Oponentsky posudek na disertaéni praci Ing. Martiny Spryncové

Analyza mastnych kyselin u diabetickych komplikaci a jejich diagnosticka aplikace

Piedlozena disertaéni prace Ing. Martiny Spryncové, studijniho oboru Analyticka chemie, Skoliciho pracovisté Katedry

biologickych a biochemickych véd FChT, Univerzity Pardubice shrnuje vysledky prace o stanoveni vybranych
mastnych kyselin v plazmé pacientii s diabetes mellitus, metabolickym syndromem, jaterni steatézou a
kardiovaskularnim onemocnénim, jez jsou v disertatni praci studovany a kriticky posouzeny.

1. Aktualnost zvoleného tématu

Téma dizertace bylo zvoleno dle spole&ného vyzkumu s Krajskou nemocnici Pardubice o vlivu rizikovych faktori na

slozeni mastnych kyselin membran erytrocytii a zanétlivé reakce po implantaci koronarniho stentu u pacienti
s ischemickou chorobou srdeéni. Cilem tohoto vyzkumu bylo stanoveni obsahu mastnych kyselin v membranach
erytrocytii a ve fosfolipidech plazmy po perkutanni transluminarni koronarni angioplastice a vyhodnoceni vztahu
jednotlivych mastnych kyselin k zanétlivé reakci. DalSim pracovistém doktorandky byla béhem studijniho pobytu
Centralni laboratof Interni kliniky IV, Fakultni nemocnice Univerzity Tiibingen, Némecko, kde stanovovala
koncentrace mastnych kyselin v lipidovych frakcich vzorki plazmy pacientil s metabolickym syndromem, jaterni
steatézou a diabetem mellitu. Aktualnost zvoleného tématu se mi jevi proto nesporna.

II. Vytyceni cili disertace

Cile disertace byly stanoveny ve studijnim planu doktorandky a lze je struéné formulovat jako analyzu sloZeni

mastnych kyselin v plazmatickych lipoproteinovych frakcich onemocnéni metabolického syndromu MS, jaterni
steatézy JS, diabetes mellitus DM, kardiovaskularni choroby CVD a koneéné kontrolni skupina zdravych lidi ZK
a také jejich vzajemné porovnani a porovnani se zdravou kontrolni skupinou. Dalsim cilem disertace bylo
stanoveni aktivit lipogennich enzymi, které jsou ovliviiovany inzulinovou rezistenci adipocytarnich, jaternich a
svalovych bun&k. Struktura disertacni prace je v souladu s pozadavky §6, vyhl. ¢. 64 Sbirky z 19.9. 1977 a dale
§47b zakona &. 111/1998 Sb., ¢lenéni a potiebné separaty a celek respektuje predepsana kritéria, a prace je i po
formalni strance konzistentni.

II1. Konkrétni dosaZzené vysledky a nové poznatky

Za vyznamné vysledky a uzite¢né poznatky dosazené v piedlozené disertaéni praci je tfeba dle mého nazoru povazovat
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piedevsim nasledujici naméfené, statisticky vyhodnocené a jasné prokéazané zavery:

Teoreticka &st obsahuje kriticky zpracovanou literarni informaci k meritu této studie.

Experimentalni &st popisuje pracovni postupy ke stanoveni koncentraci mastnych kyselin.

Vysledky a jejich diskuse obsahuje fadu vysledki a novych poznatki, ze kterych vybirdm nejzavazngjsi:

1. Pro celkové obsahy mastnych kyselin v plazmé byly stanoveny koncentraéni intervaly 40 mastnych kyselin
pro &tyfi skupiny nemocnych.

2. Pokles koncentrace cis-palmitoolejové kyseliny 0 23% u nemocnychMS a 05 1% u JS. Vysvétlenim poklesu
je inzulinova rezistence jater a tukové tkan€ u JS.

3. Koncentrace v jednotlivych frakcich byly kvantitativnim analytickym hodnocenim cis-palmitoolejové
kyseliny jako lipokinu tukové tkané, ktery realizuje pienos informace o jeji inzulinové rezistenci.

4. U koncentraci mastnych kyselin ve frakci fosfolipidd, diacylglycerolii a volnych mastnych kyselin byly
nalezeny pouze nevyznamné rozdily a koncentraéni slozeni mastnych kyselin v téchto frakcich nepfinasi
vyznamné informace vyuzitelné k diagnostickym acelim.

5. Frakce triacylglycerolii je z diagnostického hlediska nejzajimavéjsi a analyza mastnych kyselin umoziiuje
diagnostické rozliseni skupin nemocnych.

6. Podle aktivitnich indexi 9-desaturazy-C18 ve frakci TG lze rozdélit nemocné do jednotlivych skupin.

7. K rozdéleni nemocnych MS, JS a DM do jednotlivych skupin nemoci je mozné vyuzit koncentrace mastnych
kyselin ve frakci, a to u DM jsou koncentrace 3,5 krat vy$si, nez u ZK a 2,2 krat vy3si nez u MS a 1,6 krat
vyssinez u JS.

8. K odliseni nemocnych MS a JS lIze vyuzit koncentrace cis-palmitoolejové kyseliny, protoze nalezené rozdily
jsou v této frakci nejvyssi a dostatecné prukazné.

9. Byl nalezen vyznamny rozdil v koncentracich m-6 a ®-3 mastnych kyselin, kde byl zjistén rust koncentrace
kyseliny linolové, arachidonové a znatelny rist celkové koncentrace viech -6 mastnych kyselin, pfi stejné
koncentraci -3 mastnych kyselin oproti kontrolni skupiné ZK.

Dalsi diagnostické zavéry vyzaduji analyzu koncentraci dalgich derivatd mastnych kyselin vzniklych peroxidaci,

oxidaci, cyklooxygenaci a dalsich enzymatickych reakei, které mohou ovliviiovat vysledné koncentrace mastnych



kyselin. Jejich vliv se v soucasné dobé studujei ve stale vétSim rozsahu.

IV. Zhodnoceni tirovné zpracovani disertace

Po obsahové strdnce ma disertacni prace dobrou troven, je psana prehlednym zpiisobem a srozumitelnym jazykem,
neobsahuje nedoloZena tvrzeni a spekulace. Usnadtiuje ctenafi moznost pochopeni i dalSich detaild, coz zvlaste u
matematicko-statistického aparatu je cenné. I kdyz pokryva specializovany obor biochemie, klinické a analytické
chemie a vybranych partii z chemometrie, jeji odborné prezentaci bude biochemik a analyticky chemik zcela jisté
rozumét. Jako celek vyzniva dizertacni prace velmi dobre. Jde o statistické zpracovani biochemické a klinické
problematiky realnych dat.

Nasledné dotazy jsou edita¢niho charakteru a mély by podnitit diskusi pii obhajobé. Ke kapitole Vysledky a diskuse
mam nasledujici komentare:
4.1 Kalibraéni k¥ivka (Tab. 2) ukazuje na dostatecné presné naméiené kalibrace, protoze koeficienty
determinace R? dosahuji vysokych hodnot, blizkych 1. V Tab. 2 je vsak R’ chybné oznaen za korela¢ni
koeficient. Uvadim, ze 100%*R? se nazyva regresni rabat a vyjadiuje procento bodd pfimky, které dokonale
spliiuji pfimkovou zavislost.
4.2.1 Pfesnost metody (Tab. 3) v parametru smérodatné odchylky SD dokazuje peclivé a presné provedeny
experiment. BohuZel hodnoty variaéniho koeficientu CV ¢ili relativni smérodatné odchylky v procentech rovnéz
sice vedou k zavéru velmi pfesnych dat, nejsou vSak autorkou komentovany, i kdyz jsou CV u jednotlivych
mastnych kyselin zna¢né rozdilné. Bylo by vhodné u obhajoby vysvétlit pro¢ asi? Mez detekce je vynikajici mirou
k odlideni signalu od instrumentalniho Sumu a zde ukazuje na jesté statisticky vyznamné koncentrace mastné
kyseliny. Mez kvantifikace (dfive mez stanovitelnosti) je zde redundandni ¢ili nadbyte¢né uvadéna, i kdyz nékteré
lékai'ské Gasopisy ji stale jesté pozaduji.
4.2.2 Opakovatelnost metody (Tab. 5) rovnéz prokazuje spolehlivé provedeni kvantitativniho stanoveni. Ctenaf
si bohuzel musi sam vysvétlit rozdily v hodnotach meze opakovatelnosti LO u jednotlivych mastnych kyselin.
Zajimavé pritom je, Ze rozdily mezi kyselinami jsou mnohdy zna¢né. Co z toho vyplyva, bude pfedmétem diskuse
pfi obhajobé.
4.2.3 Reprodukovatelnost metody (Tab. 7) dosahuje jest¢ v hodnotach meze reprodukovatelnosti jesté nizsich
hodnot nez meze opakovatelnosti v Tab.5, coz svéd¢i opét o velmi peclivé laboratorni praci. V Tab. 7 je ale tento
sloupec chybné nadepsan.

Po formadlni strdnce jde o dobrou prezentaci. Doktorandka prokazala dostatecné zkusenosti pii praci s pocitacem. Lze
proto konstatovat, ze zde skvéla forma vcetné kvalitni grafiky, obrazkii jenom umociuje obsah. K praci nemam
formalni pfipominky.

U obhajoby je tieba predlozit vSechny kopie separati k meritu disertace, které doktorandka cituje na konci dizertace.

V. Vyznam pro rozvoj védy a oboru
Predlozena disertaéni prace ma nesporny vyznam pro biochemickou a lékaiskou praxi. Resi uzite¢né praktické téma,
uziva spravné paletu instrumentalnich metod a data jsou zpracovana velice peclivou statistickou analyzou. Ke
statistickému zpracovani dat nemam vaznych ptripominek, hodnotim presvédCivy a rigordzni zpisob zpracovani
naméienych dat. Prace je na dobré rovni, statistické zpracovani dat je pojato naroc¢né a dosazené vysledky jsou
proto piesveédcive.

VI. Zavér oponentského posudku
Konstatuji, Zze piedlozena disertacni prace plné vyhovuje pozadavkim uvedenym v odst. 1, §2, vyhlasky ¢. 64/1977
Sbirky a dale §47b zakona ¢. 111/1998 Sb.. Disertacni prace doklada dostatecnou kvalifikaci doktorandky a
piedstavuje piinos pro rozvoj biochemicko-analytického oboru. To potvrzuji i jeji vysledky publikované ve dvou
odbornych ¢asopisech s IF.
Disertaéni praci Ing. Martiny Spryncové doporuéuji k obhajobé.

Na zakladé uspésné obhajoby pak navrhuji udéleni akademického titulu Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych skolach
¢. 111/98 Sb.
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