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Komentář k práci, připomínky a dotazy. 
Diplomová práce Bc. Michala Kalety si kladla v úvodní anotaci za cíl jednak literární rešerši vybrané tématiky a dále metabolické profilování neuroaktivních steroidů ve vzorcích krevního séra. Pro stanovení koncentračních úrovní cílových metabolitů autor zvolil metodu UHPLC-MS/MS s kvantifikací metodou izotopového ředění. Vybrané neuroaktivní steroidy (NAS) měly být stanovovány v krevním séru pacientů mužského pohlaví s diagnostikovanou RS a u kontrolní skupiny, kde RS potvrzena nebyla. 

Anotované cíle:

· anotované cíle diplomové práce byly stanoveny jasně a přehledně

Teoretická část:

· jelikož se jedná čistě o metodickou analytickou práci, bylo na místě více se zaměřit také na literární rešerši a obecný popis použitých experimentálních metod. Zatímco téma NAS je zde rozepisováno poměrně detailně a v širším měřítku, problematika použité ultra účinné kapalinové chromatografie (UHPLC) a hmotnostní spektrometrie (MS) je zde uvedena pouze okrajově (rozsah stran 30-31). Chybí tak podrobnější teoretický popis a literární rešerše této problematiky. Pokud takto bylo uvedeno a popsáno již v bakalářské práci a z toho důvodu není znovu o metodikách pojednáváno, pak je na místě toto uvádět a odkázat se na svoji bakalářskou práci. Prosím o vysvětlení.
Experimentální práce:

· Autor uvádí použití 5i bodové kalibrační křivky, dle standardních požadavků pro analýzy metabolitů v biologických matricích by bylo vhodné doplnit na 6i bodovou. Současně, kalibrační křivka byla připravena v metanolu, pro analýzu metabolitů v biologických matricích je doporučováno vždy ředit vzorky do stejné, většinou arteficiální, matrice.
· Str. 44 – Tab. 2 – pro látku DHEA nebyl k dispozici isotopicky značený standard látky a kvantifikace tak probíhala na [2H3]-testosteron. Z jakého důvodu byl zvolen právě tento interní standard? Prosím o vysvětlení.
· Str. 45 – Obr. 9 – analýza všech zvolených metabolitů pobíhala za shodných UHPLC-MS/MS podmínek. V obrázku jsou prezentovány zvlášť volné steroidy a jejich konjugáty. Má to nějaké opodstatnění? Prosím o vysvětlení.
· Pro všechny látky byl použit stejný přídavek (20pmol) interního standardu, bez ohledu na jejich očekávané endogenní hladiny. Doporučila bych vždy zohlednit a upravit přídavek interního standardu pro každý analyt.

· Skupinu vzorků ročníku 30. bych zvážila ze studie vyloučit vzhledem k velmi nízkému počtu (pouze 2 vzorky ve skupině). Pro statistické vyhodnocení nemá takto malá skupina význam.

· Str. 46, 53, 54 – autor používá pojem „limit detekce“ (LOD), který ovšem není nikde v teoretické části definován a v experimentální části stanoven. Jelikož se jedná o parametr vycházející z validace metody, prosím o vysvětlení, jakým způsobem byla použitá metoda validována. Které autority a jejich doporučení byly následovány (European Medicines Agency (EMA), U.S. Food and Drug Administration (FDA))? Pokud tak již bylo provedeno v rámci bakalářské práce, doporučila bych opět uvést. Pokud metoda nebyla validována, mělo by toto být jasně v diplomové práci uvedeno. Protože se jedná o práci s biologickou matricí, data bez řádné validace metody mohou sloužit spíše jako pilotní studie a musí se na ně takto pohlížet i při jejich interpretaci. Prosím o vysvětlení.  

Použitá literatura:

· citace mají jednotnou formu a plně odpovídají kritériím pro správné citování použité literatury v odborném textu

Doplňující dotazy:

1) Na základě jakých kritérií byly vybrány metabolity zahrnuté do studie?

2) Jsou v současnosti některá syntetická NAS léčiva RS úspěšná ve fázích klinického hodnocení?

3) Čím si vysvětlujete nárůst výskytu onemocnění RS zejména u žen za poslední desetiletí?

4) Které konkrétní světové oblasti se vymykají pravidlu o prevalenci RS? Spojujete si tento fenomén např. s odlišnou životní úrovní nebo životním stylem v daných oblastech?

5) Jak se v současnosti pohlíží na genetické predispozice k RS?

Závěr oponenta

Diplomová práce Bc. Michala Kalety si dala za cíl experimentálně obsáhnout UHPLC-MS/MS stanovení endogenních hladin NAS v séru pacientů s diagnostikovanou RS a v kontrolních vzorcích sér. Celý proces zahrnoval purifikaci vzorků, jejich přípravu pro analýzu a samotné stanovení dehydroepiandrosteronu, testosteronu, pregnenolonu, progesteronu, allopregnanolonu a konjugátů pregnanolonu za pomocí UHPLC-MS/MS v reálných vzorcích.  

Autorovi se podařilo kvantitativně stanovit dehydroepiandrosteron, testosteron, pregnenolon a progesteron. Allopregnanolon a ani konjugáty pregnanolonu detekovány nebyly. V případě DHEA byla vyslovena hypotéza o souvislosti nalezených hodnot s diagnózou onemocnění RS. Aby mohla být přijata, bylo by nutné doplnit UHPLC-MS/MS metodiku o validační parametry. Formální úprava diplomové práce je velice pěkná, pečlivě provedená. V diplomové práci se nevyskytují překlepy ani další stylistické chyby. Úroveň obrázků je dostačující se správnými popisky. Svým zamýšleným rozsahem práce odpovídá požadavkům diplomové práce. 
Závěr: práci doporučuji/nedoporučuji k obhajobě.
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