~J

Univerzita Hradec Kralové
Pfirodovédecka fakulta

Oponentsky posudek na disertacni praci Mgr. Lenky Lastovickové
»VyuZitie separacnich technik pre skriningové vysetfeni stavu metabolism zo vzorky suchej
kvapky krvi®

PfedloZena disertadni prace Mgr. Lenky Lastovickové je zaméfena na analyzu vybranych slouéenin ze
suché kapky krve pomoci HPLC. Prace je koncipovana klasicky — teoretickd €ast, experimentalni ¢ast,
vysledky a diskuse. Podkladem pro jeji vytvofeni jsou 2 £lanky z impakt faktorem (IF = 3,935 alF =1,2) a
jeden &lanek vuniverzitnim recenzovaném casopise. Mgr. Lastovickova je dvakrat prvni autorkou a
jednou spoluautorkou.

Teoreticka Zast, ktera ma 30 stran, by se dala rozdélit na dvé &asti, prvni se zabyva suchou kapkou krve,
pripravou vzorkl z ni, stabilitou analytl vtomto typu vzorku. Druhou €ast tvoii metody stanoveni
vybranych analytd, tedy aminokyselin, vybranych ketokyselin a mastnych kyselin, kterymi se pak zabyva
experimentélni cast prace. Nejvétsi prostor jde zde vénovan derivatizacnim ¢inidldm pro jednotlivé
analyty pro typ detekce, jeZ je pouzivan pak vexperimentalni Easti (fluorescenéni resp. plamenové-
ionizacni detekce), ale vzhledem k tomu, Ze jde o disertacni praci ofekavala bych komplexnéjsi zpracovani
tématiky (napf. separacni podminky HPLC resp. GC, lepsi zpracovani kapilarni elektroforézy, daldi mozné
metody atd.). Dale se teoreticka ¢ast zabyva asociaci vyse uvedenych metabolitd s cnemocnénimia jejich
referenénimi hodnotami. Vzhledem k tomu, Ze jde o praci, kterd by méla mit dopad do oblasti klinické
biochemie ev. patobiochemie myslim, Ze tato {ast by opét mohla byt 3irsi a lépe zpracovana. | kdyZ se
vy3e uvedené metabolity ¢i jejich kombinace ev. profily prozatim v diagnostice nepouzivaji existuje jisté
vice stavi), kde byly jejich zmény popsany alespofi v ramci riznych studii. Nejvice je zde rozebran diabetes
mellitus, velka &ast je navic tvofena jen zakladnimi informacemi o ném. Vzhledem k tomu, Ze v dnesni
dobé je metabolomika véetné lipidomiky na vzestupu, existuje zcela jisté mnozstvi odbernych materiald
zabyvajici se zmé&nami v riznych metabolitech vietné& mastnych kyselin, které by se daly v této casti
vyuzit. Chybi mi zde také zminka o dé&dinych metabolickych chorobach, kde jsou dobfe popsany
vyznamné zmény v koncentracich ketokyselin.

Experimentalni Cast prace je pomérné podrobna, misty az nadmérné, kdy jsou uvedeny i konkrétni
navazky chemikalii pro pfipravu roztokd o dané koncentraci. Nabizi se pak otdzka zda byly tedy tyto
roztoky pfipraveny pouze jednou. Na druhou stranu nékteré dilezité postupy chybi (viz pfipominky).
Vzhledem k tomu, Ze disertacni prace ma klasické clenéni a neni pouhym souborem komentovanych
publikaci tak bych sekci vysledky a diskuse olekavala rozsahlejsi. Cilem prace bylo zavedeni metodik pro
stanoveni uvedenych metabolitl a jejich vyuZiti k vy3etieni stavu metabolisinu o¢ekavala bych i vysledky
tykajici se optimalizace metod, aby bylo zfejmé, z jakych podminek se vychazelo (napf. publikace), které
parametry byly optimalizované a jak tyto parametry ovliviiovaly analyzu (napf. uvedeni chromatogrami
za riznych podminek, uvedeni vytéZku extrakce za rdznych podminek apod.). Napiiklad u stanoveni AK
se uvadi, Ze optimalizace metody LC-MS bude padrobné uvedena v disertacni praci Mgr. Kopé€ila, Ze v této
disertacni praci je uvedena jen velmi stru¢né, ale v podobném rozsahu (pokud nepoditam derivatizaci,
kterd je oproti LC-MS navic) jsou uvedeny i vysledky u optimalizace HPLC-FLD. Tato metodika neni
soutasti v publikacich, jeZz jsou podkladem disertacni prace, tudiz by si zaslouzila obsirnéjSi popis.
Vzhledem k tomu, Ze vysledné chromatogramy zavedenych metod jsou dileZité, bylo by vhodneé jim
obecné vhodné vénovat dostatedny (vétsi) prostor. U stanoveni AK jsou také prezentovdny pouze
chromatogramy smésnych standardd a nikoliv redlnych vzorkd. Zavedené metodiky byly pak pouZitu pro
analyzu vzork( krve ziskanych metodou suché kapky od 6o dobrovolniky. V zavéru vysledkové casti prace
obsahuje statistické zpracovani ziskanych vysledk( a sleduje také vztahy mezi jednotlivymi analyty.
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Prace obsahuje kolem 190 referenci, pfevazné publikaci s impakt faktorem. Pouze mala ¢ast z nich jsou
nejnovéjsi prace z poslednich 5 let. Dle mého nazoru by jejich vétsi zastoupeni mohlo pfispdt k vy3si
kvalité disertacni prace. Co se tykd formalniho zpracovani prace, je zde fada nedostatku (viz pfipominky)
a prace pUsobi trochu zmatecné. To je ziejmé zpUsobeno i urditym odstupem studentky od samotného
doktorského studia a tématiky, protoze v poslednich letech je spoluauterkou publikaci na jinou tématiku
na jiném pracovisti.

Pfipominky k disertacni praci:

Ackoliv prace obsahuje seznam zkratek, ty nejsou v textu spravné zavadény pfi prvnim pouZiti
(napf. DBS, NS, BCAA, PUFA), tabulka 2 obsahuje zkratky ketokyselin bez vysvétleni atp. To
vede ke sniZeni prehlednosti.

- Vsekci chemikalie jsou podkapitoly aminokyseliny, ketokyseliny a mastné kyseliny, ale uvedené
chemikalie nepatfi pouze do téchto skupin. Spravné by mélo by byt chemikalie pro stanoveni *
aminokyselin atd.

- Nechépu uvadéni koncentraci roztokd v experimentalni ¢asti ve formé ,asi" napf. asi 1 mmaljl
NaOH, asi 5,5 mmol OPA, asi 9,4% NaCl (str. 54-56) véetné pfipravy standardi, které rozhodné
nemohou mit asi néjakou koncentraci napf. asi 10 mmol/l jednotlivych AK (str. 57)

- Vexperimentaini &asti zcela chybi popis stanoveni AK pomocdi fluorescentni metody, a to jak
pfiprava vzorkd derivatizaci, tak podminky separace. Je uvedeno pouze stanoveni LC-MS bez
derivatizace eee

- Zapis koncentrace se uvadi s mezerou za Cislem tedy 1 mmol/l & 5§ mmol/l, cozZ je v celé praci
uvedeno chybné

- Prezentace tabulek je v fadé pfipadi znacné snizuje piehlednost prace. Tabulky by mély byt celé >
na jedné strance a nikoliv mit napf. jeden fadek na predchozi strance (napf. tab. 8, tab. 14), prilis
velké tabulky je tieba upravit tak, aby se veily (napf. rozdélit typy derivatizacnich Cinidel dle
finalni detekce v tab. 1, tab. 3) nebo pfesuncut do priloh. Nékteré tabulky navic nemaji popis ~J
(napf. pfipravy standardi v experimentalni asti)

- Bylo by vhodné uvést seznam publikaci studentky nejen tezich disertacni prace, ale také
v disertacni praci samotné, alespon téch publikaci, z kterych disertacni prace vychazi

Datazy k diserta¢ni praci:

1) Jaké jeriziko kontaminace vzorkl krve odebranych metodou suché kapky? Napfiklad pfi schnuti
kapky nebo skladovani vzork(?

2) Byla ve studii sledovana stabilita jednotlivych metabolitd? Vv kapitole 1.1.4 je uvedeno, Ze
napiiklad stabilita ketokyselin v DBS neni dostatedné zmapovana a mastné kyseliny jsou

3) Vkapitole 1.1.6 uvadite, Ze extrakce analytl je tfeba délat off-line bez zapojeni do systému a jsou
jako reference uvedeny clanky z roku 2010-2013. Nebyl v této oblasti udélan za cca 10 let néjaky
pokrok? Bez automatizace tohoto kroku dle mého nazoru neni mozné uvazovat a masivnéjsim
rozsifeni tohoto typu vzorku

4) DBS se v praxi pouZiva v novorozeneckém screeningu. Jaké slouceniny a jakymi metodami se
stanovuji v CR a jakd onemocnéni je moZné timto screeningem diagnostikovat?

5) Mozete uvést podrobnéjsi vysiedky tykajici se optimalizace vybrané metodiky, napf. HPLC-FLD
AK. Jak se liili jednotlivé extrakéni metody? Jak byla optimalizovana separace atd.

6) Jaky vnitini standard byl pouzit pro analyzu AK? Jakym zpGsobem byl do vzorkd pfiddvam?

7) Ve vysledcich {pfiloze) chybi analytické parametry pro stanoveni KK metodou HPLC-FLD.
Naproti tomu jsou uvedeny parametry pro LC-MS stanoveni, které neni v disertacni praci vibec
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uvedeno. Navic se tyto hodnoty neshoduji ani s hadnotami v publikaci Kandar et. al. 2022, ktera
je podkladem pro disertaéni praci. Vysvétlete a pfipadné uvedte hodnoty

8} Diskutujte hodnoty LOD, LOQ pro vybrané metabolity ve vztahu k zamyslenému pouziti. Jsou
dostatedné zejména u analytd, které mohou byt vlivem napf. onemocnéni snizené.

g} Okomentujte vyznam stanovenych vztahO mezi analyty. Mdze mit néjaky popsany statisticky
vyznamny vztah realné vyuZiti?

10) Jaké je zamydlené pouZiti zavedenych metodik? U jakych pacientifpatologickych stavi se
planuje monitorovat hladiny uvedenych metabolitd? Zhodnotte také moznosti vyuZiti DBS
v analyze vzorkd. Myslite, Ze se v budoucnu v praxi skute¢né masivnéji rozsifi? Co by tomu mohlo
napomoci?

| pfes fadu nedostatkd, které vySe zmirfiuji, Mgr. Lenka Lastovickova prokazala ve své disertacni praci a
publikacich, jejichz je autorkou &i spoluautorkou schopnosti samostatné védecké prace. Spliuje také
pozadavky prisluiné smérnice FChT UPCE tudiz tuto disertadni praci doporuduji k cbhajobé a také jako
podklad pro vdéleni titulu Ph.D. ve smyslu prisiusnych pravnich norem
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