Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Sabiny Vebrové

»Validace metody chromatografického déleni plazmatickych lipidi
na tenké vrstvé®

Diplomantka vypracovala diplomovou priaci na Katedie biologickych a
biochemickych véd FCHT UPCE a fesila v ni problematiku aplikace internich standarda pfti
analyze mastnych kyselin v riznych lipidovych frakcich lidské plazmy. Soucasnd analyticka
metoda pouzivd pouze jeden interni standard — cis,cis,cis-13,16,19-dokosatrienovou
kyselinu, které prochazi celym analytickym postupem ve frakci volnych mastnych kyselin a
vypoctend korelace mezi jeji koncentraci a plochou piku je vyuzivana pro vypocet
koncentraci mastnych kyselin i v ostatnich frakcich. Ukolem diplomové prace bylo zjisténi,
zda je tento analyticky a vypocetni postup presny i v chemicky odlisnych plazmatickych
frakcich — fosfolipidy, diacylglyceroly, triacylglyceroly a estery cholesterolu.

Vysledky a diskuse prokazaly, ze tento analyticky a vypocetni postup je neptfesny a
bude nutné pouzit vhodné interni standardy pro kazdou plazmatickou frakci.

Z grafl studovanych analytickych validaci je zfejmé, ze vétSina kalibracnich pfimek
méla korela¢ni koeficienty R? v intervalu 0,913 — 0,983 s vyjimkou deproteinacni faze
interniho standardu 4 (kyselina pentadekanova) a interniho standardu 6 (1,2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-fosfocholin), kde hodnoty R? byly 0,872 a 0,860. Smérnice kalibra¢nich piimek
testovanych internich standardi vétSinou vykazovaly odlisné hodnoty pfi porovnéni
s pouzivanym internim standardem a je tedy zifejmé, ze korelace mezi koncentraci interniho
standardu a plochou piku jsou zatizeny pomérn¢ velkou chybou. Pouziti smérnice kalibracni
piimky ptivodniho interniho standardu pro prepocet plochy piku na koncentraci ve srovnani
s novym internim standardem prokazalo nadhodnoceni zjisténych koncentraci o 40,97% ve
frakci TAG, o 28,53% ve frakci PL a o 3,28% ve frakci DG. Dale bylo zjisténo, Ze kyselina
pentadekanova, testovand jako novy interni standard, je nepouzitelna, protoze smérnice jeji
kalibrac¢ni piimky je oproti srovnatelnym hodnotam pouzivaného interniho standardu téméf
trojnasobna (15,601 oproti 6,059).

Vysledky diplomantka ptfehledné prezentovala formou grafit a hodnoty smérnic
kalibra¢nich ptimek vyuzila k charakterizaci vhodnosti pouZiti novych internich standardi.
Vysledky téchto kalibraci ale pro mne nejsou zcela presvédCivé, protoze meéfeni byla
provadéna pouze jednou bez statistického vyhodnoceni. V zavéru diplomové prace je
konstatovano, ze pouziti kyseliny cis-13,16,19-dokosatrienové jako interniho standardu
nadhodnocuje zjisténé koncentrace mastnych kyselin v ostatnich frakcich.

K praci mam nasledujici otazky:
e Pro¢ se pfi derivatizaci mastnych kyselin pfidava do reakéni smési jako katalyzator
acetychlorid? Jedna se zde opravdu o katalyzator?
e Metoda pfevodu mastnych kyselin na methylestery byla vyvinuta v ramci diplomové
prace, nebo byla prevzata?
e Pro¢ nebylo provedeno vice méfeni pro statistické vyhodnoceni dle bodu 4. zadani
diplomové prace?



Zéaveérem konstatuji, Ze diplomantka splnila zadani diplomniho tukolu ve vétsiné boda
zadani. Diplomovou praci Bc. Sabiny Vebrové doporucuji k obhajobé€, protoze spliuje
vSechny formalni pozadavky kladené¢ na jeji vypracovani a vzhledem k vySe uvedenym
pfipominkam ji hodnotim znamkou:
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V Pardubicich 16. kvétna 2022 doc. Ing. Vladimir Pejchal, Ph.D.
oponent



