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Michal Klivicky se ve své experimentalni diplomové praci zabyval vyvojem a validaci LC/MS/MS
metody pro sou€asnou analyzu ambrisertanu, midazolamu a jeho metabolitu
(1-hydroxymidazolamu) v plasmé. Nasledné byla metoda vyuzita pro analyzu vzorkd plasmy
ziskanych od nékolika dobrovolniku, kterym byl aplikovan midazolam.

Prace je sepsana na 69 stranach, autor cituje 65 literarnich zdroji. Za struénym Uvodem je
zarazena teoreticka ¢ast. V té se autor nejprve zabyva pulmonarni arterialni hypertenzi, poté uvadi
struéné informace o analyzovanych lé€ivech (ambrisentan, midazolam). Dale popisuje zakladni
principy vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Posledni struéna
kapitola této ¢asti je vénovana extrakci na pevné fazi. DalSimi kapitolami jsou: Experimentaini
¢ast, cil prace, vysledky, diskuze, zavér, literatura a pfilohy obsahujici MS (MS/MS) spektra.

Pfredlozena diplomova prace je sepsana piehledné. Ponékud nelogické se mi zda zafazeni cile
prace az za experimentalni (metodickou) ¢ast, coz vede k tomu, Ze ¢tenar nejprve zjisti jakym
zpusobem byly experimenty provadény, ale teprve poté se dozvi k jakému cili mély vést. Vzhledem
k cili prace bych oCekavala, Zze bude v teoretické ¢asti ponékud vétsi pozornost vénovana
nékterym analytickym aspektlim napf. upravé biologického vzorku, popfipadé validaci
bioanalytickych metod. Vedle toho v8ak musim ocenit zafazeni samostatné kapitoly diskuze, ktera
je sepsana jasné a svédci o velmi dobré orientaci autora v fedené problematice.

Kromé téchto formalnich pfipominek mam k praci nasledujici dotazy:

e Str. 16- Uvadite, Ze hlavni eliminacni cestou ambrisertanu je tvorba glukuronidu. Jde o
glukuronidaci parentni latky nebo metabolitt (nap¥. 4-hydroxymethyl ambrisentanu)?

e Str. 25 — Jak se nazyvaiji dva typy port u monolitickych kolon?

e Str. 36 — V seznamu chemikalii nejsou uvedeny pufr a kyselina, které byly pouzity pro
pfipravu mobilni faze.

e Str. 39 — V tabulce ¢.4 uvadite koncentrace analytu v plasmé, které byly pouzity pro
sestrojeni kalibracni kfivky. Nicméné az dale v textu na strané 41, je uvedeno, jaky objem
kal.roztokU je pfidavan do plasmy a jaké mnozstvi plasmy je analyzovano. Toto sefazeni
neni pfili§ logické. V tabulce €. 4 navic nejsou jednotky, ve kterych je koncentrace
udavana.

e Str. 40. — Tabulka 5: Jak byly vypocitany koncentrace analyti oznacené jako ,Adjusted
concentration in plasma“? Jak byl stanoven LOQ?

e Str. 50 a prilohy- Mate néjakou predstavu o struktufe fragmentt molekulovych iontu, které
jste pouzivali pro kvantifikaci?

e P¥iloha 1. Spektrum ABT obsahuje kromé& molekulového iontl také dalSi relativné intenzivni

ionty, mate pfedstavu o jejich plvodd, pfipadné struktuie?
Pfiloha 6. Podle ¢eho byl vybran fragment m/z 291 pro kvantifikaci pro midazolam?




e Priloha 1. V pfipadé ABT se zda, Ze dochazi k jisté fragmentaci ve zdroji jiz v MS modu
(pFitomnost m/z 347 ve spektru). Testovali jste nizsi teplotu na kapilare, ktera by
potencialné mohla snizit fragmentaci, upfednostnit m/z 379 ion a tak i zvysit citlivost
stanoveni?

e Farmakokinetické kfivky jsou obvykle prezentovany pro v§echny subjekty (jeden zplsob
podani, jeden analyt) formou jednoho obrazku, nej¢astéji s vyuzitim prameérné hodnoty a
chybovych usecek (SD nebo SEM).

Pfes uvedené pfipominky je prace Michala Klivického na vyborné urovni a proto ji
doporuduji k obhajobé.
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