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Uvod:

Piedlozena disertaéni prace ma v souhrnu 180 stran (v¢etné seznamu literatury,
ptehledu publikacni Cinnosti, feSenych granti a konecné 9 ptiloh, coz jsou publikace
s podilem na analytické ¢asti). Grafické zpracovani, Gprava i jazykova Groven jsou na velmi
dobré urovni.

Po obsahu, tvodu a cilech prace piedlozené k obhajobé, pak nasleduje vlastni ¢ast
prace. Prace vysvétluje cil, ktery vychéazel z konkrétnich pozadavki- a to - vyvinout vhodnou
chromatografickou metodu pro stanoveni vitaminu D a jeho metabolitli, ale také ostatnich
liposolubilnich vitamint v lidském séru pro mozné komplexni hodnoceni stavu pacienta,
adresovanych na Vyzkumnou laboratot III. Interni gerontologicko-metabolické kliniky ve
Fakultni nemocnici v Hradci Kralové, kde kandidatka pracovala Vv pribéhu celého
doktorského studia.

Pravé na vyvoji extrakénich metod — jak Vv séru, tak pro stanoveni liposolubilnich
vitamini v matefském mléce (pro potfeby Mlécné banky ve FN v Hradci Kralové), jejich
validovani a zavedeni téchto extrakénich metod do rutinni praxe kandidatka pracovala. Dale
se spolupodilela na feSeni vyznamnych vyzkumnych projekti FN Hradec Kralové- a to
vV ramci spoluprace Vyzkumné laboratofe III. Interni gerontologicko-metabolické kliniky
zejména ve spolupraci s klinikou Onkologie a radioterapie, kdy jsou v séru pacientd
sledovany zmény rGznych parametrti v prub¢hu lécby. Déle vyznamnym projektem bylo
zpracovani vzorkl pacientli 1é¢enych LDL aferézou a rheoferézou.

Lze uzavrit, Ze prace vysvetluje cil disertacni prace a objasnuje zvolené a pouZité védecké metody
Feseni problematiky a konecné se zabyva vysledky reseni aktualni problematiky s jasnym vymezenim
novych védeckych poznatkii, které jsou prinosem kandidatky.

PredloZzena prace je ,,de facto* rozdélena na 2 zakladni hlavni ¢asti - a to ivodni
cast s nazvem: 4. Teoretickd vychodiska, kterd se skladdaji z nésledujicich casti — 4.1
stanovované liposolubilni vitaminy (vitaminy A, E, D), jejich fyzikalnich a chemickych
vlastnosti a dale 4.2 separa¢nich metod — jejich vyuziti v klinické praxi a vyzkumu. Jsou zde
vysvétleny chromatografické metody, plynova a kapalinova chromatografie, elektroforetické
metody a dalSi separacni metody, jako napf. precipitace, filtrace, centrifugace a extrakce.
Déle nasleduje kapitola — 4.3 stanoveni vitaminu D a ostatnich liposolubilnich vitamina
Vv lidském séru, ktera se zabyva klinickym zdlvodnénim, sloZenim matrice a moZnostmi
stanoveni. Nasleduje kapitola 4.4 stanoveni retinolu a o - tokoferolu v matefském mléce,
ktera je rozdélena na nékolik ¢asti- kterymi jsou: sloZeni matrice a moznosti stanoveni.

Dale nasleduje vlastni experimentalni ¢ast, rozdélena na 2. ¢asti — a to na Experimentalni
¢ast | (6)- zabyvajici se stanovenim vitamini A, E a D v lidském séru, kterou piedchazi jesté ¢ast 5,
tykajici se pouzitého pfistrojového vybaveni- sloZzeného celkem ze 2 chromatografickych sestav (5.1)
— a to HPLC (Prominence Shimadzu- Kyoto, Japonsko) a wultra uéinné kapalinové
chromatografie/UHPLC/ (Nexera Shimadzu- Kyoto, Japonsko) a dale informace o vybaveni pouzitém
pfi piipravé vzorki z kapaliny do kapaliny ¢i na pevnou fazi (5.2).

Ve vlastni experimentalni casti 1 informuje kandidatka o chromatografickych separacich
vitamintt (6.1), separacich na monolitnich kolonach, na kolonach s pevnym jadrem a poréznim
povrchem, 6.2 o pfipravé vzorkl pted chromatografickou separaci — a to extrakcich na pevnou fazi
(SPE) a z kapaliny do kapaliny (LLE) se zavérem (6.3) shrnujicim vyvinuté postupy upravy vzorku
(SPE a LLE) na zaklad¢ ptitomnosti interferujicich latek, vytéznosti a preciznosti postupu.

Experimentalni ¢ast II — se zabyva stanovenim retinolu a o - tokoferolu v matetském mléce a
sklada se z Casti- pouzité chemikalie a pfiprava roztokl (7.1), chromatografické metody (7.2),
vyvoje postupu pro piipravu vzorku (7.3), ktery je rozdélen na podkapitolky — optimalizace
deproteinace a saponifikacniho procesu, optimalizace LLE.
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Déle nasleduje podkapitola 7.4- optimalizovany postup piipravy vzorkl, sestavajici
z validace extrakéniho postupu a aplikace metody se zavérem (7.5), ze vyvinuta extrakeni
metoda je vhodna pro testovani matefského mléka v mlé¢né bance a Ze stanoveni vitamin
umoziuje podavat mléko s optimalnimi koncentracemi retinolu a o - tokoferolu- podle
pozadavkul u konkrétniho novorozence.

Validace metody piipravy vzorku a vysledky statistického hodnoceni koncentraci
retinolu a o - tokoferolu v pribéhu laktace byly publikovany v r.2012 v Casopise
TALANTA.

Posledni velmi dulezitou ¢ast disertacni prace tvofi 9 piiloh, kterymi jsou publikace
(13.1-13.9) kandidatky — s podilem jeji prace na analytické Casti, napr-.:

13.1 Kasparova, M., Plisek, J., Solichova, D., Krcmova, L., Kucerova, B., Hronek, M.,
Solich, P.: Rapid sample preparation procedure for determination of retinol and alpha-
tocopherol in human breast milk. Talanta, 93, 2012, 147-152. (cit.1x, 1F-3,498)

13.4 Melichar, B., Kalabova, H., Krcmova, L., Kasparova, M., Plisek, J., Hyspler, R.,
Studentova, H., Zezulova, M., Holeckova, P., Pecka, M., Solichova, D.: Urinary neopterin,
serum retinol, alpha-tocopherol and homocysteine in breast cancer patiens during treatment
with bevacizumab and chemotherapy. Pteridines, 21 (4), 2010, 87-93. (cit.1x, 1F-0,404)

13.6 Melichar, B., Kalabova, H., Krcmova, L., Kasparova, M., Malirova, E., Melicharova,
K., Pecka, M., Hyspler, R., Solichova, D.: Serum Homocysteine, cholesterol, retinol, alpha-
tocopherol, glycosylated hemoglobin and inflammatory response during therapy with
bevacizumab, oxaliplatin, 5- fluorouracil and leucovorin. Anticancer Res., 29 (11), 20009,
4813-4820. (cit.4x, 1F-1,428)

13.7 Krcmova, L., Urbanek, L., Solichova, D., Kasparova, M., Vickova, H., Melichar, B.,
Sobotka, L., Solich, P.: HPLC method for simultaneous determination of retinoids and
tocopherols in human serum for monitoring of anticancer therapy. J. Separation Sci., 32,
2009, 2804-2811. (cit.6x, IF-2,551)

13.8 Cincibuch, J., Melichar, B., Studentova, H., Kapustova, M., Malirova, E., Solichova, D.,
Krcmova, L., Kasparova, M., Schneiderka, P., Juranova, J., Sramek, V., Cwiertka, K.: Serum
neopterin, retinol and alpha-tocopherol in patiens with the carcinoma of the esophagus.
Pteridines, 20 (2), 2009, 49-53. (cit.1x, 1F-0,379)

Disertacni prace je zpracovana peclivé, Ctivé, je prehledné Clenéna a ma logickou
navaznost. Literarni citace jsou psany ve zkracené formé, coz se piipousti, ale podotykam, ze
jako oponent bych radéji uvital Gplné citace.

Vedle téchto 9 ptiloh, coz jsou publikované ¢lanky, feSici danou problematiku, vzdy
sIF vrozsahu od 0,379 do 3,498 (Talanta) je kandidatka 1 x prvni autor, Vv dalSich
publikacich pak spoluautor- a to: 3 x ¢tvrty, 3 x Sesty, 1 x osmy a 1 x desaty.

Dale jsou uvedeny ostatni publikace (celkem 7) vzdy s IF vrozsahu od 0,444 do
3,794, kde je kandidatka opé€t spoluautorkou (mé& na publikacich podil- a to: 1x druhy,
4 x ¢tvrty, 1 x Sesty, 1 x sedmy) a konecné prehled odbornych sdéleni (celkem 9) - vétsSinou
posterti- na domacich i zahraniénich konferencich — a to napf. v Recku, Turecku, Finsku,
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Spanélsku a na Slovensku. Kone¢né nasleduje prehled o kandidatkou bud’ fesenych
grantovych projektech (FRVS), ¢i na kterych se jako Clen feSitelskeho kolektivu nebo
spolufesitel grantu spolupodilela- napi. IGA MZ CR, GAUK aj.

Aktualnost zvolené problematiky:

Prace vyznamné pfispéla k zavedeni modernich analytickych postupli, umoznujicich
podstatné rychlej§i pfipravu vzorkd biologického materidlu, méné nez 45 minut. Pro
stanoveni vitaminu D, A, E v séru byly vyvinuty postupné 2 metody, a to- separace na dvou
sériové zapojenych monolitnich kolonach (Chromolith Performance RP-18e), coz umoznilo
separace béhem 6,5 min, separace na kolon¢ s ¢asticemi s pevnym jadrem (Ascentis Express
RP-Amide 75x3mm - s vyuzitim gradientové eluce), coz umoznilo separace béhem 8,5 min.
Dale byl vyvinut postup pfipravy vzorki pro stanoveni retinolu a o - tokoferolu v matefském
mléce. Prace umoznila pfedevsim urychleni separaci jednotlivych analytt a problematiku Ize
povazovat za vysoce aktualni. Prace ma velky vyznam vzhledem k vyuziti téchto metod
predev§im pro praxi a klinicky vyzkum - pro potieby riznych zdravotnickych pracovist —
jako napt. Vyzkumnou laboratof III. Interni geronto-metabolické kliniky, Mlécnou banku
v Hradci Kralové nebo kliniky Onkologie a radioterapie ve Fakultni nemocnici v Olomouci a
v Hradci Kralové aj.

Cil disertacni prace:

Cil predlozené disertaéni prace vyvinout vhodnou chromatografickou metodu pro
stanoveni vitaminu D a jeho metabolitli, ale také ostatnich liposolubilnich vitamint v lidském
séru pro mozné komplexni hodnoceni stavu pacienta véetné vyvoje vhodnych extrakénich
metod — jak v séru, tak pro stanoveni liposolubilnich vitamini v matefském mléce, jejich
validovani a zavedeni téchto extrak¢énich metod do rutinni praxe, na kterych kandidatka
pracovala piedevs§im, byl splnén. Spolupodilela se dale na feSeni vyznamnych vyzkumnych
projekti FN Hradec Kralové - a to v ramci spoluprace Vyzkumné laboratote III. Interni
gerontologicko-metabolické kliniky, kliniky Onkologie a radioterapie a napi. Mlé¢né banky
ve FN v Hradci Kréalové.

Zvolené metody prace:

Zvolené metody prace odpovidaji stavu poznéani v dané dobég, dale technickému vybaveni a
moznostem pracovisté. Kandidatka dale spravné vybrala reagencie, chemikalie a spotiebni
material k dané praci, vyborné se v praci orientovala a navic k tomu vyuzila i nejnovéjsi
podklady ziskané na zaklad¢ feSeni diplomovych magisterskych praci a projektt.

Vysledky prace:
Spocivaji hlavné v optimalizovaném postupu Upravy vzorki-

a) ato v prubéhu vyvoje vhodné chromatografické metody pro stanoveni vitaminl A, E a
D vlidském séru, kdy byly testovany rtizné druhy stacionarnich fazi — a to na
monolitnich kolonach a na kolonach s pevnym jadrem. Vyvinuté postupy tpravy vzorki
(SPE a LLE) byly porovnany na zakladé pfitomnosti interferujicich latek, dale vytéznosti a
preciznosti postupu v souladu s doporucenimi FDA.

b) Dale se jednalo o piipravu vzorkd pro stanoveni retinolu a o - tokoferolu v matefském
mléce, ktera zahrnovala optimalizace deproteinace, saponifikace a extrakce. Vse bylo
obdobn¢ statisticky ovéteno- pravdivost (diive spravnost), preciznost (diive piesnost).
Vytéznosti validované metody pro vSechny hladiny obou vitamin, odobné i

preciznost metody byly v souladu s pozadavky FDA.
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Prednosti disertacni prace:

Prace je predevsim kvalitnim pifehledem feSené problematiky s detailnimi popisy, velmi
hodnotnymi vysledky, shrnutymi v tabulkdch a piehlednych grafech, dolozenymi fadou
vynikajicich publikaci, které maji vSechny IF.

Nedostatky diserta¢ni prace:

V abstraktu je uvedeno pracovisté, katedra, skolitel a nazev disertacni prace- zde bych pro
piehlednost uvital jest¢ informaci v jakém doktorském studijnim programu, abych uvedené
nemusel na webové strance Farmaceutické fakulty UK sam dohledavat. Hodnotu dila vSak
vyznamn¢ nesnizuji ani n¢které drobné nedostatky formalniho razu, napt.:

a) Jiz v podékovani se kandidatka dopustila rozporu v uvadeni titulti pred jménem dle
platnych pravidel ceského pravopisu (viz psani titul dle pravidel ¢eského pravopisu,
kdy zkratka védecko-pedagogického titulu profesor a docent se piSe s pocateénim
pismenem malym — tj. prof., doc.) - prof. RNDr. Petru Solichovi, CSc. — spravné a
Doc. RNDr. Dagmar Solichové, Ph.D - S$patné. Nasledn¢ kandidatka v textu
podékovani pokracuje u vSech dalsich titula Prof. a Doc. velkym pismenem, coz je
opét nepresné.

b) Dalsi nepfesnost se tyka uvadéni nazvi enzymu, napi. str. 44: lipazy,
amylazy,..laktoperoxiddzy, protoze Nomenclature Committee of the International
Union of Biochemistry and Molecular Biology (zkr. NC-IUBMB) v Classification and
Nomenclature of Enzymes by the Reactions they Catalyse zde za spravné povazuji
pouze nazvy- lipasy, amylasy,.. laktoperoxidasy. Prouvadéni spravnych nazva
Vv jazyce Ceském jest¢ dale odkazuji na http://natur.cuni.cz/chemie/educhem/ke-
stazeni/pokyny_zaverecne_prace.pdf (pozn.: zavaznad koncovka pro sacharidy je
pouze -osa - napiiklad glukosa, idosa, gulosa, sacharosa) - coz se tyka napf. str.45, kde
je opét uveden ne Gplné spravné nazev laktoza aj.

Vzhledem k rozsahu disertacni prace se kandidatka neubranila nékterym drobné&jSim
tiskovym chybam, coz je patrné teprve pii, opravdu velmi peclivém, pteéteni textu, které jsou
vSak spiSe ojedin€lé, napf. str. 44 (odst. 1, 5. véta): antimikrobialnich funkce imunoglobulinti
IgA, kaseinu,.... a -laktalbuminu and laktoperoxidazy jsou umoznény...Na str. 41 nebylo
nutné psat nazev cysticka fibroza, sarkoidéza ¢i histoplazmoéza s velkymi pismeny. Rliznych
mensich preklepi je samoziejmé vice, napi. na str. 119: autor- A. Svobodnfk- ma byt
Svobodnik.

Dotazy na kandidatku :

1. Zda se kandidatka nekdy pracovala s imunoafinitnimi kolonkami a mohla by vysvétlit na
jakém principu pracuji, jaké maji vyhody a dale - zda ji neni znamo, jestli se jiz nezacinaji
vyuzivat 1 pro stanoveni vitaminQ ?

Zavéry:

Kandidatka zpracovala piehlednou a kvalitni disertaéni praci, ktera jasné¢ dokumentuje
ziskané vysledky experimentalni prace a prokazala v ni velmi dobrou schopnost samostatného
tvircitho feSeni. Po odborné strance dosahla vSech hlavnich cil a splnila tak zadéni
stanovené na $kolicim pracovisti. Prace je dobfe vyuzitelna, jak v dalsi védecké i ucitelské
praci, protoze predstavuje velmi dulezity studijni a informacni material. Co ale opét
vyzdvihuji nejvice a ¢eho si velmi cenim, Ze mé vyznam nejenom pro vyzkum, ale zejména
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pro praxi, protoze vysledky jsou velmi dobie vyuzitelné v klinické praxi — jak k monitorovani
pacientll s S onkologickymi 1 jinymi onemocnénimi, tak pro potieby Mléné banky ve FN
v Hradci Kralové.

Proto podle § 47 odst. 4 zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych $kolach navrhuji piislusné
komisi prijmout jeji praci jako podklad k udéleni titulu PhD.

V Hradci Kréalové, dne 18. srpna 2013 Podpis: F. Malif
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