V Pardubicích dne 15.5. 2023

Posudek oponenta diplomové práce
									
Autor práce: Bc. Alena Langová
Název práce:	Metabolomická analýza lidské plazmy pomocí bioinertního UHPLC systému spojeného s hmotnostní spektrometrií.

	Bc. Alena Langová se v diplomové práci zabývá optimalizací extrakčních, chromatografických a hmotnostně spektrometrických podmínek pro analýzu metabolitů v lidské plazmě. V teoretické části se diplomantka věnuje základům hmotnostně spektrometrické detekce a separačním systémům v kapalinové chromatografii. Dále čtenáře seznamuje s přístupy v metabolomické analýze. V experimentální části jsou popsány podmínky a postupy stanovení. Závěrem jsou diskutovány dosažené výsledky, které jsou doloženy obrázky a tabulkami. Práce se opírá o 76 literárních odkazů, převážně o anglicky psané časopisy a knihy. 
	Z formálního hlediska je diplomová práce psána klasickým způsobem, s logickým členěním textu do jednotlivých kapitol, avšak vyskytuje se zde velké množství překlepů či nepřesných formulací, což značně komplikuje pochopení textu. Dále studentka používá velké množství hovorových výrazů, které by se v psaném textu neměly vyskytovat. Celkově by si tato bezesporu kvalitní práce zasloužila pečlivější jazykovou korekci. 


Připomínky a náměty k diskuzi:

· Str. 37 – kapitola 2.4 – extrakt nebyl před HPLC analýzou přečištěn, např. pomocí stříkačkových filtrů? Nebyl po rozpuštění zakalený?
· V českém jazyce je místo „pozitivní a negativní mód polarity“ vhodnější „snímání či záznam kladných a záporných iontů.“
· Str. 40 – chybný odkaz na kapitolu s podmínkami UHPLC (měla by být 2.6).
· U obrázků jsou na osách uváděna čísla s desetinnou tečkou na místo čárky, která by se měla používat u česky psaného dokumentu. Dále postrádám značky na osách. 
· Str. 39 – optimalizace gradientu je zmateně popsána, není jasné, co diplomantka přesně měnila. Jednotlivé parametry musí být specifikovány. Strmost gradientu můžeme ovlivnit různými způsoby, ale pokud byla zachována stejná počáteční koncentrace a měnila se jen konečná koncentrace silnějšího elučního rozpouštědla, musí být specifikován čas gradientu a počáteční koncentrace, nebo uvést danou strmost gradientu, pokud se měnilo více parametrů. S tím souvisí i popisek u obrázku 9 – obrázky musí být samo vypovídající, není přesně jasné, co se z obrázku dočteme, co jsou uvedené koncentrace. 
· Str. 42 – graf 2 – v obrázku je v legendě dvakrát 0,01% což je matoucí. První číslo by mělo být asi 0,005 %, což je koncentrace vyhodnocená jako optimální. 
· Grafy věnující se optimalizaci (graf 1 – 8) – relativní intenzita se uvádí v procentech ne v absolutních jednotkách (x107).
· U optimalizace MS podmínek diplomantka postupuje krok po kroku. Vždy se optimalizuje jeden parametr při ostatních konstantních parametrech. Nemohou být jednotlivé parametry na sobě závislé? Nemůžeme získat jiné optimální parametry při jinak zvolených kombinacích? Konstantní parametr by v práci mohl být pro přehlednost uveden, aby bylo jasné, při jakých podmínkách se optimalizovalo. S ohledem na velké množství standardů, pro které byly podmínky optimalizovány (a tedy i získaných dat), nebylo by výhodné využít pro optimalizaci nějakou statistickou metodu, která právě testuje i významnost jednotlivých parametrů a jejich případnou korelaci?
· Graf 5, str. 44 – pokud hodnoty 800 – 1000 l/h byly srovnatelné, proč se z ekonomického hlediska nevybral průtok 800 l/h, ale 900 l/h?
· Str. 47 – Nerozumím, co diplomantka myslí tímto tvrzením: „Jedná se o strukturně rozmanitý výběr aminokyselin, který na rozdíl od ostatních lze pozorovat pouze v negativním módu polarity měření.“ Myslíte tím, že ostatní metabolity, lze zaznamenat v obou módech? Nebo i přesto, že jsou strukturně rozmanité, lze je sledovat při snímání záporných iontů. Co je myšlenka té věty?
· Kapitola 3.3 – str. 49-50
Tato kapitola je nepřehledně popsána. Čtenář se poprvé dozvídá, že byla nejprve testována pouze precipitace a ta byla porovnávána s extrakcí. Autorka musí čtenáře nejprve seznámit s touto skutečností, aby věděl, proč se toto testování provádí. 
Nebylo by jednodušší napsat koncentraci acetonitrilu než psát směs vody a 5 % acetonitrilu (a ostatní kombinace – viz graf 9). Pokud by se napsalo 5% a 10% acetonitril, 15mM octan amonný, 0,1% kyselina octová, atd. Bylo by hned jasné co je to za rozpouštědlo. 
· Kapitola 3.5 – identifikace – diplomantka píše, že bylo identifikováno 36 metabolitů na základě shody retenčního času se standardy a shody m/z. V závěru však píše, že bylo identifikováno 121 metabolitů. Nebylo by dobré se o těchto metabolitech zmínit i v kapitole věnované identifikaci? 
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