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Nazev préce: Lipidomicka analyza spojenim separacnich technik s hmotnostni spektrometrii

DisertaCni prace Ing. Ondreje Peterky se zabyva vyvojem novych metod pro kompletni charakterizaci
lipid@ v télnich tekutinach. Pro analyzu intaktnich molekul polarnich i neutralnich lipid( bylo sou¢asné
vyuzito kapalinové chromatografie sobracenymi fazemi, hydrofilni interakéni chromatografie a
studiu retencniho chovani lipidd, jejich identifikace a kvantitativni analyze. Déle byla studovana
derivatizaéni reakce rdznych tfid lipid( s benzoylchloridem, retencni chovani ziskanych derivatd a
jejich vlastnosti s ohledem na hmotnostni detekci. Autor se podilel také na vyvoji softwarového
nastroje pro vyhodnoceni lipidomické analyzy a na statistickém vyhodnoceni vysledk(. Metoda

UHPSFC/MS byla validovéana a aplikovana pfi klinické studii lipiddm réznych druhd karcinomu.

Ing. Ondrej Peterka vyuZil praci publikovanych v recenzovanych ¢asopisech a doplnil je o teoreticky
Uvod a experimentalni ¢ast. Autor prezentuje v disertacni praci dohromady 9 odbornych ¢&lankd (8
plvodnich praci, 1 souhrnny ¢lanek) publikovanych ve velice kvalitnich odbornych impaktovanych
Casopisech (vétsinou QI, s vysokym IF). U dvou z nich je Ing. Peterka uveden jako prvni autor a na
ostatnich se vyznamnou mérou podilel. V Gvodni Casti je kratce popsana teorie a jsou zde shrnuty
poznatky souvisejici s experimentalnimi postupy. Nasleduje Experimentalni ¢ast, kde prehledné

shrnuje vysledky jednotlivych praci. Graficka GUroven prace vyhovuje standarddm vyZzadovanym u



disertacnich praci. Jednotlivé ¢asti svym charakterem odpovidaji pozadavkim kladenym na disertacni

prace.

Je zfejmé, Ze se autor v oborech hmotnostni spektrometrie a lipidomiky dobfe orientuje. Musel se
béhem studia detailné sezndmit s mnoha postupy a souvisejici instrumentaci od pfipravy vzorkd pres
rGizné separacni techniky, hmotnostné spektrometrickou instrumentaci, interpretaci dat ziskanych
pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie aZz po kvantifikaci a statistické vyhodnoceni. Autor

ziskal zajimaveé vysledky.

VSechna zminénd fakta hodnotim kladné. Odborné védecké ¢lanky prosly recenznim Fizenim a Zadné
vyrazné nedostatky nemaji. Zaznamenal jsem jen drobné chyby. Napf. u ¢lanku €. 5., ktery je uvedeny
ve Védeckém profilu autora, neodpovida nazev a autofi publikace Pfiloze V. - Analytica Chimica Acta.
2020, 1137, 74-84. V nékterych pfipadech bych uvital podrobnéjsi popis obrazk( (napf. popis

fragmentovaného/studovaného iontu a neutralnich ztrat).

VySe zminéné formalni nedostatky mi nebréni disertacni praci Ing. Peterky doporucit k obhajobé.
Vzhledem k mnozstvi a kvalité zahrnutych odbornych publikaci povazuji disertatni praci Ondfeje

Peterky za vyrazné nadprdimérnou doporuduji ji pfijmout k obhajobé.

Dotazy k obhajobé:

1. Prosim o objasnéni rozdilu v nazvu publikace €. 5. (str. 50 a 75). DoSlo béhem recenzniho fizeni
ke zméné nazvu?

2. Byl pouzit n&jaky softwarovy nastroj pro identifikace lipidd v pfipadé RP-HPLC analyzy (Clanek
Priloha I.), nebo byla vSechna spektra interpretovana manuélné? V experimentalni ¢asti ¢lanku
neni zminén zadny softwarovy nastroj pro identifikaci lipid(.

3. Derivatizace benzoylchloridem poskytuje pro nékteré tfidy lipid( slozitou smés produktd.
Nekdy je sloZité se ve spektrech orientovat. Clanek PFilohy II. Supporting Info. Fig-S4 - Tfida LPC
ma jen jedno vazebné misto. Je popis a barevné oznaceni jednotlivych aduktl spravné?

4. Kalibracni krivky nékterych tfid lipidd po derivatizaci benzoylchloridem sméfuji vyrazné mimo
nulovy bod (Clanek Pfiloha Il. Supporting Info. Fig-Sll.). Existuje vysvétleni? Jaké derivaty byly
pouzity pro konstrukci kalibracni krivky v ptipadé lipidd s vice reaktivnimi misty a v ptipadé PC,

ktery s derivatizacnim €inidlem dle popisu nereaguje?



5. Do klinickych studii byly zahrnuti zdravi jedinci a jedinci v rdiznych stadiich rakoviny organd.
Metabolismus tuk(l je ovlivnén i dalsimi nemocemi a faktory, napfiklad diabetem, obezitou,
zanéty atd. Jedingym kritériem pro vybér kontrolnich jedincl do studie byla absence
nadorového onemocnéni. Mohou byt jedinci, ktefi maji ovlivnén metabolismus lipidd jinou
nemoci, zpétné vyfazeni ze studie? Jsou data zndma? Dotaz je motivovan myslenkou, Ze
v klinické praxi by metoda byla pro dané jedince oznacena jako méné spolehliva, ale mohla by

se zvysit jeji spolehlivost pro ostatni.

Datum vypracovani posudku: 26.10. 2021

Jméno a pfijmeni, podpis oponenta: RNDr. Vladimir Vrkoslav Ph.D.
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Oponentsky posudek disertacni prace
Ing. Ondreje Peterky
Katedra analytické chemie, Fakulta chemicko-technologickd, Univerzita Pardubice

Lipidomicka analyza spojenim separacnich technik s hmotnostni spektrometrii

Pfedlozend disertacni préce Ing. Peterky je vypracovana jako Gvod a komentar

k publikovanym ¢lank(m. Préace se primarné zabyva metodikou stanoveni analytd

v biologickém materiélu (lipidomikou), vyvojem a srovnavanim metod (hlavné hydrofilni
interakéni chromatografie a superkritické fluidni chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii) a hledanim biomarker( nékolika typd rakovin.

Ing. Peterka je prvnim autorem ¢&i spoluautorem 8 publikovanych praci, jedné v
recenznim Fizeni, Fady posterdl a dvou vlastnich pfednasek. Spoluorganizoval Skolu
hmotnostni spektrometrie a absolvoval zahrani¢ni stdZ v Némecku.

J
Cile
Hlavni cile prace nejsou definovany. Lze je pouze odvodit z abstraktu a témat pfiloznych
praci. Domnivam se, ze definovani cild by mélo byt nedilnou soucasti disertacni prace.

Teoreticka a experimentalni ¢ast

Préce je rozdélena na teoretickou a experimentalni ¢ast, kterd je doplnéna texty vlastnich
publikaci. Ackoli je prace pséna Cesky, anglick& verze abstratu by si zaslouZila mnohem vice
péce po slohové i gramatické strance. Teoreticka ¢ast obecného charakteru popisujici lipidy
by mohla byt kratsi a zacilend na téma. V pfedloZzeném stavu by mohla byt pouZita prakticky
na jakoukoli jinou disertaci. Biologické popisy ujednotlivych t¥id lipidd jsou velmi
zjednodudené (az matouci) a na urovni stfedni Skoly ¢i Wikipedie. PaséZe v tomto duchu by
bylo vhodnégjsi z disertacni prace zcela vynechat, nebot' se nejedné o studovany obor ani
téma studia: strana 16 "Mastné kyseliny se také vyznaCuji vysokou reaktivitou vedouci ke
vzniku estert (karnitiny) nebo amidd (N-acylethanolaminy)." nebo "Diacylglyceroly a
monoacylglyceroly jsou vyznamnymi prekurzory v buné&ném metabolismu, kdy plsobenim
enzym0 probiha fosforylace vedouci ke vzniku glycerofosfolipidd." Teoreticka ¢ast vénovana
analytické chemii je napsané dle ocekavani a na dobré védecké Urovni. Jeliko? je
leitmotivem publikovanych ¢lankd hledani biomarker( rakoviny, teoreticka ¢ast by si
zaslouZila mnohem vice rozpracovat sekci 1.1.4 o stavajicim rozsahu jedné strany.

V experimentalni ¢asti jsou kapitoly 2.1. az 2.3. znatné zmatecné. Neni jasné, k emu se text
véZe, nejsou zde odkazy na publikace, a ani na vysledky/grafy, které jsou popisovany. Cela
tato sekce neodpovida kvalité publikovanych praci. JelikoZ se jedna o prakticky jediné misto,
kde ma kandidat presvédcivé ukazat vlastni tviréi schopnosti a védecky pfinos, je nutné se
spolehnout hlavné na recenzni fizeni v ¢asopisech. Tento nedostatek ¢astecné vyvazuje
anglicky psany autoreferat svou prehlednosti.

Vysledky a z&véry
Veskeré vysledky jsou shrnuty na jedné strané s tim, ze detaily obsahuji pfilozené Clanky.
Zcela chybi diskuze & kritické zhodnoceni vysledku.
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Otéazky:

L i;)':rana 32-1.3.5 Kvantitativni analyza - jak si pfedstavujete praktické vyuziti smési 13
znacenych internich standardd vyrobenych z kvasinek (Pichia pastoris) vzhledem k
uréeni absolutnich koncentraci referenéni smési a distribuce koncentraci v rliznych
biologickych matricich?

2.V zavéru je psano ,,.Budouci plany sméfuji pravé na minoritni lipidové tfidy a
kvantitativni analyzu jednotlivych izomer(, coz by mohlo pfinést dal$i cenné poznatky
spojené s vylepsenim spolehlivosti predikce statistickych modeld." Jakym zplisobem by
méla kvantitativni analyza vylepsit spolehlivost statistickych modeld, kdyz jsou data
vstupujici do téchto metod normalizovana, a tedy absolutni hodnoty prakticky
nepotfebné? Mlzete uvést priklady?

3. Zjakého ddvodu je databaze teoretickych m/z hodnot v LipidQuant excelovém souboru
uvedena pouze na 4 desetinnd mista? Na zakladé ¢eho jste pfifadil napriklad
kvantifikaci CoQIO k diacylglyceroldim atd.?

4. Muzete prosim definovat Vas$ klicovy inovativni napad v kontrastu se znamymi
derivatizatnimi postupy v publikaci o pouziti benzoyl chloridu? Jakym zplisobem jste
korigoval kvantitativni informaci v pfipadech, kdy slouc¢enina obsahovala nékolik
reaktivnich skupin, jednou aZ vicenasobné derivované slouceniny, a rozdily v jejich
ionizaci Ci ochoté tvorit adukty?

5V publikaci o exosomech neni definovan vypoCet pro FDR. Vysvétlete, co v tomto
pfipadé znamen& hodnota TRUE ajak byla ziskana. Déle nerozumim vété ,,Absolute
molar concentrations are related to the volume of processed plasma, therefore molar
concentrations in plasma are approximately 5 times higher, because plasma has other
sources of lipids in addition to exosomes, which increases the overall molar
concentrations in plasma." Vysvétlete prosim vypocet absolutnich koncentraci v plasmé
s exosomy a v izolovanych exosomech.

Zaver:

Pfedlozené publikace z lipidomiky fesi aktuélni problémy pfenosu analytickych metod do
klinického prostredi. Jedna se tedy o téma progresivni a ddlezité, coz dokladaji
identifikované biomarkery rakovin a standardizované analytické protokoly. Za kolekci 8 a 2
védeckych ¢lankd publikovanych v impaktovanych ¢asopisech zaostava vlastni zpracovani
disertacni prace, ktera plsobi spise jako katalogizovany kompilat publikaci opatfeny zcela
obecnym Gvodem. Pokud Ize zhodnotit védecky pfinos publikaci, na kterych se Ing. Peterka
podilel, pak Ize celkovy vystup hodnotit kladné a disertacni préaci doporucuji pfijmout

k obhajobé.

RNDr. Ondrej Kuda, PhD
Fyziologicky Gstav AV CR V.v.i.
Metabolismus bioaktivnich lipidl
Videnska 1083

142 20 Praha 4
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Dotazy k diskuzi a pfipominky

1) Nazev kapitoly 2.1 obsahuje slovni spojeni lipidové druhy. Mohl byste prosim
toto vysvétlit?

2) VsouCasné dobé nédm analytické néstroje umoZfuji provadét lipidomické
profilovani na Grovni identifikace acylovych Fetézcd. Dalsim logickym krokem
by méla byt identifikace pozice dvojné vazby (tak jak je uvedeno v teoretické
¢asti). Umeél byste si pfedstavit techniku umoziujici komplexni profilovani na
této drovni identifikace?

3) Na strané 44 diskutujete geografické rozdily v populacnich lipidovych
profilech. Napada Vas pfipadné jiny ddvod téchto rozdil(?

Formalni pfipominky:

1) V nékterych pfipadech je zbyte¢né pouZivani pomlcek ve slovech napf. ultra-
vysokd, pre-analytickd apod.

2) Vtabulce 2 je nezcela jasné pouziti symbold dvojtecky a lomitka u pomért
rospoustédel.

3) Do tabulky 1 by bylo pro neinformovaného ¢tenare pro lepsi orientaci vhodné
doplnit celé nazvy jednotlivych lipidovych tfid.

4) Slovo ,softwary" bych si dovolil ponechat v plvodnim tvaru ,software",
pfipadné nahradit za ,,programy".

5) Nepfesna formulace, napf. na strané 40, dole: ,Clanek popisuje velké
mnozstvi lipid{l identifikovanych v lidské plazmé, pficemz..."

V Olomouci dne 3. listopadu 2021

doc. RNDr. David Friedecky, Ph.D.
Laborator dédicnych metabolickych poruch
Lékarska fakulta. Univerzita Palackého v Olomouci a Oddéleni klinické hiochemip. Fakultni npmornirp Olomouc



