OPONENTSKY POSUDEK

na doktorskou praci Mgr. Terezy Tylové, nazvanou “Liquid chromatography methods for
analysis of microbial secondary metabolites of bioactive nature”.

Doktorandka se ve své disertaéni praci vénovala vyvoji chromatografickych metod
zamétenych na analyzu biologicky aktivnich sekundarnich metabolitd.

Prace je Clenéna do tii ¢asti. Nejprve je popsan vyvoj metody pro stanoveni rezidudlnich
antibiotik v odlisnych matricich, odpadnich a povrchovych vodach a prase¢i mrvé, kdy byla
sledovdna hojn¢ pouzivand humanni a veterinarni antibiotika. Pro analyzu byly aplikovany
moderni pfistupy zaloZzené na kombinaci UHPLC s DAD a MS detekci. Ptiprava vzorki pted
analyzou byla realizovana s vyuzitim technik SPE a LLE. Vyvinuté metody byly validovany
a pouzity pro analyzu realnych vzorka z riznych lokalit. Byla zjisténa alarmujici skutec¢nost,
ze vSechny testované vzorky vod na vystupu z ¢isticek odpadnich vod poskytly pozitivni
vysledky.

Druha cast prace byla orientovdana na chromatografickou charaktetrizaci sekundarnich
metabolitti produkovanych houbami rodu Geosmithia. Zde byla vypracovana nova UHPLC-
DAD-TOFMS metoda pro “chromatograficky fingerprinting” extraceluralnich metabolitt
ve fermenta¢nim mediu. Tato metoda byla nasledné uzita pro analyzu 48 kmend rodu
Geosmithia. Dale byly vyvinuty postupy pro ‘“chromatograficky screening” biologicky
aktivnich sekundarnich metaboliti studovanych hub.

Ve tieti Casti prace autorka porovndvala separacni schopnosti povrchové porézniho
sorbentu v médu HPLC s plné poréznimi hybridnimi ¢asticemi uréenymi pro UHPLC.

Vysledky doktorské prace byly priitbézné prezentovany nejen na konferencich, ale také ve
formé Ctyf publikaci v kvalitnich impaktovanych casopisech. Doktorska prace je napsana
takovou formou, ze dobte dopliiuje zminéné publikace a umoznuje ziskat celistvou piedstavu
o mnozstvi a kvalité odvedené prace. Publikace i doktorska prace jsou psany zruéné,
ptehledné a srozumitelné. Smysl a dilezitost studované problematiky je jasné specifikovana.
Cile prehledné stanoveny. Pouzité nastroje pro feSeni problematiky jsou vhodné zvoleny
a pouzity. Celkov¢ 1ze konstatovat, Ze vytcené cile byly splnény.

K praci mam jen nékolik poznamek a dotazi.

Ceskéa verze anotace obsahuje vice formalnich nedostatkil (pieklepti, apod.) nez verze
anglicky psana. Na druhou stranu, jak anglickd forma anotace, tak doktorska prace psana
v anglicting, je téméf prosta preklepd, a to je tieba naopak vyzdvihnout.

V seznamu publikaci v doktorské praci na stran¢ 3 chybi u ¢tvrtého ¢lanku (Vv casopisu
Chromatographia) rok publikovani (a je tomu tak i v anotacich).

Na stran¢ 36 doktorské prace je dvakrat zminéno, Ze monolity poskytuji vyznamné nizsi
separacni Uc¢innosti nez konvencni sorbenty. S timto tvrzenim lze tézko souhlasit a tato teze
muize byt zajimavym namétem pro diskusi v ramci obhajoby.

Na strané 37 se hovoii o separa¢ni ucinnosti (Separation efficiency) a ptislusna veli¢ina je
oznacena H, je také takto uvedena i v seznamu zkratek. Navic je uvedeno, ze vyznam této



veli¢iny je totozny S HEPT (vySkovy ekvivalent teoretického patra). Zavedeni veli¢iny H
a jeji oznaceni jako separacni ucinnost je dle mého nazoru nevhodné, zavadéjici a zbytecné
v daném kontextu. Je obvyklé symbolem H oznacovat pravé vyskovy ekvivalent teoretického
(nebo kratce vysku patra). Na druhou stranu, separacni U¢innost je obvykle vyjadiovana
poctem pater kolony, N.

Dale je na téze strané pro linearni rychlost toku mobilni fdze pouzit symbol v, nicméné
v seznamu zkratek je uveden symbol z, a vrovnici (1) a textu na strané 37 zase pouze
symbol s

Na strané 64 a 65 je konstatovano, ze béhem chromatografického fingerprintingu bylo
zaregistrovano 206 hlavnich slozek, které pak byly statisticky zpracovany metodami PCA,
PCoA a HCA. Jakym zpisobem byly tyto latky vybirany/urCovany, jaka byla kritéria pro
jejich vybeér, jinak feceno, jak jste se vypotadala s pfipadnymi a jisté ¢astymi potizemi pfi
CasteCnych piekryvech jednotlivych slozek/komponent, tj. pii koelucich, byla provadéna
néjaka dekonvoluce slozek? Dale, vysledky PCA nejsou v praci uvedeny, z jakého divodu?
Nakonec, na zakladé textu na strané 65 se domnivam, ze by ve Fig. 15 mél byt n€¢kde uveden
vysledek pro CCF4197-b, ale nepodafilo se mi jej na obrazku identifikovat (mozna jde jen
o tiskovou chybu a chybi pouze pismeno “b” v popisu bodu v grafu).

V ptipadé Fig. 20 asi v legendé chybi specifikace frakce, ktera byla separovana (piedtim
ziskana izolaci dle postupu podle Fig. 18). Alespon tak lze usuzovat na zakladé informaci na
stranach 70-72.

Na stran¢ 70 se uvadi, Ze nejvetsi pik v chromatogramu Fig. 20 obsahoval smés
bioaktivnich latek, ale Ze se je nepodafilo v daném systému rozdélit na jednotlivé slozky
a dale mu tedy nebyla vénovana pozornost. Nebylo by vhodné aplikovat jiny
chromatograficky mod nez RP a pokusit se déleni dosédhnout?

V textu souvisejicim s Fig. 21 se uvadi, Zze se podafilo izolovat a nakonec podrobné¢ MS
charakterizovat dvé bioaktivni latky oznacené jako RJ0258-F1 a RJ0258-F2, a ze se jedna
o dvé chemicky cista individua. Nicméné ve Fig. 21 je patrné, Ze pik/frakce oznacena jako
RJ0258-F1 vykazuje raménko. Prosim o komentar této skutecnosti.

Pres vySe uvedené pripominky zav€rem konstatuji, ze predloZend prace je kvalitni.
Uchazecka prokazala, Ze ovlada metody védecké prace, ma odpovidajici teoretické i1 praktické
znalosti a pfinesla nové poznatky v oboru. Doporucuji pfijeti jeji prace k obhajobé.

V Praze 19.3. 2013

Doc. Dr. RNDr. David Sykora
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