OPONENTSKY POSUDEK
Disertacni prace
Mgr. Sofa Sechovcova

VyuZiti HPLC/ED k monitorovani nékterych klinicky vyznamnych slouéenin.

Disertacni prace v rozsahu 150 stran je ¢lenéna do 9 kapitol, 8 pfiloh a 196 literarnich citaci. Je
pfehledné uspofadana a podéava podrobny obraz o dané problematice.

Zabyva se FeSenim a optimalizaci podminek metody pro stanoveni hladin kys.lipoové /LA/. Ové&Fenim
referenénich mezi u darch krve a poté i u suplementovanych, dobrovoinych darct.

Z klinicky vyznamnych sirnych slou¢enin /aminothiolli/ byly dale stanoveny metodou HPLC/ED
hladiny homocysteinu, cysteinu, methioninu a cysteinyl- glycinu. A to u pacientd s onemocnénim
korondarnich arterii.

Problematika LA je v poslednich letech v popfedi zajmu pro jeji vyznamné antioxidaéni Géinky

s moznym antiaterogennim plsobenim. Vyznam Hcy v organismu je dlouhodobé zndm , i jako
»nezavislého rizikového faktoru aterosklerézy”. Je viak skuteénosti, Ze jeho vyuZiti v klinické praxi je
minimaini.

V teoretické ¢3sti jsou shrnuty tGdaje o LA, jeji funkci, metabolismu a vztahu k diabetu a
aterosklerdze. Jsou popséany jeji antioxidaéni vlastnosti.

Autorka detailné rozvedla problematiku aterosklerézy, ICHS a perkutanni koronarni interference.
Mimo LA jsou popsany dal3i klinicky vyznamné aminothioly (Hcy, Cystein, Methionin) a jejich vztah
k ateroskleroze.

Pomérné stru¢né jsou nasledné uvedeny moZnosti stanoveni LA a amiothiol( (zejména Hcy)

v biologickém materialu.

Kap.1. (str.20).......“hlavni pfi¢inou ICHS je oxidaéni stres”. Vysvétlete pro€. A plati toto u kazdého
jedince?

Proc byly vybrény pro sledovani aminothioly (Hcy, ...)? A jaké jsou referenéni hodnoty? Hey se
v laboratorni ani v klinické praxi nevyuZiva. Pro&?

Kap.1. (str. 20) ..“indikuje se diabetikim jako dopInék stravy”. Uvedte pfiklad podévanych preparatd.
Které konkrétni podminky pro stanoveni LA byly testovany pfi vyvoji (resp.ovéfovani) metody?
Kap.2.4.5.5.(str. 42-44). Byly stenty potaZené LA pouZivany i v Pardubické nemocnici?

Kap.2.4.6. (str.47). Hladiny LA — endogenni a po suplementaci. U riznych autor( jsou pouzivany
rozdilné jednotky (umol/l; nmol/l). Vysvétlete ev. okomentuijte.

Kap.2.5.7. (str.68) ...“stanoveni Be, By, kys.listova pomoci HPLC/ED“. Jaké metodiky se pouZivaji
v praxi?

Experimentdini ¢ast popisuje konkrétni podminky stanoveni LA (DHLA). Odbéry, pfistroje, chemikalie,
pfiprava vzorkd, analytické parametry metody. Ndsledné podminky stanoveni vybranych thiold.

Ve vysledkové &asti uvadi finalni podminky stanoveni LA v plasmé a to pro darce bez suplementace a
dobrovolniky po suplementaci.



Vybrané aminothioly byly stanoveny u pacientd s onemocnénim koronérnich arterii, pfi rGzném
stupni poskozeni. (akutni, chronicka CAD)
Zavérem je poté sledovana dynamika aminothiol@ po perkutanni, koronarni intervenci.

Kap.4.1. (str.72) ..."byly stanoveny metodou HPLC/ED”. Jde o metodu novou, nebo se ovéfovaly
optimaini podminky?

Kap.4.1.2. (str.74) ...“suplementovanych dobrovolnych dérct krve LA; n=3", Statisticky nepouZitelna
skupina. Pro¢ tak malo jedinc?

Kap.5.1.1. (str.96) ...“kvantifikovano s pfijatelnou spravnosti a pfesnosti”, Vysvétlete, co je
»Prijatelné” v tomto pfipadé. Porovnejte mez detekce a stanovitelnosti s Vami namérenymi
hodnotami u darcg.

Kap.5.2. (str.98) ...“Kalibraéni kfivka byla linedrni v rozsahu 0,5-20 umol/I. v Kap.5.1.1. je uvddéna
kal.kFivka s koncentracemi LA v nmol/l. Vysvétlete.

Kap.5.4.3. Porovnejte zjitténé hladiny aminothiold s ref. mezemi.

Kap.6. (str.116). Je uvddéna a diskutovédna optimalizace chromatografickych podminek. Ale v Kap.4.
nejsou tyto podminky a jejich porovnavani uvedeny. Vysvétlete.

PfedloZend disertacni prace dokladuje schopnost autorky resit slozitoy problematiku s dosahem do
klinické praxe. Vyuzivat modern| analytické postupy. Schopnost analyzovat a interpretovat dosazené
vysledky. Ty jsou pfiméFenym zplisobem prezentovény.

Disertacni préci proto doporuéuji ptijmout k obhajobé.

/Studijni a zkugebnf ¥ad Univerzity Karlovy v Praze 8.2.2018 , obhajoba diserta&ni préce, statni
doktorska zkouska/.
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Oponentsky posudek na doktorskou disertaéni praci Mgr. Soni Sechovcové

V Ceském jazyce psand doktorska diserta&ni prace Mgr. Soni Sechovcové nese nazev
»VyuZiti HPLC/ED k monitorovani nékterych klinicky vyznamnych sirnych slougenin®. Jedn
se o monograficky svazek o 150 stranach, ktery obsahuje devét kapitol tvoficich uvodni lite-
rarni pfehled, popis experimentd, vy€et a diskuzi jejich vysledkd; disertaéni praci uzaviraji

kapitoly Zavér, Pfilohy a seznam citované literatury (196 citaci).

Pfedkladana disertaéni prace se zabyva vyvojem vhodné metody pro stanoveni endo-
gennich hladin kyseliny lipoové, ovéfenim jeji pouZitelnosti pro stanoveni kyseliny lipoové
po podani pacientlim, zkoumanim toxicity kyseliny lipoové vii&i erytrocytim a vyzkumem

vyznamu homocysteinu, cysteinu, methioninu a cystein-glycinu v klinické praxi.

Prace Mgr. Soni Sechovcové podava presvédcivy obraz o spolehlivé odborné kvalifikaci
autorky v analytické chemii, elektrochemii a klinické chemii a biochemii. Text disertaéni pra-
ce je psan velmi ¢tivym a odborné spravnym jazykem a prace jinych autord jsou peélivé cito-
vany. Ojedinélé drobné jazykové chyby maji povahu spise preklep( i nespravného pouZiti
vétné Carky. Po formdlni strance je disertaéni prace (aZ na nékteré prohFesky pfi vysledném
formatovani textu) provedena velmi kvalitng; drobné vyhrady bych mél pouze k nasledujicim

bodim:

1. Strany monografie by mély byt Cislovany jiz od prvni stranky, nikoliv a# za obsahem.

2. Vtextu se misty vyskytuje vétsi mnoZstvi vyrazii pfevzatych z cizich jazykd, které viak
v Ceském jazyce maji sv(j protéjSek, tudi by se sluselo vyvarovat se v ¢esky psa-
ném textu naduZivani takovychto vyraz(.

3. Vicendsobné citace byva zvykem seskupovat do skupin, proto napf. citace 4 (%) (6)

bych doporuéoval uvadét jako citace 9, Stejné tak soubor citaci *¥ 12 (1) by mél

byt uvéddén v poradi @ (11 (12),
Pfirodovédecka fakulta UK
Katedra analytické chemie
doc. RNDr. Viastimil Vyskogil, Ph.D.
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4. Na str. 25 by jednotlivé zplsoby regulace mno3stvi radikald mély byt odsazeny od-
razkami.

5. Cislovani kapitol do &tvrté & dokonce paté urovné se obecné nedoporuduje a vétsi-
nou Ize snadno upravit zavedenim necislovanych kapitol.

6. Byva zvykem neslabigné pfedlozky pFetahovat na dal¥i Fadek.

/. Pfi vyjadFfovéni vyslednych hodnot jako intervalu spolehlivosti musi mit median &
aritmeticky primér stejny pocet desetinnych mist jako vyjadfovana smérodatna
odchylka ¢i mez opakovatelnosti (napf. na str. 43).

8. 'V préci by bylo vhodné viechny strukturni vzorce organickych sloucenin zapisovat
jednotnym zpGsobem, zvlast pokud se vyskytuji v jednom obrazku rézné druhy za-
pisu (napf. na str. 57).

9. Na str. 80 by na misto 3,3-Sa mélo byt 3-Sa.

10. V Cesky psaném textu je zvykem pouZivat desetinnou &arku, nikoliv te¢ku (napt.
v tabulkdch na str. 113).

11. Kap. 9: nékteré citace se formatem vymykaji zavedenému stylu (napf. 10, 13, 37,
118, 140, 175 apod.).

12. Disertaéni prace by méla obsahovat také bibliograficky prehled uchazetky, aby by-

lo moZné posoudit vystupy, které vznikly z autoréina plisobeni na doktorském studiu.
Tyto formaini prohfesky viak nijak zasadné nesnizuji kvalitu pfedkiddané disertaéni prace.

K disertacni praci mam nékolik dotazd, které by poukazaly na zkugenost autorky, a tim
dokreslily celkovy vyznam predkladané diserta&ni prace, a také abychom se néco vice dozvé-

déli od odbornice na pfedstavenou problematiku:

1. Str. 36: co si m3 CtendF predstavit pod spojenim ,silny redoxni par“?

2. Je moiné pro stanoveni kyseliny lipoové v biologickych tekutinach pouzit i volta-
metrické metody (v préci je citovana jen jedna takova metoda, co? je na takto vyznam-
ny analyt pomérné malo)? Pokud ano, jaké vyhody ¢i nevyhody maji oproti HPLC/ED?

Pfirodovédecka fakulta UK
Katedra analytické chemie
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3. Str.54a56:vtab. 2 je citovana prace ©® kde je popisovano pouziti techniky DPV/ED.
Na str. 54 se v3ak u stejné prace hovofi o poufZiti techniky HPLC/ED. Jak m& &tenaf
tomuto nesouladu rozumét? Neodpovidaj si ani popisované meze detekce (0,02 ng/mi
a 0,2 ng/ml).

4. Je obecné zndmo, Ze rtut a elektrody od ni odvozené (napf. amalgamové elektro-
dy) nejsou pfili§ vhodné pro elektrochemické analyzy pfi kladnych potenciélech, tedy
v oblastech potencidld, pFi kterych prevazuje anodicka oxidace analytli a zaroven

dochazi k elektrochemické k oxidaci samotného materialy elektrody. Jakd metodi-

173) (174) (176

ka byla zvolena v pracich ), které poufziti takovychto elektrod popisuji?

5. Str.95: jako jednotku ma plocha piku y a hodnota smérnice v kapitole Linearita
(popf. na obr. 21)?

6. Str.96:vtab. 10 by dle dfive popsanych rovnic méla byt hodnota LOQ 3,33-
nasobek hodnoty LOD. Pro¢ tomu tak neni?

7. Str. 121: jaké jiné metody by bylo mozné pouZit pro zjisténi cytotoxicity kyseliny i-
poové kromé zde zminéné metody vyluovani trypanové mod¥fi?

8. Nachazi v dnedni dob& HPLC/ED uplatnéni v bésné laboratorni praxi (napf. pfi kli-
nickych analyzach)?

Zavérem bych rad konstatoval, Ze pfedloZena disertaéni prace nazorné ukazuje, Ze jeji
autorka ma znagné teoretické i experimentalni zkugenosti v dané oblasti vyzkumu. Préce pfi-

nasi nové vysledky s nespornym vyznamem pro zakladni vyzkum i pro praktické vyusiti.

Mgr. Sofa Sechovcova takto prokazala své tvirdi schopnosti a jeji doktorska diserta&ni
prace spliiuje poZadavky kladené na disertaéni praci v daném oboru. Proto predkladanou

disertacni praci plné doporucuji k obhajobé jako zaklad pro ziskani titulu Ph.D.

V Praze, dne 30. srpna 2018

doc. RNDr. Viastimil Vysko¢il, Ph.D.

Pfirodovédecka fakulta UK
Katedra analytické chemie

doc. RNDr. Viastimil Vyskogil, Ph.D.

adresa: Hlavova 8, 128 43 Praha 2 telefon: 221 951 599 e-mail: viastimil.vyskocil@natur.cuni.cz
iCo: 00216208, dié: CZ00216208 fax: 224 913 538 web: www.natur.cuni.cz




