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PredloZena disertaéni prace ma celkem 180 stran, véetné pfehledu publikaéni ¢innosti, feSenych
grantt a pfiloh ve formé odbornych €ldnkid. V Gvodu autorka diskutuje vyznam separaénich
analytickych metod jako moderniho nastroje umoziiujiciho fadu dileZitych biochemickych a
klinickych vySetfeni. Nésleduji cile prace, které piimo souvisi predeviim s poXadavky na
analyzy ve Vyzkumné laboratofi III. Intern{ gerontologické kliniky FN v Hradci Kralové. Poté
nasleduji Teoretickd vychodiska, kde autorka nejprve charakterizuje fyzikalni a chemické
vlastnosti analyzovanych vitamin{i (vitaminy skupin A, E a D) a poté se zabyva vyuZitim
separacnich metod v klinické praxi a vyzkumu. Tato kapitola je dale &len&na na podkapitoly
zamefene na metody chromatograficke, elektroforetické a daldi, uZzivané pfedevsim pri Gpravé
vzorku. Pomémé znafné st teoretické &4sti je vénovana stanoveni vybranych vitamind
v lidském séru a matefském mléce, véetné v soucasnosti komer&né dostupnych kitd pro
chromatografii, imunochemické stanoveni atd. Po teoretické &asti nasleduje kapitola
,»Pristrojové vybaveni®, kterou by bylo, dle mého nazoru, vhodnéji zatadit jako soudast
Experimentélni ¢asti.

Experimentéilni ¢4st je rozdélena do dvou podkapitol. Cile prvni bylo vyvinout a validovat
metodu pro stanoveni vitamint A, E, D a metabolitt vitaminu D a také se zabyvat optimalizaci
podminek pro izolaci téchto latek ze séra. Nejprve byly pro separaci vybranych analytd
testovany monolitické kolony a byly vyvinuty a validovany podminky pro sou€asnou analyzu
standardi vitamind. Poté byly pro separaci vitamind D, retinolu a a-tokoferolu otestovany
kolony s pevnym jadrem a jejich u€innost a dalsi vybrané chromatografické parametry byly
porovnany s kolonami s pIné poréznimi Casticemi. Vybrané podminky byly validovany.
Nasledovala optimalizace podminek extrakce vitaminii ze séra, kdy byly srovnavény SPE a
LLE. Metoda LLE spolu s analyzou na koloné Ascentis Express RP-Amide byly nakonec
pouzity ke stanoveni koncentraci vitaminti D a retinolu v séru dobrovolniki.

Druhd ¢ast experimentélni prace byla zaméfena na optimalizaci metody extrakce retinolu a a-
tokoferolu z matefského mléka. Byl optimalizovan proces deproteinace, saponifikace i LLE a
metoda byla nakonec pouZita pro analyzu nékolika realnych vzorki matefského mléka. Tato
préace byla publikovéna v ¢asopise Talanta.

V zavéru disertatni price je uveden seznam pouzitych zkratek, citované literatury (154
literarnich zdroji), publikaci, prezentaci a feSenych grantii. Jako ptilohy jsou zatazeny kopie
celkem 9 €lankd publikovanych v impaktovanych €asopisech, u kterych se autorka podilela na
analytické Casti a které maji souvislost k textu disertacni prace. U jedné z t&chto praci je Mgr.
Drastikova prvni autorkou (Talanta, IF: 3,498) a v ostatnich pfipadech je souéasti autorského
kolektivu. Kromé téchto praci je spoluautorkou dalich 7 impaktovanych ¢lankd.

Préace je zpracovéna piehledné€ a peclivé, obsahuje pouze malé mnozstvi gramatickych chyb a
preklepu, které jsou béZné pro préce tohoto rozsahu. K drobnym formalnim chybam patii napt.
tabulka 8: Prague. Str. 52 a déle (str. 58) seznam standardii a chemikalii je uvadén v tabulkach,
které v8ak nemaji popisek.



K praci nemam po obsahové strance Zadné vyznamnéjsi vyhrady, pouze nékolik pfipominek a
naméta k diskuzi.

Dotazy a pripominky:

e  Str. 48: Tabulka 6: Kolona Ascentis RP-amide. Jaka je velikost ¢astic u této kolony?

e Str. 55: ...“Parametry, které nespliiuji stanovené poZadavky, jsou v tabulce 9
pieskrtnuty*.. Které to jsou, v tabulce neni patrné Zadné preSkrtnuti.

e Str. 55-57: V jaké koncentraci byl pouzivan L. S.? Jakym zplsobem byly stanoveny LOD
a LOQ a podle &eho bylo vybirano rozmezi koncentraci pro hodnoceni linearity?

e Str. 64: Profil gradientu. Gradient se sniZzujicim se zastoupenim silnéjsi elu¢ni slozky
(acetonitrilu) neni obvykly. Byl néjaky specificky diivod pro jeho pouziti?

e Str. 69-70: Podminky SPE extrakce. Po precipitaci ethanolem nanasite supernatant na
kolonku pfimo, coZ znamena, Ze analyty jsou rozpustény v rozpoustédle o pomémé vysoké
eluéni sile. Nebylo by moZné zvysit vytéZnost nafedénim vzorku vodou?

e Str. 69: Uvadite, Ze zvy3eni u€innosti eluce bylo dosaZzeno zménou sloZeni eluéniho ¢inidla
(n-hexan/2-propanol), ale v dal$i préaci (str. 70, popis validované extrakéni metody) jste
pouzivali pivodni eluéni postup. Pro¢ tomu tak bylo?

e  Str. 73: Pro zlep3eni uvolnéni analytd z proteinovych nosi¢i byl testovan vliv EDTA. Mate
n&jaké vysvétleni, pro¢ pravé EDTA zvysila uvolnéni vitamint z vazby?

e V praciuvadite, Ze provadite validaci podle FDA. Jakou konkrétni smérnici jste vyuzivali?

e Jaka byla Vase zkusenost s kolonami Ascentis Express, co se tyka Zivotnosti pfi analyzach
biologického materialu?

Zavér_a doporudeni: Mgr. Markéta Drastikova prokédzala schopnost samostatné védecké
prace, vysledky které ziskala, jsou nové a origindlni a vétSina z nich jiz byla usp&s$né vyuzita
v klinické praxi a vyzkumu. Z prace i publikadni aktivity doktorandky je patrny
interdisciplindrni pfesah i spoluprace se §irSim vyzkumnym teamem, jeZ dovoluje spojit
moderni trendy v separaénich metodéach s poZadavky realné klinické praxe.

Prace plné& spliiuje pozadavky kladené na disertacni price, proto ji doporucuji k obhajobé
a udéleni titulu Ph.D.
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