POSUDEK NA DOKTORSKOU DISERTACNI PRACI

Nazev prace: Matricove efekty v LC-MS analyze: vznik, hodnoceni a jejich odstranéni.
Autor: Mgr. Pavel Svoboda

Cel& disertacni prace P. Svobody ma 131 stran. Z toho 72 predstavuje vlastni text obsahujici
zejména teoretickou ¢ast a komentare k publikovanym pracem. Zbytek, tj. 58 stran, tvofi pét
prilozenych kopii praci publikovanych autorem, které se zabyvaji studovanou problematikou.
Naplni prace je vyzkum matricovych efektd, které negativné ovliviuji analyzu vzorku
obsahujicich velké mnozZstvi komponent s pouzitim hmotnostni spektrometrie (MS). Tento
problém je natolik zavazny, Ze se mu vénuje fada i v€hlasnych skupin na celém svété a je tedy
naprosto v pofadku, ze skupina na FaF v Hradci Kralové se danou problematikou rovnéz
zabyva.

Teoreticka Cast se vénuje zejména vzniku a hodnoceni matricovych efektl a metodam
pouzivanym pro jejich odstrafovani. Jedna se zde o zakladni poznatky, jez jsou vhodnym
uvedenim do problematiky potfebnym pro Ctenare, ktefi nejsou specialisty v tomto oboru.
Z hlediska pokroku v oboru vSak nepfinaseji nic nového. Opak je pak pravdou v nasledujici
Casti, kde autor hodnoti nové vysledky, kterych dosahl v jeho viastni experimentalni praci. Jejich
jednoticim motivem je posouzeni &i eliminace matricovych efektd. Tak napf. pfi stanoveni
katechinu ve vzorcich €aje byla pouzita kombinace UHPLC a MS-MS analyzy. DalSi prace pak
pojednava o pfipravé molekularné vtisténého sorbentu (MIP) umozriujiciho velmi selektivni
vychytavani neurotoxické aminokyseliny z environmentalnich zdrojl, v daném pfipadé ze sinic.
Podobny pfistup, tedy pouziti MIP, byl rovnéz zvolen ve vyvoji metody pro stanoveni statini a
jejich metabolitt v seru. Podobna metoda zahrnujici pouziti MIP byl zvolena i pro stanoveni
jednoho ze statint v pfirodnich zdrojich. Konecné, serum jako velmi komplexni matrice bylo
zakladem i pfi vyvoji metody pro stanoveni riznych forem vitaminu A s pouzitim kombinace
superkritické fluidni chromatografie a MS.

Celkové k disertacni praci nemam zadnych vaznych vyhrad. Jeji téma povazuji za aktualni a
dulezité pro dalsi rozvoj oblasti matricovych efektu z pfesahem pfinejmensim do oblasti klinické
analyzy, ochrany Zivotniho prostfedi, a kontroly kvality potravin.

Po precteni celé disertacni prace mam nékolik drobnych pfipominek:

1. Ackoliv vSech pét publikovanych praci popisuje samostatné projekty, nerozumim zcela jejich
fazeni. Podle mého nazoru by bylo lepSi je fadit podle metody pouzité pro eliminaci
matricovych efektd, tedy napf. pouziti UHPLC, UHPSFC, a MIP. Zejména posledni z nich,
metoda vyuzivajici MIP, byla pouZzita ve tfech pfipadech a je tedy dominantni v celé disertaci
a méla by byt pojednana pospolu.

2. Pfi teoretickém popisu pfipravy MIP autor v Uvodu uvadi, Ze byly pfipraveny ve smési
methanol-voda a dokonce i v Cisté vodé. Zde by se velmi hodily reference.

3. Struktura oznacena v obr. 1 na strané 88 jako N-methyl-L-alanine se mi zda byt chybnou
porovnam-li ji se strukturou alaninu v témze obrazku.

4. Ackoliv nejsem podrobné obeznamen se soucCasnou odbornou Cestinou, pfijde mi divné



pouZzivani vyraz( jakoby &eskych jako ,vtiStény“ jez je ekvivalentem pro imprinted, nebo
,celostni“ pro comprehenzive na jedné strané, ale elektrosprej, peak, validace, Ci blank (dfive
jsme fikali slepy vzorek) na strané druhé.

v koloné spiSe nez rovnice Darcyho (str.25).

6. Spravny nazev polymeru popsaného na str. 26 je poly(styren-divinylbenzen).

7. Hodnota kapacity uvedena na str. 43 neni dobfe pochopitelna. Jeji hodnota 1 ug by méla byt
vztaZena k vaze nebo objemu sorbentu coz zda se neni. Co znamena cislo 25 mg uvedené
v zavorkach?

8. Nevim je-li pfedepsan tisk disertace pouze na jedné strané papiru. Nicméné tisk po obou
stranach by usetfil pomérné vyrazné mnozstvi papiru a cela prace by byla ,zelenéjsi“. Stejné
tak by bylo pfijemné pro &teni, kdyby kopie stran publikovanych ¢lankl pokryvaly celou
stranku. Technicky to neni problémem.

Naméty do diskuse:

1. Ra&d bych slySel jakym zplsobem byly voleny podminky pfipravy MIP. Ta by méla vychazet,
jak sam autor uvadi, z pozadavku tvorby komplexu mezi templatem a funk&nim monomerem.
Jaké tedy byly napf. oCekavané interakce mezi aminoskupiny obsahujicim silanem (APTES)
a na aminoskupiny pomeérné bohatymi templaty? Podobné, simvastatin pouzity jako templat
zda se neobsahuje funkénost schopnou tvofit pevny komplex s methakrylovou kyselinou. Jak
je tedy mozné, ze pfipravené MIP jsou schopné selektivné zadrzet pozadované molekuly?
V této souvislosti stoji rovnéz za diskusi porovnani kapacit pfipravenych MIP s podobnymi
MIP pfipravenymi jinymi vyzkumnymi tymy.

2. Co vedlo autora ke stanovovani pravé katechinu v €ajich. Byly extrakty prosté pouzity jako
komplexni matrice a zkoumany jako takoveé. Pfedpokladam vSak, Ze motivaci by mohla byt
treba i kontrola kvality. Z uctyhodného poctu testovanych vzorkud byly nesporné ziskany
Udaje, které by mély néjak souviset s kvalitou €ajli. Z ivodu k publikované préaci jsem
vyrozumneél, ze katechiny maji pfiznivy zdravotni dopad. To pak znamena, ze €im vice, tim
Iépe? Jsou snad i jina kriteria pro hodnoceni kvality ¢aje. Odpovédi na podobné otazky jsem
oCekaval v ¢asti Conclusions kde se vSak nehovofi o vyznamu studie pro normainiho ¢lovéka
tfeba v souvislosti s tim, ktery €aj Ize doporucit jako nejlepSi pro normalni spotfebu.

Zaveér a doporuceni:

PfedloZenou praci i pfes nékolik drobnych pfipominek povazuji ze velice kvalitni. Je nesporné,
Ze predstavuje dulezity vklad do arsenalu metod umoznujicich stanovovani vybranych latek ve
velmi komplexnich matricich. Tato disertace téz doklada, ze autor dobfe zvladnul typické uskali
védecké prace. Proto konstatuji, Ze pfedlozena prace spliuje pozadavky kladené zakonem na
disertaCni prace a jako takovou ji doporucuji k obhajobé a udéleni titulu Ph.D.



