Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Petra Sadilka ,,Moderni
trendy v upravé vzorki z biologického materialu k analyze vybranych

biologicky aktivnich latek*

Disertacni prace Mgr. Petra Sadilka se sklada z n¢kolika dil¢ich celki, které se snazi
postihnout celou problematiku instrumentalni bioanalyzy xenobiotik, od odbéru a uchovani
vzorku, pies jeho zpracovani a extrakci analyti, nédslednou analyzu, vyhodnoceni dat a
interpretaci vysledkti. Velmi peclivé a prehledné jsou zpracovany moderni metody oSetieni
vzorku biomatrice, které vychazeji z denaturace, extrakce mezi dvéma nemisitelnymi
kapalinami (liquid-liquid extrakce, LLE) a extrakci na pevné fazi (solid-phase extrakce, SPE).
Vyznamnou soucasti disertaéni prace je kapitola zabyvajici se materialy s omezenym
piistupem (Restricted Access Materials, RAM). Tyto moderni extrakéni sorbety jsou
pouzitelné v in-line (on-line) extrakci provadéné v automatickém rezimu piimo
v chromatografické sestavé s pouzitim techniky ptepinani kolon (CSW).

Experimentalni ¢ast disertani prace se zabyvala vyvojem a validaci bioanalytickych
HPLC metod vybranych exogennich latek (xenobiotik), konkrétné vitamind A, E via RAM /
CSW-HPLC-UV) vplasmé a séru a stanovenim statinll (simvastatinu a atorvastatinu +
metabolitll) v séru a lipoproteinovych frakci metodou SPE-UPLC-MS/MS.

Teoreticky tivod kvalifika¢ni prace obvykle koresponduje s problematikou, ktera je
feSena V experimentalni cCasti. Prvni 30-strankovy blok se pokousi sumarizovat preanalytické
vlivy na vysledek laboratorniho vySetfeni. Cast nazvana osoba pacienta popisuje faktory,
které mohou ovlivnit vysledek laboratorniho vySetfeni. Nezpochybiiuji vyznam
presentovanych faktorti a jejich ptipadnych vlivi na vysledky biochemického vySetieni.
Informace o zménach fyziologickych hladin endogennich latek (eobiotik) mohou vyznamné
piispét ke spravné diagnoze, ale podle mého ndzoru tématicky nezapadaji do problematiky
fesené v této jinak velmi dobré disertacni praci. Presentovana prace Mgr. Sadilka se zabyva
vyvojem a validaci HPLC metod pro analyzu xenobiotik (vitamin®, 1éki) a nikoli
endogennich latek. Bylo by zajimavé sledovat vliv zmény koncentraci nékterych produkti
intermediarniho metabolismu v biomatrici na extrakci a HPLC stanoveni. Ocekaval bych
tudiz spise studium konsekvenci mezi vlivem nékterych nefyziologickych stavii na slozeni
vzorku biomatrice, na vytéznost extrakce analytll a na jejich HPLC stanoveni. Napi.: vliv

potravy a jinych faktorGi na tvorbu chylosniho vzorku séra nebo plasmy a nasledny vliv



chylosni biomatrice na extrahovatelnost xenobiotik; vliv pfimési krve v hemolytické krevni
plasmé nebo séru na koeluci absorbujicich fragmentd krevnich barviv s xenobiotiky a jejich
vliv na UV detekci; nebo vliv zvySené piitomnost fosfolipidd ve vzorku na matrix efekt
v LC-MS/MS stanoveni xenobiotik). Podobné napiiklad na strané 41-42: odbér sputa a
vytéry a stéry sliznic pro mikrobiologické vySetieni a kultivaci bakterii, vira plisni, odbér
zalude¢niho obsahu nekoresponduji S instrumentalné analytickym zaméfenim prace a mohlo
byt vynechano. K ostatnim ¢astem disertace mam jen drobné pfipominky, které jsou uvedeny
v dotazech.

Autor se béhem své postgradualni vychovy zucastnil aktivné tii zahrani¢nich (26th
ISC 2006, Kodan; Point Meeting 2006, Marburg; IS on luminiscence spectrometry, Bologna)
a jedné tuzemské konference (Syntéza a analyza 1é¢iv, Velké Karlovice), na kterych postupné
presentoval dil¢i vysledky své experimentalni prace. Findlnim vysledkem autorovy
postgradudlni vychovy bylo sepsani ctyf publikaci, které byly zvefejnény v prestiznich
impaktovanych zahrani¢nich periodicich: 1 review v TRAC (IF=6,602), 1 ptavodni prace
v Current Analytical Chemistry (IF=1,809), 1 prace v periodiku Ateroskleroza a jedna
v Journal of Chromatography B (IF=2,971).

Zavér :

Predlozena disertani prace Mgr. Petra Sadilka spliiuje pfes nékteré vyse zminéné
vyhrady poZzadované formalni i obsahové nélezitosti. Autor béhem své postgraduélni vychovy
studoval preanalytické vlivy, seznamil se velmi detailné s problematikou modernich metod
pfipravy biomatrici k analyze s vyuzZitim vysoceuinné kapalinové chromatografie. Detailné
prostudoval moZnosti on-line extrakce pfimo v chromatografickém systému pomoci
extrakénich kolon plnénych sorbetem s omezenym ptistupem (RAM) v sestavé HPLC
s technikou pfepinani kolon (CSW). Vysoce hodnotim review zaméfené pravé na
problematiku RAM/CSW, které bylo presentovano v TRAC, a od roku 2007 zaznamenalo jiz
32 citacnich ohlast. Teoretické poznatky nacerpané béhem postgradualniho studia vyuzil
Mgr. Sadilek v experimentdlni €innosti, kterd vyustila ve vyvoj a validaci bioanalytickych
HPLC metody pro soucasné stanoveni A a E vitaminu a HPLC metody pro kvantifikaci dvou
statinll a jejich metabolitli. Tyto metody byly rovnéZ opublikovany v prestiznich periodikéch.

Se zietelem k vySe uvedenym skute¢nostem doporucuji proto, aby disertacni prace
Mgr. Petra Sadilka byla pfijata k obhajobé a stala se podkladem k udéleni védecké hodnosti
PhD.



Dotazy, pripominky a naméty do diskuse :

Str.9... na misto starSi zkratky LOQ doporucuji pouzivat frekventovanéjsi zkratku LLOQ
(lower limit of quantitation) jako protilenlou hodnotu ULOQ (upper limit of
quantitation), které vymezuji rozsah pouzitelnosti validované metody.

Str.13, radek 6-14...Mezi aplikacemi instrumentalni analyzy biologicky aktivnich latek
postradam ADME studie, zejména farmakokinetické a bioekvivalencni studie. Autor
disertace ma prokazat celkovy ptehled a SirSi orientaci v problematice, nikoli zminit
pouze aplikace, se kterymi se ve své praxi setkal.

Str 34, radek 7....monitoringu

Str 45, radek 12....kyselina fosfatova...???

Str 46, radek 1....Material mtze byt rozmrazen a zamrazen jen jednou...???

Str48............... Postradadm zminku o vyznamu Potterova-Elvehjemova homogenizatoru.

Postradam zminku o vyznamu 1.S. Kdy a pro¢ se ptidava do biomatrice???

Str 49, fadek 18....10° Da

Str 57, obr. 12...... chybi jednotky g pro ziskani jednotlivych frakei (supernatantt a pelet)

Str 59, obr.15....... Jak se perforuje centrifugacni zkumavka?

Str 61, Fadek 1-4....derivatizace aminokyselin a dal$ich amfoternich analytu je stale velmi

frekventovana

Str 62, Fadek 5....LLE se bézn¢€ provadi v délici nalevce (k analytickym ucelim nikoli)

Str 69, str. 89, radek 5-7..Jak hodnotite DLLME z pohledu ochrany zivotniho prostiedi
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