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Posudek oponenta diplomové prace

Autor prace: Bc. Dominik Novak
Nazev prace: HPLC/MS stanoveni symetrického a asymetrického dimethylargininu v lidské
plazmé.

Bc. Dominik Novak se v diplomové praci zabyva optimalizaci separace symetrického
a asymetrického dimethyargininu pomoci spojeni kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii. V teoretické ¢asti se diplomant zabyva methylovanymi derivaty
argininu a jejich stanovenim pomoci ruznych biochemickych a analytickych technik.
Teoretickd Cast se opird o 48 literarnich odkaz(i pfevazné na anglicky psanou literaturu.
V experimentalni ¢asti jsou popsadny podminky a postupy stanoveni, zavérem jsou
diskutovany dosazené vysledky, které jsou doloZeny obrazky.

Piedlozena diplomova prace je psana klasickou formou, s c¢lenénim textu do
jednotlivych kapitol, avSak postraddm ¢islovani dvou hlavnich kapitol (teoretickd a
experimentalni ¢ast), ¢imzZ se stava Cislovani zbylych kapitol pomérné zmatené. V textu se
vyskytuje velké mnoZstvi hovorovych vyraza (napt. tripl kvadrupol) a typografickych chyb,
diplomant nepouZiva spravnou terminologii a cel4 diplomova préce je pséna neformalnim
zpusobem, c0Z bohuZel sniZzuje celkovy dojem z ptedloZené prace. Nize uvadim nékolik
vybranych formalni nedostatki a také pfipominky ¢i naméty k diskusi.

Formalni nedostatky a dalsi pfipominky:

e  Pro hmotnostni spektrometrii je nespravné uveden termin hmotnostni detekce, coZ je viak
daleko Sirsi pojem. Hmotnostni detektory reaguji na zménu hmotnostniho toku slozky.

e (QOdrazky a mezery se nepouzivaji najednou. Bud’ jeden nebo druhy zplsob oddélovani
odstavc.

e Tecka za hlavni kapitolou se ned¢la, stejné€ jako je tomu u vedlejSich kapitol.

e Pokud se cituje literatura, ktera jde za sebou, tak se citace pisi do jedné hranaté zavorky,
napt. [7-11]. Postupné fazeni [7,8,9,10,11] nebo [7], [8], [9], [10], [11] je nespravné.

o C(islo nesmi ziistat bez jednotky na konci fadku (jednotka je pak sama na za¢atku fadku).

eV textu je soubézné nékolik riznych termind pro stejnou véc. Napiiklad v kapitole interni
standard je v textu vyuzivan Cesky ekvivalent vnitini standard. Stfidaji se ekvivalenty
obrécena faze a reverzni faze, je potieba pouzivat jen jeden v celé préci. Navic spravné
oznaceni je systém s obracenymi (reverznimi) fazemi.

e Supelcosil neni zastupcem kolon pro separaci Vv systémech snormalnimi fazemi.
Supelcosil je znaCka kolon a téch mize byt velka fada v zavislosti na chemické
modifikaci silikagelu. V této publikaci (str. 41) se jednalo o silikagelovou kolonu, ktera
se tradi¢né pouziva v systémech s normalnimi fazemi.

e V experimentalni ¢asti je uvedena fada kapalinovych chromatografii, ale jednalo se pouze
o jednotlivé casti, jako Cerpadlo ¢i detektor. Stacilo napsat kapalinovy chromatograf
(Nexera, Shimadzu) skladajici se z téchto ¢asti....

e Podminky nemohou byt nejoptimalné;jsi. Bud’ jsou nebo nejsou optimalni.

e Kvadrupol je analyzator s jednotkovym rozliSenim, tudiz optimalizované piechody liSici
se Vv desetiné ¢i setiné m/z nedokazZe rozlisit. Proto dva z pouzitych MRM piechodu jsou
bezvyznamné a pro sledovani obou izomernich sloucenin jich posta¢i mensi mnozstvi.



Pokud se latky separuji v ¢isté vodé a pii sebemensim piidani acetonitrilu dochazi ke
zhorSeni jejich separace, nemuze gradientova eluce ni¢im pfispét ke zlepSeni
chromatografického rozliseni.

Na obr. 11-34 nejsou zobrazeny hmotnostni spektra, jak diplomant uvadi na str. 47, ale
jedna se o chromatografické separace, tudiz o chromatogramy.

U obr. 11-13 jsou uvedeny S$patn¢ popisky obrazku, nejedna se o retencni cas, ale o
chromatografickou separaci. Reten¢ni ¢as miizete z téchto chromatograma urcit.

Dle mého vkusu je ve vysledkové casti velké mnozstvi chromatografickych zaznamu,
které nutné nemusi byt v textu, ale mohou byt uvedeny v ptilohové ¢asti. Tento zplisob
zbytecné komplikuje orientaci v textu, kde je za sebou né€kolik stranek obrazka pouze
S minimem textu.

Dotazy a naméty k diskusi:

U symetrického dimethyl-L-argininu byl optimalizovan ptechod m/z 202,75 — 71,2, ale
v diskusi (str. 60) se piSe o produktovém iontu m/z 172. Ktery z uvedenych ionti je tedy
spravny? V diplomové praci se piSe, Ze pro fragment m/z 172 nebylo dosazeno vyznamné
intenzity. Nemél to tedy byt fragment m/z 71? Byl pro méfeni vybran spravny piechod?

U obr. 33 a 34 je patrny dalSi pik eluujici za stanovovanymi argininy. Dokazal by
diplomant vysvétlit o jakou latku se jedna?

Sledované latky jsou slouceniny izomerni povahy a jejich separace Vv systémech
s obracenymi fazemi je pochopitelné¢ komplikovana. Pro¢ v ramci optimalizace nebyla
testovana jina stacionarni faze nebo jiny fazovy systém, ktery by se hodil pro separaci
izomernich latek vice? Dokazal by diplomant navrhnout vhodné&jsi stacionarni fazi, nebo
vhodnéjsi separacni systém?

Z diplomové prace neni jasné patrné, zda diplomant pouze vychazel z piedchozi
diplomové prace nebo uvedené postupy i opakoval a poté porovnaval s nové zavadénou
metodou. V experimentalni ¢asti jsou Sice uvedeny piistroje pro tento typ experimenti a
naznaceny postupy, ale v diskusni ¢asti neni uveden jediny obrazek separace pro
podpoteni svych zavéra. Miize diplomant tuto situaci objasnit?

Na str. 60 se piSe, Ze diplomant nedetekoval signifikantni fragmenty pro oba metylované
derivaty. Ve vysledkové préci a v uvedenych obrazcich, je ale jasné patrné, ze byly
optimalizovany MRM piechody pro ob¢ sledované latky, a tudiz fragmenty pozorovany
byt musely. Mtze diplomant své tvrzeni objasnit?

Téma préce je stanoveni dimethylovanych L-arginini v lidské plazmé. V praci jsem v8ak
nenasla jedinou ukazku separace realnych vzorkut. Byly realné vzorky tedy analyzovany,
jak bylo pfedmétem diplomové prace?

Zavérem konstatuji, ze Bc. Dominik Novak splnil zadani diplomové prace, proto ji doporucuji
k obhajob¢ a na zakladé vyse uvedenych skute¢nosti ji hodnotim
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