Oponentsky posudek diplomové prace

Be. Monika Salficka:

,Validace metody pro stanoveni volnych metanefrini v plazmé*

Zadanim piedlozené diplomové prace bylo vypracovat teoretickou a experimentalni ¢ast
tykajici se latek typu katecholamini, optimalizace a validace metody jejich stanoveni. JelikoZz
tyto latky Ize povazovat za nadorové markery, bylo zarovel pozadovéno ziskané vysledky
kriticky zhodnotit a porovnat se zdravotnickym pracoviStém.

Cilem této prace bylo dokonéit optimalizaci metody probihajici v ramci projektu Vyvoj kitu
pro stanoveni plazmatickych metanefrin FR-TI4/331 a provést jeji validaci na kapalinovém
chromatografu s elektrochemickou detekei za pouziti redlnych vzorki plazmy s fyziologickym
i patologickym obsahem metanefrini.

V ramci teoretické ¢asti byla vypracovana literarni resSerse o latkach typu katecholamini,
piedevsim o metanefrinech, jejich vlastnostech, vyskytu a vyznamu v potravinéistvi. Bylo zde
také rozvedeno vyuziti t&chto latek v diagnostice nddorovych onemocnéni, zejména nadori
nadledvin. Z toho divodu zde rovnéz byla popsana anatomie a fyziologie nadledvin, nadory a
jejich 1é¢ba, nadorové markery, jejich izolace a detekce z biologickych matric. V této Casti byl
zarover popsan zpusob validace analytické metody.

Teoreticka Cast byla systematicky rozdélena do kapitol, ze kterych je patrné o jakou
problematiku se jedna, rovnéZ z této Casti diplomové prace vyplyvd divod pro stanoveni
katecholamint a velky vyznam pro praxi.

V experimentélni ¢asti bylo prehledné popsano pfistrojové vybaveni, chemikalie, pracovni
postupy na piipravu roztokl a podminky HPLC analyzy.

Nasledujici vysledkova ¢ast byla vénovana analyze vysledkl experimentd provadénych
b&hem optimalizace pfipravy vzorkl k analyze, optimalizaci analytické metody a predevsim
validaci analytické metody stanoveni. Touto metodou byla vysokou¢inna kapalinova
chromatografie s elektrochemickou detekci pro stanoveni metanefrind z plazmy po jejich

ptedchozi izolaci extrakci na tuhou fazi.



Validovana metoda byla na zavér ovéfena analyzou vzorkl plazmy. Vysledky stanoveni
byly porovnany s témi, které byly zmétfeny na pracovisti 1. 1ékarské fakulty Univerzity Karlovy

v Praze.

K predlozené praci mam nasledujici pripominky, dotazy a naméty k diskusi:

V Teoretické Casti, v kapitole 1.1. s ndzvem ,,Nadledviny” je popsana funkce hormonu kiiry
nadledvin, funkce hormont dfené, stejn¢ tak jako vlastni nadory kiiry a dfené. Vzhledem
k tomu, Ze se katecholaminy a jejich metabolity vyuzivaji k diagnostice nadoru dfené nadledvin,
predevsim feochromocytomu, zda se mi nadbyte¢né a rovnéz od tématu odbihajici, zabyvat se
vyznamngéji kiirou nadledvin a jejimi nadory.

Opét v Teoretické casti, v podkapitole 1.2.3. s nazvem ,,Lé¢ba nddort nadledvin® je zminéno,
ze po tomografickém vySetfeni je nador chirurgicky odstranén. Tato informace neni zcela
pravdiva, protoze velké mnozstvi naddorti neni mozné chirurgicky odstranit napt. z divodu
mozného poskozeni okolnich organil. Zde jé pak velmi dalezité pravidelné provadét stanoveni
nadorovych markert, za G¢elem kontroly chovani pfitomného nadoru. Rovnéz se domnivam,
ze pro uvedenou diplomovou préci je podstatnéjsi oddil zabyvajici se diagnostikou nez lé¢bou,
protoze se bezprostfedné tyka tématu. Tento oddil v diplomové praci naopak postradam.

V podkapitole 1.3.2.1. s nazvem ,,Tumorové markery a jejich vyznam” se mi zda nadbyte¢né
Sifeji zminovat nadorové markery, které se netykaji matabolismu katecholamind. Naopak
v podkapitole 1.3.3.1. s nazvem ,,Katecholaminy a metabolity katecholamini” neni zcela
evidentni, kdy se hovofi o vlastnich katecholaminech a kdy jiz o jejich metabolitech,
metanefrinech.

Podkapitoly 1.4.2.1 — 1.4.2.4 zahrnuji obecny popis preanalytické, analytické a postanalytické
faze laboratorniho vySetfeni. Zatimco preanalytickd Cast je rozepsana téméf na Ctyfech
strankach, analyticka faze zahrnuje pouze extrakci a postanalytické fazi jsou vénovany tii véty.
Tento nepomér muze byt pro Ctenafe zavadé€jici, stejn€ jako omezeni pouze na extrakci
v analytické ¢asti.

V kapitole 2.6. Valida¢ni plan se vyskytuje pojem ,,obohaceny vzorek plazmy”, co to znamena?
V podkapitole 3.1.2. uvadite, ze metoda SPE je ovlivnitelnd zvolenym sorbentem. Na zakladé

jakych vlastnosti byly vybrany sorbenty pro testovani?



Vysvétlete, prosim, pro¢ v tabulce 3, v podkapitole 3.1.3. vSechny centrifugace probihaly, jak

piSete, s nastavenou optimalni teplotou, tedy pti 4°C, pouze jedna pti 20°C?

Shrnuti:

Diplomova prace byla srozumitelné a ptehledné sepsana dle jejitho zadani. Dané téma bylo
teoreticky zpracovano nékdy az piili§ podrobné, ale metodicky spravné a cil prace byl splnén.
Pouzité pfistupy feseni problému jsou odpovidajici a nelze nic namitat ani proti interpretaci
vysledkii. Experimentdlni i vysledkovad cast byla velmi peclivé a systematicky sepsana,
doplnéna ndzornymi obrdzky a prehlednymi tabulkami. Veskerd pouzita literatura byla dle
mého nazoru fadné citovana (35 citaci).

Téma predkladané prace patii k aktudlnim a pro potieby praxe efektivné vyuzitelnym.
Stanoveni tohoto typu latek je velmi ptinosné z diagnostického hlediska.

Rozsah piedlozené prace povazuji spise za nadstandardni.

Podle mého nazoru, Bec. Monika Salficka splnila vSechny ptedpoklady pro uspé$né pftijeti
diplomové prace. Z vySe zminénych divodl doporucuji tuto diplomovou praci k obhajobé a

hodnotim znamkou
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