Oponentsky posudek diserta¢ni prace PharmDr. Jany Malakové:

Kvantitativni analyza 1é¢iv v biologickych materidlech separa¢nimi metodami.

PiedloZena disertaéni prace ma celkem 125 stran. Z celkového rozsahu je 34 stran vénovano
teoretické Casti. Na 60ti stranach je uveden komentovany soubor publikaci, tj. kopie
otisténych praci a komentaie k nim, diskuze a zavér. Prace ma vSechny dalsi nalezité ¢asti, tj.
ptehled publika¢ni ¢innosti uchazecky, souhrny v ¢eském a anglickém jazyce, seznam pouzité
literatury a seznam zkratek, podékovani, prohlaseni a obsah. Po formalni strance je prace
peclivé zpracovana, coz znacné usnadnilo oponenturu.

Komentovany soubor tvoii 5 publikaci jichz je uchazecka prvni autorkou. Z tohoto poctu jsou
2 publikace v ¢asopise s vysokym impaktnim faktorem (IF 3) Journal of Chromatography B,
které uvadeji vysledky vyvoje a validace HPLC metody na stanoveni galantaminu a
metabolith a HPLC s chiralni separaci enantiomerti warfarinu. Jedna se o originalni prace

s vysokou kvalitou, ktera odpovida naro¢nosti oponentniho fizeni v uvedeném casopise. Dalci
2 prace jsou také bioanalytické a byly otiStény v Casopise s niz§im IF. Posledni prace
(uvedena jako tieti v potadi) je aplikacni a bioanalytickou ¢ast podrobné neuvadi.

Stanoveni galantaminu a jeho metabolitli prvni faze eliminace bylo provedeno HPLC

s fluorescencni detekci. K extrakci analytll z plazmy a homogenatu jaterni tkané byly pouzity
kolonky se smiSenym sorbentem MCX. Jako vnitini standard byl pouzit kodein. ldentifikace
metaboliti byla provedena porovnanim s autentickymi standardy pomoci detektoru diodového
pole a metodou tandemové hmotnostni spektrometrie. Validace byla provedena velmi peclivé
a k vyhodnoceni byly pouzity standardni postupy podle metodického doporuceni FDA.

Otazka 1: K této praci mam nasledujici dotaz: spravna kvantifikace 1é¢iv a metaboliti

z pevnych vzorkt je vzdy problematickd z diivodu vlivu postupu piipravy vzorku na
vytéznost — predpoklada se stejna vytéznost ptidavku standardu latky/metabolitu ke tkdni jako
latky/metabolitu ve tkani obsazené a vliv postupu piipravy mize byt vyrazny. Srovnavali jste
vice postupli homogenizace tkané?

Druhé prace popisuje HPLC s chiralni separaci enantiomerti warfarinu a fluorescencni detekci
pro potieby in vitro experimentl. Poprvé byla separace provedena na kolon¢ obsahujici
sorbent na bazi makrocyklickych glykopeptidl. Pfinos prace spociva predevSim v prvnim
pouziti zminéného sorbentu.

Otazka 2: Teoreticka ¢ast prace se strucné dotyka také vyuzitelnosti bioanalytickych
separacnich metod pro terapeutické monitorovani 1é¢iv. Pro kterd 1éciva se v soucasnosti
povazuje chiralni separace pii TDM za piinosnou?

Prace 4 zabyvala vyvojem a validaci metod na stanoveni topiramatu v plazmé plynovou
chromatografii s NPD a hmotnostni detekci (jednoduchy kvadrupol). Byla pouZita extrakce
z kapaliny do kapaliny a derivatizace topiramatu a vnitiniho standardu. Prace byla otisténa
v Caspise Chromatografia s IF 1,2.

Prace 5 popisuje vyvoj a validaci metody na stanoveni 8-methoxypsoralenu ve vzorcich krve
obohacené lymfocyty metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Byla pouzita
extrakce z kapaliny do kapaliny. Prace byla otisténa v Caspise Chromatografia s IF 1,2,



Tteti prace se odliSuje, protoze uvadi vysledky mikrodializa¢ni studie zabyvajici se vztahem
mezi tkalovymi a plazmatickymi koncentracemi cefuroximu. Bianalytické ¢ast prace (aprava
a validace metody publikované jinymi autory) neni v publikaci rozvedena a byla uchazeckou
popsana v plakatovém sdéleni.

K teoretické casti disertacni prace mam nasledujici pripominku:

Uvodni ¢ast 3.1. ,, Terapeutické monitorovani 1é¢iv a navazujici podkapitoly, které se vénuji
TDM a farmakokinetickym procestim, byla vzhledem k zaméteni prace zatrazena zbytecné.
Kapitola pokryva velmi Sirokou oblast a v dusledku toho je pfili§ struéna az heslovita. Navic
je odtazita od hlavniho tématu prace.

Otazka 3. V publikacich popisujicich validaci jsou uvedeny parametry ,.intra-batch* a ,,inter
batch* precission a accuracy. V teoretické ¢asti prace na str. 36 pojmy preciznost-
opakovatelnost a mezilehla preciznost. Prosim o vysvétleni, jaka jsou souc¢asna doporuceni

k terminologii v ¢eském jazyce (piesnost a spravnost se jiz nepouziva?).

Je spravny termin ,,smérodatnd odchylka opakovatelnosti“ pouzity na str. 36?

Zavér a doporuceni:

Piedlozena disertacni prace je velmi kvalitni. Dr. Maldkova je prvni autorkou 4 bioanalyticky
zamétenych publikaci s impaktnim faktorem, ve dvou ptipadech je IF vysoky a prace velmi
originalni. | v dalSich publikacich s IF pani doktorka Gispé$né aplikovala vétsi pocet
bioanalytickych metod. Diserta¢ni prace doklada velmi dobrou znalost oboru a schopnosti
uchazecky Gspésné zvladnout naro¢né vyzkumné projekty z oblasti biofarmaceutické analyzy.
Prace splnila vSechna pozadovana kritéria .

Proto doporucuji komisi pro obhajobu, aby p¥rijala hodnoceni ,,prospél* a udélila
PharmDr. Jané Malakové akademicky titul Ph.D.
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