ¢astecné validoval a aplikoval ji
v fadé¢ klinickych studii.

Lze konstatovat, Ze cile disertace byly splnény. Autor vykonal velky kus
experimentalni prace a ziskal piivodni publikovatelné vysledky piimo aplikovatelné
Vv klinické praxi.

Prace je velmi obsahla. Je zaloZena na 9 publikacich v ¢eskych a mezinarodnich
Casopisech, z toho 8 impaktovanych. Obsahuje rozsahly teoreticky ivod, ktery se tyka
prevazné biochemickych a klinickych aspekti dané problematiky. Obsahuje v§eobecné
zname informace o separa¢nich metodach a SPE, které do disertace nepatii. V praci naopak
postradam dikladnou reSersi analytickych praci tykajicich se studovanych analyti (je uveden
pouze jeden odstavec na str. 33 a dveé strany (str. 40 — 43) spiSe obecného povidani nez
konkrétnich tdajt.

K praci mam n¢kolik dalSich pfipominek a dotazii:

1) Validaci analytické metody povazuji za nedostate¢nou. Vzdy maji byt uvadéna
experimentalni data, ktera byla v ramci validace zmétena, ktera v disertaci chybi. Zde je
uvedena pouze opakovatelnost ploch, LOD, LOQ, linearita a vytéZnost. V praci neni nikde
uvedeno, jaké koncentrace se hodnoty opakovatelnosti a vytéZnosti tykaji. Vytéznost by méla
byt provedena minimalné pro tfi koncentrace, po¢inaje LOQ do 150 % nominalni hodnoty.
Chybi hodnoty reprodukovatelnosti. Robustnost HPL metody zahrnuje zjisténi vlivu zmény
slozeni a pratoku mobilni faze, teploty méfeni a typu kolony na piesnost méteni. Toto
parametry nejsou Vv praci uvedeny.

2) V praci se uvadi, ze autor stanovuje pii¢né vazby, separuje pficné vazby — nestanovuje
vazby, ale produkty Stépeni.

3) Str. 41 — jaka je cena HPLC analyzy ve srovnani s ELISA?

4) Str. 43 —,,CE ma slibnou budoucnost na poli proteomiky* to je uz ptitomnost.



5) Str. 50 — mechanismus iontové parové chromatografie neni spravny.

6) Kdo pfipravil standard pentosidinu?

7) UV spektra str. 70 — jaka koncentrace byla pouzita?

8) Obr. 28 — Proc je optimalni gradient f) a pro¢ ne tieba ¢)? Doba analyzy je jesté kratsi, pik
je symetricky.

9) Obr. 25 na str. 76 — osy nmol/L, v textu nmol/ml. Co je spravné?

10) Str. 127, publikace 6, nazev ¢asopisu Alcohol Alcohol?

11) Kvantitativni stanoveni — stanoveni je vzdy kvantitativni.

3) Matrix — spravné ¢esky matrice.

Zavér:

Vysledky disertace ptedstavuji vyznamny piispévek k problematice klinického sledovani
fragmentl kolagenu a elastinu. Vysledky jsou pfimo vyuzitelné v klinické praxi.
Doporucuji, aby diserta¢ni prace Mgr. Martina Brauna byla pfijata k obhajobé¢ a aby se stala
zakladem pro udéleni védecké honosti Ph.D.



