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PtedloZena prace se vénuje vyvoji tfech HPLC-MS metodik pro stanoveni aminokyselin, alantoinu a
kyseliny mocové v bioanalyze vyuzivajicich techniku suché kapky krve. V prvni &asti disertaéni prace
se autor vénuje charakterizaci cilovych analytl, mozZnostem jejich stanoveni a biochemickému
vyznamu. Déle popisuje techniku suché kapky krve a hodnoti nékteré faktory, které tento zpasob odbéru
vzorku vyznamné ovliviiuji. V zavéru teoretické &asti jsou diskutovany techniky kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Druha, experimentalni €ast prace je zaméfena jednak na
sumarizaci pfistrojd, pomicek a chemikalii, tak na jednotlivé postupy pro pfipravu roztoki a vzorki
pro viechny tfi metodiky véetné chromatografickych stanoveni. V posledni kapitole Vysledky a diskuze
jsou hodnoceny jednotlivé postupy upravy vzorku, optimalizace LC-MS metod a stanoveni vybranych
analytu u dobrovolnych darci. Nasleduji Zavér, Zdroje a Prilohy.

Teoreticka ¢ast je sepsina velmi peclivé, prehiedné s logickou navaznosti a téméf bez preklepu.
V experimentalni &asti bych preferovala fazeni jednotlivych podkapitol dle vyvijenych metodik,
sou¢asné fazeni je pro &tenafe nekomfortni, protoZe je nucen stale hledat informace v jednotlivych
kapitolach a prilohach. Jako soudast prace postraddm také seznam jednotlivych publikaénich vystupt
autora suvedenim jeho podilu na danych publikacich, uvitala bych i vice chromatograma
dokumentujicich vyvo) metody.

Celkové je dizertalni prace na velmi dobré védecké, jazykové a stylistické Urovni. Velice ocefiuji
moZnost vyuZziti novych metodik v klinické praxi a snahu klast diiraz na komfort pacienta.

K praci nemam Zadné zasadni pfipominky a proto ji:

DOPORUCUJI K OBHAJOBE.

Po proéteni celé prace navrhuji, aby pfi obhajobé byly diskutoviny nasledujici otazky a drobné
pfipominky.



Pfipominky:

1.

Pfi uvedeni Souhlasu etické komise na strang 36 je vhodné uvést také jednaci Cislo schvaleni
pro mozné dohledani, dale bych uvedla kromé informovaného souhlasu také Informace pro

pacienta a Informovany souhlas tykajici se ochrany osobnich udaji (GDPR).

2. Na strané 57 Graf 2 neodpovida VaSemu tvrzeni ze strany 56. Pravdépodobné do$lo k zaméné
barev nebo legendy v grafu. Pokud zvolite tuto kombinaci barev pro jednotlivé analyty, bylo
by vhodné pro sonikaci zvolit barvy jiné.

3. V celé praci jsem nenasla koncentrace jednotlivych kalibra¢nich roztokd, je uveden vzdy jen
rozsah.

4. U metodiky pro stanoveni aminokyselin bych vzhledem k velkému po¢tu analytii (21) zafadila
minimalné je$té jeden vnitini standard i pfes finanéni nakladnost, kterou spravné zmifiujete.

5. Do préace bych doplnila také nékolik chromatogrami z vyvoje metodik.

6. Na strané 65 bych zvétsila Graf 4, je velmi Spatné &itelny.

7. Na strané 65 slovo detegovano prosim opravte na detekovano.

8. Kapitolu 4.3.2. Validace metody..... bych nazvala jinak, je vni popisovana pfevainé
optimalizace metody.

Dotazy do diskuze:

1. Na strané 43 je uvedeno, Ze kalibracni roztoky byly smichany s krvi v poméru 9:1, na strané 50
uvadite, Ze:** Doporueny maximalni pfidavek je jeden dil roztoku standardu k deviti dilim
plné krve' — zde by méla byt uvedena citace. MiiZete to prosim vysvétlit?

2. Na strané 58-59 je uvedeno testovani stability kyseliny mo€ové a alantoinu ve vzorcich DBS
pfi laboratomi teploté¢ a —20 °C s naslednym tvrzenim, Zze vzorky DBS lze tedy posilat-do
laboratofe po$tou. Na strané 68 oviem tvrdite, Ze: ,b&hem pfepravy mohou byt vzorky
vystaveny extrémnim podminkam (zvy3ena teplota nebo vihkost vzduchu)“. Byla tedy stabilita
DBS pro stanoveni kyseliny mocové a alantoinu testovana i pii téchto podminkéch?

3. NezkousSeli jste pfi vyvoji HPLC metody pro stanoveni fenylalaninu a tyrozinu jen upravit
stavajici metodiku na AK?

4. Strana 41-42 mizZete prosim vysvétlit, pro€ byly roztoky pfipravovany riznymi postupy?

5. Byly testovany ME na riiznych hladinach HCT?

6. Testovali jste také stanoveni na realné kapce kapilarni krve?
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