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Posudek oponenta diplomové prace

Autor prace: Be. Klara Sopociova
Nazev prace: Stanoveni symetrického a asymetrického dimethylargininu v lidské plazmé
metodou HPLC/MS.

Bc. Kléara Sopociova se v diplomové praci zabyva optimalizaci chromatografickych
podminek pro separaci symetrického a asymetrického dimethylargininu s vyuzitim systémut
s obracenymi fazemi a chromatografie hydrofilnich interakci. V teoretické casti se
diplomantka vénuje metabolismu a klinickému vyznamu argininu a jeho methylovanych
derivati. Dale popisuje teoretick¢ zaklady technik, které pro své meéfeni vyuziva a
v neposledni fad€¢ se vénuje Upravé vzorki pred vlastnim chromatografickym stanovenim.
Diplomantka ve své praci cituje 58 literarnich odkaza pievazné na anglicky psanou literaturu.
Vlastni reSerSni ¢ast tykajici se Gpravy vzorku, je vSak velmi chaoticka. Neni klasicky ¢lenéna
na kapitoly, skladd se zodstavcii vénované vzdy jedné publikaci. Casto jsou pouZité
nesmyslné nadpisy jednotlivych metod. Zde bych ocenila, kdyby diplomantka sepsala souhrn
ze vSech publikovanych zdroji a nepopisovala podminky analyzy vzdy jen zjedné
publikované prace. ReSerSni Cést tykajici se chromatografické separace je prezentovana
v tabulce, coz hodnotim kladné, ale mohl zde byt uveden alespon kratky komentar.
V experimentalni ¢asti autorka popisuje podminky a postupy stanoveni, opét v n€kterych
mistech chaoticky (napf. pouzité mobilni faze). Zavérem jsou diskutovany dosazené vysledky,
které jsou doloZeny chromatogramy. V experimentalni a vysledkové ¢asti by bylo lepsi pro
popis vysledkl pouZzivat trpny rod, ktery se u diplomovych praci standardné vyuziva. Dale by
bylo vhodné&jsi vice odliSit co byla prace samotné diplomantky a z ¢eho vychéazela v ramci
navaznosti na pfedchozi diplomovou praci, coz nyni neni jasné patrné. Vlastni diskuze je
tvofena pouze komentaii jednotlivych chromatogrami, neni zde Zadna logickéd posloupnost a
uceleny text.

Po formalni strance je diplomova prace psana klasickou formou, s ¢lenénim textu do
jednotlivych kapitol. V textu se vyskytuje fada typografickych chyb, coz snizuje orientaci
v textu a pochopeni studované problematiky (vynechana slova, Spatné sklonovani atd.).
Autorka mé& problémy se zavedenou terminologii u separacnich technik a hmotnostni
spektrometrie, coz se negativné¢ odrazi v textu. Tato skuteCnost mé velmi mrzi, protoze
autorka absolvovala pfedmét ,,Chromatografie a elektroforéza®, kde se danad problematika
podrobné probirala. N¢které obrazky maji bohuzel nizsi kvalitu a u jednoduchych schémat
bych doporucila obrazek dle zdroje nakreslit nez pouze kopirovat. Dalsi formalni nedostatky,
piipominky ¢i naméty k diskuzi jsou uvedeny nize.

Formalni nedostatky a dalsi pripominky:

o Cislovani seznamu, obrazkii a zkratek se neuvadi v obsahu s &islem stranky, protoZe tyto
stranky nejsou cCislovany. Chemické vzorce se neuvadi ve zkratkach, protoze je to
chemicky vzorec, ne zkratka.

e Pro hmotnostni spektrometrii je v nékterych mistech nespravné uveden termin
hmotnostni detekce, coz je vSak daleko SirSi pojem. Hmotnostni detektory reaguji na
zménu hmotnostniho toku slozky.

e K odd¢lovani odstavcil se nepouzivaji odrazky a mezery najednou.



Citace literatury je nespravna. Autorka vzdy uvadi citaci k odstavci, i1 kdyz se udaj tyka
konkrétni véty. Dana skutecnost pak komplikuje orientaci v textu. Dale neni vhodné, aby
citace stala osamocena na novém fadku.

U obrazk, které byly upraveny na zakladé literatury se tato informace uvadi az na konci
citace, protoZe souvisi se zdrojem (upraveno dle [21] — pouzita citace).

Kapitola 1.4.1 — Tato kapitola nese ndzev ,,Arginin“ a tudiz bych cekala, Ze zde bude
diskutovan klinicky vyznam argininu, ale prvni véta v této kapitole je ,, Astma je bézné
onemocnéni charakterizované pretrvavajicim zanetem dychacich cest . Celé kapitola by
m¢ela byt jinak koncipovana a informaci ze zavéru kapitoly, ze arginin je nezbytny pro
funkeci plic by méla zacit, aby zde byla logicka posloupnost.

Str. 35 — Nespravné pouziti mezer zna¢né komplikuje orientaci v textu.

Str. 39 — Nespravné oznaceni plochy ve vzorci dle dalSiho popisku (Ass, ma byt Asp).

Str. 43 — Mobilni faze B — Kyselina mocova se do mobilni faze asi nedavala.

Str. 45 — Kapitola 3.4.2 — Nespravné pouziti anglicismil v ceském textu.

TIC neni totalni iontovy proud, ale celkovy.

Popisky chromatogramt jsou nespravné — neni to retencni Cas, ale chromatograficky
zaznam.

Dotazy a naméty k diskusi:

Str. 33 — Filtry — Co bylo ukolem téch filtri? Jak byly oddéleny proteiny?

Str. 36 — Muze diplomantka objasnit co myslela tvrzenim: ,, pouZiti vysokého procenta
vody v mobilni fazi minimalizuje separaci a méni se pouze retence‘‘?

Str. 38 — Na obrazku 9 je uvedeno spektrum jednotlivych dimethylarginint, které je
pfevzato zpublikace. Pro¢ si fragmentacni spektrum diplomantka nezméfila sama
v ramci své experimentalni prace a neovéfila si tvorbu produktovych iontii?

Str. 39 — V kapitole o kapalinové chromatografii autorka uvadi jako vhodnou ioniza¢ni
techniku elektronovou ionizaci. Je tato technika opravdu vhodna pti spojeni HPLC/MS?
Pro¢ v systému s obracenymi fazemi autorka volila jako aditivum do vodné slozky
mobilni faze kyselinu mravenc¢i a mravencan amonny o dané koncentraci? Byla testovana
1jina koncentrace?

Str. 45 — Autorka piSe, Ze k ionizaci a odpateni se pouzival dusik a uvadi pratoky plynt.
Nasleduje informace, ze se pouzival jako suSici plyn vzduch. Co je tedy spravna
informace?

U symetrického dimethyl-L-argininu byl optimalizovan ptechod m/z 202,75 — 71,2, ale
na obrazku 9 je uveden charakteristicky produktovy iont m/z 172. Ktery z uvedenych
iontd je tedy spravny? Navic na obrazku 9 neni iont o m/z 71 ptitomen. Jak si danou
skute¢nost autorka vysvétluje?

Str. 46 — V poslednim odstavci autorka piSe, Ze byly zméfeny specifické hmotnosti
jednotlivych latek. Co tim mysli?

Proc¢ autorka v legendé chromatogramt uvadi zaznamy pti sniméni zapornych ionti, kdyz
se v§e méfilo pfi zdznamu kladnych iontd? Pokud autorka vyuzivala MRM rezim snimani
iontd, pro¢ zdroven uvadi 1 zdznamy celkového iontového proudu? Pokud jde Cisté o
optimalizaci separace dimethylargininti, které nelze rozliSit na zéklad¢ fragmentac¢niho
chovani, je nutné vyuzivat MRM rezim? Jaky rezim snimani iontii by autorka vybrala
jako optimalni pro tuto praci?

Autorka by si neméla plést terminy opakovatelnost a reprodukovatelnost. Co ktery termin
znamena? Co tedy v ramci své prace testovala?



e Pro¢ diplomantka u HILIC chromatografie ¢ekala 30 minut na ustileni rovnovahy (ne
proplach jak piSe), kdyz se jednalo o isokratickou eluci?

e Jaké bylo zpozdéni gradientu u pouzitého systému? Pii optimalizace gradientové eluce by
se mélo uvazovat. Bez jeho znalosti je optimalizace zna¢né€ komplikovana.

e Pro¢ byly u gradientové eluce v HILIC systému vybrany niz§i hodnoty koncentraci
HCOOH a mravenc¢anu amonného, kdyz u isokratické eluce nebyly uspésné?

e Pro¢ se neoptimalizovala separace i v systémech s obracenymi fazemi a pouze byly
pievzaty podminky z ptedchozi diplomové prace? Nebylo by lepsi jiné aditivum do
mobilni faze, nebo zména jeho koncentrace?

e Str. 66 — 67 — Jaké plochy autorka odecitala, z TIC nebo MRM zaznamt? Uvedené
plochy pikti ve vzorku s pfidavkem standardu (str. 67) jsou jiz po odecteni ploch
zjiSténych u samotného vzorku, aby odpovidala ¢isté jen standardu, nebo je to vcetné
vzorku? Diskuze je matouci, prosim o objasnéni. Byly pfidavky standardu stejné?
Kolikrat bylo méteni opakovano? Byla uvazovana i chyba méfeni?

Zaveérem konstatuji, ze 1 pres uvedené piipominky Bec. Klara Sopdciova splnila zadani
diplomové prace, proto ji doporucuji k obhajobé a na zékladé vyse uvedenych skutecnosti ji
hodnotim

D.
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