Posudek na Diplomovou prici Bc. Blanky Cervené
“Stanoveni volného homocysteinu a dalSich aminothioli v lidské plazmé«

PredloZend diplomova prace se zabyvda moZnostmi stanoveni zejména volného
homocysteinu v plazmeé. V teoretické €asti je shrnut piehled této problematiky, jsou zde
podrobné popséany kapitoly o aminothiolech a onemocnéni ateroskler6zou. Nesystematicky a
ponekud chaoticky je popsana kapitola stanoveni homocysteinu. Pouze namatkou uvadim
napi. kapitola 2.3.1 Detekce pomoci kapilarni elektroforézy — kapilarni elektroforéza
rozhodné neslouzi k detekci, ale je metodou separacni. Kapitola 2.3.5 LC-MS-MS a 2.3.6
HPLC metody — znazva kapitol by bylo moZzné usuzovat, ze LC-MS-MS je specialni
technika, ktera nepatii mezi HPLC metody.

V experimentalni C¢asti je popis pouzitych chemikalii, pfistroji a pomicek,
chromatografickych podminek, uspofadani a pracovni postup analyzy. Déle prace obsahuje
postup ptipravy jednotlivych roztokd potfebnych k experimenttim.

Dale bych zminila n€které nedostatky, které vyplynuly pravdépodobné z nezkusenosti
autora:

- str. 34: kapitola 3.2 — je uvedeno, Ze homocystein byl stanovovan v krevni plazmé
dobrovolnych darct — v celé praci jsem nikde nenasla shrnuté naméfené hodnoty v plazmé&
— pouze v diskuzi na str. 46 je zminéno, Ze hodnoty volného homocysteinu vychazely
v plazmé o mnoho niZi, nez uvadi literatura.

- Obr. 9 je znazornén chromatogram realného vzorku plazmy — domnivam se, Ze je dost
odvazne, vzhledem k celé praci a komentaftim - jak moc zavisi retenéni ¢asy jednotlivych
standard(l na pH mobilni faze, tvrdit, Ze pik homocysteinu je pravé v retenénim ¢ase 7,95
— klidné€ tak by to mohl byt i pik, ktery je pfed timto pikem. Jak je mozné vysvétlit posuny
retencnich Casii vtak malém rozpéti pH - piiloha 3? V pfistrojovém vybaveni
v experimentalni Casti by méla byt uvedena pfesnost méfeni pouzivaného pH metru
vzhledem k vyraznym posuniim reten¢nich charakteristik standardi v zavislosti na
setinach pH.

- str. 36: kapitola 3.5.2 — dle uvedeného postupu jedna analyza trva 32 minut + proplachnuti
20 minut vodou + 30 minut proplach smési acetonitril/voda — je tomu opravdu tak?

- str. 38: uvedenym postupem u zasobniho roztoku HCI rozhodné& nepfipravime 1 mol/l

- str. 39: kapitola 3.6.3 — takto pfipravena kalibrace byla pfimo proméfovana nebo dale
néjakym zplisobem zpracovana? Pro¢ nebyla provedena kalibrace o znadmych
koncentra¢nich hladinach pitimo z plazmy? Myslim, Ze je troufalé udélat kalibraci pouze
z vody a na zaklad¢ toho pak vyhodnocovat vysledky z redlnych vzorkid, kdyZ nevim jaka
je u€innost celého postupu.

- str. 42: Na obr. 10 neni uvedena jednotka koncentrace Hcy na ose x. Byl kazdy
koncentra¢ni bod ptipraven pouze jednou nebo nékolikrat?

- str. 43, tab. 5: jsou zde sice uvedeny vysledky vytéZnosti, ale neni nikde popsano, jak bylo
postupovano. Jak byly vzorky se standardnim ptidavkem ptipravovany a nasledné
vyhodnoceny? Ptidavek 0 umol/l byla vyhodnocena koncentrace 0,286 umol/l — je moZné
vyhodnotit tuto koncentraci spravng, kdyz kalibrace byla pfipravena s nejniZsim
kalibra¢nim bodem 0,5 pmol/l (limit kvantifikace — LOQ).

- Str. 46: je zde shrnuté, Ze urCeni spravnosti metody na zdkladé vyhodnoceni pomoci
standardnich ptidavkd je uspokojivé — jsou nékde uvadény pravidla do kolika procent
vyt&znosti jsou vysledky uspokojivé? Cim mohla byt zpisobena vytéZnost 131%?

- priloha 2: Jsou zde shrnuté chromatografické zdznamy kalibragnich roztokd, o kterych se
v celé préci autorka nikde nezmiriuje, jak byly pfipravovany.



Zcela postradim hodnoceni vysledkli redlnych vzorkd, ze kterych v diskuzi byly
vyvozovany n&jaké zavery.

Diplomovou préaci doporutuji s vySe uvedenymi vyhradami k obhajob& a hodnotim ji
znamkou
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