GROGDLEIBECOED
S8

LR oS nogny
Yy \N}E’ARYKM/V’J'G b

[=
N

AP EST %2

& % MASARYK UNIVERSITY
5 FACULTY OF SCIENCE
% DEPARTMENT OF CHEMISTRY

i

[

G g

o)

Oponentsky posudek na disertani praci

RNDr. Tomaée PLUHACKA

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE S INDUKCNE VAZANYM PLAZMATEM
V METABOLOMICE A FORENZNi ANALYZE

Aktualnost zveoleného tématu

Disertacni prace fe$i dvé spolegensky i vyzkumné aktualni temata. Prvni z nich spada do oblasti
mediciny, druhé do oboru kriminalistiky. Spole¢nym jmenovatelem obou zaméfeni je pouzita
analytické technika — hmotnostn{ spektrometrie v indukcne vazaném plazmatu (ICP-MS). Laserova
ablace ve spojeni s atomizaci a ionizaci v induk&né vazanem plazmatu a detekci iontd hmotnostni
spekirometrii (LA-ICP-MS) pfledstavuje efektivni nastroj pro zobrazovani rozlozeni prvku
v biologickych vzorcich. Prvkové mapy mohou byt dobrym voditkem pro zjistovani plosné a
objemové distribuce dulezitych biomakromolekul s navazanymi atomy kov( nebo metaloidd. Této
vlastnosti autor disertace vyuZil pii zobrazovani invazivni plicni aspergildézy a k vypracovani
metodiky spolehlivého ztotoZnéni prvkovych a molekulamich map identickych fezl pomoci
prostorovych znacek. Roztokova analyza ICP-MS se uplatnila pfi stanoveni obsahu zeleza a médi
v myokardu v souvislosti s chronickym selhanim srdce. | druhé téma miiZze souviset se zdravoinim
stavem (obét). Analyzou povystfelovych zplodin na rukou stfelce 1ze po sejmuti ofisku
rekonstruovat daktyloskopicky dilkaz. Z prvkového sloZeni Ize usuzovat na pouziti zbrané.

ReSena témata jsou vysoce aktualni a odpovidaji poZadavkim na disertaéni praci
v doktorském studijnim programu Analyticka chemie.

Zvolené metody zpracovani

Disertaéni prace obsahuje &tyfi vytéené cile: i) aplikace multimodalniho piistupu (PET/CT, LA-ICP-
MS, SEM-EDS, histologie) pro studium invazivni plicni aspergilozy; i) vyvoj a optimalizace
vhodného slozeni prostorovych znadek pro spolehlivy prekryv molekularnich a prvkovych map; iif}
studium povystrelovych zplodin; iv) vyvoj a validace ICP-MS metody pro stanoveni Fe a Cu
v biologickych tkanich.

RNDr. Pluhagek si pro feSeni témat zaméfenych na zobrazovani struktury a slozeni
biologickych materiald osvojil zobrazovaci metody hmotnostni spektrometrie a efektivne je
aplikoval. Pfi studiu invazivni plicni aspergilozy vyuzival kromé pozitronové emisni tomografie a
LA-ICP-MS také histologického barveni a rastrovaci elektronové mikroskopie se zobrazenim
pomoci detekce zpéiné odrazenych elektroni a s mefenim sekundarni emise Roentgenova zareni
v uspofadani s energiové disperzni detekci pro mapovani prvkd. Histologické barveni zalozené na
selektivni redukci stfibra mu umoznilo mapovat postizené oblasti plicnich fez( také metodou
laserové ablace s hmotnostni spektrometrii v indukéné véazaném plazmatu a potvrdit tak prostorove
rozloZeni izotopl Zeleza vazaného v mikrobialnich sideroforech na zakladé shody s distribuci
vyredukovaného stfibra a pfi tonovani chloridem zlatitym také zlata. LA-ICP-MS distribuce zeleza
byla kvantifikovana s pomoci kalibragnich standard(i s pfizplsobenou matrici, v nichZ byl obsah
seleza stanoven po mikrovinném rozkladu &asti standardu roztokovou analyzou s ICP-MS. Pro
méfici metody vypracoval RNDr. Pluhagek postupy pripravy vzorki, jako jsou rozklad a zhotoveni
tenkych fezd. Optimalizoval kolizni celu hmotnostnino spekirometru s ICP  zdrojem pro
minimalizaci spektralnich interferenci se soucasnym zachovanim potfebnych mezi detekce Zeleza.

Pro u&ely multimodalniho zobrazovani metodami hmotnostni spektrometrie s desorpcni
elekirosprejovou ionizaci, laserovou desorpci a ionizaci za udasti matrice, laserovou ablaci
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s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu, a dale optickou a fluorescenéni mikroskopii navrhl,
piipravil a otestoval prostorové znacky pro ztotoZnéni jednotlivych 2-D a 3-D distribuci
vyznamnych molekul a prvkl v fezech piipravenych z my$i ledviny.

Pro studium povystfelovych zplodin RNDr. Pluhadek odebiral vzorky otisk( prstdl stielce
s pifstupem analytického chemika, a tedy minimalizoval riziko kontaminace a vysoke hodnoty
slepého pokusu. Otisk byl pofizen pro mapovani rozloZeni prvkd LA-ICP-MS a déle pro stanoveni
celkového obsahu ICP-MS. Paralelni otisky byly odebrany pro vizualizaci a vypog&et plochy otisku
pomoci daktyloskopické pasky. Byly pouzity pro identifikaci stfelce na zakladé porovnani
prvkovych map.

Studium vztahu mezi obsahem Zeleza a mé&di v myokardu a funkci srdecnich mitochondrii
v kontextu srdegniho selhani vyzadovalo optimalizaci mikrovinného rozkladu a pracovnich
podminek ICP-MS a dale validaci metody.

Disertaéni prace ma jedenact kapitol. Po dvodni kapitole nasleduji dvé kapitoly vénované
metodice ICP-MS v&etné rozkladu biologickych vzorkll a zobrazovaci hmotnostni spektrometrii LA-
ICP-MS. Ve &tvrté kapitole jsou formulovany cile prace. Dalsi &tyfi kapitoly jsou vénovany &tyfem
cilim prace a dvé nasledujici kapitoly tvofi seznam literatury a seznam zkratek. Jedenactou
kapitolu pfedstavuji vytisky &ty publikaci, které se vztahuji k cilam §), i) a vi), tj. k multimodalnimu
zobrazovéani, prostorovym znagkam a déle ke stanoveni Zeleza a mé&di v souvislosti se srdeCnim
selhanim. Kazda ze Gtyf kapitol vénovanych jednotlivym cilim je &lenéna podie struktury
gasopisecké publikace, coZ usnadiuje orientaci ¢tenafe. Disertacni spis je zpracovan po vécne,
gramatické i grafické strénce velmi kvalitne, bez chyb a preklepl, s vyjimkou str. 37, kde je chyba
ve vztahu (3) a str. 42, kde v posledni vété chybi sloveso.

Zvolené metody zpracovani jsou adekvatni studované problematice a odpovidaji
pozadavkdm na disertaéni praci v doktorském studijnim programu Analyticka chemie.

Dosazené vysledky, nové poznatky a pfinos k dalS$imu rozvoji védy

Disertaéni prace RNDr, Tomase Pluhagka pfinasi nové poznatky do analytické chemie, konkrétné
do oblasti zobrazovaci hmotnostni spekirometrie. T&zisté spotiva ve vytvofeni originalnich
metodik pro: i) multimodalni zobrazovani pomoci selektivniho znadeni biologicky/patologicky
vyznamnych analytd vybranymi kowy, které umoziiuje citlivé mapovani pomoci LA-ICP-MS; a dale
ii) zaji§téni spravného a pfesného prekryvu molekularnich a prvkovych map na zakladé nove
vyvinutych prostorovych znaéek. Precizné vypracované aplikace pro iii) forenzni studie a pro vi)
vyzkum vztahu mezi srdegnim selhanim, funkci srdeénich mitochondrii a obsahem prvkl jsou
zalozeny na optimalizaci jednotlivych fazi analytickeho postupu, validaci metod s pouZitim
referenénich materialtl a prikazném statistickém vyhodnoceni.

Na zakladé dosazenych vysledkil povaZuji obsah disertaéni prace za velmi podstatny pfinos
k dalimu rozvoji védniho oboru Analyticka chemie.

Otazka

V souvislosti s pouzitim mnoha principialné odlisnych zobrazovacich technik v tématech i) a i) mne
zajima, zda jste s témito metodami osobné pracoval nebo zda jste méfeni koordinoval a pak daval
do souvislosti data z téchto metod s vagimi méfenimi s LA-ICP-MS?

Zavér
Disertaéni prace RNDr. Tomase Pluhacka spliiuje pozadavky kladené na tento typ

zavéreiné prace, a proto doporucuji, aby po Gsp&sné obhajobé byl Mgr. Pluhaékovi udélen
titul Philosophiae Doctor (Ph.D.) ve studijnim programu Analyticka chemie,

Jitr Fasty”

V Brné 17. 10. 2017 prof. RNDr. Viktor Kanicky, DrSc.

Page 2/2




POSUDEK DISERTACNI PRACE
RNDr, Tomads Pluhdéek

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem v metabolomice a forenzni
analyze

RNDr. Tomds Pluhdéek se ve své disertaéni praci zabyvd aplikacemi hmotnostni spektrometrie
s indukéné vdzanym plazmatem v klinické a forenzni analyze. Jeho price ukazuje nové a zajimavé
moznosti vyuZiti této vysoce citlivé analytické techniky, a to jak v podob# klasické analyzy z roztoku,
tak zejména varianty zalofené laserové ablaci vzorku. Metoda LA-ICP-MS je vyufita pro hmotnostné
spektrometrické zobrazovén! s diirazem na pouziti v multimodalnich zobrazovacich systémech. Téma
prdce je vysoce aktudini a relevantni k souasnému biomedicinskému vwzkumu a moderni
kriminalistice.

Po odborné i jazykové strance je disertacni prace RNDr. Tomdse Pluhdtka velmi kvalitni. Prace
ma 96 stran, obsahuje kopie 4 publikaci a Zivotopis autora, cituje 162 odbornych praci. Uvodni kapitoly
pFedstavujf zékladnf principy a technicka Fefeni techniky ICP-MS, pticem? je podrobné diskutovina
problematika interferenci. Pozornost je vénovéna technikdm rozkladu vzorku. Ndsleduje &ast o
zobrazovaci hmotnostni spektrometrii, principech a praktickych aspektech LA-ICP MS véetns postupt
kvantitativni analyzy. Velmi pe¢livé a &tiva zpracovana Uvodni ¢ést nenechdva &tenaie na pachybach o
Sirokém pfehledu uchazeée v daném oboru. V disertalni praci déle nasleduji CtyFi kapitoly zabyvajici se
jednotlivymi projekty. Kazd4 z t&chto kapitol m4 vlastnf ivod, experimentalni &ast, vysledkovou &ast a
zavér. Jsou vénovany multimedainimu zobrazovani plicni aspergildzy, prostorovym znackdm pro
multimodalinl zobrazovéni, analyze povystielovych zplodin na otiscich prstti a studiu obsahu Seleza a
médi v myokardu. Nésleduje seznam citované literatury a seznam pouZitych zkratek. Viechny vysledky
Jsou ndleZité diskutovany v jednotlivych kapitoldch, presto bych v praci uvital shrnujici kapitolu, ktera
by diskutovala praci jako celek, shrnula Jeji hlavni vysledky v kontextu soudasného pozndni a vytyéila
dalsi sméry vyzkumu. Pfesto¥e je préce po formalni strance veimi peclivé zpracovana, nékteré drobné
chyby se v préci vyskytly. Jejich seznam je v pfiloze tohoto posudku. Drobné nedostatky viak nesnizuiji
celkové vysokou odbornou troves disertaéni prace.

Vétdina dosaZenych vysledk byla publikovana v zahrani¢nich odbornych Casopisech a tak jiz
Usp&3né prosla nezavislym oponentnim Fizenim. Data uvedend v disertadnf praci jsou dostate&nd
komentovéna, ¢imZ autor poskytuje jen velmi mélo prostoru k otdzkdm. PFesto mam nékolik dotaz(:

1. Pro sledovéni invazivni plicni aspergilozy byla s Gspé&chem vyuzita LA-ICP-MS, pfi¢emZ byl sledovan
signal Zeleza vazaného na siderofory, a dale signal st¥ibra (i zlata specificky vazanych na buné¢nou
sténu houby. Chtél bych se zeptat, jak jsou takové vysledky specifické pro aspergildzu, tj. zda existuji i
jina houbové onemocnéni, ktera by poskytla stejny vysledek distribuce t&chto kovii? Jinymi slovy, byla
by MS| anaiyza dostateénym diagnostickym dlikazem aspergildzy?

2. Prosim o komentaF vzorce pro vypocet poméru signalu k fumu (SNR} na str. 37. V tomto vztahu
vystupuje kromé intenzity signalu a intenzity pozadi také koncentrace analytu v matriénim standardu.
Pro¢ tomu tak je? V jinych analytickych technikach je SNR dédno prostym pomérem intenzity signaly
k intenzité Sumu.



3. Jaka byla velikost prostorové znacky pozorovand na Fezech ledviny? Byla v okoli znagky narufena
distribuce analyt(? Pokud jsem spréavné pochopil, pfipravend smés byla do vzorku aplikovdna pomoci
injekEni stfikacky rucné. Je mozné aplikaci znacky provadét néjakym automatizovanym zplsobem?

4. Velmi zajimave vysledky byly ziskany analyzou povystielovych zplodin na otiscich prstfl. Za jak dlouho
dobu po ,vystfelu” je moiné votiscich prstl detegovat zplodiny? V jaké chemické formé jsou
studované prvky pfitomny?

5. V kapitole zabyvajici se chronickym srde¢nim selhdnim je diskutovéna roie Zeleza. V nasledujicich
experimentech se autor védle Zeleza zamé&fil i na obsahy médi. Jaka je biclogicka role médi v srdeénim
svalu? Bylo by pfinosné vyuiit zobrazovaci hmotnostni spektrometrii pro studium distribuce Zeleza a
médi v srdecni tkani?

Zavérem rad konstatuji, Ze pfedloZena disertani préce RNDr. Tomase Pluhécka je kvalitnim
védeckym pocinem pfindSejicim fadu novych poznatkd zejména v oblasti LA ICP-MS a zobrazovaci
hmotnostni spektrometrie. Vysledky byly publikovany formou né&kolika &ldnki v renomovanych
odbornych Zasopisech a prezentovany na fadé konferenci. RNDr. Tom&Z Pluhadek je prvnim autorem
dvou Clanku tykajicich se tématu disertatni prace. Podle mého ndzoru uchaze¢ dostatecné prokazal
pfipravenost k samostatné védecké Zinnosti, a proto jeho disertaéni préci doporuduji pfijmout k
obhajobé.

V Praze dne 8. fijna 2017

doc. RNDr. Josef Cvacka, Ph.D.



PRILOHA POSUDKU DISERTACN( PRACE

Seznam drobnych nedostatkil a chyb

Str. 1. Byva zvykem vysvétlit pouZité zkratky pfi prvnim pouZiti. Na str. 1 jsou uvedeny zkratky PET/CT,
SEM-EDS bez vysvétleni,

Str. 5. PouZitf jednotky amu neni sprévné. Tato jednotka byla odvozena od izotopu kysliku *0 a byla
pouZivand pi'ed zavedenim-unifikované atomové hmotnostni jednotky u (Da) v roce 1961 {lu=1Da=
1,000 32 amu).

Str. 6. Vysokou kencentraci soli je zfejmé minéno > 2000 mg.H.
Str. 32. Nazev barviva eosinu se nepite s velkym pocateénim pismenem.

Str. 33. V kapitole o pFfpravé kalibragnich roztoki je uvedeno, Ze pro minimalizaci vlivu fedéni nesmi
celkovy objem pFidavku roztoku Yeleza prekrocit 20 pl. Tato informace je viak nedostateéna, nebof
neni uvedeno k jakému objemu homogenizované tkané je roztok Feleza piidavan. Rovné? neni zfejmé,
jak byl maximaini pfipustny objem roztoku Jeleza stanoven.

Str. 42. Ve druhé vété chybi sloveso.
Kapitola 6. U iontovych obrizk chybi specifikace rozmér( zobrazované tkang.

Str. 74. Na €tvrtém Fddku je pfeklep (,identifikaci”, ma byt ,identifikace”).
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RECENZNI POSUDEK NA DISERTACNI PRACI

Nazev prace: Hmotnostni spektrometrie s indukéné védzanym plazmatem v metabolomice a forenzni

analyze
Autor: RNDr. Tomas Pluhdéek
Oponent: doc. RNDr. Petr Bednaf, Ph.D.

PredloZena disertadni prace se zabyva moZnostmi vyuZiti hmotnostni spektrometrie s indukéné vdzanym
plazmatem ve spojeni s laserovou ablaci pro tely prvkové analyzy v klinickych a forenznich oborech. PouZita
technika je velmi citlivd a umoZfiuje zobrazovani distribuce prvkd s velmi dobrym rozliSenim na objektech
s riiznymi fyzikdlng-chemickymi vlastnostmi. Téchto vlastnosti se autorovi podafilo velmi efekiivné vyuZit.

Priace ma klasické ¢lenéni na Ovod, teoretické kapitoly zabyvajici se popisem hmotnostni spektrometrie,
technikami zobrazovani hmotnostni spektrometrii a metodami prace s biologickymi vzorky, cile prace, Ctyfi
samostatné kapitoly zamé&Fené na problematiky, kterym se autor experimentilné vénoval (kaZda ve vlastnim
strukturovaném ¢lendni), seznam pouZité literatury, seznam zkratek a pfilohy. Piilohy obsahuji i reprinty Styf
impaktovanych publikaci s pfimym vztahem k tématu disertaéni préce, z nichZ u tff je RNDr. Pluh&&ek prvnim
autorem. Vysledky uvedené v jeho disertacni préci tedy Uspe$n& profly kritickym recenznim fizenim, coZz
svédei o jejich kvalité.

K praci mam nékolik p¥ipominek a otazek uvedenych v pofadi, jak vznikaly v priib&hu &teni prace.

Z pohledu &eského jazyka jsou pontkud zvlastni terminy »energiové disperzni spektrometr” a ,,energiové
filtrovana transmisni elektronovéa mikroskopie®, které jsou v praci €asto pouZivany. Jde dle nizoru autora jiz o
ustilené pojmy nebo je moZno vystizné nazvat tyto techniky €esky i jinak?

Véta na str. 35: ,Jelikoz by vpiipadé popsaného potkaniho modelu experimentalni aspergilozy
imunodeficientn{ jedinci nepieZili vice neZ 5 aZ 6 dnli od intratrachealni aplikace spor 4. fimigatus, proto byli
potkani usmrceni jiZz tfeti den.“ neni gramaticky Upln¢ spravna. Slovo ,proto” je ve vété nadbytelneé.
Z praktického 0hlu pohledu by m& zajimalo piesndj§i vysvétleni, na zaklad€ jakych kritérii se v téchto
piipadech rozhoduje o nejvhodngjsi dob& usmrceni potkant od aplikace spor. Jde o hednoceni rozsahu invaze
plisné nebo k rozhodnuti pfispivaji i jiné okolnosti?

Ve vété na str. 37: ,Tedy vpiipad® LA-ICP-MS zobrazovani biologicky relevantnich pomoci
hmotnostaich spektrometrt....“ Chybi jedno slovo. Patrné jsou na mysli materidly nebo objekty nebo
podobné.

Na obrazku 5.5 jsou uvedeny vysledky LA-ICP-MS zobrazovani IPA infekce. Prosim o pfesn€jsi
vysvétleni, &im se li¥{ obrdzky napravo od obrazk( nalevo.

Prosim o vysvétleni véty na str. 53: ,,V této fazi byly pofizeny optické obrazy jednotlivych tkéni pomoci
skeneru HP Scanjet s rozli¥enim 1200 dpi (DESI) a 4800 dpi (MALDI, LA-ICP-MS).“ Z véty mi neni zcela
jasné, na co poukazuji zkratky technik v zdvorkach. Jde o informaci o rozliSeni optického obrazu odpovidajici

. témto technikdm nebo o n&co jiného? Zde mohla byt informace podrobnéjsi.



Za velmi uZitetné a efektivni povaZuji pouZiti prostorovych znagek pro piekryti obrazii ziskanych
riznymi technikami. UmoZiluje pouzity postup (a sofiware) i ,nata?eni nebo ,.kompresi obrazu v pfipadg, Ze
dojde ke zménim v rozmérech analyzovaného fezu v pribdhu jejich pripravy kanalyze riznymi
zobrazovacimi technikami?

Otazka do diskuse k LA-ICP-MS analyze povystielovych zplodin. Jaky zplisobem byste plipravil
certifikovany referenéni material pro ptipadnou kvantifikaci kovii z povystielovych zplodin v oblastech
papilarnich &ar?

Prosim o podrobn&jsi komentar k obrazku 7.6. Dle popisku jde u 7.6.D o fizovani referenéniho otisku
s 2D distribuci olova u dvojdete 1. Vizudlng ale vliv referenéniho otisku na tomto obrdzku neni patrny
(obréazek D vypadd, snad s vyjimkou kratkého nabshu papilarnich &ar z referenniho otisku na levé hrang,
identicky s obrazkem C).

Price je velmi kvalitni po stréance faktické, jazykové i grafické. Text obsahuje jen velmi mélo preklepd a
drobnych gramatickych prohfesk, coz svédéi o peclivém zpracovani a kontrolnim &teni dila pfed tiskem.
Téch malo piikladt, kterych jsem si v prabshu &teni prace vSimnul, pfipojuji niZe:

Str. 3, kap. 2, . 8, ,,multiclementarniho® - ma byt ,,multiclementérni*

Str. 7, £. 15, ,,...je velmi podobn4 s hodnotou m/z* - mé byt: ,,...je velmi podobna hodnot& m/z*
Str. 40, popisek k Obr. 5.5, ,,..data byly nasbirany..” — spravng je: ,,..data byla nasbirana..”

Str. 74, t. 4, ,,...na principu daktyloskopické identifikaci zahrnujici...” - ma byt: ,identifikace®.

Uvedené piipominky jsou minoritni povahy a v Zadném pfipadé nesniZzuji vysokou - a mohu Fici
nadstandardni - Urovefi prace. Jde o aktudlni a novatorské dilo obsahujici fadu vysledkd s vysokym
potencidlem vyuZiti ve védeckych oblastech i v Fad& oborti klinické a forenzni praxe. Mohu konstatovat, Ze

disertaéni prace jednoznadéné splnila vytéené cile.

Predlozenou disertaéni praci rad doporuéuji k obhajob& a v pfipadé jejiho Gsp&ného pribshu navrhuji

udslit RNDr. Tomagi Pluhagkovi akademicky titul ,,philosophiae doctor* (ze zkratce ,,Ph.D.*).
V Olomouci, 29. zafi 2017

doc. RNDr. Petr Bednaf, Ph.D.

Katedra analytické chemie, PfF
Univerzita Palackého v QOlomouci

E_mail: petr.bednar@upol.cz
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