Oponentsky posudek

doktorské disertaéni prace Ing. Michaely Kulhankové

Chromatograficka analyza krevnich lipidu u
diabetika typu 2

Oponovana disertaéni prace byla vypracovana jako kvalifikacni spis k ziskani
titulu PhD na Katedfe biologickych a biochemickych véd, Fakulta chemicko-
technologicka, Univerzita Pardubice a na Oddéleni klinické Biochemie Fakultni
nemocnice Eberhard-Karl-Universitat v Tubingenu. Cilem prace bylo provést
optimalizaci a validaci chromatografické analyzy pro identifikaci methylesterd
mastnych kyselin a posoudit vyuZiti stanoveni obsahu mastnych kyselin v
jednotlivych frakcich krevni plazmy pro snadné&j8i charakterizaci onemocneni
diabetes mellitus 2. typu. Nenasycené mastné kyseliny jsou v posledni dobé
sledovany jako perspektivni markery diabetu, takZe z tohoto pohledu je disertacni
prace Ing. Kulhankové vysoce aktualni.

Disertacni prace ma 125 stran a je tvofena

a) Teoretickou ¢asti, kterd pojednava o lipidech a jejich sloZzkach: mastnych
kyselinach (nasycenych i nenasycenych) a alkoholech (glycerol, sfingosin,
inositol a cholesterol). Zvlastni pozornost je vénovana lipidim, v nichz jsou
esterovou vazbou vazany dalsi slozky, jako napf. kyselina fosfore€nd, sirova
& neuraminova nebo cukerna slozka. Tyto slouceniny jsou pfitomné ve vSech
buitkach, kde slouZi jako material pro stavbu membran bunék a organel.
Pozornost je dale vénovana uloze lipid v patofyziologii tukove tkane, pfi
obezité, pfi metabolickém syndromu a pfi cukrovce..

b) Experimentalni &asti, v které jsou popsany metody pouZité v praci, postupy,
instrumentace a zpUsoby hodnoceni,

c) Vysledkovou a diskusni ¢asti, ve které jsou shrnuty vysledky validace,
optimalizace, opakovatelnosti a reprodukovateinosti zvolené chromatografickeé
metody a jsou diskutovany vysledky viivu nékterych faktort na aktivitu A°-
desaturazy, zastoupeni mastnych kyselin v lipidovych frakcich lipoproteind a
pod.

d) Piehledem literarnich pramend, ze kterych autorka ¢erpala. Je jich celkem
100, jsou dobfe vybrany s ohledem na feSenou problematiku a zahrnuiji i prace
recentni.

Oponovana disertacni prace pfinasi fadu novych poznatk, tykajicich se zejména
zmén aktivity A%-desaturazy v korelaci s faktory oviivitujicimi diabetes mellitus 2.
typu. Za zavazné povaZuiji zjisténi, Ze na zakladé kinetickych méfeni aktivity A®-
desaturazy |ze odhalit pacienty, ktefi mohou byt postizeni diabetem, dfive nez se
objevi ostatni pfiznaky. Dil&i vysledky disertace autorka publikovala ve tfech
kolektivnich védeckych &lancich v Easopisech s IF. Jak zvolené metody, tak i
vysledky prace jsou na vysoké védecké rovni. Vysledky uvedene v disertaci jsou



véak atomizovany a roztfi§tény do mnoha grafi a tabulek a diskuse u jednotlivych
testovanych latek ma sice svou védeckou hodnotu, ale chybi generalni diskuse, ktera
by praci pevné zasadila do kontextu podobnych praci a jasné pojmenovala dosaZzené
vysledky a moznosti jejich vyuZiti v praxi.

Préce splnila svij cil a autorka prokazala svou erudici pfi praci v laboratofi a
schopnost piedavani teoretickych i praktickych poznatkl. Vlastni pfinos pro teorii
védniho oboru a praxi nedokazu v8ak posoudit. Chybi mi pro to validni podklady.
Zejména seznam publikovanych praci. KdyZ jsem Zadné informace tohoto druhu
v diplomové praci nenasel, za¢al jsem po nich patrat. Musel jsem podstoupit
detektivni praci a protoze autorka disertace zatajila své divéi jméno, hledani jejich
publikaci se pro mne stalo opravdovym dobrodruzstvim.

Chtél bych proto na zavér svého hodnoceni polozit Ing. Kulhankové dvé otazky:

1) Kolik praci jste publikovala jako hlavni autor nebo jako spoluautor a v jakych
¢asopisech?

2) Vycerpala jste tim vSechny publikovatelné vysledky obsaZené ve vasi
disertaci?

Zaveér: Disertacnl préce Ing. Michaely Kulhdnkové spliiuje poZadavky kladené na
doktorskou disertani préci. PfedloZzenou praci prokazala schopnost tvaréi prace v
oblasti vyzkumu a zpusobilost k samostatné védecké préci. Spiiuje tak poZadavk

kiadené na doktorskou disertacni préaci ve smyslu § 47 zakona ¢. 111/1998 Sb. o VS.
Doporucuji ji proto piijmout jako podklad k dal§imu fizeni ve véci pfiznani védeckého

titulu PhD.
e,

Prof. RNDr. Jifi Patoéka, DrSc.,

Katedra radiologie, toxikologie a ochrany obyvatelstva,
Zdravotné socialni fakulta

Jihogeské univerzity v Ceskych Budéjovicich

Ceské Budsjovice

V Hradci Kralove, 20. fijna 2013
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Oponentsky posudek diserta&ni prace

Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka

Doktorsky studijni obor: Analyticka chemie

Uchazeé: Ing. Michaela Kulhdnkova

Pracovisté: Katedra Analytické chemie

Nézev dizertaéni prace: Chromatograficka analyza krevnich lipid u
diabetikl typu 2

Skolitel: prof. Ing. Karel Ventura, CSc.

Oponent: prof. Ing. Lenka Hernychova, Ph.D.

Pracovisté: Regionalnf centrum aplikované molekulérni

onkologie, Masaryktv onkologicky tustav, Brno

Cilem piedloZené disertatni prace byla optimalizace a validace chromatografické
analyzy pro identifikaci methylesterd mastnych kyselin a jej{ aplikace na stanovenf

obsahu mastnych kyselin ve frakcich krevnf plazmy.

Disertaéni price je &lenénd do péti hlavnich kapitol (lived, teoreticka a experimentalnf
¢4st, vysledky a diskuze, z&vér). Vdvodnf kapitole jsou charakterizovany lipidy a
desaturizy, dale je popsiano onemocnéni diabetes mellitus a na zavér jsou uvedeny
analyzy jednoduchych lipidii v riiznych typech vzorki. V experimentdlni &asti jsou
popsiny piipravy vzorkd a pouZitd instrumentace. Validace a optimalizace
chromatografické metody je uvedena v &sti Vysledky a diskuze spolu s vlivem mastnych
kyselin na vybrané enzymy vyznamné ovliviiujici onemocnéni diabetes mellitus 2. typu.

V z4véru jsou pak shrnuty vSechny vysledky a poznatky zfskané v dizertaZnf praci.

Préce je psana petlivé a srozumitelné, v textu se nevyskytuji pieklepy. Text je dopinén
46 obrazky ilustrujicimi popisovand témata a spolu se 14 tabulkami dokumentuji
ziskané vysledky. Dal3f data uvedena ve 29 tabulkich v pffloze dizertacni prace byla
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pouZzita pro vypotet meze opakovatelnosti, reprodukovatelnosti a sestrojenf dalSich
zavislostl na vybranych veli¢inich. Jednotlivé kapitoly jsou doplnény 100 literdrnich

odkazi.

Na praci studentky si cenim aplikace optimalizovanych postupil na analyzy vzorki
pacientli (t&Zce nemocnych diabetiki). Ve studii byly ziskdny nové originalnf vysiedky
prokazujici poruchy v zastoupen{ mastnych Kyselin ve VLDL frakci a zmény aktivnich
indexti enzymového lipidového metabolismu. Z dizerta¢ni prace vypliyv4, Ze studentka
vénovala mnoho usili optimalizaci a validaci uvedenych postupti. Z uvedenych vysledkii
lze usuzovat, Ze cile dizerta¢nl prace byly splnény. Vysledky prace byly prezentovany na
tuzemskych i zahraniénich védeckych konferencich formou pfednések a posteri a byly
uvefejnény ve tiech védeckych Casopisech s IF, u kterych je Ing, Michaela Kulhdnkova

(Elcnerova) spoluautorkou.

Dotazy oponenta k obhajobé disertaéni prace
Ve své praci pouZivate ke stanovenf mastnych kyselin plynovou chromatografii. Popsala
byste dal$i metody, které se pouZivajl k témto stanovenim? Zaméfte se na hmotnostni

spektrometrii.

Zavér

PredloZena préice obsahuje predepsané nileZitosti a spliiuje poZadavky kladené na
disertalni prdce voboru Analytickd chemie. Ing. Michaela Kulhdnkovd prokazala
zpusobilost k samostatné védecké praci a ziskala nové origindlni vysledky. Praci

doporuduji k obhajobé.

V Brné 11.11. 2013 Vs

prof. Ing. LepKa Hernychovi, Ph.D.




