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Oponentsky posudek k disertacni praci Mgr. Pavla Svobody

“Matricové efekty v LC-MS analyze: vznik, hodnoceni a jejich odstranéni”

Hlavnim motivem disertaéni prace Mgr. Pavla Svobody je jeden ze zakladnich
problému analytiky a sice relevance ziskanych vysledkd vzhledem ke komplexité
vzorku ve smyslu vyhodnoceni miry matricovych efektl a jejich minimalizace.

Predlozena prace zahrnuje teoretické pojednani o matricovych efektech, jejich
podstaté, vyhodnocovani jejich miry a metodach pfipravy vzorku a mérfeni, které je
minimalizuji ¢€i Uplné eliminuji. Na toto pojednani pak navazuje soubor péti
publikovanych praci, u niz je Mgr. Svoboda prvnim autorem ¢i spoluautorem, a
komentare k nim.

Zel, jiz na prvnich strankach teoretické &asti se miizeme setkat s nepfesnym a
nejednoznac¢nym vykladem, napf. fenomén matricovych efektll dozajista nebyl poprvé
popsan v roce 1993 Keberlem a Tangem, to plati aZz pro matricové efekty pfi ionizaci
elektrosprejem. Také neni mozné souhlasit s tvrzenim, ze ,Vlastni potlaceni nebo
zesileni ionizace ovliviiuje citlivost detektoru, ...“ at' uz pro mluvnickou nejasnost (co je
podmétem a co pfedmétem?), tak i pro faktickou nespravnost — tyto dva jevy, u€innost
ionizace a citlivost detektoru, spolu pfimo nesouvisi. Hned na dalSi strance se vyskytuje
priklad nepfesnosti v citacnich dokladech — dizertant piSe, Zze ,Nasledkem toho dochazi
ke sniZeni schopnosti analyzované latky prechazet z téchto kapi¢ek do plynné faze, coz
zpusobi potlaceni ionizace [4][7].“ Minimalné autofi v praci [7] uvadéji ,The exact
mechanism by which the nonvolatile materials inhibit release of analyte into the gas
phase has not been clearly demonstrated®, protoze existuji minimalné dva r(zné
modely mechanizmu ionizace elektrosprejem a model odpafovani iontld (ion
evaporation model) je jen jednim z nich. Abych Mgr. Svobodovi nekfivdil, frekvence
podobnych nedostatkll se v dal§im textu vyrazné snizuje, ale stale je mozné je
nachazet (napf. str. 10 ,Extrakce z kapaliny do kapaliny je zaloZzena na prevedeni
analyzované latky z vodné do organické faze, a to na principu rozdélovaciho koeficientu
oktanol/voda.”, ,potencionalné” tamtéz, ¢i na str. 11 ,Molekularné vtisténé polymery
jsou syntetickym materidlem, ktery ve své struktufe obsahuje specificka rozpoznavaci
mista neboli kavity.“). Na druhou stranu, vyklad u vétSiny metod je pfehledny a vécny.

Obsahové do teoretické Casti uplné nepatfi vice méné trivialni uvod do chromatografie

1



‘ﬂ1l°““'- °E~r,€ doc. Jan Havlis,
Laborator funkéni genomiky a proteomiky,

‘ ) » J . ¢ Narodni centrum pro vyzkum biomolekul,
%o, {or gp“d' Pfirodovédeckad fakulta, Masarykova univerzita
DLECULAR RES Kamenice 5, 62500 Brno

(kapitola 3.3.2), ze kterého neni uplné jasné, jaky ma vztah k probiranému. V kapitole
3.4.3 (tu jde o drobnou chybu, patfi spravné 3.3.3) uz autor dokazal skloubit vyklad o
hmotnostni spektrometrii s tématikou matricovych efektd. V kapitole 3.4.4.1 (3.3.4.1)
oponent postrada zminku o vyuziti vnitfnich standardd znaenych stabilnim izotopy pro
ucCely kvantifikace v MS, dizertant zminuje jen ,V pfipadé LC-MS jsou vnitini standardy
[znaCené stabilnimi izotopy] pouzivany pfedevSim z duvodu kompenzace chyb
plynoucich z MS detekce®. A to pomijime fakt, Ze slovni spojeni ,MS detekce® je velmi
zjednodusujici pohled na roli MS v LC-MS; MS je separacni metoda sama o sobé.

Zavéretné dvé Casti obsahuji nejprve komentare k jednotlivym predlozenym
publikacim, néktera dizertantova scientometricka data a publikace samotné (na nich se
podepsalo vioZeni pavodnich souborl ve formatu *.pdf do MS Wordu, protoze velikost
fontd zvlasté v popiscich k obrazkim vyrazné omezuje Cditelnost textu). Komentare
rozSifuji publikované prace o podrobnéjSi popis motivaci a postupu pfi ziskavani
vysledkd. Oponent by ocenil SirSi rozbor prfedpokladu a testovanych hypotéz, protoze to
jsou nejzajimavéjSi Casti védecké prace a do publikaci pronikaji jen stézi. U
publikovanych praci pak, kde dizertant neni prvnim autorem, by bylo patfi¢né doplnit i
jeho podil na vysledcich, kdyZ je zahrnul do dizertacni prace.

| pfes vySe zminéné vytky je text na slusné urovni a dizertant prokazal schopnost
tvaréim zpusobem védecky pracovat, ziskané vysledky zpracovat, diskutovat a
publikovat, viz tfi prvoautorské ¢lanky v odbornych recenzovanych ¢asopisech. Mgr.
Svoboda splnil dle soudu oponenta poZadavky kladené na dizertaéni prace v oboru, a

proto pfedlozenou disertacni praci doporucuje k obhajobé.

18. 8. 2017, vypracoval Jan Havli$
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Otazky oponenta:

1. Na pozadi principtl formovani iontd pfi ionizaci elektrosprejem popiste a vysvétlete

zakladni vlivy zpusobuijici potlacovani ionizace (ion suppression).

2. Sam jste pfi vasich vyzkumech imunoafinitni extrakci na pevnou fazi nepouzil, ale Slo

by ji pouzit i pro vaSe analyty a eventualné za jakych okolnosti?

3. Cim je v tabulkach 2 a 3 prace Svoboda et al., J Pharm Biomed Anal 114 (2015) 62

dan zde uvedeny pocet desetinnych mist hodnot prfesnosti (preciznosti)?

4. Jaky byl €as prodlevy nastupu gradientu elu¢ni sily mobilni faze (dwell-time) pro
chromatogram v obrazku 1A v praci Svoboda et al., J Pharm Biomed Anal 114 (2015)
62 za danych podminek? Zakreslete do tohoto chromatogramu pribéh gradientu pro

dané méreni.

5. Je mozné néjak rozhodnout, jsou-li zavislosti obsahu TAC pro rizné doby louhovani
pfi teplotach 80 a 100 °C v obrazku 2C prace Svoboda et al., J Pharm Biomed Anal 114
(2015) 62 totozné &i nikoliv? V pfipadé, ze by byly totozné, mate néjaké vysvétleni pro

tento jev s ohledem na podobné analyzy u jinych typu €aji?

18. 8. 2017, vypracoval Jan Havlis



