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Predlozena disertacni prace ma celkem 151 stran, v€etné piehledu publikacni ¢innosti, feSenych
grantl a ptiloh ve formé odbornych ¢lanku. Prace je zamétena na analyzu retinolu a tokoferolu
Vv biologickych vzorcich pomoci UHPLC/HPLC s UV nebo fluorescencni detekci s hlavnim
diirazem na vybér vhodné stacionarni faze.

V Gvodu se autorka zabyva chromatografickymi metodami véetné trendi v dané oblasti.
Nasleduji kapitoly tykajici se validace analytickych metod v klinickych laboratofich a
mikroextrakénich  technik. Vzhledem ktomu, Ze autorka v experimentalni ¢asti
nevyuzivala mikroextrakce, ani nepopisuje optimalizaci extrakéniho postupu, mohla by, dle
jsou zminiovany charakteristiky analyzovanych vitamint. Vzhledem k naplni prace by bylo pro
Ctenafe ptrinosné uvést stru¢ny pirehled separacnich metod uzivanych v klinické praxi pro
analyzu vitaminu A a E.

Experimentalni ¢ast prace je rozdélena na 3 oddily. Prvni oddil je zaméfen na systematické
porovnani ucinnosti vybranych chromatografickych kolon pro UHPLC analyzu retinolu a a-
tokoferolu. Porovnavany byly kolony monolitické, kolony s ¢asticemi s pevnym jadrem i bézné
stacionarni faze pro UHPLC. Vysledky této studie byly publikovany v ¢asopise Journal of
Separation Science. Druha ¢ast popisuje hodnoceni stability retinolu a a-tokoferolu
Vv matefském mléce po pasterizaci a pii skladovani. Tato studie prokézala stalost obou
hodnocenych vitamini pfi zpracovani i pii skladovani po dobu 12 tydnt ve tkanové bance.
Autorka uvadi, ze vysledky této studie jsou sepsany a piipraveny K publikaci. Tento rukopis
vSak neni k disertacni praci pfiloZzen a neni uveden autorsky kolektiv. Posledni cést
experimentalni prace byla zamétena na vyvoj metody pro soucasné stanoveni retinolua o a y-
tokoferolu pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekci. Metoda je vhodna pro analyzu téchto
vitaminil v séru a lipoproteinovych vrstvach.

V zévéru disertacni prace autorka shrnuje ziskané vysledky. Déle je zafazen seznam citované
literatury (115 literarnich zdroji), publikaci, prezentaci na konferencich (postery a pfednasky)
a grantll, na jejichZ feSeni se doktorandka podilela jako ¢len kolektivu.

Jako prilohy jsou zafazeny kopie 5 ¢lankt publikovanych v impaktovanych casopisech, u
kterych je Mgr. Honegrova prvni autorkou (I1x J. Sep. Sci. IF: 2,594) nebo je soucasti
autorského kolektivu (4x). U publikaci, kde je doktorandka soucasti kolektivu, by bylo vhodné
specifikovat jeji autorsky podil a pfilozené ¢lanky okomentovat a rozd¢lit s ohledem na jejich
vztah k experimentalni ¢asti prace.

Prace je zpracovana piehledné a obsahuje pouze malé mnozstvi gramatickych chyb a pieklept,
které jsou bézné pro prace tohoto rozsahu. K nékolika formalnim chybam patii napf. nazev
prace v hlavic¢ce abstraktu, ktery neni zcela totozny S nazvem disertaéni prace, v seznamu



zkratek neni u nékterych Cesky preklad (FDA, EMA, HR), v kopii ¢lanku (pfiloha 1) chybi
stranka 149.

K praci mam nasledujici pfipominky a naméty k diskuzi.

Dotazy a pripominky:

Str. 32: Jsou vSechny dokumenty a smérnice, které uvadite vhodnymi ,,guidelines“ pro
validaci chromatografickych metod pro stanoveni analyti v biologickém materialu? Jaké
konkrétni Gidaje tykajici se validace metod Ize nalézt v PhEur 8 a CL 2009?

Str. 40: Linearita — Uvadite, ze dle SUKL by mél byt koncentra¢ni rozsah pro hodnoceni
linearity 50-150 % ocekavané koncentrace. Je tento pozadavek aplikovatelny pro stanoveni
analyti v biologickém materialu?

Jaky mate nazor na potencial mikroextrakénich technik pro zavedeni do rutinni klinické
praxe? Ktera z mikroextrakci se Vam jevi jako nejperspektivnéjsi?

Str. 67: K ¢emu byla pouzita kyselina L-askorbova, kterou uvadite v seznamu chemikalii?
Str. 69, Obr. 24: Cemu patii pik na chromatogramech, ktery je eluovan tésné pied hlavnim
pikem retinolu?

Str. 72: Je dostacujici vyjadiit LOQ metody pouze podle poméru signal/Sum?

Str. 80 a 82, Tab. 5 a 6: Cim je zptsobena vysoka variabilita (SD) vysledkt stanoveni u
obou vitamini? Jakou mérou se na ni podili variabilita analytické metody a do jaké miry
je dana biologickou variabilitou? Cim si vysvétlujete snizeni variability u tokoferolu po
12-ti tydennim skladovani?

Str. 88: Je USP vhodnym dokumentem pro validaci metody pro stanoveni vitaminll v séru
a lipoproteinovych vrstvach?

Str. 90: Jaka byla koncentrace IS? Existuje né¢jaké doporuceni ohledné vybéru koncentrace
IS?

Jakeé uskali pro kvantitativni stanoveni endogennich latek v biologickém materidlu pfinasi
absence ,,prazdné‘ biologické matrice? Jaké jsou mozné zpiisoby feSeni a jaky mate nazor
na jejich ptipadné limitace?

Zavér a doporuceni: Prace spliiuje poZadavky kladené na disertacni prace, proto ji

doporucuji k obhajobé a jako podklad k udéleni titulu Ph.D.
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