POSUDEK DISERTACNI PRACE
Mgr. Josef Bdrtl:

Vyuziti HPLC a LC-MS/MS metod v diagnostice dédi¢nych metabolickych poruch

Disertacni prace Mgr. Josefa Bartla je vénovana vyvoji novych analytickych metod pro zjistovani
metabolickych poruch, jejichz pfi¢inou byva geneticky podminénd porucha funkce enzymu (i
transportniho proteinu. V¢asné diagnostika téchto poruch je velmi dulezitd a vyZaduje uzkou
spoluprdci mezi |ékafi a specializovanymi laboratoremi. Uchaze¢ se zaméfil na dvé oblasti, a to
diagnostiku dédi¢né xanthinurie a na metody stanoveni homocysteinu, methioninu a cystathionu.

Disertacni prace je zaloZzena na dvou publikovanych odbornych ¢lancich v mezinarodné
uznavaném casopise (Clinica Chimica Acta, F,y3=2.764), které jsou doplnéné Uvodem, popisem
pouZitych metod a diskusi vysledkl. Celkové ma disertacni prace 39 stranek textu a 32 stranek pfiloh.
Pomérné nezvyklé je fazeni citované literatury bezprostifedné za jednotlivymi kapitolami (b&znéjsi je
souhrnné uvadéni citaci na konci prace). Uvodni kapitoly predstavuji problematiku dédi¢nych
metabolickych poruch, pricemZz pozornost je vénovana zejména metabolismu a poruchdam
metabolismu purind a homocysteinu. Dale je predstavena technika kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii a analyza vzorkd ve formé suché kapky krve. Uvodni
kapitoly jsou napsany strucné, avsak prehledné. Ziskané vysledky autor nasledné diskutuje a
komentuje na 10 strandch. Vytknout lze drobné formalni nedostatky, preklepy a chyby, napf. pouZiti
zkratky DDT pro dithiotreitol (str. 4 a 19; spravné ma byt DTT), nekonzistentni zpUsob zobrazeni
strukturnich vzorc (jind tautomerni forma na Obr. 2.2 (laktim) a Obr. 5.5 (laktam)). Pfeklep je napfr.
v anglickém vyrazu pro GC-MS (str. 4). Neutrdlni ztrdtu nelze charakterizovat veli¢inou m/z, ale
jednotkou Da nebo u (str. 24: ... 102 m/z, ma byt ... 102 Da). Celkové vsak praci hodnotim pfiznivé,
uchaze¢ dosahl védecky cennych vysledk(l a vypracoval analytické metody, které jsou jiz nyni
pouzivany v diagnostice studovanych poruch.

K disertacni praci mam nékolik dotazu:

1/ U metody stanoveni purinovych metabolitd je zminéna nutnost peclivé optimalizace pH pro
dosaZzeni optimalni separace analytl a jejich oddéleni od mnoha interferentl pfitomnych v modi. Pro
identifikaci latek byla kromé retencniho casu vyuZzita i jejich UV spektra mérena detektorem
s diodovym polem. Byl rutinné provadén “peak purity” test, tj. kontrola UV spektra v jednotlivych
Castech piku analyt(, aby se odhalily pfipadné koeluce? (str. 29-30)

2/ V ptipadé allopurinolového testu byl produkt reakce kvantifikovan pomoci jednobodové kalibrace.
Byla tato kalibrace dostatecna pro ziskani spolehlivych vysledk(? (str. 31)

3/ Pfi stanoveni markerd metabolismu homocysteinu byly v pfipadé deuterovaného methioninu
v MRM chromatogramu detekovany dva piky. Cemu odpovida prvni pik s t; ~ 2 min? (str. 35)

4/ Co autor rozumi pod pojmem “nastaveni trojitého kvadrupdlu”? Jedna se pouze o uréeni optimalni
kolizni energie, nebo i o ladéni iontové optiky ve zdroji pristroje? (str. 35)



5/ Analyza ze suché kapky krve klade vysoké naroky na citlivost analytické techniky. Mohl by uchaze¢
komentovat pfipadné pouZiti nanoelektrospreje (a nano-HPLC) v diagnostice dédicnych
metabolickych chorob? Jeho zavedenim by se mohla podstatné zvysit citlivost a snizilo by se mnoZstvi
vzorku pro analyzu.

Zavérem konstatuji, Ze predlozena disertacni prace Mgr. Josefa Bartla prinasi kvalitni védecké
vysledky a jim vyvinuté metody nachdzeji praktické uplatnéni v diagnostice a vyzkumu dédi¢nych
metabolickych poruch. Autor publikoval nékolik ¢lankl v renomovanych odbornych ¢asopisech, u
jednoho je prvnim autorem. Vysledky své prace dale prezentoval na ceskych i mezindrodnich
konferencich. Lze shrnout, Ze uchaze¢ prokdzal pfipravenost k samostatné védecké Cinnosti a proto
jeho disertacni praci doporucuji pfijmout k obhajobé.
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