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Oponentsky posudek doktorské disertacni prace

Mgr. Jana Bartla ,, Vyuziti HPLC a LC-MS/MS metod v diagnostice dédi¢nych metabolickych poruch”

predloZené k obhajobé na Katedfe analytické chemie Pfirodovédecké fakulty UK v Praze.

Disertacni prace Mgr. Bartla se zabyvd dvéma skupindam analyz, které se spolecné zabyvaji
obecnéjsim tématem screeningu a diagnostiky dédicnych metabolickych poruch. Predkladana prace
je doplnénim a rozsitenim dvou praci, jedné jiz publikované a druhé v recenznim fizeni
(pravdépodobné v dobé obhajoby jiz prijatd ktisku). Prvnim cilem prace je rozsifeni mozZnosti
laboratorni diagnostiky poruch metabolismu purind, konkrétné pak dédi¢né xantinurie. V druhém
tématu se autor vénuje vyvoji a pouiiti instrumentalni analytické metody analyzy vyznamnych
metabolitd homocysteinu pro ucely diagnostiky homocysteinurii ze suché krevni kapky.

Na feSeni dizertacni prace byly zvoleny moderni prostifedky instrumentalni analytické chemie
zahrnujici moderni techniky zpracovani vzorkd, vysokoucinné kapalinové chromatografie s optickou a
hmotnostné spektrometrickou detekci, takze prace spravné tematicky zapadd do oblasti aplikované
analytické chemie.

Prace je pomérné strucnd, vhodné strukturovana a poddva dostate¢ny ndhled na zdklady fesené
problematiky. Jako prilohy prace jsou prezentovany 2 publikace, jedna jiz otiSténda a druha
v recenznim Fizeni. Prace rovnéZz obsahuje prehled publikacni cinnosti autora (5 C¢lankd
v recenzovanych ¢asopisech, 1 ¢lanek v recenzi, 7 posterovych sdéleni).

Hlavnim pfinosem predklddané prace je:

(a) praktické zavedeni HPLC metody kvantitativni analyzy biochemickych markertd xantinurie
(hypoxantinu, xantinu, allopurinolu, oxopurinolu, pterinu a isoxantopterinu), umoZriujici navic
rozliseni 7 typU této metabolické poruchy;

(b) praktické zavedeni HPLC-MS/MS metody kvantitativniho stanoveni metabolitd methioninu
umoznujici screening dédi¢nych metabolickych poruch, rychlou diagnostiku homocystynurie

s lokalizaci poruchy v metabolické draze a monitoring diagnostikovanych pacient pfi jejich 1écbé;
(c) uréeni referencniho rozmezi cystathioninu v suché krevni kapce.

Prace je zpracovdna Ctivou formou s minimem formalnich chyb.
K praci mam ndésledujici formalni poznamky, dotazy a pfipominky.

1. Vobrazku 2.2 na str. 14 chybi ve strukturnich vzorcich purinového a allopurinového skeletu
vodiky na atomu N v pozici ¢. 9.



2. Na str. 27 v kapitole 5.1.1 je uvedeno, Ze ,Hodnota pH mobilni faze byla upravena pomoci
pridavku kyseliny octové na 4,8“. Jelikoz se jedna o smésnou mobilni fazi z vodné a organické
¢asti, neni jasné, zda bylo pH upraveno pH vodné ¢asti mobilni faze pred jejim smisenim
s organickou ¢asti, nebo az potom. Teprve z popisu obrazku 5.3 je patrné, Ze pH bylo
upraveno jen ve vodné ¢asti mobilni faze.

3. U obrazku 5.1 na strané 28 chybi udaj o koncentraci pouzitych roztokl. U kyseliny mocové
prekvapuje absorbance vyssi nez 1,5. Je absorpcni molarni koeficient kyseliny mocové
opravdu o tolik vétsi nez u hypoxanthinu a xanthinu?

4. Byly vSechny analyty uvedené v tab. 5.1 a obrdzku 5.3 kvantifikovany na zakladé kalibrace?
Bohuzel zde chybi informace o citlivosti a koncentracnim rozsahu metody.

5. V praci je na nékterych mistech (popisek obr. 5.5) pouzito oznaceni molarni koncentrace M,
které neni IUPAC doporucovano. Je predepsano vyhradné uziti jednotek mol/l pfipadné
mol.I™.

6. Vkapitole 5.1.3 neni u stanoveni aktivity xanthindehydrogenasy v plazmé uvedena
koncentrace pouZzitého roztoku pterinu.

7. Maiji byt v popisu obrazku 5.6 uvedeny spravné koncentrace analytl nebo jejich absolutni
mnoZstvi?

8. Vobrazku 1 na str. 67 bych doporucil pro vyjadreni extrakéniho vytéZzku nikoliv koncentrace,
ale %, jak byva obvyklé.

9. U vysledkl presentovanych v tabulce 3 na str. 66 by bylo zajimavé provést PCA nebo néjakou
podobnou analyzu pro pomér Met/Cyst. Takova vizualizace hodnot by nazornéji ukazala
ucinnost pouZité metody.

Dale mam na autora prace nasledujici dotazy:

1. Je oznaceni hyperhomocysteinémie (uvedené v abstraktu prace) a homocystinurie (uvedené
v cili prace) ekvivalentni, nebo se jednda o dvé odlisné poruchy metabolismu?

2. Je néco zndmo o distribuci analyt(i v suché krevni kapce? Jaky je zhruba podil pouzité plochy
vysecCe z DBS na celé ploSe DBS a je tato hodnota konstantni? Ma velikost vyseCe néjaky
vyznamnéjsi vliv na citlivost metody? Pfineslo by pouziti celé plochy DBS k analyze zlepseni
citlivosti?

3. Pfinasi pouziti extraktu DBS mensi pozorovatelné zatizeni vzorku biologickou matrici oproti
pouZiti krevni plazmy pfi HPLC-MS/MS méreni?

4. Jak se pfi diagnostice homocystinurie pomoci poméru Met/Cysta postupuje, pokud jsou
hodnoty na hranici mezi kontrolou a defektem?

Zavérem konstatuji, Ze predlozend prace svym obsahem a vysledky spliiuje podminky predepsané
pro doktorskou disertacni praci. Praci doporucuji k obhajobé a navrhuji udélit autorovi védecky titul
Ph.D.
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