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1. Posudek oponenta

Lenka Rihova vypracovala svoji diplomovou pod vedenim PharmDr. Lucie Novakové, Ph.D. Studentka se
zabyvala optimalizaci a validaci HPLC metody pro stanoveni biopterinu, 7,8 — dihydroneopterinu, 5,6,7,8-
tetrahydroneopterinu, neopterinu a kreatininu metodou HPLC s fluorescencni, repsektive UV detekci.

Prace je ¢lenéna obvyklym zplisobem, ma 88 stran textu, v€éetné 47 odkazu na odbornou literaturu, obsahuje
23 tabulek a 27 obrazka.

Teoreticka ¢ast uvadi charakteristiku pteridini a kreatininu, predstavuje metodu HPLC a shrnuje validacni
parametry a parametry testu zplsobilosti chromatografického systému. Prace pfiblizuje &tenafi pohled na
problematiku separace polarnich latek, véetné stacionarnich fazi pro HILIC.

V experimentalni ¢asti je popsano pfistrojové vybaveni, chemikalie a pfiprava vodnych slozek mobilni faze.
V ramci optimalizace chromatografickych podminek bylo naméfeno velké mnozstvi experimentalnich dat,
které jsou dokumentovany v tabulkach a na obrazcich. U vybranych mobilnich fazi (za pouziti kolony ZIC-
HILIC) jsou porovnany vysledky testu zpusobilosti systému. Vysledky validace vyvinuté HPLC metody jsou
kriticky zhodnoceny. V DP oceriuji kriticky pohled studentky na naméfena data a hodnocené paramtery SST.
V zavéru studentka uvadi, Ze zadany cil prace byl splnén pouze CasteCné a navrhuje dal$i mozna feSeni
problematiky, coz pfidava na kvalité DP. Vyvinuta metodika byla testovana na realnych vzorcich bilogického
materiélu.

Prace po obsahové i formalni strance splfiuje pozadavky kladené na diplomovou praci a proto ji doporucu;ji k

obhajobé.

Pfipominky:

-v DP neni Cesky ekvivalent zkratky HILIC

-str. 31 — vzorec pro vypoclet parametru asymetrie piku neodpovida vzorci, ktery je uvedeny v citovaném
literarnim zdroji. V experimentalni ¢asti vychazi pozadavek pfi hodnoceni asymetrie z USP (str.71). Uvedeny
poZadavek (menSi nez 2) plati obecné pro chromatografickou analyzu? USP by mél byt uveden v pfehledu
pouzite literatury.

-str.71 — v DP neni uvedeno, ze kterého literarniho zdroje vychazi poZzadavek na pocet teoretickych pater

-str. 83 — v zaveéru je uvedeno, Ze byla nalezena optimalni mobilni faze pro separaci zkoumanych latek. Vyraz
optimalni neni vzhledem k vysledkm DP spravny, latky nejsou rozdéleny

-smérodatna odchylka pro opakovatelnost plochy piku je v pfipadé dihydroneopterinu a tetrahydroneopterinu
(hodnoceny jako suma dvou pikl) 23,5%. Takto vysoka odchylka je pfisuzovana pravé vlivu hodnoceni pikd
jako sumy dvou pikd. V DP neni zdokumentovan chromatogram, ktery by ukazoval analyzu téchto analytd a

shodu jejich reten¢nich ¢asu jednotlivé, coz by mohlo pomoci potvrdit nebo vyvratit vySe uvedené tvrzeni.




Otazky:
1. V zavéru prace je uvedeno, ze moznym feSenim pro dosazeni lepSich vysledk( separace je pouziti
kolony s lepSi separacni u€innosti. Které kolony by pfichazely v ivahu pro vyzkouseni?

2. Celkova doba analyzy je 25 minut. Pik neopterinu a pik odpovidajici DHN a THN jsou pfes 4 minuty.
Jakym zplUsobem by mohlo dojit k zizeni jednotlivych zén téchto analyta?
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