UNIVERZITA KARLOVA ] ]
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
Katedra farmaceutické chemie a farmaceutické analyzy

Studijni program:  Bioanalyticka LDZ
Posudek oponenta diplomové prace
Rok obhajoby: 2024
Autor/ka prace: Bc. Martin Smolik
Vedouci prace: PharmDr. Lukas Lochman, Ph.D.
Konzultant/ka:  prof. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.
Oponent/ka: RNDr. Ondrej Horacek, Ph.D.
Nazev prace: Vyvoj LC-MS metody pro latky vyuzivané pro stanoveni aktivity
cytochromu

Rozsah prace: 74 stran, 19 obrazku, 15 tabulek, 39 citaci

Hodnoceni prace:

a) Odborna uroven a zpracovani teoretické ¢asti: velmi dobra
b) Naro¢nost pouzitych metod: vyborna
c) Zpracovani metodické Casti (pfehlednost, srozumitelnost): velmi dobré
d) Kvalita ziskanych experimentalnich dat: vyborna
e) Zpracovani vysledkl (pfehlednost, srozumitelnost): velmi dobré
f)  Hodnoceni vysledk( véetné statistické analyzy: vyborné
g) Myslenkova uroven a rozsah diskuse vysledku: velmi dobra
h) Srozumitelnost, vystiznost a adekvatnost zaveéra: vyborna
i)  Splnéni cil( prace: vyborné
J)  Mnozstvi a aktualnost literarnich odkazi: vyborné
k) Jazykova uroven (stylisticka a gramaticka uroven): velmi dobra
[) Formalni uroven prace (Clenéni textu, grafické zpracovani): vyborna

Doporuéuiji diplomovou praci k uznani jako praci rigorézni [X]

Pfipadné poznamky k hodnoceni:

Bc. Martin Smolik vypracoval svou diplomovou praci na Katedie farmaceutické chemie a
farmaceutické analyzy pod vedenim dr. LukaSe Lochmana. Cilem prace bylo vyvinout a
Castecné validovat LC-MS metodu pro 7 rGznych latek pouzivanych ke stanoveni aktivity
izoforem CYP450 3A4, 2B6 a 2C9. Vhodnost LC-MS metody k tomuto ucelu byla nasledné
testovana na biologickych vzorcich.

Z hlediska formalni arovné prace jsem pozoroval minimum preklepl. Zfidka dochazi k
zaménovani terminu sensitivita/senzitivita &i MRM/SRM. Je vhodné vybrat si jeden tvar a
toho se pak drzet v celé praci. Zkratky AMK, AC, DC, RF jsou pouzity pouze 2-3krat, neni je
tedy potfeba zavadét. Z mého hlediska bych uvital seznam obrazka, grafa a tabulek.
Kapitola matricové efekty by méla byt zahrnuta v obsahu. Obecné& neni vhodné citovat celé
knihy, protoZe infromace se pak téZko dohledavaji a je vhodné vyhnout se citovani faktu

z brozur od vyrobcl, viz citace 7.

Teoreticka ¢ast diplomové prace je sepsana prehledné. Vyzdvihl bych pfedevsim kapitolu
zabyvajici se Cytochromy P450. Pfesto obsahuje teoreticka ¢ast mensi mnozstvi
nepresnosti, napf. str. 14 SF je uloZena v kolonovém termostatu; str. 14 ventil s mixazni
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komorou MF; obrazek 6 plastovy plyn, str. 22 nelze ke spojeni LC a MS pouzit magneticky
sektor nebo ICR-FT; str. 22 pokud bychom chtéli vzorky analyzovat pouze pomoci LC (LC-
UV), str. 27 analyticky instrument. Pouze zfidka se vyskytuji slovni spojeni neurcitého
vyznamu, napf. str. 12 metoda umoznuje efektivni separaci; str. 43 ..., aby byla zachovana
separace analytd, str. 47 bylo nutné analyty tzv. naladit, i, str. 48 ...poskytovala optimalni
separacni podminky.

Prakticka ¢ast prace a Cast vysledky a diskuze byla zfidka ne zcela srozumitelna, napf.
vysvétleni pfipravy standardnich roztoku ¢i popis gradientu (Tabulka 9 a 10) byl z mého
hlediska pfilis slozity. Dale jsem pozoroval opakovani té samé informace v nékolika pasazich
prace, napf. kapitola 7.5.1 je vyznamové stejna s kapitolou 7.3., podobné jako kapitola 7.8 s
kapitolou 5.3. Z mého hlediska patfi nékteré informace uvedené v praktické &asti spiSe do
vysledku a diskuze, viz kapitoly 7.3, 7.5 a 7.6. Naopak kapitolu 8.2 Pfiprava vzork( bych
uved| v praktické ¢asti, a ne v &asti vysledky a diskuze. Z hlediska vyhodnoceni dat
postradam v grafech smérodatné odchylky. Naopak v tabulce 15 jsou pfebyte¢né uvedeny
koncentrace zméfrené pod LLOQ metody.

V ramci hodnoceni podobnosti Theses nasel 14 podobnych dokument(. Nicméné podobnost
u vSech dokumentut je maximalné 2%. Turnitin uvadi celkovou 12% podobnost, ale u vSech
dokumentd krom jednoho (2%), jde o podobnost do 1%. VSechny nalezené shody se tykaji
zejména podobnosti v obecnych terminech pouzivanych v diplomovych pracich tohoto typu.

Dotazy a pfipominky:

V abstraktu piSete, Ze metoda byla ¢asteéné validovana. Co je v tomto kontextu minéno
CasteCnou validaci?

Uvadite: ,Pro svoji jednoduchost a univerzalnost jsou rozSifené spektrofotometrické
detektory, nicméné v poslednich dekadach jsou na ustupu na ukor detekce pomoci
hmotnostni spektrometrie (MS).4,5“ V jaké oblasti farmaceutické analyzy toto tvrzeni plati a v
jaké ne?

Na str. 17 uvadite: ,ESI Ize nastavit takovym zplsobem, ze fragmentace bude v omezené
mife probihat...” Jak Ize nastavit ESI, aby probihala fragmentace a jak se tomuto typu
fragmentace fika? Muzete stru¢né a vystizné popsat princip ionizace analytd pomoci ESI?

Na str. 21 je uvedena neuplna definice TIC a skenu neutralnich ztrat. Opravdu se méfi pouze
prekurzorové ionty? V jakém reZimu pracuji Q1 a Q2 pfi skenu neutralnich ztrat?

Uvadite, Ze: ,Na zakladé vychozi metody byl zvolen prutok 0,4 ml/min. Bylo testovano
zvySeni pratoku 0,6 ml/min, které umoznilo zkraceni analyzy, ale zpusobilo snizeni
separacéni uc€innosti.“ Opravdu jste sledovali zménu v separacni ucinnosti, tedy poctu
teoretickych pater, nebo je mysleno rozliSeni mezi kritickymi pary pika?

Na str. 35 uvadite, Zze vétSina publikovanych metod neumoziiuje simultanni analyzu vice
substrat(. OvSem toto neplati pro metody, které rozebirate v tabulce 5, kde 67% metod
umoznuje simultanni analyzu vice substratl najednou. Mohl byste porovnat Vami vyvinutou
metodu s jiz dfive vyvinutymi metodami, napf. formou tabulky?

Na str. 40 uvadite pfipravu roztoku vnitfnich standardd. Pro¢ se pfidavaly rizné objemy 1.S.
o stejné koncentraci? Z ¢eho se pfi jejich vybéru vychazelo?

Na str. 48 uvadite, ze 4-OH-DCF Spatné ionizoval v 0,1% HCOOH. Jako nejlepSi aditivum
byla nakonec zvolena slabsi kyselina o nizsi koncentraci (0,05% CH3COOH). Zaujalo még, ze
jste méfili DCF v negativni polarité a 4-OH-DCF v kladné polarité. Mohl byste predstavit data
pro optimalizaci ionizace v pozitivni a negativni polarité ESI pro DCF a 4-OH-DCF?

Str. 54, Graf 10. Zkouseli jste prolozit kvadratickou funkci i kalibraéni body DCF?

Na str. 55 uvadite ze: ,Vysledné chromatogramy blankid media jsou na Obr. 16 a 17, kdy je
zfetelné, Ze ke carry-overu nedochazi.“ V obrazku 16 i 17 pozoruji v pfechodu 10 jakysi



Siroky pik s podobnym retenénim ¢asem jako DCF. Vzali jste pfi hodnoceni carry-overu tento
pik v ivahu?

Zavérem chci vyzdvihnout mnozstvi a kvalitu naméfenych dat, které vedly k vyvoji LC-MS
metody, jenz bude pouzita v dal§im vyzkumu cytochrom( CYP450 a bude i soucasti
chystané publikace v impaktovaném védeckém Casopise. Z praktické ¢asti ocenuji zejména
precizni pfistup diplomanta k hodnoceni validace LC-MS metody.

Diplomova prace Bc. Martina Smolika splrfiuje nalezitosti kladené na tento typ praci a mazu ji
viele doporucit pfijmout k obhajobé.

hodnoceni, prace je: vyborna k obhajobé: doporuduji

V Hradci Kralové 24. kvétna 2024 podpis oponenta/ky



