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Tématem prace pfedloZené Mgr. Nelou Vanovou je studium biomarker( oxidaéniho stresu pomoci
HPLC a LC/MS metod a vychazi z aktudlni potifeby dostupnosti baterie analytickych metod, které by
bylo moZné vyuiit ke sledovani miry oxidacniho stresu na vybranych in-vitro a in-vive modelech.
Doktorandka se v praci zabyva vyvojem a validaci metod pro stanoveni koncentraci malondialdehydu,
3-nitrotyrosinu a volnych endogennich thioll a disulfid(. Metody jsou ndsledné aplikovany pfi studiu
miry oxidativniho stresu vyvolaného na bunééné linii HepG2, po aplikaci vybranych latek ze skupiny
oximovych reaktivatorl acetylcholin esterazy (AChE), které jsou klinicky vyuZivany pfi otravach
nervoveé paralytickymi latkami. Mimo zavedeni vySe uvedenych metod bylo cilem prace
standardizovat postup hodnoceni oxidaéniho stresu na in-vitro modelu v ramci posuzovani toxicity
nové vyvijenych IéCiv ze skupiny reaktivator(i AChE a dale tyto metody aplikovat na méfeni vyse
uvedenych marker( v mozkomisnim moku pacient trpicich Alzheimerovou chorobou.

Disertacni prace je ¢lenéna obvyklym zplsobem a ma celkem 129 stran, z ¢eho? 43 stran

je vénovéno teoretickému dvodu. Teoreticka st je zpracovana pedlivé a autorka se zde vénuje
pfedeviim mechanismu vzniku a pGsobeni oxidaéniho stresu, jeho vztahu k intoxikaci organofosfaty
a latkdm pouzivanym jako antidota pfi otravé témito latkami. Déle jsou zde probrany moZnosti
farmakoterapie v pfipadé intoxikace organofosfaty a ¢ast vodu je vénovana vztahu oxidaéniho
.stresu k Alzheimerové chorobé. Jedinou pozndmku, kterou bych mél k této ¢asti prace je fakt,

Ze vzhledem k jejimu zaméteni bych olekaval vétsi pozornost vénovanou analytickym metodam

a novym trendm v této oblasti, které se stale dynamicky rozviji.

V druhé &3sti prace pak nalezneme popis cilll prace, pouZitych materialt a metodik, popis
experimentd, vysledky, diskuzi a zavér. Prace obsahuje vice nez adekvatni citaci zdrojd, kterych je
229. Z formalniho hlediska prace obsahuje minimum preklepl a je pfehledné zpracovand. Pfipominky
k praktické ¢asti prace jsou shrnuty nize.

Pfipominky a dotazy

Str. 51. Pfistup k pripravé kalibratorl MDA a 3-NT, tak jak je popsdn, neni korektni. Pfi pouZiti
uvedeného postupu se méni zastoupeni biologické matrice kalibrator od kalibratoru. TakZe zatimco
v pfipadé prvniho nenulového kalibratoru je obsah biologické matrice 99.5 %, coZ je v naprostém
pofddku, pak v pfipadé nejvyssiho kalibraéniho bodu je jiz zastoupeni biologické matrice pouze 20%.
To odporuje véem zavedenym doporuéenim pro pfipravu kalibratord pfi méfeni analytd

v biologickych matricich! Jaky byl pro to divod?



Str. 65 a dale. V praci jsou pouZivany validacni pojmy jako ,Pfesnost” a ,Sprdvnost”. Pokud se
budeme drZet aktuadlni terminologie, platné od roku 2009, pak je tfeba pouZivat terminy , Presnost”
(dfive ,Sprdvnost”) a ,Preciznost” (dfive , Presnost").

Str. 67. V ramci validace je popsdna metoda stanoveni matri¢nich efekt(. Zde by bylo vhodné tento
test vice rozvést. V praci uvadite, Ze bylo pouZito 5 paralelnich vzorkl. Pocet nezavislych paralelnich
vzorkil biologické matrice od rlznych darcl/zvifat/Sarzi, doporuceny Evropskou lékovou agenturou
(EMA 2011}, je minimalné 3est. O jaké paralelni vzorky HepG2 se u Vas jednalo? Dovedla byste
popsat jesté néjaky jiny zpUsob, jakym se v pfipadé LC/MS ovéfuje pfitomnost matri¢niho efektu?

Str. 69. Rozstépeny pik GLA. Vzhledem k tomu, Ze se v prezentované metodé pro stanoveni
malondialdehydu nevyuZiva jeho izotopicky znaéeného analoga, tak pouZity vnitini standard (GLA)
nekompenzuje pfipadné matri¢ni efekty, ale pouze ztraty pfi pfipravé vzorku. V tomto pfipadé

je tedy celkem nepodstatné, jakou latku pouZijeme, pokud méa podobné retencni a ionizacni chovani
a podobné chovani pfi zpracovani vzorku. Vzhledem k tvorbé splitovanych pikl se ukazuje pouZzity
vnitfni standard v kombinaci s nastavenim separace jako ne pfilis vhodny. Chapu plivodni motivaci,
vyuZit homolog stanovované latky, nicméné na zakladé vysledkl provedenych experimentd bych
ocekaval nalezeni vhodnéjsiho vnitiniho standardu. Z jakého divodu nebyla hledana lepsi
alternativa?

Str.69. Z prezentovanych dat vyplyva, Ze v ,blankové” matrici ziskané z bunék HepG2 neni
malondialdehyd v relevantnich koncentracich pfitomen. Z vlastni zkuSenosti vim, Ze v podobnych
biologickych matricich, byt ,,blankovych” (kontrolnich), je malondialdehyd pfitomen

v nezanedbatelné koncentraci prakticky vidy. Jak byste tento fakt vysvétlila?

Str.74. Jaké mate vysvétleni pro pokles koncentrace MDA s €asem u vzorkd HepG2 inkubovanych
s t-BOOH?

Str.75. Jaky je Vas nazor na narist koncentrace NP-SH s ¢asem v pfipadé nejvyssi pouZité
koncentrace t-BOOH 1000 mmol/L? Pfi této koncentraci je zde zcela zjevny opacny trend oproti
kontrole nebo vzorkim s koncentracemi 100 a 500 mmol/L t-BOOH.

Zaveér

Disertacni prace obsahové odpovidd schvdlenému tématu a studentka naplnila vytyéené cile prace.
Vyuzité metody a postupy byly adekvatni, nicméné v nékterych pfipadech se doktorandka nevyhnula
nékterym pomérné nestandardnim postuplm (viz. vyse), které bude tfeba vysvétlit a obhdjit.
Vysledky jeji prace byly otistény ve dvou zahraniénich impaktovanych ¢asopisech s nezavislym
kritickym recenznim fizenim. Doktorandka tedy prokazala dostatecnou schopnost samostatného
reseni védeckych Ukoll a jejich prezentace. Pfes nékteré zminéné nedostatky a po zvdzeni vsech
faktll Ize praci Mgr. Nely Vanové pfijmout k obhajobé.
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