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v vy

T&zistém predloZené prace experimentalniho charakteru je identifikace, stanoveni a
prostorova distribuce tramadolu a jeho metabolitl v tkdnich potkana. Okrajove se prace
zabyva vybérem vhodnych matric pro MALDI analyzu ursodeoxycholové kyseliny.
Diplomant pii praci vyuzival pokro€ilé postupy s vyuzitim UHPLC-MS/MS a hmotnostné
spektrometrického zobrazovani MALDI-MSI. Uvedené techniky, vyuZité pfi zpracovavani
tématu diplomové prace vyZaduji od diplomanta nadstandardni teoretické i praktické znalosti,
peélivou praci a v neposledni fadg i jisty pfesah znalosti do medicinskych obori vzhledem

k tomu, Ze se jedna o multioborové téma.

Ptedkladana prace o rozsahu 115 stran ma obvyklou formu a obsahuje veSkeré néleZitosti
b&zné pro tento typ dokumentu. Teoreticka &ast, kterd je piehledn€ a obséahle zpracovana
popisuje problematiku zékladnich biotransformac¢nich pochodi v ZivociSném organismu a
dale pak techniky hmotnostni spektrometrie vyuzivané pfi analyze 1éCiv a jejich metabolitd.
Vhodné volené citace podporuji dobrou Groven prace a pifpadnému z4jemci davaji moznost
hlubsiho vhledu do fe$ené problematiky. Experimentélni ¢ast popisuje optimalizaci
chromatografické separace tramadolu a jeho metaboliti pro UHPLC-MS/MS stanoveni,
optimalizaci pouZitych matric pro MALDI-MSI a ptipravu vzorkd pro hmotnostné
spektrometrické zobrazovani.

K ptedkladané diplomové praci mam nasledujici dotazy a pfipominky, které jsem pro
prehlednost rozdélil do nekolika skupin.

Dotazy a naméty do diskuze:

1A. Lze generalizovat tvrzeni ze hmotnostni spektrometrie je extrémn€ citliva detekéni
technika?

2A. Je zde n&jaky zvlastni divod, prog byl pro testovani ve tkanich zvolen prave tramadol a
jeho metabolity?

3A. V dnesni dobé je dostupné velké mnozstvi homogenizacnich technik a postupi
(ultrazvuk, rozetieni pod tekutym dusikem, Ultra-Turrax, MagNA Lyser, apod. ...), pfiemz
pouziti riiznych technik mize mit zcela zésadni vliv na kvalitu homogenizace danc¢ho
materialu a tim i vliv na stanovované koncentrace. Jakym zpisobem byla tkan
homogenizovana v ptipadé jater a mozku?




Majoritni pripominky

1B. V praci je na mnoha mistech v souvislosti s biotransformaénimi reakcemi II faze
pouzivan termin sulfonace. Tento termin je béZny v anglickém jazyce (sulfonation), nicméné
v Cesting je preferovanym vyrazem v uvedené souvislosti termin sulfatace. Na metabolit 1ze
pohlizet jako na ester kyseliny sirové.

2B. Disocia¢ni konstanta tramadolu je 9.41, nikoliv 6.6 jak je uvedeno v praci. Trva
diplomant opravdu na tvrzeni, Ze pti pH = pKa dochazi k maximalnimu potlaceni ionizace
latky?

3B. Na zaklad¢ popisovaného stanoveni nelze tvrdit, Ze tramadol v mo¢i nebo trusu nebyl

piitomen. Spravné by mélo byt uvedeno, Ze koncentrace byla nizsi nez mez stanovitelnosti
uvedené metody, kterd se po ovéfeni Casto klade jako koncentrace nejnizsiho kalibracniho

bodu.

Minoritni pripominky

Celkové velmi dobry dojem z piedlozené prace ponekud snizuji nékteré stylistické chyby,
pouZiti ne zcela vhodnych terminti nebo nékteré pieklepy. Jen namétkou:

1C. Strana 11. Pro zvySeni polarity molekuly biotransformacni reakci je pouzit termin
Lpolarizace®, ktery vak v odborné literatute spiSe odkazuje na zménu dipélového momentu
vazby nebo molekuly. V uvedeném kontextu by bylo vhodn&j$i pouZit termin ,,zvyseni
polarit™.

2C. Strana 15. V odstavci popisujicim CYP2AG6 je pouZito n€kolika nevhodnych formulaci.
V druhé vété tohoto odstavce vypadlo slovo ,.aktivity®, protoZe ,.kumarin je vyuzivdan jako
marker aktivity nikoliv jako ,,marker enzymu®. Misto vyjadteni ,,CYP enzym miiZe byt
klinicky zesilen* by bylo vétu vhodné&jsi formulovat napf. jako: ,,dktivita enzymu miize byt
indukovdna*.

3C. Strana 46. V textu je uveden termin ,,silné a slabé napéti*. Vzhledem k tomu, Ze se
terminem napéti odkazujeme k potencialu, ktery je nizky nebo vysoky je pouZiti v praci
uvedeného souslovi nevhodné. Mélo by byt pouzito terminu ,,nizké nebo vysoké napéti:.

4C. Strana 59. B&zné& pouzivany termin v oblasti zpracovani signald je ,,vyhlazeni signalu‘
nikoli ,,uhlazent signdlu‘ jak je uvedeno v préaci.

5C. Strana 61. Pfi odstfed’ovani je vhodné urychleni aplikované na vzorek vyjadfovat pomoci
RCF (Relative Centrifugal Force) a nikoliv v otdckach za minutu. Divodem je snadna
prenositelnost RCF mezi centrifugami riznych konstrukei, na rozdil od ota¢ek/minutu, kde
potfebujeme znat navic i pramér rotoru, abychom byli schopni vzorek vystavit stejné
odstiedivé sile na zafizeni jiného vyrobce.

6C. V préci postraddam vysvétleni n€kterych zkratek, které nebyly rozepsany ani v textu ani
v seznamu zkratek. Namatkou napf.: strana 35 — DIOS, strana 52 — OTC, ITO




7C. Pieklepy v nazvech 1é¢iv a n€kterych terminech:

Strana 15 — Misto klopidogrel uvedeno klobidogrel, misto ticlopidin uvedeno triclopidin
Strana 58 — Misto femtomoly uvedeny fentomoly

Strana 95 — Misto flavinmononukleotid uvedeno flavimononukleotid

Strana 96 — Misto linearni uvedeno liendrni

Zavér a doporuceni

Ptedlozena diplomova prace je velmi kvalitni. Diplomant prokazal schopnost dobfe teoreticky i
prakticky uchopit problematiku v oblasti modernich technik hmotnostni spektrometrie a
chromatografickych metod pti analyze realnych biologickych vzorkii. Vyse uvedené piipominky
nikterak nesnizuji kvalitu pfedloZené diplomové prace a proto ji doporucuji piijmout

k obhajobé s hodnocenim vyborné.
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