Oponentsky posudek
na disertacni praci ing. MiloSe Hrocha

,Vyvoj a validace HPLC metod pro stanoveni endogennich a exogennich latek pro transportni
a metabolické studie*

Hlavnim cilem pfedlozené disertacni prace byl vyvoj a validace HPLC metod stanoveni
vybranych latek v biologickych matricich. Rozsah prace ¢ini 163 stran. Z nich 53 je vénovano
teoretické Casti, experimentalni ¢ast a vysledky vztahujici se k 5-fluorouracilu jsou shrnuty na
28 stranach. 35 stran potom tvoii kopie 3 publikaci prezentovanych v zahrani¢nich odbornych
casopisech doplnéné stru¢nymi komentari. Na obou analyticky zamétenych publikacich je
zjevny rozhodujici autorsky podil doktoranda jako prvniho autora.

Z teoretické casti je ziejmé ze doktorand vénoval zna¢nou pozornost studiu dostupné
literatury. Zdaftile jsou postizeny moderni trendy, které se uplatiiuji jak v oblasti kapalinové
chromatografie, tak pti ptedbéznych upravach vzorkd. Podstatné je, Ze tyto trendy jsou nejen
diskutovény, ale i aplikovany pfi feSeni konkrétnich analytickych problémii.

Prvnim studovanym farmakem byl 5-fluorouracil a jeho metabolity, tj. latky silné
polarni, reverznimi fazemi slabé zadrzované. PoZzadovaného rozliSeni bylo dosazeno na,

v biofarmaceutické analyze dosud sporadicky vyuzivané, pentafluorofenylové stacionarni
fazi. Také Gprava vzorkl vyuziva relativné novy typ sorbetu, ktery by mél nalézt uplatnéni
predevsim pii analyzach polarnich latek (hypercrosslinked resins). Musim konstatovat, ze
zvoleny analyticky pfistup pro mne byl inspirativni. PouZitelnost vyvinuté metody pro
potieby terapeutického monitorovani 5-fluorouracilu je dolozena validacnimi experimenty i
analyzou redlnych vzorkl. Prace zabyvajici se klinickymi aspekty individualizace davkovani
5-fluorouracilu s kapitolou vénovanou uzité analytické metod¢ byla pfijata do ¢eského
recenzovaného ¢asopisu Klinickd farmakologie a farmacie.

Druhy ptispévek je vénovan stanoveni nizkych hladin metotrexatu uvolnéného
enzymaticku hydrolyzou z jeho polyglutamati tvoticich se v erytrocytech béhem
farmakoterapie metotrexatem. Pozadované citlivosti metody bylo dosazeno fotochemickou
oxidaci metotrexatu na fluoreskujici produkt. Validovana metoda byla publikovana v ¢asopise
Biopharmaceutics & Drug Disposition (IF=1.246). Doktorand je zde prvnim autorem. Jeji
nasledné vyuziti k individualizaci farmakoterapie nizkodavkovym metotrexatem doklada
publikace prezentovana v The Journal of Rheumatology (IF= 3.551), jiZ je doktorand
spoluautorem.

Posledni studovanou latkou je inhibitor arginaz, N-(®)-hydroxy-nor-L-arginin.

S ohledem na absenci literarnich idaju se jedna o originalni praci jejimz vystupem byla
analytickd metoda vyuzita v pilotni farmakokinetické studii. Pomoci LC-MS byl soucasné
identifikovan hlavni metabolit pfitomny v krevni plazmé. Je to predevsim tato prace
publikovana v Journal of Chromatography (IF=2.976), jiz autor prokazal vysokou erudici
dosaZenou na poli biofarmaceutické analyzy.

Posuzovanou disertacni praci povazuji za velmi zdafilou. Pro jeji vyrazny piinos sveédci
skute¢nost, Ze vSechny tfi vyvinuté metody nalezly praktické uplatnéni. Text byl sepsan
peclive, prakticky se v ném nevyskytuji chyby. Své drobné vyhrady uvadim v poznamkach.



Poznamky k disertaci:

str. 11 ,,Nevyhodou (vysokotlakého gradientu) je moznost pracovat pouze s binarnim
gradientem.” Komentaf: Vysokotlaky systém muliZe sestavat z vice nez dvou pump.
Generovat tudiz mlize napt. ternarni gradient.

str. 23 ,,Separace v obracenych fazich® Komentaf: V Ceské literatuie byl zaveden pojem
separace Vv systému s obracenymi fazemi.

str. 67 ,,Nasleduje promyti 1 ml mravencanového pufru do sucha a eluce...” Patrné vypadla
cast véty.

Otazky:

1. Z pfedlozeného textu vyplyva, ze minimaln¢ 5-fluoro-5,6-dihydrouracil je v alkalické
prostfedi nestaly. Vzorky byly zpracovany na kolonkéch, eluaty odpareny, odparky
rozpu$tény v 10 mmol/l HCI a analyzovany. Do vysledkové ¢asti nebyla zahrnuta stabilita
vzorkil v autosampleru. Byla to stabilita analytd v kyselém prosttedi, ktera determinovala
vybér rozpoustédla odparki?

2. V textu je dale uvedeno, Ze citlivost metody stanoveni metotrexatu zavisela na dobé
ozafovani analytu ve fotoreaktoru. Optimalizovéana vSak byla pouze délka derivatiza¢ni
kapiléary pro prutok 0,6 ml/min. Separace pfitom byla provadéna na kolon¢ o vnitinim
priaméru 0,46 mm, pro niz zvykem volit pritok ~ 1,5 ml/min. Z jakého ditvodu byl volen
pratok 0,6 ml/min?

3. Na chromatogramech dokladajicich selektivitu stanoveni N-(w)-hydroxy-nor-L-argininu a
argininu nejsou patrné piky aminokyselin ptitomych v biologické matrici. Vzorky byly
precistény na smésném sorbentu (reverzni faze + silny katex). Podaftilo se vam skutecné
izolovat na smésném sorbentu analyty od ostatnich aminokyselin? Testovali jste i samotny
katex? Arginin je katexem zadrZovan silnéji, nez ostatni aminokyseliny. Pfi¢inou by m¢la
byt guanidinova skupina, kterou obsahuje nejen jeho molekula, ale i v molekuly ostatnich
analytq.

Zavér:

Ing Hroch prokazal svou schopnost samostatné védeckeé prace. Osvojil si feSenou
problematiku a dospél k novym védeckym poznatkiim. Ty prezentoval v recenzovanych
zahranicnich ¢asopisech, které jsou zarukou kvality publikovanych praci. Doporucuji tudiz,
aby disertacni prace byla pfijata k obhajobé& jako podklad pro udéleni védecké hodnosti PhD.
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