Oponentsky posudek na dizertacni prici Mgr. Lubora Urbdnka ,,Vyvoj a validace

novych HPLC metod pro stanoveni specifickych analyti v biologickém materidlu“

Predlozena prace Mgr. Lubora Urbanka vznikla na pracoviti vyzkumnych laboratoii
gerontologické a metabolické kliniky Fakultni nemocnice v Hradei Kralové a piedstavuje
inovativni rozvinuti chromatografickych method Skolitelky—specialistky RNDr. Dagmar
Solichove, PhD. Prispévek Mgr. Lubora Urbanka spogivd ve vyvoji novych postupl
v preanalyticke fazi zpracovani biomatrice véetné solid-phase extrakce studovanych analyti,
v otestovani a vyuZiti novych chromatografickych materidld a ve wvalidaci celého
bioanalytického postupu (tedy procesu extrakce analytl ze vzorku biomatrice a jejich HPLC
analyzy) podle zasad spravné laboratorni praxe. Studovanymi analyty byly dva liposolubilni
vitaminy A a E, jejich metabolity a pteridinovy derivat neopterin.

Pfedlozend dizertace ma rozsah 182 stran s94 citacemi, je ¢&lenéna zpiisobem
obvyklym pro tento typ kvalifikatni price. V uvodu autor nastinil mozZnosti vyuZiti
bioanalytické HPLC v klinickém vyzkumu a praxi biochemickych laboratofi. V teoretické
Casti se vénuje soucasnych trenddm a novinkdm ve vysoceudinné kapalinové chromatografii a
preanalyticke fézi, tedy odbéru a pfipravé biomatrice, extrakci analyti, které byly predmétem
jeho zdjmu. Vysoce ocefiuji zplsob zpracovani kapitoly 3.3 vé&nované novym typlim
chromatografickych materiali. Posledni oddil teoretické &asti je vénovan podrobné&jsimu
popisu vlastnosti studovanych analyti, jejich metabolismu a klinické vyuZitelnosti sledovani
hladin vitamini A a E pro posuzovani nutricniho stavu organismu a sledovani rozvoje
oxidacniho stresu u pacientli s oslabenym imunitnim systémem. Stanoveni aktualnich hladin
neopterinu bylo vyuZivdno k monitorovani aktivace imunitniho systému u onkologickych
pacientil.

Experimentalni ¢ast dizertace tvoii komentovany ramec k 12 publikacim. Na dvou
z nich je Mgr. Lubor Urbanek prvnim autorem (Analytica Chimica Acta, IF=2.89; Journal of
Separation Science, IF=2,54). Devét z téchto 12 publikaci jsou biomedicinské publikace prof,
Melichara a Dr. Kalabové, které vyuzivaji vysledky ziskané s pouzitim bioanalytickych
metodik vyvinutych Mgr. Urbankem, Dr. Solichovou a jejich spolupracovniky. Dizertant se
déle podilel jako autor nebo spoluautor na 21 posterovych sdélenich (8 z nich v zahraniéi), 4
prenaskach a grantovych projektech (2x hlavni fegitel, 8x spolufesitel) a 2x jako spolufesitel
vyzkumnych zadmeéri.

Z uvedeného piehledu je evidentni, Ze Mgr. Lubor Urbanek ziskal b&hem své

postgradudlni vychovy velké znalosti i praktické zkuSenosti v oblasti bioanalytické




instrumentalni metodologie, prokazal schopnost presentovat a obh4jit své vysledky na
tuzemskych i zahrani¢nich odbornych foérech a jim vyvinuté a aplikované bioanalytické
metody se staly cennym zdrojem informaci pro Iékafe v klinickém a medicinském vyzkumu.

Doporuéuji tedy, aby dizertacni prace Mgr. Lubora Urbanka byla pfijata k obhajobé a
stala se podkladem k ziskani védecké hodnosti Ph.D.

Dotazy, pripominky, doporudeni :

DAD, PDA jsou zkratky pfekladané autorem jako detektor diodového pole. Podle mého

nazoru se deteguji analyty, nikoli diodové pole. Nebyl by tedy lepsi pieklad ,detektor

s diodovym polem“?

Podle soucasné€ platné normy CDER and CVM Guidance for Industry, Bioanalytical Method

Validation, May 2001 :

http://www.fda.gov/downloads/Drugs/GuidanceComplianceRepulatoryInformation/Guidances/fUCMO070107.pdf

se star8i oznaCeni LOQ nahrazuje LLOQ, protoZe rozsah stanovitelnosti analytu je vymezen

nejen spodnim limitem kvantifikace (lower limit of quantification, LLOQ) ale také hornim

limitem kvantifikace (upper limit of quantification, ULOQ).

Str.14, tadek 13...termostat kolony zvySuje nejen opakovatelnost stanoveni, ale zvySena

teplota umoZiluje urychlit desorpei analytu a zkratit dobu analyzy.

Str.15, fadek 12...doporucuji lepsi vyjadfeni : ,,Z hlediska architektury bychom analytické
kolony mohli rozdélit na ¢asticové a monolitni.*

Str.17, posledni odstavec a str.58...je uvedena 100% vodna fize, kterou na str.59, 5. fadek
zdola zpochybiiujete

Str.28, 5.1adek zdola...“mohou plsobit na metabolismus stanovované latky jako enzymové
induktory nebo inhibitory...

Str. 30, 6.fadek zdola...extremni teplota je i -70 °C, ktera je pro transport biologického vzorku
naopak vyhodna

Str. 31.....neni zminén vyznam vnitiniho standardu pro HPLC analyzu extraktii z biomatrice.

Str.32, 15.tadek....pfidavek kovovych ionti (tvorba iontovych pard) : vysvétlete 7?7

Str. 33, 4. radek, str.37, 8.fadek....“principielng...“- Slovnik spisovné Cedtiny, Academia
2005, str.308

Str. 35, 5. fadek zdola...*“izolovanychych...*

Str. 38, obr. 12...doporucuji oéislovani skeletu

Str. 59, 9.fadek...“...fluorescenéiho...“

Str.60-61, obr.17, 18...postrdddm popis chromatogramu (ir, ndzev analytu). Obr. 18 je

dvakrat (str.601 61)
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