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Hmotnostné spektrometricka charakterizace sfingolipidd a glykosfingolipida v biologickych vzorcich

Rozsah prace

PredloZend disertacni prace je vypracovana v Sirokém pojeti a sklada se tedy z Gvodu, teoretické ¢asti,
experimentdlni ¢asti, ¢asti vysledkl spojenych s diskuzi, zdvéru, pfehledu literatury a pfiloh.

Predkladatel je prvnim autorem na dvou publikacich v Journal of Chromatography A a Analytical and
Bioanalytical Chemistry a spoluautorem na dal$im ¢lanku v Analytical chemistry, pficemz podil Ing. Hajka na
vysledcich v jednotlivych publikacich je explicitné definovan v seznamu publikovanych praci. Lze
predpokladat i autorsky podil na dalSich budoucich publikacich laboratore.

Celd préce je psana cesky, anotace pak v angli¢ting. Uprava prace plné vyhovuje obecnym formalnim
pozadavkim kladenym na disertacni praci. Osobné bych preferoval anglicky text.

Cile

Hlavnim cilem prédce byla charakterizace lipid( v biologickych vzorcich karcinomu ledvin. Za timto ucelem
predkladatel optimalizoval extrakéni proces gangliosidd, prozkoumal fragmentaéni charakteristiky standardd,
navrhl separaéni podminky pro HILIC a sestavil vhodnou metodu.

Teoreticka ¢ast

Teoreticka ¢ast je napsand ve vhodném rozsahu, zabyva se kapalinovou chromatografii i hmotnostni
spektrometrii v detailem respektujicich findlné pouzitou hlavni metodiku, a objasriuje vse potfebné pro
pochopeni ndsledujicich ¢asti.

Experimentdlni ¢ast

Experimentalni ¢ast je pouze vypis metod a hodnot pouzitych parametrd. Vyvoj optimdlnich HILIC podminek
je ale rozepsan v ¢dsti vysledky.

Vysledky a diskuze

Vysledky jsou prezentovany jasné a srozumitelné a z velké ¢dasti odrdzeji jiz publikované ¢lanky. Za dllezity
prinost analytické chemii pokladam sestaveni fragmentacnich pravidel sloZitéjsich ganglicsid(i a optimalizaci
aditiv pro jejich separaci.

Pti optimalizace separace gangliosidli poklesla intenzita signalu mezi koncentracemi 5 a 10 mM mravencanu
amonného (a naslednd octanu) o vice nez 50 % (strana 51). MGZete prosim diskutovat , k jakému jevu
dochazi a pro¢ je pokles signalu tak dramaticky? Pozoroval jste pfi pouZiti mravencanu a octanu o vyssich
koncentracich tvorbu jejich adukt?

Po optimalizaci koncentraci aditiv jste optimalizoval pH. Jaké pH mély mobilni faze na obrazku 23? UvaZoval
jste, jaka bude kompozice iontl aditiv pfi zménéném pH s ohledem na pKa acetatu?



Vzhledem k tomu, e optimalni separa&ni podminky jsou rizné pro rlizné slozeni gangliosidu, domnivate se,
%e by bylo mozno stavajici metodu déle rozsifovat na komplexnéjsi a vice vétvené struktury?

Mohl byste prosim diskutovat, zda/jakou maji gangliosidy identifikované v nadorové tkani relevanci pro toto
onemocnéni? Jednd se o n&jak specifické povrchové markery? Mohou byt sou¢asti napfiklad exosom0
tvofenych ledvinami nebo cirkulujicimi nddorovymi burikami, a tedy sledovany ve vzorcich krve?

Zavér:

Pedlozena prace fedi analyticky problém separace a identifikace gangliosidli s aplikovanym presahem.
Studie byly provedeny na pracoviiti Univerzity Pardubice, které se dané problematice vénuje dlouhodobé a
na vysoké trovni, s &imz souvisi i pouzité metody, které jsou na Spi¢kové urovni a odpovidaji soucasnym
trend@im v dané oblasti vyzkumu. Cile préce byly spinény, zahrnuté publikace, komentére a vysledky
dokazuji, 7e predkladatel je seznamen s problematikou v této oblasti a je schopen zavadét a aplikovat LC-MS
metody. Diserta&ni praci doporucuji pfijmout k obhajobé.

V Praze 6. fijna 2019

RNDr. Ondrej Kuda, PhD
Fyziologicky tstav AV CR v.v.i.
Metabolismus bioaktivnich lipidd
Viderska 1083
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Posudek na doktorskou disertacni praci

N&zev prace: HMOTNOSTNE SPEKTROMETRICKA CHARAKTERIZACE SFINGOLIPIDU A
GLYKOSFINGOLIPIDU V BIOLOGICKYCH VZORCICH

Autor: Ing. Roman Hajek
Skolitel: prof. Ing. Michal Hol¢apek, Ph.D.
Oponent: doc. Ing. Milo$ Hroch, Ph.D.

PredloZena disertacni prace se zabyva vyvojem, validaci a aplikaci LC/MS metody
zoblasti lipidomické analyzy, zaméfené na komplexni analyzu vybranych t¥id lipidd
se zvlastnim zfetelem na gangliosidy. Stru¢né shrnuto, mezi hlavni cile patfil vyvoj LC/MS
metody pro stanoveni gangliosidii a popsani jejich fragmentaéniho areten¢niho chovéni.
Dale detailni charakterizace lipidomického slozeni vybranych biologickych matric
se zacilenim na zastoupeni gangliosidi. V neposledni fadé pak aplikace vyvinuté kvantitativni
metody ke studiu lipidd nadorové a okolni zdravé tkdné u pacient( trpicich karcinomem
ledvin.

PfedloZend disertacni prace ma celkem 108 stran véetné pfiloh. Rozsah a ¢lenéni
disertace odpovidd zvyklostem a béinému standardu. Z celkového rozsahu je 44 stran
vénovano teoretické Casti, dale nasleduje experimentdlni ¢ast o 3 stranach popisujici
provedeni experiment( a pfipravu vzork(. DalSich 28 stran je vénovano diskuzi vysledkd
nasledované zavérem, seznamem publikovanych praci a pfilohami.

Ing. Hajek se podilel celkem na 4 impaktovanych publikacich z éehoz na dvou z nich
je uveden jako prvni autor. Mimo to se podilel na pfipravé prezentaci a postert pro doméci
i mezinarodni konference.

Lze konstatovat, Ze moderni metody kvalitativni a kvantitativni analyzy, kam bezesporu
patfi i LC/MS jsou nepostradatelnymi nastroji v mnoha oblastech medicinského vyzkumu,
vCetné vyzkumu nadorovych onemocnéni. Na zakladé vysledk(i praci jako je i tato, Ize
oCekdvat mnohem vétsi vyuziti technik MS i v oblastech, kde se v klinickych aplikacich zatim
prilis neobjevuji.

V pfipadech podobné zaméfeného vyzkumu se jednd o pomérné naroény multioborovy
problém zahrnujici nejenom problematiku chemicko-analytickou a medicinskou, ale i
matematickou, protoZe pro spolehlivou interpretaci zméfenych dat je tfeba vyuZit
adekvatnich statistickych technik. Vtomto svétle shledavam pFedloZenou préci jako velmi
pfinosnou a téma jako aktualni.
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Pripominky

Prace je pomérné prehlednd a logicky délena, nicméné je skoda, Ze nebyla vénovéana vétsi
pozornost korekci textu. Autor se bohuzel nevyhnul pfeklepdim a na mnoha mistech jsou
v textu vypad|a slova, nespravné sklofiovani, nebo byly pouzity nevhodné obraty.

Str. 11. Co je to ,intenzita separovanych lipidi“? Pfedpokladam, ze byla myslena ,intenzita
signdlu separovanych lipidia“.

Str. 19. Ve vycCtu detektord pro HPLC chybi zminka o MS detektoru. Autor se jimi zabyva
podrobné v kapitole 2.2, nicméné na tomto misté by mél byt uveden také, s odkazem na
podrobnéjsi popis dale.

Str. 20. Ve vy¢tu modifikaci staciondrnich fazi vyuzivanych v RP by bylo vhodné zminit i
pentafluorofenyl, jako zajimavou alternativu ke zmifiovanym fazim z hlediska jeji selektivity.

Str. 30. V kapitole 2.2.3 pfi popisu vypoctu rozlisovaci schopnosti hmotnostniho
spektrometru je pouZita zkratka RP. Pfedpoklddam, Ze jde o zkratku vytvofenou z anglického
Resolving Power. Pominu-li fakt, Ze je zde poufZit stejny tvar jako pro oznaéeni reverzni fdze,
bylo by vhodné i tuto zkratku uvést v seznamu na zacatku préce.

Str. 31. V kapitole 2.2.3.2 u popisu MS detektoru typu kvadrupdl, resp. trojity kvadrupdl by
bylo vhodné zminit kromé méreni v rezimu skenovéani a SIM také MRM méd, ktery je
z hlediska vyuziti trojitych kvadrupdll zdaleka nejdlezitéjsim.

Str. 37. Posledni véta by méla byt pfeformulovana na: , Vétsi prijem mize vést ke zvyseni
rizika aterosklerdzy a kardiovaskuldarniho onemocnéni“

Str. 46. V casti , Pouzité chemikdlie a standardy” z textu vypadl pouZity stabilizator
chloroformu, je uveden pouze jeho obsah. Pfistroj MilliQ na upravu vody nevyuziva

redestilaci.

Str. 38. Proc a ¢im jsou glycerolipidy bohaté? Jde zfejmé o $patnou formulaci.
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Dotazy

V préaci je pomérné detailné a systematicky popsan vyvoj separaéni metody, interpretace
spekter pro identifikaci gangliosid(, jejich retencni chovéni a zpracovani a interpretace
vysledkl na zdravé a nadorové tkani. Na druhé strané, validace metody a zejména jeji
vysledky nejsou v praci podrobnéji zminény. Pro¢?

Doved| byste Fici, jakym zpGsobem by $la Vami ziskana data vyuzit v klinické praxi?

Str. 20. Autor prdace uvadi jako jeden z mechanismi separace na RP ,Nespecifické interakce”
mezi analytem a stacionarni fazi. Termin nespecifické interakce je vyuziva pfedevsim

v oblasti molekuldrné biologickych metod, nebo napf. u imunoafinitnich separaénich metod.
O jaké nespecifické interakce se podle Vas jedna? Jaky termin by se zde hodil I1épe?

Str. 42. Nesouhlasim s generalizovanym tvrzenim, Ze cholesterol je hlavni slozkou
lipoproteinl krevni plasmy. Pro ktery typ lipoproteinu by toto tvrzeni bezezbytku platilo?

Str. 46. Cast ,,Priprava vzorku®. Dle mého nazoru nelze pouZit pouze samotné ultrazvukové
homogenizace na vétsi kusy tkané, pokud neni predem zvétsen povrch vzorku a to zejména
v pfipadg, pokud se ma vznikly extrakt pouzit ke kvantitativni analyze. BéZnym krokem pfi
ultrazvukové homogenizaci je nejprve ,rozpraskovani“ tkané zmrazené tekutym dusikem
napf. v tfeci misce nebo jiny zptsob rozmélnéni a teprve poté ultrazvukova homogenizace ve
vhodném prostredi. Byla tkan pfed homogenizaci ultrazvukem néjakym takovym zplGsobem
predem upravena, pfipadné byl uvedeny postup néjakym zptisobem validovan?

Str. 49. Na zakladé in-silico modelovani disocia¢nich kfivek vybranych gangliosidd byl pro
jejich separaci vytipovan vhodny rozsah pH mobilni faze 5 - 10. Bylo by dle Vaseho nazoru
vhodné provadét analyzu pfi pH na horni hranici tohoto rozsahu? K ¢emu by mohlo pfi
vysokém pH dojit (ve vztahu k analytu)?

Str. 54. Na zacatku kapitoly 4. 1. autor uvadi, Ze na zakladé provedeného in-silico modelovani
bylo pro optimalizaci navrzeno jako vhodné rozmezi pH 5 - 10. V kapitole 4.1.1 je ale
uvedeno, Ze prakticky se testovalo rozmezi 3.0 — 6.5. Pro¢ neni tato zména nikde v textu
diskutovana?

Str. 73. Je podle Vas koeficient determinace (R?) vhodnym ukazatelem spravné volby
kalibracniho modelu, respektive kvality prolozeni krivky kalibraéniho modelu kalibra¢nimi
body.
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Zaver:

Lze konstatovat, 7e viechny body vyty¢ené v zadani disertacni prace byly bezezbytku
naplnény. Na predloZené dizertaéni praci oceniuji systematicky pfistup, jakym se autor zhostil
vyvoje metody pro multikomponentovou lipidomickou analyzu komplexnich biologickych
materiald. Odhlédnu-li od nékterych nejasnosti, které budou, jak predpokladam,
zodpovézeny béhem obhajoby prace, vétsina pfipominek k textu se v zasadé tyka zejména
stylistiky a nijak nesnizuji jeji vyznam. Pfedkladatel prokazal schopnost samostatné védecké
prace, jak dokazuji kvalitni publikace v uzndvanych zahranicnich Casopisech s IF, kde prosly
naroénym recenznim fizenim.

Na zakladé vySe uvedeného se domnivam, Ze predkladatel splnil vSechny povinnosti
a predpoklady pro ziskani doktorského titulu a proto prfedloZenou préci doporucuji
k obhajobé.

Univerzita Karlova
LékaFska fakulta v Hradci Krilové
Ustav lékatské biochemie
Simkova 870, 500 03 Hradec Kréalové

1CO: 002167 Rﬁ ¢/ CZ00216208

\/ Hradci Kra’lové dne 4.10.2019 = seeennllobon e SR e e
doc. Ing. Milos Hroch, Ph.D.

Univerzita Karlova v Praze
Lékarska fakulta v Hradci Kralové
Ustav lékarské biochemie




POSUDEK DISERTACNI PRACE
Ing. Roman Hdjek
Hmotnostné-spektrometrickd charakterizace sfingolipidi a glykosfingolipidd

v biologickych vzorcich

Disertacni prdce Ing. Romana Héjka se zabyva analyzou gangliosidli v biologickych vzorcich. Jednd se o
strukturné velmi variabilni glykosfingolipidy, které obsahuji kyselinu sialovou. Tyto lipidy se vyskytuji v tkdnich i télnich
tekutinach, zejména pak v nervovém systému. Podileji se na patologii mnoha nemoci a jejich biologické funkce jsou
predmétem intenzivniho zkoumani (pfiblizné 400 publikaci roéné). Téma préce je proto vysoce aktualni a relevantni
k souc¢asnému biomedicinskému vyzkumu.

Klasicky ¢lenénad disertaéni prace ma celkem 108 stran vcetné pfiloh, obsahuje 42 obrézk( a cituje 100 literarnich
pramend. Po krdtkém Gvodu nasleduje teoreticka ¢ast, ktera se obsirné vénuje metodam kapalinové chromatografie,
hmotnostni spektrometrie a postuplm pripravy vzorkl pouzivanym v lipidomické analyze. Principy instrumentélnich
metod jsou zde diskutovany moznd az pfilis obecné, nékteré kapitoly povazuji za zbyteéné — jsou to ty, které se zabyvaji
technikami, které pfi experimentdlni praci pouzity nebyly (napf. magneticky sektorovy analyzétor nebo iontova
cyklotronovd rezonance). Naopak vice prostoru mohlo byt vénovano roli gangliosidt v biologickych systémech.
Experimentalni ¢ast je pomérné strucna, ale poskytuje dostatek informaci o pouZitych postupech. Vysledkova ¢ast se
nejdrive zabyva optimalizaci podminek analyzy a detailnim rozborem fragmentacnich spekter gangliosid(. Zde bych
chtél ocenit peclivost a dikladnost, s jakou byla spektra interpretovéna a prezentovana v disertaéni praci. Nasledujici
kapitoly jsou vénované aplikaci optimalizované metody na riizné typy biologickych vzork(. Podrobné byla zpracovana
studie, ve které byly pomoci validované metody porovnany lipidy nadorové tkané okolni zdravé tkané u karcinomu
ledvin. Podrobné statistické vyhodnoceni dat pak ukdzalo rozdily v zastoupeni lipidil. Zavéreéna kapitola je struénym
souhrnem dosazenych vysledkd. Ndsleduje seznam publikaénich vystupd. Je $koda, Ze sou&ésti prace nejsou kopie
publikaci autcra. Posledni ¢ast disertacni prace tvori pfilohy, které ptindseji doplriujici spektra a informace véetné
rozsahlého seznamu v3ech lipid( nalezenych v biologickych vzorcich. Po formalni strdnce obsahuje disertaéni préce
fadu chyb a formulacnich neobratnosti az nepresnosti. Autor se nevyhnul chybéjicim sloviim, nespravnému &islovani
obrazk( ani pravopisnym chybam. Seznam téchto drobnych prohfeski je uveden v pfiloze posudku.

Celkové hodnotim disertacni prdci velmi kladné. Analyza gangliosidd je kvuli jejich obrovské strukturni variabilité
obtizna, a to jak z pohledu metodiky, tak interpretace dat. Autor se tohoto tkolu zhostil se cti a podafilo se mu nejen
vypracovat kvalitni analytickou metodu, ale i ziskat cennd biologicka data. Vysledky své prace publikoval ve formé tfi
odbornych ¢lank( v prestiznich analytickych casopisech, Ctvrty ¢lanek je v pFipravé. U dvou €lankd je prvnim autorem.
Slovni komentar k jednotlivym publikacim uvedeny v disertacni praci svéd¢i o tom, Ze pfinos Ing. Romana Hajka byl
zasadni. Vysledky jeho prédce byly rovnéz prezentovany na nékolika narodnich i mezinarodnich konferencich.

K praci mém nasledujici dotazy:

1/ Distribucni” diagramy na Obréazku 22 udévaji pomérna zastoupeni jednotlivych forem gangliosidd. U takovych
diagram by mél soucet hodnot v kazdém bodé pH dosahovat hodnoty 1, resp. 100 %. To ovsem pro nékteré body na
tomto obrazku neplati, nap¥. pro pH bliZici se hodnoté 0 u GD1 a GM1, nebo pro pH kolem hodnoty 3 u GT1. Cim to
je? Predpokldddm, Ze pro vypocet bylo nutné do programu zadat hodnoty disociacnich konstant gangliosid(. Jak byly
tyto hodnoty ziskany?



2/ P¥i optimalizacich mobilni faze byla testovéana rozmezi pH 3,0 - 5,8, a 3,0 — 6,5. Zajimalo by mne, zda pozorované
nabojové stavy gangliosidi ve spektrech odpovidaly distribuci iontd vypocitané programem Marvin &i nikoliv. Pokud
ne, jak to lze vysvétlit? Podle teoretickych vypoctl pfi pH > 5 ma prevladat [M-3H]*, zméFena spektra viak naznacuji
spise pfitomnost [M-2H]%.

3/ Interpretace spekter naznacena v obrazcich je dle mého ndzoru spravna a jednoznacénd, nicméné se nékdy opird o
jonty, jejichZ intenzita se blizi Grovni Sumu (napt. m/z 726,6 v Obr. 30, m/z 581,2 v Obr. 32, m/z 1091,7 v Obr. 33
apod.). V obrazcich bohuzel nejsou vyrezy se zvétSenymi oblastmi spekter, proto nelze posoudit relevanci téchto
signal(i. Prosim o doplriujici komentar k vyuZiti takovych iontd k interpretaci spekter. Podafilo se na zékladé spekter
identifikovat vSechny gangliosidy, nebo byly ve vzorcich i dalsi, u nichZ se identifikace nezdafila?

4/ Extrakéni G€innost pro nékteré tridy lipidd se pohybovala kolem 50%, to znamena, Ze zhruba polovina presla do
vodni faze, zatimco druha polovina zlstala ve fazi organické. Zajimalo by mne, jestli byl pozorovan rozdil v zastoupeni
molekulovych druht dané tridy ve vodné a organické fazi (napf. delsi acylové retézce v organické fazi).

5/ V experimentdlni praci byl vyuZit pfistroj umoznujici iontové-mobilitni experimenty (Synapt G2-Si HDMS). Bylo
zvazovano poufziti iontové mobility pro analyzu gangliosidd? Diky riznému poctu objemnych cukernych jednotek by
jontové-mobilitni separace mohla byt pro tyto analyty uzitecna.

Zavérem rad konstatuji, Ze predlozena disertacni prdce Ing. Romana Hajka je kvalitni a pfinasi nové poznatky
v oblasti analyzy gangliosid( a lipidomiky rendiniho karcinomu. Vysledky byly publikovany v renomovanych odbornych
¢asopisech a prezentovany na konferencich. Dle mého nazoru uchazec dostatecné prokazal pripravenost k samostatné
tvlrci ¢innosti, a proto jeho disertacni préci doporucuji pfijmout k obhajobé.

V Praze dne 15. fijna 2019

doc. RNDr. Josef Cvacka, Ph.D.



PRILOHA POSUDKU DISERTACN{ PRACE

Seznam drobnych nedostatk( a chyb

Str. 11: Chybi slovo na konci véty (5. radek). Chybéjici pismeno ve slové ,ionzaci (8. radek). Nespravny vyraz
»povrchoveé porézni kolona” (14. radek).

Str. 11: Pravopis ,lipid( ze sedmy trid“ (7. fadek). Pouziti anglism( ,box ploty” a ,fold change” (8. a 9. fadek).

Str. 15: Definice lipid na zakladé rozpustnosti v organickych rozpoustédlech a nerozpustnosti ve vodé je Casto
pouZivana, ale nepresnd a ne zcela vhodna v kontextu této prace, kdy autor izoloval poldrni lipidy z faze vodné (1. - 2.
fadek). Lipidomika byva chapdna obecnéji jako védni obor spiSe nez analyza (5. fadek). Chybna formulace ,, znalosti
jejich mechanismu je velmi dulezité” (12. radek). Netplna informace ,Shotgun pfistup vyuZiva tandemovy hmotnostni
spektrometr s trojitym kvadrupdlovym analyzatorem® — tento pfistup maZe obecné vyuzivat i jiné typy analyzatord
(17.-18. Fadek).

Str. 18: Chybéjici pismeno m ve slové ,kontrolujici (1. Fadek). Vnitini primér kolon mize byt i mensi nez 1 mm
(12. radek). Chybéjici mezera (posledni radek).

Str. 20: Neobratna formulace ,,mobilni fazi je spojeni smési vodné slozky a organickych rozpoustédel” (9. radek).
Chybny nazev slouceniny ,metanol” (11. fadek). Nesprdvna terminologie , poldrnich silach“ (21. fadek).

Str. 23: Nejasné, co je mysleno vyrazem ,jejich ¢asti“ ve vété ,Hmotnostni spektrometrie ... je ... metoda slouzici k
urcovani molekulové hmotnosti atom(, molekul a jejich ¢asti po pfevedeni na ionty. Neptesny vyraz ,iontové techniky”
— ma byt ,iontové optiky” (19. radek).

Str. 24: K vété ,Pri vybéru ionizacni techniky je dllezité brat v potaz tékavost analyzovanych latek, molekulovou
hmotnost, a hlavné jejich tepelnou stabilitu.” bych doplnil, Ze tyto parametry samy o sobé nemusi stacit ke zvolenf
vhodné ionizacni techniky. Zasadni je znalost chemické struktury analytl, na zdkladé které Ize navrhnout vhodny
ionizaéni mechanismus, a tedy i ionizacni techniku. (13. — 14. fadek). Neobratna formulace ,technikou, kterd ma stéle
svoji oblast pokryti“ — spiSe ,,... vyuZiti“ (pfedposledni radek).

Str. 26: Nepresna formulace ,,APCl neni vhodna pro analyzu biomolekul®. Lipidy jsou typické biomolekuly a nékteré
z nich se pomoci APCI analyzuji velmi snadno. Autor mél zfejmé na mysli ,, ... biomakromolekul” (15. Fadek).

Str. 28: Autor zmiriuje Nobelovu cenu udélenou K. Tanakovi za MALDI v roce 2002. (4. fadek) Bylo by vhodné u této
pfileZitost zminit i jména dalsSich dvou pionyr( v této oblasti, tj. Franze Hillenkampa a Michaela Karase. Stejné tak mohl
byt v ptipadé elektrospreje zminén John Fenn. Vysvétleni 3 typd MALDI zdrojl by bylo pfesnéjsi s vyuZitim hodnot
tlakd v iontovém zdroji pti dané technice. Stavajici vysvétleni je nepfesné, protoze ,vakuum” je také ,snizeny tlak” a
pojem ,,okolni tlak” zavisi na tom, co je mysleno okolim. (7. — 9. fadek). Véta ,MALDI ionizace se pouziva pro molekuly
s velkou molekulovou hmotnosti jako jsou biopolymery, syntetické polymery, lipidy atd“ neni vhodné formulovana,
nebot lipidy obvykle nejsou latky s ,,velkou molekulovou hmotnosti“ jako napt. polymery. (9. fadek).

Str. 29: Elektrostaticky analyzator vyuziva zakfiveni drahy iontd v elektrickém poli, ale neni to hmotnostni analyzator.
Filtruje ionty na zakladé jejich kinetickych energii (tedy nedéli ionty podle hodnot m/z, jak je tomu u hmotnostnich
analyzator().

Str. 30: Pfistroj Orbitrap by mél byt psan s velkym pocéateénim pismenem (komercni nazev pfistroje), obecné jde o
orbitélni past (12. radek).
Str. 31: Nepresna formulace ,kruhového a hyperbolického prafezu” - spiSe ,kruhového nebo hyperbolického

prarezu” (7. radek).

Str. 33: Nepfesna formulace ,Reflektron je soustava mfizek” - spiSe ,, ...soustava prstencovych elektrod” (7. fadek).
g



Str. 34: Nepresna formulace ,Nasledné jsou pomoci Fourierovi transformace tyto frekvence prepocteny do stupnice
m/z.“ (posledni Fadek) Fourierova transformace neprepocitava frekvence na m/z, ale rozdéluje komplexni frekvenéni
signal na jednotlivé frekvence, ze kterych je sloZen.

Str. 35: V ndzvu kapitoly i v ndsledujicim textu je chybné pouZit termin ,,mobilni“ (tj. pfenosnd) namisto spravného
»mobilitni“ spektrometrie. (1. a 2. fadek). Pfeklep , Technickym”—ma byt , Technickych” (9. Fddek). Pfeklep ,,lonty jsou
vystaveny vysokym potencialem elektrického pole” (19. fadek).

Str. 36: Nepresna formulace ,,Sklddaji se z hydrofobniho uhlovodikového fetézce a hydrofilni karboxylové kyseliny...”
— spise ,,... karboxylové skupiny” (21. a 22. radek).

Str. 42: Na Obrdazku 21 je spiSe struktura isoprenu nez izoprenové jednotky.

Str. 44: Nelogicka formulace ,, ... se extrahované latky mohou délit ... mezi ... dvé misitelné kapaliny (butanol/metanol)
(6. radek).

Str. 45: Nepresna formulace ,V zdporném zéznamu iontt“ — spise ,,V zdznamu zaporné nabitych iontl“ (4. Fadek).

Str. 48: Nepresna formulace ,,v rozsahu 50-3000 m/z“ — spiSe ,,v rozsahu m/z 50-3000“, protoze m/z je oznaleni veli¢iny
a ne jednotky — méla by tedy byt psdna pred Cislem (8. radek).

Str. 54: Nelogicky odkaz na obrazek ,lzomery GD1a a GD1b nebyly separovény a eluovaly v jednom piku pfi pH 3
(Obrazek 27 A),” — na Obrézku 27 A vsak zadna separace ukdzana neni.

Str. 57: Nepfesna formulace ,Spravnost uréeni elementarniho sloZeni byla v priiméru 3,1 ppm“ — zfejmé& mysleno
,Spravnost urceni hodnoty m/z ...“ (7. fadek).

Str. 60: Preho=ené Cislovani obrazka.

Str. 65: Chybna interpretace iontd m/z 1906,0 a m/z = 1864,0. Jednd se o jednou nabité ionty [M-H-NeuAc] a [M-H-
NeuAc,] (6. radek).

Str. 66: Prehozené Cislovani obrazka.
Str. 68: V Tabulce 4 by mél byt posledni sloupec oznacen ,m/z“, nikoliv , A m/z“
Str. 68: Pravopisna chyba , Ve vzorku se déle vyskytovali poldrni fosfolipidy...“(prvni Fadek odstavce)

Str. 68: Nedokoncena véta ,,... z divodu nizké rozliSovaci.“(predposledni radek)

Str. 72: Z popisu Tabulky 6 neni zfejmé, co Cisla v tabulce udavaji (az v textu |ze dohledat, Ze to jsou pocty lipidu).
Str. 74: Preklep: ,Prenos vzorku ... bylo do 3 %.“ (9. - 10. radek)

Str. 75: Z popisu obrazku neni zfejmé, zda chromatogram odpovida extraktu zdravé tkdané, nadorové tkané, nebo
smésnému vzorku obou tkani.



