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Predlozena disertacni prace ma celkem 163 stran véetné vSech ptiloh. Z celkového rozsahu je
60 stran vénovano teoretické ¢asti, dale nasleduje diskuze a vysledky experimentalni ¢asti

s vlozenymi publikacemi a postery. Autor v disertacni praci pfedklada 2 publikace

s rozhodujicim podilem na vypracovani, kde je uveden jako prvni autor a dalSich 17 praci
vesmes biologického ¢i farmakologického zaméfeni s neuréenym podilem na analytické Casti.
V zavéru prace je kratké shrnuti dosazenych vysledkt vyzkumu a 280 citaci pouzité literatury.

V teoretické Casti se prace zabyva kapalinovou chromatografii, zejména novymi typy
staciondrnich fazi, moznostmi Upravy vzorkl pted analyzou a validaci bioanalytickych metod.
Text prace je zpracovan navazné a piehledné, a z navaznosti je ziejmé Ze autor Cerpal a
dikladné studoval veskeré zminéné zdroje literatury, které v textu prace diisledné uvadi.

V druhé ¢asti prace Vysledky a diskuse autor komentuje 3 dil¢i cile tj. vyvoj metody pro
stanoveni polyglutamat metotrexatu v lidskych erytrocytech; vyvoj metody pro stanoveni
cytostatika 5-fluorouracilu v¢etné vybranych metabolitd pro TDM a vyvoj metody pro
stanoveni inhibitoru arginaz N-omega-hydroxy-nor-L-argininu pro pilotni farmakokinetickou
studii. V diskuzi jsou obsahle a logicky popisovany problémy pii vyvoji separacnich metod a
nalezeni vhodné upravy vzorki a zptisob jakym byly feSeny komplikace, které se objevily pfi
vyvoji metod. VSechny prace proSly pomérné kritickym recenznim fizenim, vykazuji
vysokou kvalitu prokazujici systematicky ptistup uchazece k feSeni slozit¢ vyzkumné prace,
jakou vyvoj a validace bioanalytickych chromatografickych metod je. Schopnosti autora
vénovat se vyzkumné ¢innosti dokladuje 1 seznam dalSich kvalitnich praci v ¢asopisech

s vysokym IF, na kterych se alespon ¢astecné podilel jejich analytickou ¢asti.

K disertacni praci mam nasledujici pripominky a dotazy:

Teoretickd ¢ast mé ptfiméfeny rozsah a je velmi kvalitn€ zpracovana. Totéz plati 1 o kvalité
experimentalni a vysledkové casti. Celkovy velmi dobry dojem ze zpracovani vSak snizuje
pfitomnost nepiesnosti, které mohu postupné zminiovat:

1. V seznamu literatury nejsou sjednoceny zkratky Casopisi vs. jejich plné nazvy, popt.

jejich chybné nazvy. U autora, ktery ma tak bohaté zkusenosti s publikovanim bych

ocekaval precizngjsi ptistup.

Co znamena zkratka J Pharmaceut Biomed (citace 90, 121)?

Citace 131 — co znamena discussion 100? (uvedeno za odkazem)

4. U veskerych obrazki bych ptimo u jejich legendy ocekéval citaci na pouzity zdroj.
Z textu u nékterych obrazkl neni zifejmé, z které¢ho zdroje byly prevzaty.
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Abstrakt str. 125 — nejedna se o rigor6zni praci, ale o praci disertacni. ...

6. Proc€ jsou cile disertacni prace uvedeny az na stran¢€ 61 a ne jak je bézné, na zacatku
prace hned za tvodem? Dle mého nazoru by to tak bylo ptehlednéjsi.

7. Citace 116 — drobny picklep Mccormick

8. Citace 164 — $patné uvedené jednotky pm.

9. Obrazek 19, str. 51 — organicka vrstva je znazornéna zelen¢, ne zlute. Je obrazek
vlastni autorovo dilo, ¢i je pfevzat z n¢jakého zdroje?

10. Str. 9, stfedni odstavec — cilem studii je prukaz — vhodné;jsi (dtikaz, €i potvrzeni)

11. Str. 8 — co je mysleno tvrzenim, ze imunoanalytické metody maji mensi specifitu nez
chromatografické? Je toto tvrzeni pravdivé?

12. Nevhodna formulace absorpce v UV ,,oboru‘ spektra.

Dotazy a naméty do diskuse:

Na str. 80 uvadite pti postupu SPE extrakce kondicionaci kolonky fosfatovym pufrem o pH
2,0. Je mozné ziskat za popsanych podminek takové pH? Nebylo by jednodusi pouzit fedénou
kyselinu fosforecnou? V jakém rozmezi pH se pouzivaji fosfatové pufry?

Je mozné tvrdit (str. 30), ze HILIC médu (z hlediska teorie HILIC) 1ze pouzit i na sorbenty
s pentafluorofenylem?

Jaky typ latek obecné vykazuje U-profil na pentafluorofenylovych stacionarnich fazich?

Na str. 50 uvadite rozd¢lovaci koeficient P. Jakym zplisobem se tento parametr nejcastéji
vyjadiuje a jak se experimentalné stanovi?

Jako oponent musim velice vyzdvihnout teze a mySlenky zminéné v kapitole 1.10, ktera se
trefné zaobira problematikou biologického vzorku a analyzou. Zejména ocenuji az prilis
pravdivou formulaci, Ze pies vSechny pokroky v analytické instrumentaci je ptiprava vzorku
stale izkym hrdlem celého analytického procesu.

V navaznosti k této kapitole bych se rad zeptal, S jakymi bizarnimi pozadavky ze stran I¢kait
na analyzu jste se setkal?

Jaké vyhody maji Zr sorbenty v upravé biologickych vzorkt oproti jingym SPE sorbentim?
Zavér a doporuceni:

PtedloZena disertacni prace je velmi kvalitni. Ing. Milo§ Hroch prokézal schopnost dobie
teoreticky a prakticky zvladnout vyzkum v oblasti modernich chromatografickych metod a
analyzy realnych biologickych vzorkt. Publikované prace zahrnuté do disertacni prace jsou
kvalitni a maji vyznamny impakt faktor.

Celkové 1ze konstatovat, Ze prace splituje poZadavky kladené na disertacni prace, proto
ji doporucuji k obhajobé a udéleni titulu Ph.D.
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