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Disertatni price Mgr. Ivo Vrobela ,,Monitorovani lékovych hladin a studium
biotransformace tyrozinkindzovych inhibitori pouZivanych pfi 1é€bé chronické myeloidni
leukémie.* je zpracovana na 129 &islovanych stranich, obsahuje 34 obrdzki, 6 tabulek a 198
literdrnich odkazd.

Price je ¢lenéna obvyklym zplsobem. Teoretickd ¢dst (44 stran, vcetné tvodu) je
reprezentovdna literdrnim ptrehledem logicky roz€lenénym do Ctyt Casti, zaméfenych na (i)
zdkladni charakterizaci chronické myeloidni leukémie, (ii) tyrozinkindzové inhibitory a jejich
vyuZziti v1éEbé chronické myeloidni leukémie, (iii) analytické metody pro terapeutické
monitorovani I€kovych hladin tyrozinkindzovych inhibitorG a (iv) biotransformaci
tyrozinkindzovych inhibitori. Pfehledné jsou uvedeny cile disertaéni prace (2 strany), jednak
v obecnéjsi roviné a nasledné konkrétni diléi cile feSeni disertaéni prace, které se daji shrnout
do dvou tematickych okruhd zaméfenych na vyvoj a validaci vysokopropustné metody pro
terapeutické monitorovdni lékovych hladin tyrozinkindzovych inhibitori a na studium
metabolizace a identifikaci novych metaboliti imatinibu. Experimentdlni ¢ast (12 stran)
podavd podrobny ptehled operacnich postupl, pouzitych piistrojl, chemikdliif a materidlu,
protokolt pro ptipravu vzorkd a zpracovani dat apod.

Nasledujici kapitola ,,Vysledky a diskuze* (36 stran) pfedstavuje nejdileZit&jsi cast
disertani price; jsou zde uvedeny veskeré dosaZené vysledky, jejich interpretace a vyvozené
zaveéry. Podrobné je popsdn vyvoj a validace analytické metody pro stanoveni koncentraci
tyrozinkindzovych inhibitord s vyuZitim on-line spojeni extrakce tuhou fizi (SPE)
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS). Metoda byla peclivé validovéna,
presvédCivé je doloZena shoda vysledkd nové vyvinuté metody a doposud uZivané LC-
MS/MS metody. Hlavni vyhodou nové vyvinuté metody je krat${ ¢as analyzy (29 sekund) a
tedy vySSi propustnost vzorkd. V druhé casti disertadni prace je popsdno zdafilé vyuZiti
spojeni kapalinové chromatografie s vysokorozliSujici hmotnostni spektrometrii pro necilenou
analyzu a identifikaci novych metaboliti imatinibu v krevni plazmé. Diky kombinaci
chromatografické separace, fragmentacnich experimentli a méfeni hmotnostnich spekter
s vysokym rozliSenim (Orbitrap) bylo objeveno a ve vét§iné ptipadd identifikovano nebo
alesponi bliZe charakterizovano celkem 24 novych, dosud nepopsanych, metabolitl imatinibu.
Vyzdvihnout je moZné napf. elegantni vyuZiti méfeni s vysokym rozliSenim k prokédzédni
piitomnosti izotopu siry **S a odhaleni novych cysteinovych konjugatl mezi metabolity nebo
zdlraznéni souvislosti reaktivnich metaboliti s toxicitou imatinibu. Profilovani metabolitd by



se tak mohlo stit cennym néstrojem k objasnéni, pffpadné potlaceni, toxicity a nezaddoucich
G&inkd novych 1é&iv. DosaZené vysledky jsou jesté jednou shrnuty v zdvéru price (2 strany).
Pfipojen je i stru¢ny vyhled moZnosti dal§fho rozvoje tématu (2 strany), seznam praci autora a
seznam pouZité literatury. Samoziejmosti je esky i anglicky souhrn a seznam zkratek na
zacatku disertacni prace.

Disertaénf préce se zabyvé analyzou zajimavého souboru vzorkil riznymi metodami,
vhodné volenymi podle zamyslenych cili a ndsledného vyuZiti ziskanych dat. Vysledky
dosaZené b&hem piipravy disertaéni préce povazuji za zdsadni a pifnosné pro dalSi rozvoj
oboru. Veskerd experimentdlni data jsou pfesvéd¢ivé doloZena, fddn€ zpracovéna a
interpretovana. Prakticky viechny vysledky jiZz byly odpovidajicim zplsobem publikovény,
piisluiné publikace jsou uvedeny v samostatném seznamu publikaci, pfinos autora je ve vSech
piipadech zfejmy a nesporny. Cile disertatni prace jsou formulovany jasné a srozumitelné,
odpovidaji soudasnému stavu poznani a jejich dosaZeni je v prici dobfe dokumentovano.
Price je téméf prosta pieklepd a formalnich nedostatkli (ojedin€lym piikladem drobné
formdlni nepfesnosti by mohl byt obrdazek 24 na str. 85, kde patrné v naznaleném
fragmentaénim schematu chybi methylové skupina v poloze N4), grafickd i stylistickd droveri
préce je velmi dobr4, price je pfehlednd a dobfe usporddand. Jako ndmét do piipadné diskuse
si dovoluji pfipojit dva dotazy z pohledu analytick€é praxe:

X Na str. 26 se v souvislosti s vyuZitim izotopicky znacenych standardi uvadi:
,,Pfedpokladem jejich pouZiti k eliminaci vlivu matricovych efektll je, Ze jejich ionizace je
ovlivnéna stejné jako ionizace analyti. Nicméné, nelze na to spoléhat ve vSech piipadech a
vidy je tfeba matricové efekty peélivé vyhodnotit.“ Toto tvrzeni je nesporné pravdivé.
V b&Zné analytické praxi jsou oviem izotopové standardy (zvldstné ve srovndni s béZnymi
typy neznaenych standardil) povaZovény za ,,téméf idedlni”. Setkal jste se béhem vlastni
experimentéln{ prace s n&jakym ,,neidedlnim‘ chovdnim izotopovych stadarda?

<> Na str. 52 se uvadi, Ze pro oplach jehly po naddvkovani vzorku byl pouZit acetonitril a
voda. Vzorky pfitom byly rozpustény ve smési methanolu avody. Byly pro pouZziti
acetonitrilu jako oplachového rozpoustédla n€jaké relevantni diivody?

Piedlozena disertaéni prace sv€d¢i o dobrém zvladnuti zajimavé a aktudlni
problematiky. Text je zpracovan s velkou kompetenci a kritickym nadhledem. Prace svou
koncepci, rozsahem i zplUsobem zpracovani spliuje kriteria kladend na tento typ praci.
PredloZenou disertaéni prdci doporuduji k obhajobé a na zdkladé dspéSné obhajoby a
absolvovani doktorského studijniho programu doporucuji, aby byl Mgr. Ivo Vrobelovi udélen
akademicky titul ,,doktor (ve zkratce Ph.D.) dle § 47 zdkona o vysokych Skoldch ¢. 111/98
Sb.

V Olomouci 31. 8. 2018 doc. RNDr. Petr Bartdk, Ph.D.
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Oponentsky posudek k disertacni praci Mgr. Ivo Vrobela

“Monitorovdni Iékovych hladin a studium biotransformace tyrozinkindzovych inhibitori
pouZivanych pri lécbé chronické myeloidni leukémie”

Ve své disertaéni praci se Mgr. Ivo Vrobel vénuje bioanalyze tyrozinkindzovych inhibitord
(TK1) v souvislosti s 1é&bou chronické myeloidni leukémie (MCL). Hlavnim motivem predloZené
prace je vyvoj a validace metody stanoveni uzivanych TKI a jejich metabolitl s ohledem na
uplatnéni této metody v klinické praxi, tj. hlavnim hlediskem je vysokd propustnost.

Uvedeny dizertacni spis je primdrné zaloZen na dvou prvoautorskych publikacich (Ther
Drug Monit 38 (2016) 516; Eur J Pharm Sci 104 (2017) 335). Spis spojuje a ucelené prezentuje
vysledky ziskané vramci vySe zminéného vyzkumu. Autor vycerpdvajicim a prehlednym
zpUsobem prezentuje jak vychodiska, tak i ziskané poznatky studie.

Prace obsahuje minimum preklepl a ostatnich mluvnickych nedostatkl. Zel, autor se
nevyhnul odbornické makardnstiné. Oponent ocefuje pouZziti pojmu vysokopropustny jako
ekvivalentu anglického high-throughput, nicméné Casté pouZivani slovniho spojeni carry-over
efekt (pamétovy i prenosovy efekt) oponentovo nadSeni kali, stejné jako treba konfidencni
interval (interval ¢&i limit spolehlivosti) nebo sloveso termostatovat (temperovat). Nékdy autorovi
uniklo i zjednodusuijici vyjadfovani laboratornim slengem, nap¥. str. 82 ,monoizotopicky pik 34S
byl detekovan s m/z 732,2545“, autor patrné minil, Ze detekovana spécie obsahovala izotop siry
34. A kdyz uz jsme u terminologie, je dobré napt. odliSovat rozliSeni a rozliSovaci schopnost, kde
hodnotu druhého zmifiovaného autor uvadi ve své praci. Vyjma téchto mensich nedostatka je
obsah spisu velmi kvalitni.

Dizertant prokazal schopnost tviréim zplsobem védecky pracovat, ziskané vysledky
zpracovat, diskutovat a publikovat, viz prvoautorské clanky vodbornych recenzovanych
Casopisech. Mgr. Vrobel splnil dle soudu oponenta pozadavky kladené na dizertaéni prace v
oboru, proto predloZenou disertaéni praci doporucuji k obhajobé a na zakladé uspésné obhajoby

pak navrhuji udéleni akademického titulu Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sh.

11. 9. 2018, vypracoval Jan Havli$ R —
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Otazky oponenta:

1. Kalibraéni kfivky na obrdzku 9 na strané 63 vykazuji relativné velké vyseky na ordinaté. Cim si

to vysvétlujete?

2. Byly matricové faktory uvedené na strané 68 stanoveny skuteéné s takovou nizkou nejistotou
jako naznaduji pocty desetinnych mist, napr. 78.3 + 14.3 % €i 62.4 + 14.2 %? S tim souvisi obecny
postoj k uvadéni poctu platnych Eislic, napf. i u hodnot m/z ve vztahu k adekvatnosti m/z (mass
accuracy) ¢i u hodnot nepreciznosti v tabulce 3 na str. 64. Jak jste zohledfioval poéet platnych

Cislic pti prezentaci dat z vasi studie?
3. Nedavnd prace Wojnicz et al., Ther Drug Monit 39 (2017) 252 vyzdvihuje jejich metodou
zjisténé niz3i LLOQ pfi stanoveni ve vasi studii probiranych TKI. Mohl byste srovnat vase a jejich

pristupy z pohledu vyznamu a uplatnéni v klinické praxi, €asové i pfipadné finanéni naroénosti?

4. Podafilo se pokrocit s identifikaci s praci zmiriovanych neidentifikovanych metabolit(i? Jak by

Sel napf. mechanizmus vzniku cysteinovych konjugdtd z obr. 17 na str. 78 ové&fit?

11. 9. 2018, vypracoval Jan Havlis



