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NOVY PRISTUP K ELEKTROANALYZE PRIMARNICH ZLUCOVYCH
KYSELIN A PRIBUZNYCH STEROIDU“

Autor: Mgr. Jan Klouda

PiedloZend diserta¢ni prace je psana v anglickém jazyce na 49 strandch vcetné abstraktu
areferenci (celkem 78) a jeji pfilohou jsou 3 publikované c¢lanky autora, v nichZ je uveden
na 1. misté s vysokym autorskym podilem (Bioelectrochemistry, IF 4,722, autorsky podil ~75 %;
Electrochemistry Communications, IF 4,33, ~70 %; Critical Reviews in Analytical Chemistry, IF
4,568, ~80 %). Prace obsahuje téZ seznam vystupu autora — publikace (mj. spoluautor prace
v Advanced Materials, IF 27,398), Ustni a plakatové prezentace na konferencich a odbornych
seminafich, a dale piehled absolvovanych zahrani¢nich stazi a grantovych projekt, na nichz se
podilel jako hlavni feSitel nebo ¢len FeSitelského tymu.

Disertacni prace je zaméfena na vyvoj nové metody pro stanoveni primarnich zlu¢ovych
kyselin — cholové kyseliny (CA) a chenodeoxycholové kyseliny (CDCA). Jejich stanoveni je dulezité
pro diagnostiku a 1écbu onemocnéni jater a zlu¢niku. Jako alternativa k dnes nejcastéji pouzivanym,
avSak nakladnym hmotnostné spektrometrickym metodam kombinovanym s kapalinovou
chromatografii a méné spolehlivym enzymatickym metodam byla v pfedlozené praci vyvinuta a
optimalizovana jednoducha metoda zaloZena na chemické aktivaci a néasledné elektrochemické
oxidaci téchto zluéovych kyselin. Mechanismus aktiva¢éni reakce (dehydratace kyselinou) byl
navrzen na zakladé vysledkiu CE-MS analyzy. Optimalizovany postup zahrnoval dehydrata¢ni reakci
v 0,1M-HCIQO, v acetonitrilu s 0,55% vody a naslednou diferen¢né pulzni voltametrickou analyzu
s pracovni borem dopovanou diamantovou elektrodou. Pavab metody spoc¢iva v moznosti stanovit
celkovou koncentraci obou kyselin na zaklad¢ jejich stejné moléarni odezvy za optimalizovanych
podminek. Navic po delsi dobé dehydratace vykazuje CA novy voltametricky signal pii niz§im
potencialu, coz by mohlo umoznit selektivné stanovit CA vedle CDCA. Vysledky stanoveni obou
zluovych kyselin ve vzorcich umélého a lidského séra vyvinutou metodou se shodovaly s vysledky
méfeni difve popsanou metodou HPLC s fluorescenéni detekci. Usp&iné byl testovan vyvinuty
postup v priutokovém uspofadani s vyuZzitim pratokové injekéni analyzy s ampérometrickou detekci.
Vysledky shrnuté v diserta¢ni praci a ve téech pfilozenych ¢lancich dokladaji, Ze cile prace, jasné
definované v kapitole 1, byly splnény.

K praci mam jen nékolik drobnych poznamek, komentaia a otazek:
- Str. 18: Jakou strukturu mé ,,hyodeoxycholic acid“?

- Str. 19, odst. 3: Vétu ,Bile acids are essentially aliphatic alcohols, ...“ by bylo vhodnéjsi
formulovat napt. ,,Bile acids contain aliphatic alcohol moiety, ...“

- Str. 25, obr. 6: Véta v popisu ,,Supporting electrolyte in dashed line.” patrné¢ ztstala omylem
z jiného obrazku.

- Str. 28, odst. 2: Autor zde zminuje exponencialni nartist proudového signalu s rostouci
teplotou. V jakém teplotnim rozsahu byla aktivace testovana a jak piipadné vypadala proudova
zavislost pro teploty vyssi nez 50 °C?

- Str. 31: Byl experimentalné zjistovan pocet elektroni vyménovanych pii elektrochemické
oxidaci aktivované CDCA? Jaké metody by bylo mozné pouzit k tomuto ucelu?
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- Str. 32, obr. 11: Slouceniny ve schématu jsou c¢islovany 1, 2, 4 a 5. Pro¢ chybi struktura
S oznacenim 3?

- Str. 32: Parametry DPV méfeni pouzité pro kvantifikaci Zlucovych kyselin jsou nestandardni
(pulzni amplituda 100 mV a doba pulzu 5 ms). Obvykle se optimalni proudové odezvy
dosahuje pti nizsich pulznich amplitudach (do 50 mV) a delsi dobé pulzu. Jaka byla doba
registrace proudu pii tak kratké dobé pulzu?

- Str. 33, tab. 2: Co lze zjistit z uvedenych hodnot tseku (napt. 2,68 + 2,94)?

- Str. 34, obr. 13 a str. 35, tab. 3: Autor zde uvadi smérodatné odchylky. Jedna se o smérodatné
odchylky opakovaného méfeni téhoz vzorku nebo o odchylky z méfeni opakované
piipravenych extraktii?

- Str. 37, tab. 4: Je velmi nepravdépodobné, ze jak metoda DPV, tak FIA-AD poskytuji
kalibraéni zavislosti se stejnymi useky. Mohl by autor shodu hodnot useku v tabulkach 2 a 4
komentovat a uvést na pravou miru?

Otézky k obhajobé:

- Je zndmo, Ze Zlucové kyseliny se nachazeji v organismu pievazné ve formé konjugatt, zejm.
s glycinem a taurinem. Bylo by moZzné pomoci vyvinuté voltametrické metody stanovit (a
piipadné 1 vzajemné rozlisit) konjugaty CA a CDCA?

- Mohl by autor nastinit své predstavy o moznostech zavedeni jim vyvinutych metod do klinické
praxe a porovnat tyto metody se stavajicimi pouzivanymi metodami?

Posouzeni piedkladané prace usnadiiuje skutecnost, ze obsah popisovaného vyzkumu byl jiz
publikovéan v ¢asopisech s IF, takze kaZdy ze tii ¢lankd prosSel recenznim fizenim a Ize tedy oéekavat,
Ze vétSina piipadnych pfipominek jiZ byla vyjasnéna pied jejich publikovanim. Téma piedkladané
prace je vysoce aktualni a dulezité pro dal§i vyvoj analytickych metod. Lze ptedpokladat, ze
vyvinuté metody by mohly najit uplatnéni v Klinické praxi.

Prace je sepsana prehledné, srozumitelng, velmi péknou anglictinou. Ma logickou a dobie
promyslenou strukturu. Shrnuje vysledky velkého mnoZstvi experimentd a je zni patrny
systematicky a kreativni pfistup autora k feSeni vyzkumnych problému. Autor se velmi dobie
orientuje jak v problematice analyzy steroidnich latek, tak i v oblasti vyuZiti elektroanalytickych
metod a jejich kombinace s metodami separa¢nimi. VySe uvedené pozndmky a komentafe je mozno
povazovat spiSe za formalni a maji slouzit autorovi k podpote jeho dalSiho védeckého badani.

Mgr. Jan Klouda prokazal, Ze je schopen samostatné védecké prace, prokazal své tvurci
schopnosti v dané oblasti vyzkumu a jeho prace spliuje pozadavky kladené na disertacni prace
v daném oboru. Nenalezla jsem Zadnou zavaznou chybu, ktera by branila GspéSnému pfijeti této
disertacni prace a proto ji velmi rada k obhajob¢ a dal§imu fizeni

doporucuji.

V Olomouci, 31. 7. 2020
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