Oponentsky posudek na diplomovou préci Bc. Terezie Garlathyové nazvanou

Analyza vybranych psychofarmak

Pfedklddand diplomova prace je zaméfena na vyvoj a validaci analytické metody pro stanoveni osmi
vybranych psychofarmak pomoci kapalinové chromatografie spojené standemovou hmotnostni
spektrometrii.

Diplomantka na 24 stranach uvéadi ¢tendfe do problematiky ucinkl, farmakokinetiky a analyzy osmi
nové pouzivanych psychofarmak. Déle se v teorii vénuje principiim kapalinové chromatografie,
hmotnostni spektrometrie a spravnému postupu pfi validaci nové metody (11 stran). Z velmi strohé
experimentalni a vysledkové ¢asti (celkem 10 stran) vyplyva, Ze vybrand lé¢iva mohou byt pomérné
elegantné stanovena pomoci RP-HPLC-MS/MS, a to béhem vcelku rychlé analyzy (do 10 minut). Ocenuiji
také pouziti vnitiniho standardu.

Diplomové préce je prezentovana pfehledné s logickym ¢lenénim textu. Je vak psana formou sloZitych
souvéti, ze kterych velmi asto plynou chyby v interpunkci, a tim dochézi i k pozménéni vyznamu véty.
Co viak povazuji za zésadni nedostatek v teoretické ¢asti, tak je zcela chybéjici reSer3e tykajici se analyzy
jednotlivych l1é¢iv (a zpracovéni biologickych vzorki k analyze), kterd by, s ohledem na zadani prace,
méla tvofit majoritni podil teorie. K analyze kazdého psychofarmaka je vidy uveden jenom jeden
literdrni zdroj, z néjz studentka navic uvddi pouze model pouZitého pfistroje, namisto dileZitych
parametr(i analyzy a dosazenych vysledk(. V rdmci celé DP studentka pouZiva neanalytické vyjadfovani
a v kapitole o kapalinové chromatografii ¢i hmotnostni spektrometrii (které je vénovéna aZ pfilis velka
&ast teorie) je v textu znaéné mnozstvi nepfesnych, nespravnych ¢i zavadéjicich tvrzeni.

K formalni Gpravé textu bych méla par drobnych pripominek:

1. Uvod le#i vidy pred teoretickou ¢asti a cile prace nepatii do experimentdlni ¢asti

2. Citace jsou soucasti véty, tecka se piSe za nimi

Jednotka musi stat vzdy za Cislem. Neni tedy mozné, aby bylo na konci jednoho fadku ¢islo a na

dal$im radku jednotka (pf. strany 26, 37). Jednotky v tabulkdch casto uplné chybi

Poml&kové pfedpony jako para-, n-, N-, O-, trans- apod. se pisi vidy kurzivou

Na kazdy obrdazek, graf, tabulku, rovnici apod. musi byt v textu odkaz (neni spInéno v celé teorii)

Nepfesné vyrazy: metabolizér, LOD uveden jako limit of determination, fragmentor, apod.

Nejednotnost psani nékterych vyrazl: beta-blokator vs. betablokator

Nékteré zkratky v textu nevysvétleny pfi prvnim uZziti ¢i jsou vysvétleny opakované

NeUplné ¢i velmi krkolomné véty

10. V zavéru je pouhé konstatovéani. Chybi tak data, ¢eho pfesné bylo dosaZzeno

11. Reference nemaji jednotny format. Ocenila bych mnohem vét3i mnoistvi relevantnich
zahrani¢nich zdroj

12. PFilohové obrazky povaZzuji za zbyte¢né. V pfilohovych grafech by bylo vhodné na osy doplnit
vidy znacky a dopsat jednotky do popisku os. Osa y nemUze byt znacena jako odezva, kdyz se
jednd o pomér standard/vnitini standard. Pro jednodussi orientaci bych doporucila odlisit
znaceni pfiloh, napf. arabskymi ¢islicemi
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Dale mam k predkladané praci nasledujici komentare a dotazy:

1. Pro jednotlivé lé&iva studentka udéva terapeutické a toxické koncentracni hladiny (Tabulka 1 na
strané 38). Toxické hladiny jsou ale ve vsech pfipadech velmi blizko hornim hranicim
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terapeutickych hladin. Mohla by tedy studentka vysvétlit, co pfesné znamend pojem toxickd
hladina? Souvisi to néjak s LDsg?

Studentka pracovala s velmi malymi objemy, jak byly jednotky mikrolitrd odmérovény?

Jaky mél vyznam pridavek 0,5 % acetonitrilu a 0,5 % methanolu do vodné slozky mobilni faze?
Byly podminky HPLC analyzy optimalizovany?

Jednim z cilG prace bylo vyvinout novou analytickou metodu a tu validovat. Jak bylo tedy
postupovano pfi vyvoji nové metody? Jaké parametry analyzy ¢i pfipravy vzorku k analyze byly
optimalizovany? Na jakém zakladé byly pouZity pravé uvedené podminky analyzy (kolona,
mobilni faze, stacionarni faze) i pfipravy vzorku k analyze?

Proc byl jako vnitfni standard pouZit pravé propiverin? Co je to za latku?

Pro asenapin, flufenazin, galantamin, tranylcypromin je uvedeno LOQ 1 pg/l a pro disulfiram,
fluvoxamin, memantin a sertindol LOQ 25 pg/I. Z jakych hodnot studentka LOQ pocitala (vyska
$umu, koncentrace, vySka piku)? Opravdu méla dana léciva vidy totozné LOQ? Jak mize byt
napriklad LOQ sertindolu vyssi nez LOQ galantaminu (dle obrdzku 18)? To co je zde
prezentovano jako LOQ je, dle mého nazoru, pouze pracovni rozsah dané metody

Kalibrac¢ni rovnice by mély byt uvadéné véetné smérodatnych odchylek. Jsou useky kalibracnich
pfimek statisticky vyznamné?

Zcela chybi diskuse namérenych a vypocitanych vysledk(, véetné porovnani s literaturou. Celd
vysledkova &ast je velmi strucna (1 strana psaného textu a 6 stran obrazk( a tabulek, z nichz
tabulky 8-10 sdéluji obdobné informace, a bylo by tedy vhodné jejich sjednoceni). Nékterd
validac¢ni data uvedenad v pfiloze by bylo vhodné diskutovat ve vysledkové ¢asti.

Mohla by tedy diplomantka dovysvétlit, véem je vyvinutd metoda lepsi, neZ metody
dosavadni? Jaké jsou jeji vyhody, pfipadné nevyhody?

Proc byla kalibrace déldna v séru, a ne pfimo v krvi/moci, které by tak pfimo simulovaly matrici
redlného vzorku pacientt?

Jaky byl postup optimalizace MS/MS detekce? Dle ¢eho byly vybrany ,kvantifikac¢ni“ ionty?
Vyvinuta metoda byla validovana (v€etné spravnosti) na vzorcich séra a ndsledné aplikovéna na
dva redlné vzorky moci a krve, a to od dvou pacientd, ktefi uzivali Iék Afluditen s i¢innou latkou
flufenazin. Jak si tedy mGze byt studentka jista pravdivosti ziskanych vysledk(, kdyz byla pouZita
odlisna matrice (moc), a vysledky nebyly ani s ni¢im porovnavény (coZ souvisi s absenci reserse
tykajici se analytického stanoveni psychofarmak)? Je znam vliv matrice?

Ostatni cilovd psychofarmaka nebyla v redlnych vzorcich stanovovana. Jak si tedy maze byt
studentka jista, Ze by dana metoda byla pouzitelnd i pro né?

Byla studovana ndvratnost metody (recovery)?

Prezentované vysledky flufenazinu stanovené v krvi ¢i moci jsou uvddéné bez nejistoty méreni.
Jaka je tedy chyba uvedenych vysledkd?

Existuji lékopisem dané metody stanoveni téchto psychofarmak v biologickém materidlu?
Pokud ano, jaké metody to jsou?

Z uvedenych komentdru k praci a pomérné rozsahlého vyctu pfipominek vyplyva, Ze diplomové praci

mohla byt vénovana vétsi pozornost. | pfes uvedené vyhrady diplomovou praci doporucuji k obhajobé

a hodnotim ji znamkou
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V Pardubicich dne 19. kvétna 2023 Ing. Jitka Klikarovd, Ph.D.



