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Oponentsky posudek: Vyvoj a validace novych HPLC metod pro stanoveni biologicky aktivnich latek v klinické praxi

Uvod:

Predlozena disertaéni prace ma v souhrnu 357 stran (véetné tabulek, obrazkil, vzorci,
literatury a pfiloh ,,Analytické publikace”, ,Klinické publikace” a ,,Vybrana plakatova
sdéleni). Grafické zpracovani, uprava i jazykova aroven jsou vynikajici.

Prace predlozena k obhajobé je rozdélena na 2 hlavni - ¢asti.

Po ..Uvodu*“ (2 str.), je vysvétlen ,, Cil prace“ (2 str.) a nasleduje ,,Seznam pouzitych
zkratek “ (3 str.).

Pak nasleduje teoreticka ¢ast (108 str), ktera se zabyva rozvojem HPLC, modernimi
technologiemi v HPLC, moderni instrumentaci v HPLC, validaci HPLC metod v bioanalyze,
dale preanalytickou cCasti, zpracovanim biologického materialu pfed HPLC analyzou a dale
jednotlivymi analyty - retinoly, vitamin E, neopterin, kynurenin a tryptofan, kreatinin (vzdy
Z hlediska historie, fyzikalné chemickych vlastnosti, metabolismu a klinického vyznamu,
koncentraci v biologickych tekutinach. V teoretické ¢asti, ktera je zna¢né rozsahla, je uvedeno
celkem 72 obrazku a 24 tabulek.

Vlastni experimentalni ¢ast (40 str) autorka rozdélila na 2 ¢asti. V prvni z nich se zabyva
miniaturizaci metody pro stanoveni vitamini A a E, stanovenim kyseliny retinové v séru, dale
pak neopterinu, kreatininu, kynureninu a tryptofanu v séru a kone¢né testovanim deep-UV-
LED jako vhodného zdroje pro fotometrickou detekci v kapilarni elektroforéze. Druha ¢ést je
klinicka a uvadi komentaf k jednotlivym biomedicinskym studiim. V této ¢asti je uvedeno
dalsich 33 obrazku a 18 tabulek. Zavér prace pichledné shrnuje nové trendy ve vysokoucinné
kapalinové chromatografii v kombinaci s modernim zpracovanim biologického materialu. Pti
zpracovani biologického materialu je kladen diraz pfedev§im na preanalytickou fazi, ktera je
klicova a souvisi s ni nejveétsi mozna analyticka chyba. Vyvinuté metody ptispély k rozsiteni
metodik ve Vyzkumné laboratofi GMK a mély by ptispét pfi feSeni cili jak jednotlivych
klinickych studii, tak k objasnéni nékterych aspektii chemoterapeutické 1écby néckterych
zavaznych onemocnéni.

Disertacni prace je zpracovana velmi peclivé, ctive, je prehledné ¢lenéna a ma logickou
navaznost. Literdrni citace jsou psany ve zkracené formé, coz se pfipousti. Uvital bych
samoziejme Uplné citace, ale prace by byla je$t¢ mnohem rozséhlejsi. Citaci je celkem 217,
véetné nejnovéjsich literarnich udaji z roku 2010 (vice nez 25 %). Na zaklad¢é disertacni
prace byly publikovany 4 vyznamné analytické publikace /vSechny s IF v rozsahu od 1,703 do
3,272 (ANALYST), kde je kandidatka 3 x prvni autor a 1 x druhy autor/. Tyto metodiky byly
konkrétn¢ vyuzity v ramci V praci dolozenych 14 klinickych publikaci (pozn.: vSechny s IF od
0, 379 do 1,792), vnichz je kandidatka vzdy spoluautorkou. Na zaklad¢ této prace bylo
prezentovano 30 posterti na narodni i mezinarodni Grovni, z toho 1 poster v zahrani¢i ocenén
druhym mistem, 8 pfednasek na narodni a mezinarodni Grovni, z toho 1 pfednéska v zahranici
byla ocenéna prvnim mistem v kategorii do 35 let. V ramci této prace kandidatka feSila jako
spolufeditel, hlavni feSitel nebo spolupracovnik také 6 grantli a konecné€ byla na 2 staZich
v ramci programu ERASMUS na Univerzité v Dublinu.
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Aktualnost zvolené problematiky:
1. Problematika analyz biologického materialu metodami vysokoucinné kapalinové

chromatografie a jeji modifikace jsou V posledni dob¢ v poptedi stale vétsiho zajmu nejenom
vyzkumnik, ale i pracovniki rutinnich laboratofi ve zdravotnickych zafizenich. Situaci navic
umocnuje i stale vétsi narlst civilizaénich chorob. Prace umoznila nejenom rozsifeni spektra o
nové vySetfovaci metody, ale predevSim pfispéla k zavedeni modernich postupt,
umoziujicich ptipravu velkych sekvenci vzorkl biologického materidlu, dile umoznila, vedle
urychleni separaci jednotlivych analytli, minimalizaci objemi rozpoustédel a vlastnich
vzorkl (sniZeni jejich spotfeby). Vedle ekonomického piinosu ma obrovsky vyznam vyuziti
téchto metod predevSim pro klinicky vyzkum a praxi, nejenom pro potfeby pracovnika
Vyzkumné laboratore GMK a lékait — specialisti na Klinice gerontologické a metabolické
(GMK) Fakultni nemocnice v Hradci Kralové, ale i pro specialisty onkology z Onkologické
kliniky Fakultnich nemocnic v Hradci Kralové a Olomouci- S Cilem monitorovat pacienty
uvedenych klinik.

Cil disertacni prace:

Nemohu konstatovat nic jiného nez, Ze cil pfedloZzené disertacni prace ,,vyvoj a validace
novych HPLC metod a revalidace stavajicich HPLC metod, aplikovatelnych pro klinicky
vyzkum a praxi ve Fakultnich nemocnicich v Hradci Kralové a Olomouci® byl naprosto
bezezbytku splnén.

Zvolené metody prace:

Zvolené metody prace odpovidaji stavu pozndni v dané dob¢, déle technickému vybaveni a
moznostem pracovisté. Kandidatka dale spravné vybrala reagencie, chemikalie a spotiebni
material k dané praci, vyborné se v této praci orientovala a navic k tomu vyuzila i nejnové;jsi
podklady ziskané na zakladé feSeni diplomovych magisterskych praci a projektd v ramci
ERASMU a kone¢né¢ i na zaklad¢ zkuSenosti ziskanych z vlastnich zahrani¢nich pobytl
v Irsku.

Vysledky prace:

Spocivaji hlavné v miniaturizaci metody pro stanoveni vitamini A a E v lidském séru, kdy
V navic kombinaci monolitickych staciondrnich fazi s modernim SPE sorbentem doSlo ke
zjednodusSeni preanalytické i analytické faze. Déle ve stanoveni kyseliny retinové, retinolu a
alfa a gama-tokoferolu v séru, kdy pouziti monolitické stacionarni faze umoznuje separaci
5 latek béhem 7 min a pouziti octanu amonného zlepsilo symetrii piku latek s karboxylovou
skupinou (kys.retinova) Byla vyvinuta metoda HPLC pro stanoveni neopterinu, kynureninu,
kreatininu a kyseliny mocové v moci s jednoduchou piipravou vzorku pro méfeni velkych
sérii, dale pak metoda stanoveni neopterinu, kreatininu, kynureninu a tryptofanu v lidském
séru, kterd byla plné validovéna a jejiz prednosti jeji rychlost a vhodnost pro zpracovani
velkych sérii vzorkl. Kone¢né se kandidatka v rdmci zahrani¢ni stdze zabyvala testovanim
deep-UV-LED jako vhodného zdroje pro fotometrickou detekci v kapilarni elektroforéze, kdy
byla pro separaci vybrana smés nukleotidi.
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Prednosti disertacni prace:

Prace je piedev§im Uplnym piehledem feSené problematiky s detailnimi popisy, velmi
hodnotnymi vysledky, shrnutymi v tabulkdch a ptehlednych grafech, dolozenymi fadou
vynikajicich publikaci, které maji vSechny IF.

Nedostatky diserta¢ni prace:

Pouze formalniho rdazu:

Vzhledem k rozsahu diserta¢ni prace se kandidatka neubranila nékterym drobnéj$im tiskovym
chybam, coz je patrné teprve pii, opravdu velmi peclivém, precteni textu (coz prisuzuji spise
automatickym opravam pocitace), které jsou vSak naprosto ojedinélé, napt. na str. 158
(posledni odstavec 2.véta shora - vyrobci LED tento parametr neuvadi, spravné ma byt
neuvadéji), na str. 184 (1.véta — nové trendy ve.... nabizi, sprdvné¢ ma byt nabizeji), na str.
185 (4. véta shora — spravné - kratkd doba, ne krata, dale 11.véta shora- byla brana zietel,
spravné ma byt — byl bran zfetel), str. 191 (u citaci €. 65 a ¢. 66, kde by mélo byt spravné
International conference, ne Internation conference a chybi i datum vydani) a dale napf. na str.
200 (spravny nazev je International Journal of Environmental Analytical Chemistry- ne
Chemismy). Hodnotu dila nesnizuje ani teoreticka cast, ktera je velmi rozsahla a zna¢né
prevysuje teoretickou &ast v CR b&zné podavanych a obhajovanych disertaénich praci. Musim
vSak poukazat na to, ze napt. ve Francii je takovy rozsah diserta¢nich praci bézny. Teoreticka
Cast je napsana piehledné a jasné€ a zcela jisté by mohla slouzit také jako skriptum.

A kone¢né¢ v zavéru bych navic uvital alesponn struéné shrnuti vyhod uvedenych nové
zavedenych, piipadné revalidovanych metod ( i kdyz je to v textu vysvétleno).

Dotaz na kandidatku:
1. Jaké je srovnani téchto nové zavedenych HPLC metod stanoveni, zde zminénych analytd,
S jinymi analytickymi metodami, napt. imunochemickymi, jejich piednosti a nedostatky ?!

Zavéry:

Kandidatka zpracovala piehlednou disertacni praci na velmi vysoké trovni, ktera jasné
dokumentuje ziskané vysledky experimentalni prace a prokazala v ni velmi dobrou schopnost
samostatného tvurciho feSeni. Po odborné strance dosahla vsech hlavnich cild a splnila tak
zadani stanovené na Skolicim pracovisti. Prace je dobfe vyuzitelna, jak v dalsi védecké i
ucitelské praci, protoze piedstavuje velmi ddlezity studijni a informac¢ni material.
Vypracované analytické metody jsou nesmirné cenné, protoze slouzi jak ke zrychleni
biologickych analyz, tak k minimalizaci pouzitého objemu vzorku biologického materialu
(kdy je snaha z etického hlediska preferovat neinvazivni odbéry, pfipadné provadét odbéry, co
nejméné zatézujici organismus vazné¢ nemocného pacienta) a v neposledni fadé umoziuji
minimalizovat objem pouzitych chemikalii, potfebnych pro analyzy, coz snizuje naklady a
predstavuje vyznamnou ekonomickou usporu. Co ale vyzdvihuji nejvice a ¢eho si velmi
cenim, Ze jsou predev§im vyuzitelné v klinické praxi K monitorovani pacientll se zavaznymi
onemocnénimi. Dle mého nézoru je predloZzena prace svoji kvalitou na urovni habilita¢niho
spisu a nezbyva nic jiného, neZ vyzdvihnout a ocenit vykon kandidatky.

Podle § 47, odst.4, zakona ¢. 11/1998 Sb., o vysokych Skolach proto navrhuji prislusné
komisi prijmout jeji praci jako podklad k udéleni titulu PhD.

V Hradci Kralove, dne 6.zaii 2010 Podpis: F.Malif
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