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Tématem této disertacni prace je vyuziti nékolika analytickych metod (vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie (HPLC), afinitni HPLC a afinitni kapilarni elektroforézy (ACE)) ke stanoveni
biologicky aktivnich latek. Sledovanymi analyty byly zaludecni enzymy pepsiny a plazmatické
metanefriny. VsSechny analyzované latky jsou pfirozenou soucasti téla savcd a stanoveni jejich
patologickych koncentraci hraje vyznamnou roli v identifikaci ur¢itych onemocnéni.

Pro analyzu pepsint byly vybrany afinitni HPLC a ACE. V experimentech byla vyuzita zvySena
afinita pepsint k substratim obsahujicim jodem substituované tyrozinové zbytky. Této zvySené afinity
bylo vyuzito k ptipravé stacionarnich fazi pro afinitni HPLC a modifikovanych kapilar pro afinitni
kapilarni elektroforézu umoznujicich selektivni adsorpci pepsinu. Metodou zvolenou pro stanoveni
plazmatickych metanefrini byla HPLC s elektrochemickou detekci (HPLC-EC).

Prace sestava z 41 stran textu, 86 citaci a 5 ptilozenych publikaci doktorandky, které byly ¢i budou
publikovany v impaktovanych a recenzovanych neimpaktovanych ¢aso ¢asopisech (J. Chromatigr. A,
Chem. Listy, 2x J. Hypertension a Vnitini 1ékaistvi).

K praci bych mél nékolik drobnych poznamek, komentari ¢i otazek:
- Str. 14-17: Popis elektrochemického detektoru je prili§ detailni, bylo by mozno jej zestrucnit

- Str. 10, . 5 ,,Afinitni interakce jsou velmi silné. Patfi sem napt. vodikové vazby, elektrostatické
pusobeni mezi analytem a ligandem nebo van der Waalsovy vazby [16]“. Vodikové vazby, van der
Waalsovy sily patii mezi energeticky slabé interakce nez mezi ,,velmi silné*.

- Str. 13, 1. 19: Na rtutové elektrod¢ se sleduji i oxidace

- Str. 13, . 19: Vzhledem k mechanickym vlastnostem je HMDE ¢i DME méné vhodna k napojeni na
HPLC. Vhodnéjsi by bylo uvést vtomto piipadé pouziti ,rtutovych elektrod neobsahujicich
kapalnou rtut’, napt. amalgdmovych ¢i filmovych®.

- Str. 14, 1. 11: BohuzZel, selektivita elektrochemickych detektort je vétSinou velmi nizka

- Str. 20, . 4: ,,Pepsiny nalezi mezi aspartitové proteasy (kyselé proteasy) s pH optimem v kyselé
oblasti pH a jsou produkovany buiikami zaludec¢ni sliznice obratlovct. Jaké je optimalni pH?

- Str. 20, 1. 12: ,,Je znamo, Ze sekrece pepsinogenu probiha paralelné se sekreci zalude¢nich kyselin.*
Kde je pepsinogen syntetizovan pied sekreci do zaludku?

- Str. 26, 1. 10: Jaky ED byl pouzit?

- Str. 26, 1. 22: ,,v karbonatovém pufru o odpovidajicim pH* — jaké je odpovidajici pH?
- Str. 26, 1. 22: Jaké bylo sloZeni ,,karbonatového pufru*?

- Str. 27, 1. 23: Co méa byt chapano ,,po ptedchozi dieté*?

- Str. 29, 1. 20: Jaka byla tloha vnitiniho standardu HMBA?

- Str. 31 . 18: Termin ,,chymazova aktivita® by mohl byt objasnén v textu.

- Str. 31 . 28: Bylo by vhodné nadefinovat, jak byl variaéni koeficient vypocitavan, protoze
V literatufe 1ze nalézt nékolik zptisobl vypoctu (napf. totozné s relativni smérodatnou odchylkou).
Z kolik dat byl pocitan?
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-V textu nemuizu nalézt odkaz na Tabulku 1. a Obr. 1, 3, 5,6, 7, 8,9, 10 a na Obr. 10 jsou textu diive
nez odkaz na n¢.

- Popisky v Obr. 6 jsou $patn¢ Citelné.

- Str. 26, . 22: Pokud se jedna o komer¢ni vyrobky (HEMA BIO E, EPOXY TOYOPEARL, HEMA
BIO VS), bylo by vhodné uvést vyrobce.

- Str. 27, t. 8: Zkratka ,,BOC* by méla byt zavedena i v textu, nejen v seznamu zkratek.

- Str. 28, Obr. 9: Vhodnéjsi by bylo uvedeni plnych nazvia latek misto zkratek v popisku.
- Str. 29, 1. 12: za slovem ,,hladindch* nema byt ,,.*.

- Str. 29, 1. 16: za slovem ,,intervaly nema byt ,, , .

- Str. 33, . 7: Misto ,,Kd* ma byt ,, K4

- Str. 32 1. 30: Pfed slovem ,,viz*“ by nem¢la byt tecka

- Str. 35, 1. 12: jsou pouzity proménné x a y, které nejsou v ptedchozim textu zavedeny,

- Str. 36, . 17: Koeficient determinance se zna&i D, nikoliv R?, vyjadiuje se v procentech
- Str. 39, f. 3: misto ,,J.Chromatigr. A“ ma byt ,,J.Chromatogr. A*

- Str. 39, 1. 5: zdvorku ,,(prace pfijata redakci, dosud nepublikovand)* 1ze vypustit.

- Str. 41, 1. 24, 25, 32: Pro¢ v datech ,,10.12. 2007* je za druhou teckou mezera a ne za prvni?
Shrnuti:

Prace je dobfe, srozumitelné a piehledné sepsana. Dané téma je rozpracovano podrobné, metodicky
spravné a umoziuje i mén¢ zasvécenym CEtenaift pochopit a vyuzit uvedené poznatky. Pouzité ptistupy
feSeni problémil jsou odpovidajici a nelze nic namitat ani proti interpretaci vysledkd. Veskera pouzita
literatura byla dle mého nazoru fadné citovana (86 citaci).

Téma predkladané prace patii k vysoce aktuadlnim a pro potteby praxe vysoce vyuzitelnym. VSechny
analyzované latky jsou pfirozenou soucasti téla savcil a stanoveni jejich patologickych koncentraci hraje
vyznamnou roli v identifikaci urcitych onemocnéni. DulezZitost stanoveni téchto latek v medicing je
patrné z 1ékatskych publikaci, které jsou soucasti prace.

Domnivam se, ze cil prace byl splnén a metodicky ptistup k feSeni povazuji za odpovidajici.

Vsechny uvadéné poznamky a komentéafe je mozno povazovat spiSe za formalni, dopliujici a maji
slouzit autorce k podpote dalsich védeckych postupl. Nenalezl jsem Zzadnou zavaznou chybu, ktera by
branila usp&€Snému piijeti této disertacni prace.

Podle mého nazoru, zalozeném na piedlozené disertacni praci RNDr. Alice Vrankové, jmenovana
splnila vSechny piedpoklady pro Gspésné piijeti disertani prace a praci k obhajobé, po jejimz uspéSném
absolvovani ji bude ud€len akademicky titul ,,Doktor* (Ph.D.),

doporucuji.

Dr. Ing. Tomas Navratil
Ustav fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR, v.v.i.
V Praze, 10. 5. 2009
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