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Disertacni prace prezentuje inovativni postup pro pfipravu referenénich vzorkd pro LC-MS
stanoveni endogennich latek, kde neni mozné vyuZit prazdnou biologickou matrici. Tento
postup byl vyvinut pro stanoveni ZluCovych kyselin v plazmé a posléze aplikovan do analyzy
vzork(l vramci klinického i preklinického vyzkumu. Uvodni teoretickd ¢ast je zejména
zamérena na charakterizaci Zlu¢ovych kyselin a analytické metody jejich stanoveni. Jsou zde
diskutovany problémy spojené s validaci bioanalytické metody pfi absenci prdzdné matrice i
zplsoby, jak je tento problém konvencné reSen. Teoretickd ¢ast je ndsledovdna shrnutim
cili. Metodicka cast prehledné popisuje vSsechny potfebné experimenty. Vysledky jsou
spojeny s diskuzi. V ramci experimentalni prace jsou nejprve porovnany béiné vyuzivané
zastupné matrice a je vybrana ta nejvhodnéjsi pro kvantifikaci zlu¢ovych kyselin. Nasleduje
vysvétleni postupu pfripravy referencnich vzorkd kombinujici stanoveni endogennich
koncentraci a zndmého pridavku analytl do autentické matrice. Metoda je poté plné
validovdna podle doporuceni pro validaci bioanalytickych metod. Prvni aplikaci metody je
stanoveni koncentraci a profilu Zlu¢ovych kyselin v plasmé gravidnich Zen s cilem odhalit
moZnou spojitost s nefysiologickym pribéhem téhotenstvi. DalSimi aplikacemi jsou
stanoveni ZluCovych kyselin v plasmé potkand a mysi s indukovanou cholestazou s cilem
prispét k odhaleni mechanismu této patologie. Vysledky experimentdlni prace jsou shrnuty
v zavéru.

Prace je sepsana jasné a vystizné a svédéi o dobré orientaci autora ve studované
problematice. Zformdlniho hlediska prace obsahuje malé mnoiZstvi ne zcela vhodnych
formulaci napr: detektor lze nasadit..., elektrosprej provozovany v negativnim modu...

Napln experimentalni prace pfinasi nové poznatky jak to oblasti bioanalyzy endogennich
latek, tak prostfednictvim aplikace metody to klinického i preklinického vyzkumu. Vysledky
prace byly publikovany, pfipadné byly v dobé odevzdani prace vrecenznim Fizeni,
v Casopisech s IF (3x). Kromé publikaci pfimo souvisejicich s disertacni praci je doktorand
autor nebo spoluautor dalSich védeckych ¢lank( publikovanych v ¢asopisech s IF. Celkem je
2x prvni autor a 3x spoluautor publikovanych ¢lankd a 1x prvni autor u €lanku v recenznim
fizeni.

K praci mam nasledujici pfipominky, dotazy ¢i ndméty do diskuze:

e Str. 22, 26: Terminy ,dcefiné ionty” a ,rodicovské ionty” nejsou dle UPAC
doporucovany. Podobné pak termin ,hmota“ neni zcela spravny.

e Str. 27: Vyuiivali jste také tzv. ,konfirmacni prechody“? Bylo to vibec moiné,
vzhledem k fragmentacnimu chovani analyt?



e Str. 28: Jaky mate ndzor na obecny jev, ktery je v bioanalyze v souc¢asné dobé vidét,
kdy je vnitfni standard pfiddvany do precipitacniho cinidla, nikoliv pfimo do
biologické matrice? Koriguje takto pfidany standard dostatecné variabilitu vytéZnosti
analytu pfi Upravé vzorku?

e Uvadite, Ze jednim z hlavnich predpokladd pro pouZiti nového postupu pfripravy
referencnich vzork(l je absence matricovych efektl. Myslite, Ze by byl postup
pouzitelny i v pfipadé, Ze nebude moiné vyuZit jako vnitfni standard izotopicky
znaceny analog, ktery tyto jevy obvykle pomérné dobre koriguje?

e Ovlivni pfipadna nizsi vytéZnost extrakce analytl z plasmy stanoveni endogenni
koncentraci, pfi pouziti 50% metanolu jako zdastupné matrice pro pfipravu
kalibra¢nich vzork(?

e Bylo by zajimavé vidét, jaky je rozdil mezi koncentraci Zlucovych kyselin stanovenou
z realnych vzorkl s vyuZitim 50% methanolu jako zastupné matrice a nové vyvinutého
postupu.

e Vramci disertacni prace byly analyzovdny vzorky jak zklinické studie, tak
z preklinickych experimentl s malymi zvifaty. Byla prace se vzorkem od malych zvirat
néjak specifickd v porovnani se vzorky z klinické studie?

Zavérem lze shrnout, Ze RNDr. Martin Uher prokazal schopnost samostatné védecké prace.
Vysledky, které ziskal v pribéhu doktorského studia, jsou nové a originalni. Jejich kvalitu
mimo jiné dokladaji publikace v ¢asopisech s IF.

Disertacni praci Mgr. Uhera proto doporucuji k obhajobé jako jeden z podkladd pro
udéleni titulu Ph.D.
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