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Hodnoceni prace:

a) Odborna uroveri a zpracovani teoretické ¢asti: vyborna
b) Naroénost pouzitych metod: vyborna
c) Zpracovani metodické &asti (pfehlednost, srozumitelnost): velmi dobré
d) Kvalita ziskanych experimentalnich dat: velmi dobra
e) Zpracovani vysledkl (pfehlednost, srozumitelnost): velmi dobré
f) Hodnoceni vysledk( véetné statistické analyzy: velmi dobré
g) Myslenkova troven a rozsah diskuse vysledki: velmi dobra
h) Srozumitelnost, vystizZnost a adekvatnost zavér(: velmi dobra
i)  SpInéni cilh prace: vyborné
i) Mnozstvi a aktualnost literarnich odkazu: vyborné
k) Jazykova uroven (stylisticka a gramaticka Urover): vyborna
I) Formalni Groven prace (€lenéni textu, grafické zpracovani): velmi dobra

Doporuéuiji diplomovou praci k uznani jako praci rigorézni [_]

Pfipadné poznamky k hodnoceni:

Predkladana prace se zabyva vyvojem a validaci metody Upravy vzorkd pro analyzu 38
endogennich a sysnetickych steroid( v lidské, potazmo mysi plasmé. Byla testovana
proteinova precipitace a SLE, které byly porovnany. SLE metoda byla nasledné validovana.
Definované cile prace byly spinény.

Prace dodrzuje klasickou doporu¢enou strukturu, je psana vécné. Teoreticka ¢ast je
dostatecné rozepsana s ohledem na zadani prace (vybrana skupina analytd, Uprava vzorkd,
analytické pristupy). Experimentalni ¢ast prace je logicky vystavéna a ucelena. Nicméné
prace obsahuje drobné nedostatky a nepfesnosti:

- nadbyteéné definované zkratky v Abstraktu, nedefinované zkratky v textu prace
- obrazky nizké kvality, napi. Obrazek 1 a 2
- Obrazek 3 s anglickymi popisky

- opakovani informace o manualni naro¢nosti upravy vzorkl nasledované informacemi o
jednoduchosti provedeni jednotlivych metod



- Eislovani podkapitol, napf. kapitola 3.4.6. by dle mého nazoru méla byt znaéena jako 3.5
- chybi zminka o stacionarnich fazich pouzitych v uvedenych jiz publikovanych metodach

- zavedeni zkratek analytll v Tabulce 1 a nasledné pouzivani isel 1-38 ve v8ech tabulkach
a grafech, kde u nékterych chybi alespori odkaz na Tab. 1. Pouzivani zkratek by
zjednodusilo orientaci v textu prace

- obecné nadbyte¢né pouzivani tabulek, kdy dle mého nazoru napi. Tab. 2 - 5 mohou byt
znazornény strukturami analyta, & Tab. 19 - 23 shrnujici vybrané validacni vysledky pUsobi
velmi nepfehledné. Navic, formatovani isel (Cervena a ¢erna barva), neni ve vSech burikach
spravné. U poslednich 5 tabulek mi v popisku také chybi limity pro hodnocené parametry
(matricové efekty, vytéZnosti, a dalsi), které jsou v celém textu Spatné dohledatelné.

Hodnoceni podobnosti zavére¢né prace vyslo 18 % (vzdy < 3%), respektive 10 % (v8echny <
4 %).

Dotazy a pfipominky:

1) V Tabulce 1 je uvedena hodnota m/z. Jedna se opravdu o tento parametr? Jaky je rozdil
mezi m/z a molekulovou hmotnosti?

2) V teoretické Casti je adsorpce uvedena jako jediny mechanismus LC. Je tomu opravdu
tak?

3) Z Tabulky 11 vyplyva, Ze byla publikovana pouze jedna prace na analyzu steroidi pomoci
SFC. S timto tvrzenim nesouhlasim. Podle ¢eho byla tato prace vybrana jako reprezentativni
do prehledu metod?

4) V Kapitole 4.7.3. je uvedeno, Ze fosfatovy tlumivy roztok byl pfipraven ze slou¢enin HPO3
a H2PQO3. Prosim o objasnéni. (erratum)

5) Diplomova prace se zabyvala analyzou 38 steroidU, v Tabulce 13 je ale uvedeno 37 SRM
pfechodd. Prosim o objasnéni. (erratum)

6) V praci neni specifikovano, na kterém typu manifoldu byla provadéna optimalizace SLE.
Prosim o doplnéni. (erratum)

7) V experimentalni ¢asti jsou zminény vnitfni standardy. Nicméné jejich pouziti v pribé&hu
celé prace neni objasnéno. V uvedenych vzorcich pro vypoéty jsou uvedeny pouze plochy
pikli samotnych neznacenych standarddl. Pfi kterych vypoétech byly IS pouzity? Prosim o
doplnéni. (erratum)

8) Na strané 51 a dal$ich je uvedeno "bylo mozZné pozorovat nizkou presnost vysledku". Co
tento pojem znamena? Prosim o doplnéni. (erratum)

9) MTBE a EtAc a jejich smés 80/20 (v/v) byly testovany jako vhodna extrakéni rozpoustédia
v SLE. Protoze smésny roztok poskytoval nejlepsi vysledky, byl nasledné testovan vliv
poméru jednotlivych sloZek - tedy smési 70/30 a 50/50 MTBE/EtAc. Byly také testovany
roztoky s vy$$im obsahem MTBE, jestlize EtAc sniZzoval vytéznost nékterych steroidt a
zvySoval matricové efekty?

10) V kapitole 5.3.2. je uvedeno, Zze vyrobce SLE doporuduje maximalni pridavek 5%
organické slozky k nanasenému vzorku pro naruseni vazby latek na proteiny. Pfi vy$si
koncentraci organického rozpoustédla muze dojit ke strhavani matrice do vysledného
extraktu. Mlzete vysvétlit, z jakého divodu tedy byly testovany nasledujici smési plasmy,
isopropanolu a vody: 40 uL plasmy a 360 ul (IPA/voda, v/v) a 40 ul plasmy, 160 ul vody a
200 ul IPA. V obou pripadech IPA dosahuje mnohonasobné vy&sich koncentraci nez je
doporuéeno.

11) V Tab. 18 shrnujici kalibraéni rozmezi atp. je uveden sloupec s nazvem primérna
vytéZnost. Jak byla tato hodnota vypoéitana? Prosim o dopinéni k popisu tabulky. (erratum)



12) V textu na strané 68 je uvedeno, Ze matricové efekty nejvice zatiZily vysledky u nizkych
koncentraénich hladin. Nicméné Tabulka 20 ukazuje opacné vysledky, tedy nejvyssi
matricové efekty u vysokych koncentraénich hladin. Prosim o kontrolu vysledki, kdy
pravdépodobné doslo k prohozeni koncentra¢nich hladin, a pfipadné opraveni tabulky
formou errat. Z tohoto divodu prosim také o kontrolu vysledk( u tabulky 22, které kopiruji

trendy tabulky 20.

hodnoceni, prace je: velmi dobra k obhajobé: doporucuji

V Hradci Kralové 16. zari 2024 podpis oponentél}:y - /






