OPONENTSKY POSUDEK
Disertacni prace:

Vyvoj a validace novych HPLC metod pro stanoveni biologicky aktivnich latek v klinické
praxi.

Autorka disertace: Mgr. Lenka Krémova

HPLC patii v bioanalyze mezi nejuzivanéjsi analytické metody vzhledem k neustalému
rozvoji, modernizaci, flexibilité, uplatiovani modernich technologii a pfizplsobeni se
pozadavku na miniaturizaci. To doklada i tato predlozend disertacni prace, kterd prezentuje
vyuzitelnost HPLC analyzy pii monitorovani vybranych biologicky aktivnich latek v klinické
praxi na Gerontologické a metabolické klinice Fakultni nemocnice v Hradci Kralové.

Prace se zabyva vyvojem, modernizaci a validaci HPLC metodik s cilem zajistit
jednoduchou, rychlou a reprodukovatelnou analyzu biologicky aktivnich latek v minimalnim
objemu biologickych vzorkti (méfenych ve velkych sériich). Analyzovany byly vitamin A a E
(a jejich derivaty), dale neopterin, kynurenin, tryptofan a kreatinin v riznych biologickych
materialech.

Predlozena disertacni prace ma i se vSemi prilohami 357 stran a odkazuje na 217 citaci. Je
Clenéna do 11 kapitol, v tfeti kapitole je seznam zkratek. Prace je koncipovdna obvyklym
zpisobem — Uvod, cil prace, ¢ast teoretickd a experimentalni, ptehled praci doktorandky,
zaver, literatura a poté (od str. 200) nasleduji pfilohy publikaci (kap. 10) a vybranych postert
(kap. 11). Abstrakty jsou uvedeny na pocatku prace, pred obsahem.

V teoretické Casti je velmi podrobné pojednano o modernich trendech v HPLC, o validaci
HPLC metod v bioanalyze, 0 biologickém materialu a 0 jeho transportu i skladovani (tj. o
preanalytické ¢asti analyzy), dale o zpracovani a tGpravach biologického vzorku pfed HPLC
analyzou a o hodnocenych latkach (vitamin A, vitamin E, neopterin, kynurenin, tryptofan a
kreatinin — jsou uvedeny vlastnosti, metabolismus, klinicky vyznam, vyskyt a reSerSe jejich
stanoveni). Vse je dolozeno mnoha obrazky a ptehledy v tabulkach.

Experimentalni ¢ast je rozdélena na dve €asti — v prvni, analytické, jsou popsany vyvinuté
metodiky a v druhé, klinické, je podan komentat k biomedicinskym studiim, pii nichZ se
uplatnily vyvinuté metodiky. V analytické ¢asti je uvedeno 5 vypracovanych metodik pro
hodnoceni vySe zminénych latek — u kazdé metodiky je uvod, cil, vysledky (aprava biolog.
vzorki, chromatogramy, tabulky, grafy, validacni parametry) a v zavéru je metodika

zhodnocena a odkéazano na publikaci v kapitole piilohy.



Publikace uvedené v kap 10 (Ptilohy I — publikace) jsou rozd¢leny na analytické (4 prace)
a klinické (18 praci). Ve tfech analytickych publikacich je doktorandka autorkou, ve ¢tvrté je
na druhém misté autorského kolektivu. Tyto 4 publikace jsou uvetejnény v ¢asopisech, jejichz

impakt faktor je od 1,7 do 3,27. Pichled vSech praci doktorandky je uveden v kapitole 6.

K praci mam tyto pfipominky a dotazy:

- domnivam se, ze u kap. 4.5.3. a 4.5.7. (reSerSe stanoveni latek) by bylo vhodnéjsi
uvadét odkazy na literaturu priabézné v textu, tak jak je uvadéno v celé diserta¢ni praci
(nikoliv souhrnné na konci kapitoly)

- chemicky nazev ptesné neodpovida uvedenému vzorci (obr 60, 64)

- urCité nepfesnosti: napt. str. 127 ,, ...reverzni faze C18 o velikosti 250x4,0 mm
s velikosti ¢astic 7-3 um.”“  anebo v citacich v kap 9 , napt. cit 131, cit 177

1. V disertacni praci uzivate vyraz ,,absorpcni. Mohla byste objasnit vyrazy ,,absorpcni a
,adsorpcni a uplatnéni téchto vyrazti v analytické chemii, event. i u chromatogr. metod
(vztazeno nastr. 22, 84)?

2. Jakou zkratkou je nejcastéji oznaovan Evropsky (event. americky) 1ékopis?

3. V kapitole 4.2.1. se zminujete o riznych druzich validace. Pouzila jste prizkumovou
validaci u vypracovanych metod? A jak casto ve vyzkumné laboratofi aplikujete

retrospektivni validaci?

Zavérem lze konstatovat, Ze disertani prace je, i pies uvedené piipominky, peclivé
zpracovana, o cemz sveédci i skutecnost, ze v teoretické a experimentalni ¢asti je celkem 106
obrazkti a 43 tabulek. Zpracované téma je aktualni, vysledky vyuzity v klinické praxi.
Doktorandka prokazala teoretické i praktické znalosti svédéici o zpusobilosti k samostatné
védecké praci. Prezentace vysledkl potvrzuje, Ze ma zkuSenosti jak s tpravou biologickych

vzorkt, tak s HPLC metodou a téZ i jeji validaci.

PiedloZena disertacni prace, kterou vypracovala Mgr. Lenka Krémova, spliiuje pozadavky
kladené na disertacni praci a proto doporucuji, aby byla pfijata K dal§imu fizeni o ude€leni
védecké hodnosti Ph.D.
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