POSUDEK DISERTACNI PRACE
Ing. Michaela Chocholouskova

Quantitative lipidomics: High-throughput analysis of clinical samples of body fluids

Disertacni prace Ing. Michaely Chocholouskové se zabyva kvantitativni lipidomickou analyzou
aplikovanou na klinické vzorky pacientt trpicich riznymi typy rakovin a na kontrolni vzorky zdravych
dobrovolnikd. Lipidy se uplatiuji pfi vzniku a pribéhu mnoha chorob, a proto miuze byt lipidomicka
analyza vhodnym nastrojem pro jejich vyzkum i diagnostiku. Disertacni prace je zaloZena na 4 jiz
publikovanych pracich a 4 manuskriptech v recenznim fizeni, jejichZ jednoticim prvkem je vyvoj,
aplikace a vzajemné porovnani optimalizovanych a validovanych lipidomickych postup.

Disertacni prace je napsana v anglickém jazyce a je pojata moderni formou jako soubor publikaci
opatfeny teoretickym tvodem, struénym komentarem k jednotlivym ¢lankiim a shrnujicim zavérem.
Celkové ma 57 stran textu a velmi rozsahlou pfilohovou ¢ast Citajici 265 stran s plnymi verzemi ¢lanka.
V disertacni praci je citovano 102 literdrnich pramend. Ocenuji zarazeni kapitoly, které shrnuje
autorciny védecké publikace a prezentace, stdZze, ocenéni a absolvované kurzy.

Uvodni teoretickd ¢ast je psana Ctivé, vystizné a podava uceleny a vyvazeny piehled o lipidomice
jakozto védnim oboru i o metodach lipidomické analyzy. Pozornost je vénovdna predipravé a
zpracovani vzorku, hmotnostné-spektrometrickym a chromatografickym metodam, zplsobim
kvantifikace i zpracovani dat a validacim analytickych metod. Text je vhodné doplnén nazornymi
obrdzky. K udvodni c¢asti nemam zasadni odborné prfipominky. Nasleduje kapitola, kde jsou
specifikovany cile disertacni prace a kde je podan prehled dil¢ich smérud vyzkumu. Vysledkova ¢ast pak
struéné komentuje vysledky dosazené v danych oblastech a specifikuje ¢lanky, které se k témto
oblastem vztahuji. Zavérecna kapitola je pak shrnutim dosazenych vysledkl. Je viak Skoda, Ze se
autorka nepokusila zajit dal a formulovat obecnéjsi zavéry o vyznamu dosazenych vysledkl v kontextu
soucasného stavu poznani a Grovné oboru. Po formdlni strance je disertacni prace zpracovana velmi
dobfe, drobné poznamky k textu uvadim nize. Chvélim i vysokou jazykovou uroven prace. Obsahem
priloh jsou autorciny publikace a manuskripty véetné vsech dopliiujicich dat. Vysoky pocet publikacnich
vystupl nepochybné svédci o autorciné pili i odbornych schopnostech, na druhou stranu se domnivam,
Ze mirna redukce poctu zafazenych publikaénich vystuptl by praci prospéla a pomohla ¢tenafi pochopit,
které vysledky povazuje autorka za nejdilezitéjsi. Uvital bych také informaci o podilu autorky na
jednotlivych publikacich a prosim v tomto smyslu o komentar.

Znacna ¢ast dosazenych vysledkd jiz byla publikovana v zahranicnich ¢asopisech s naro¢nym recenznim
fizenim, coZ svédci o jejich vysoké kvalité v mezinarodnim srovnani. Manuskripty praci odeslanych do
tisku maji nepochybnou odbornou i formélni Groven a Ize tedy predpokladat jejich prijeti a publikovani.
K disertacni praci mam tyto komentdre a dotazy:

Komentére:
1. Uvadét ,,CO," v seznamu zkratek neni spravné. Nejedna se o zkratku, ale o chemicky vzorec.

2. Neni zfejmé, k jakému typu prekurzorového iontu se vztahuji hodnoty neutrdlnich ztrat v Table 1.
Predpokladam, Ze napf. v pfipadé acylglyceroli jsou prekurzorovymi ionty amonné adukty.

3. V textu postradam odkazy na obrazky 5-7 a 11-13.




4. Na str. 26 ve vété na 12. fadku je pouZito slovo , degradation”. Povazuji ho za nevhodné, spiSe se
jedna o ,fragmentation”.

5. V doplnujicich datech k publikaci €. 2 (Fig. S1) zcela chybi stranka s MS/MS spektry sloucenin 41-50.
6. V doplnujicich datech k publikaci €. 6 zcela chybi Table S-1 a Table S-4.

7. Kvalita vazby doruceného vytisku disertacni prace je Spatna.

Dotazy:

1. Vprédci ¢. 2 vénované analyze oxylipini je uvedeno, ze v MS/MS spektrech viech latek byla
pozorovana ztrata CO,. Pro nékteré oxylipiny to viak nemusi byt pravda a neutrdlini ztrata 44 Da muze
odpovidat acetaldehydu, coZ je pravdépodobné pripad latek strukturné pribuznych k PGF, a PGF..
Zajimalo by mé, zda bylo pouZito vysoké rozliSeni pro potvrzeni identity neutrdlnich ztrat u
studovanych sloucenin. Jak velké je riziko nezadouci oxidace lipid pfi analyze oxylipinG a jaka opatreni
byla provadéna, aby se ji zamezilo?

2.V ¢lanku €. 3 byl optimalizovan pridavek aditiv pfi extrakci lipida. Jaké koncentrace aditiv byly v préci
pouzity? Jak se méni Ucinnost extrakce lipidi s koncentraci aditiva? Nedochazi pfi pouziti soli ke
kontaminaci lipidové frakce a nésledné k tvorbé nezadoucich aduktl (napf¥. u ,,shotgun” lipidomiky)?

3.V ¢lanku €. 5 byla plasma centrifugovana pfi 14 000 g aby se odstranily velké extraceluldrni vesikuly.
K dalsi analyze se vzalo 500 pl spodni vrstvy. Odebiral bych spiSe vrchni vrstvu - nejednd se o chybu?
Jak distou frakci exosom( ziskavate danym postupem? Pfitomnost exosoml byla potvrzena
mikroskopicky, neni vSak zfejmé, zda vzorek obsahoval pouze exosomy, nebo i néjaky dalsi materidl.
Jak Ize vysvétlit vyraznéjsi rozdily v zastoupeni lipidG pti méreni UHPSFC vs. UHPLC u exosom{ neZ u
plasmy?

4. Lipidomické analytické metody prezentované v disertacni praci byly mimofadné peclivé a dikladné
optimalizovany. Zajimal by mne ndzor autorky, zda Ize tyto metody jesté déle zlepsit. Jaké vyhody Ci
nevyhody maji techniky zaloZzené na UHPSFC/MS ¢i HILIC-UHPLC/MS v porovnani se ,shotgun”
metodami? Jaka je budoucnost lipidomické analyzy z hlediska metodik?

Zavérem rad konstatuji, ze predloZena disertacni prace Ing. Michaely Chocholouskové je
souborem kvalitnich védeckych praci, které posunuji lipidomickou analyzu po metodické strance
vyrazné vpred a prindseji nové poznatky o analyzovanych lipidech a jejich koncentracich v biologickych
vzorcich. Vysledky byly publikovany formou nékolika ¢lankt v renomovanych odbornych casopisech a
prezentovany na fadé konferenci. Podle mého ndazoru Ing. Michaela Chocholouskova zcela
jednoznacné prokazala pripravenost k samostatné védecké cinnosti, a proto jeji disertacni praci
doporucuji pfijmout k obhajobé.

V Praze dne 20. zafi 2020

doc. RND. Josef Cvacka, Ph.D.
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Nazev prace: Quantitative lipidomics: High-throughput analysis of clinical samples of body fluids

Kandidat: Ing. Michaela Chocholouskova
Oponent: prof. PharmDr. Lucie Novdkova Ph.D.
OBECNA CHARAKTERISTIKA:

PfedloZena disertacni prace si klade za cil optimalizovat kvantitativni pfistupy lipidomické
analyzy s vyuZitim metod hmotnostni spektrometrie. V ramci experiment( této disertacni prace
byly optimalizovany chromatografické metody ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, konkrétné
RP-UHPLC/MS, HILIC-UHPLC/MS a UHPSFC/MS. Tyto metody byly zaméfeny jak na separaci tfid
lipidd (monoacylglyceroly, diacylglyceroly, triacylglyceroly, cholesteryl-estery, ceramidy,
sfingomyeliny, fosfatidylcholiny a lysofosfatidylcholiny) tak i na separaci jednotlivych lipida ve
skupiné oxylipint. Dlraz byl kladen na spravnou volbu vnitfnich standardd, pfistupd kontroly
kvality, validaci metody a na ziskani spravnych vysledki méreni klinickych vzork( pacientd.
Metody HILIC-UHPLC/MS a UHPSFC/MS poufZité pro separaci tfid lipidG byly porovnany a byly
hodnoceny kritické aspekty prace s klinickymi vzorky.

Disertacni prdce je sepsana jako komentovany soubor praci, které prosly recenznim
fizenim a byly publikovany v odbornych casopisech simpakt faktorem. Prace je zpracovéna
na 57 stranach textu a doplnéna pfilohami publikovanych odbornych ¢lankd na dalSich
uctyhodnych 265 stranach. Ddle je uveden seznam predloZenych vystupl a seznam pouzité
literatury, ktery obsahuje 102 literarnich odkazl. Po formalni strance predlozena disertacni préce
spliiuje poZadavky kladené na tento typ kvalifikacnich praci. Obsahuje vSechny pfislusné kapitoly
véetné logického a prehledného zaclenéni jednotlivych pfiloh do komentafl. V teoretické ¢asti
se autorka vénuje popisu metod lipidomické analyzy pocinaje popisem extrakénich metod.
Podrobnéji se pak vénuje metoddm chromatografickym a hmotnostné spektrometrickym.
S nadhledem diskutuje rozdily mezi jednotlivymi pfistupy a kriticky hodnoti jejich pfinosy ci
limitace. | pfes nékteré nesrovnalosti ve vyjadfovani v anglickém jazyce je tato ¢ast sepsana velmi
zdarile. Navic je doplnéna prehlednymi a graficky vydarenymi ilustracemi, pravdépodobné



autorciny vlastni tvorby. Komentére k jednotlivym vystupim jsou stru¢né, ale vystizné. Vysokou
kvalitu prace doktorandky pak dokladuji clanky samotné.

Doktorandka ve své praci predklada tfi plivodni experimentalni odborné clanky a jeden
prehledovy clanek, které byly publikovany v mezindrodnich impaktovanych ¢asopisech (Trends
Anal. Chem., Anal. Bioanal. Chem. a BBA-Mol. Cel. Biology) a déle ctyfi ¢lanky, které jsou
momentalné v recenznim fizeni nebo tésné pred vydanim (Anal. Chim. Acta, Talanta a Nat.
Commun). Na sedmi uvedenych pracich ma autorka vyznamny podil, na jedné ¢astecny a u dvou
z téchto praci je prvni autorkou. O vysoké kvalité vystupt svédci IF publikovanych praci, ktery se
pohybuje v rozmezi 3,637 — 12,121, aviak u $esti vystupl z osmi pfevySuje hodnotu 4,5! To je
v kontextu Urovné praci tohoto typu opravdu nadstandardni. Autorka vysledky své experimentalni
prace prezentovala také formou plakdtovych sdéleni, jak na tuzemskych, tak na zahranicnich
konferencich.

Publikované prace Ing. Michaely Chocholouskové tak vyznamné pfispivaji k rozvoji
soucasného stavu poznani v oblasti lipidomiky, kde jeji Skolici pracovisté patfi k nejlepsim v oboru.
Experimentalni pfistupy vyuZivaji metody inovativni nebo zcela odpovidajici sou¢asnym trendiim
v oblasti separacnich véd a lipidomiky.

K PRACI MAM NASLEDUJICi DROBNE PRIPOMINKY A KOMENTARE:

= Neékteré drobné preklepy: kapitola 1.2, str. 17: stage of disease are may of interest; kapitola
1.2.3.2.1, str. 23: hexan, heptan, kapitola 1.2.4: isotopic overlaps may influences, kapitola
1.2.4.4: are may affected, atp.

= Klicova slova: kvalita kontroly nebo kontrola kvality?

= Zkratky: nesprdvna definice SRM.

=V praci jsem nenasla vysvétleni zkratky LPE a CE.

= (Cislovani obrazk{ 9 a 10 a jejich odkazy v textu jsou pravdépodobné prohozené. U obrazk{
11, 12 a 13 chybi odkazy v textu.

DOTAZY A NAMETY DO DISKUSE:

1) Teoreticka ¢ast 1.1, str. 15: Nerozumim zcela formulaci: , Detailed fatty acids linked to the
glycerol backbone have to be experimentally proven....“ Prosim o vysvétleni.

2) V teoretické Casti je uvedeno, Ze v ramci chirdlnich separaci lipidd jsou vyuzivany stacionarni
faze na bazi celulosy. Nejsou vSak uvedeny stacionarni faze na bazi amylosy. Existuje pro toto
tvrzeni néjaké vysvétleni? Je pozadavek na chirdini separaci enantiomerl lipidd v rdmci
lipidomického vyzkumu bézny?

3) V kapitole 1.2.3.2.2 je uvedeno: , In order to pressurize the system a back-pressure regulator
(BPR) after the column compartment is used in SFC.“ Je toto tvrzeni spravné?




4) V kapitole 1.2.4.2 je popsan NIST referencni standard plazmy, ktery byl pfipraven v roce 2007.
Muze autorka podrobnéji vysvétlit, jak byl tento standard pfipraven, a jak je jeho referencni
hodnota dlouhodobé zachovédvana?

5) Na zakladé zkuSenosti ziskanych v rdmci disertacni prace, jaky je autorcin pohled na moznost
klinické diagnostiky s vyuZitim analyzy profilu lipidQ, pfipadné nékterych specifickych lipidG?

ZAVER A DOPORUCEN:I:

PredloZena disertacni prace , Quantitative lipidomics: High-throughput analysis of clinical
samples of body fluids” spliuje pozadavky kladené na tento typ praci jak po formalni, tak po
odborné strance. Pfindsi nové a hodnotné védecké vysledky a potvrzuje schopnost autorky Ing.
Michaely Chocholouskové samostatné védecky pracovat, vyhodnotit ziskané vysledky a vyvodit
prislusné zavéry.

Praci proto doporucuji k obhajobé a nasledné k udéleni titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle
§ 47 Zékona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb.

prof. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.
Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

V Hradci Kréalové, 20. 09. 2020
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Oponentsky posudek disertacni prace
Ing. Michaely Chocholouskové
Katedra analytické chemie, Fakulta chemicko-technologicka, Univerzita Pardubice

Quantitative lipidomics: High-throughput analysis of clinical samples of body fluids

Pfedlozena disertacni prace Ing. Chocholouskové je vypracovéana ve stiedné Sirokém pojeti a
sklada se tedy z uvodu, prehledu cild, vysledki a diskuze, zavéru, prehledu literatury a pfiloh
vlastnich publikaci. Prace se primarné zabyva metodikou stanoveni analytl v biologickém
materialu (lidské plasmé/séru) a kvantifikaci metabolitd na riznych platformach.

Predkladatelka je prvni autorkou na jedné publikaci v Analytical and Bioanalytical Chemisty,
dale spoluautorkou na tfech publikacich v Trends in Analytical chemistry, Analytical and
Bioanalytical chemistry a BBA — Molecular and Cell Biology of Lipids. Dalsi autorské prace jiz
nejsou soucasti disertace.

Celé préce je psana anglicky, abstrakt pak v ¢estiné. Uprava prace vyhovuje obecnym
formalnim pozadavkim kladenym na disertacni praci, ale postradam definovani vlastniho
prispévku Ing. Chocholouskové k jednotlivym publikacim.

Cile

Hlavnim cilem prace bylo dokazat, Zze dostupné metodiky je mozné pouzit pro analyzu
velkého mnozstvi biologického (klinického) materidlu a navrhnou pro tyto analyzy systém
kontroly kvality a kvantifikaci pres lipidové tridy.

Teoreticka ¢ast

Teoreticka ¢ast je napsana ve vhodném rozsahu, zabyva lipidy, chromatografii i hmotnostni
spektrometrii v detailem respektujicich findlné pouzitou hlavni metodiku (HILIC a SFC /
shotgun a MRM). Zminéna je také oblast kontroly kvality, kvantifikace pomoci (internich)
standard( a statistické vyhodnoceni dat. Velka ¢ast teoretického Gvodu se prekryva (misty
doslovné) s textem review Wolrab et al. (publikace 1), coZ neni zcela idedlni situace.

Vysledky a diskuze

Veskeré vysledky jsou shrnuty do 6 stran s tim, Ze detaily obsahuji pfilozené ¢lanky. Zcela
chybi zmiriovana diskuze. PfedloZeny text zhruba rekapituluje a popisuje vysledky, ale neni
pfipojena zadna védecka diskuze. To povazuji za nedostatek a napfiklad zhodnoceni
moznych metodickych pfesahi na jiné matrice a nebo kriticka diskuze nad pouzitymi
(internimi) standardy (akceptovatelné rozdily v retencnim Case, atd.) by byla na misté.

V souvislosti s tim zcela postradam kvantitativni i kvalitativni vyhodnoceni pfispévku
navrhovatelky k prezentovanym publikacim. Je potfeba definovat, jakym zpisobem a jakou
mérou se Ing. Chocholouskova podilela na jednotlivych publikacich hlavné ve vztahu ke
studovanému oboru.

Otazky:
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1. V publikaci 2 (oxylipins in human plasma) jste pouzivala velké mnozZstvi standardi,
avsak v redlnych vzorcich je pocet identifikovanych/kvantifikovanych oxylipint
mnohem mensi? Také jsou prezentovana MS/MS spektra oxylipinG, ktera jsou bézné
dostupna i pro vasi platformu na internetu. Jaky byl divod tohoto postupu?

2. Vystupem publikace 2 je 6 analytt zvySenych u onkologickych pacientek. JelikoZ se
jedna o bézné a majoritni analyty, které vznikaji i neenzymaticky, nebylo by
vhodnéjsi pouzit scavenger typu BHT pfi pfipravé vzorka? Pokud ne, pak z jakého
divodu?

3. V publikace 3 (HILIC / SFC) neukazujete peak pro PA. Je PA tfida, ktera se metodikou
neda stanovit?

4. V publikaci 3 pouzivate ESI+. Pokud vezmeme v Givahu redlnou koncentraci TAG
v lidské plasmé, jeji rozpéti a velkou variabilitu v kompoziti TAGG, mizete diskutovat
efekt iontové suprese na kvantitu této tfidy? Lze podle vds mérit vSechny zmifiované
tfidy z jednoho nastriku?

5. V publikaci 4 zminujete (strana 11), Ze vypocitané koncentrace byly izotopicky
opravené (Table S1 a S2). Jelikoz jsem tabulky nenasel, mizete prosim vysvétlit
divod a postup korekce?

6. V textu nékolikrat zminujete pouziti ,,exogennich” standard( typu LPA 17:0, PC 28:0
atd. Provedla jste analyzu, zda (a v jaké mife) jsou tuto slouceniny pfirozené
zastoupené ve vasich matricich? Jak byla optimalizovana koncentrace téchto
standard( vzhledem k biologické variabilité koncentraci nativnich molekul?

7. Domnivéte se, Ze by bylo mozné kvalitativni i kvantitativni slozeni vasi smési
standardl extrapolovat i na komplexnéjsi matrice typu tkanovych biopsii?

Zavér:

PfedloZena préce fesi problém pfevodu ,laboratornich” analytickych pristupl na urovén
validované préce s klinickymi vzorky. Byla provedena stanoveni nékolika tfid lipidt v lidském
materialu a rozpracovany koncepty pro kvantitativni analyzu potencialnich biomarkeru.

Cile préace byly spInény a zahrnuté publikace dokumentuji, Ze se Ing. Chocholouskova
spolupodilela na celé fadé analytickych metod a vystup. ACc mam vyhrady k mnozstvi
opravdu originalniho védeckého textu v disertacni praci a chybéjici definici redlného
zapojeni Ing. Chocholouskové do jednotlivych projekta, pouzité publikace byly jiZ nezavisle
recenzované v impaktovanych ¢asopisech a jejich kvalita tedy hodnocena pozitivné.
Disertacni praci doporucuji pfijmout k obhajobé.

V Praze 12. zari 2020
RNDr. Ondrej Kuda, PhD
Fyziologicky Ustav AV CR v.v.i.
Metabolismus bioaktivnich lipidQ
Videnska 1083
142 20 Praha 4
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