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UNIVERZITA PA:LAC’KEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA
Dékanat, Hnévotinska 3, 779 00 Olomouc

V Olomouci 20.¢ervence 2017

Zapis o konani obhajoby disertaéni prace v oboru Lékarska genetika

Mgr. LukaS NajdeKkr, vedecky pracovnik Ustavu Iékatské genetiky LF UP a FNOL,
studentka prezen¢ni formy doktorského studijniho programu Lékar‘skd genetika na LF UP v Olomouci.

Téma prace: ,,Metabolomics tools in Diagnosis of inborn errors of metabolism*

Obhajoba se konala v Olomouci dne 20. &ervence 2017 v 11:00 hod.
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Pfedseda komise prednesl struénou charakteristiku uchazege, hodnoceni $kolitele a vedouciho
Skolictho pracovi§té. Poté uchaze¢ vylozil podstatny obsah své disertace. Oponenti prednesli své
posudky. Uchaze¢ odpovédél na pfipominky a dotazy oponent.

Ve védeckeé rozprave vystoupili: viz piiloha — zapis o diskusi.

Hlasovani se ucastnilo é ¢lent komise. Kladng hlasovalo ....4. clentl, zaporné ...[?.../élenﬁ,
neplatnych listké bylo odevzdano .&%.

Usneseni:

Ptitomni ¢lenové komise tajnym hlasovanim rozhodli, Z¢ Mgr. Luka$ Najdekr obhgjil disertaéni
praci a doporudili udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych
Skolach ¢. 111/98 Sb.

prof. MUDr. Martin Prochéazka, Ph.D.
predseda komise



Zapis z obhajoby Mgr. Lukase Najdekra ze dne 20.7.2017

Otdzky a odpovédi - prof. RNDr. Karel Lemr, Ph.D.
e str. 15 - Jak souvisi selektivita s izotopové znaenymi standardy?
Selektivita se zde vice vztahuje na MRM prechody popisované vyse v kapitole.
e Str. 20 - Jak Ize kvantifikovat nezndmé metabolity na zakladé spektrélnich dat?

Zde jsem poufZil tabulku z origindlni publikace a souhlasim, Ze je tato formulace ponékud nestastnd.
Nicméné autofi chtéli nejspise zdiraznit jejich diferenciaci na zékladé spektrdlnich dat, neZli jejich
kvantifikaci.

Sumner, L. W. et al. Proposed minimum reporting standards for chemical analysis: Chemical Analysis
Working Group (CAWG) Metabolomics Standards Initiative (MSI). Metabolomics 3, 211-221 (2007).

e Str.33-V jakém vyznamu pouziva autor pojem “isobars”?

Zde je podobnd analogie jako u prvkd - izobary maji stejné nukleonové &islo, ale rozdilné protonové Cislo.
Rozumime tim tedy ldtky se stejnou hmotou, ale jinym sumdrnim vzorcem.

e Str. 36 - Zlepsilo by se odliSeni vzorkl pfi zobrazeni pro 3 hlavni komponenty ?

Ano, ale v nasem pfipadé jen mdlo vyznamné (7.5%). Pro lepsi pfehlednost byly ponechdny pouze 2

Scree plot - Medium-chain acyl-CoA-dehydrogenase deficiency
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Str. 56 - Lze povazovat signal ve spektru na obr.31 pti m/z 119,0353 za prikazny?
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e Nastrané 10 autor uvadi vyskyt onemocnéni v riiznych evropskych zemich. Je zndma pfi¢ina
rozdild mezi zemé&mi, napt.: mezi Reckem (1:16000) a jizni Evropou bez Recka (1:300000)?

U nékterych populaci je vyskyt defektniho genu niZsi nez u jinych a pokud nedochdzi k vysoké migraci
mohou vznikat takto vysoké rozdily v incidenci onemocnéni. V tomto pfipadé se zdd také, Ze data jsou
ovlivnéna zavedenim novorozeneckého screeningu.

e Autor identifikoval nové potencialni biomarkery. Jaké by byly dalsi kroky k jejich zavedeni do
klinické praxe?

Prikaznost jejich specificity a sensitivity na vétsi kohorté vzorkd (prdvé probihd), po té validace dané
analytické metody za pouZiti interniho standardu pro jejich méFeni. Momentdiné provddime kvantifikaci
priblizné 50 tis vzorku.



e  Muize autor shrnout pfi¢iny zmény trendu (viz. obr. 47 A,B)?
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Pricinou mize byt vyssi vyskyt isomerd lipidd, které nelze oddélit pomoci rozliseni.

e Na strané 74 dole autor spravné uvadi, Ze lepsi vysledky by poskytl hmotnostni spektrometr s
rychlejsim skenem. Je takovy k dispozici?
Ano, technologicky vyspélejsi model je jiZ na trhu - Orbitrap Fusion Lumos - vyuZivéd modernéjsi verzi
orbitdlni pasti.

eV Fadé obrazki jsou uvadény struktury iontd. Co bylo oporou pro névrhy konkrétnich struktur?

Struktury byly generovdny pomoci softwaru Mass Frontier jehoZ fragmentacni mechanismy jsou zaloZeny
na publikovanych datech. Samoziejmé jednotlivé fragmenty maji spousty mezomernich struktur a bez
kvantové-chemickych vypocti nelze pfesné urcit jejich energeticky nejvyhodnéj$i konformaci.



Otdzky a odpovédi - RNDr. Petr Simek, Csc.

e Str. 17, vynalez elektrospreje je ziejmé drivéjsiho data, viz prace” Electrospray ion source.
Another variation on the free-jet theme, Yamashita M, Fenn JB, J.Phys.Chem.,1984, 88(20), pp
4451-4459.

Ano, mdte pravdu, mél jsem pouZit dfive publikovany ¢ldnek. Publikace, kterou jsem v prdci uvedl, s
odstupem hodnoti dopad ESI na analyzu biomolekul a byla publikovdna v ¢asopise Science.

e Str. 40, Tab. 3 a Tab.1 v Talanté: mizZe pfifazené elementarni sloZeni [M+H]"iontd 623.5091 a
639.4089 odpovidat skutecnosti? Pomohla by interpretace spekter oxidovanych fosfolipidl
metoda spektralnich strom(?

Sumdrni vzorce C3oH7,09NP - 623.5091; C3HsgOsNP - 639.4089 jsou podobné dalsim oxidovanym
fosfolipidim napr.: Cs3Hes010NP - PC(16:0;9:0(COOH)) - PAzPC. Lze tedy predpoklddat jejich sprdavnost,
nicméné bez dodatecnych méreni to potvrdit nelze. Spektrdlni stromy by pomohly, pokud by se ném
podatilo ziskat dostatecnou koncentraci analytu napr.: pomoci frakéniho kolektoru a ndslednym
zakoncentrovdnim. Pokud se jednd o otdzku dusikového pravidla, kdy lichy pocet dusiki v molekule se
vyznacuje lichou molekulovou hmotnosti, tak toto pravidlo je velice nespolehlivé (> 20 % nejistoty) pokud
se jednd o pfesnou hmotu s hodnotou vyssi neZ 500 Da.

Kind, T. & Fiehn, O. Seven Golden Rules for heuristic filtering of molecular formulas obtained by accurate
mass spectrometry. BMC Bioinformatics 8, 105 (2007).

e Str. 54, Obr. 28 odpovida zcela spektralnimu stromu 2-deoxyadenosinu na Obr.32, nikoli tedy
samotnému adenosinu. Bylo by mozné porovnat spektralni stromy vSech ¢ty zkoumanych
metabolit(? Jaky publikacni vystup bude realizovan k tomuto tématu?

Spektrdini stromu jsou tvoreny systematickym usporaddnim jednotlivych fragmentacnich spekter.
Vzhledem k vysoké strukturni podobnosti téchto metabolit(i Ize tedy ocekdvat i vysoce podobné struktury
spektrdlnich stromd. V tomto pripadé doslo bohuZel k zéméné obrdzki spektrdlniho stromu 2-
deoxyadenosinu a adenosinu (Obrdzky 28 a 32 jsou identické).

Toto krdtké téma bude nejspise realizovdno jako “Short communication” nebo bude pridruZzeno k
podobnému, vétsimu celku pro kompletni publikaci. Ve spoluprdci s univerzitou v Nijmegenu jsou jiZ
pripravovdny dalsi choroby. Nové metabolity jsou podobné analogy a mohly by pfispét pro zlepseni
screeningu, ale u nds neni ADA zahrnuta v NBS. Bylo by potieba provézt podobnou studii jako u MCADD -
tedy necilenou metabolomickou analyzu.

Verejnd diskuse:

Prof. MUDr. Martin Prochdazka, Ph.D.: ,V soucasné dobé se provadi analyza kolika chorob
v novorozeneckém screeningu?”

Odpovéd: U nds laboratofi se provddi méreni 13 chorob a celkem se méri 18.



RNDr. Petr Simek, CSc.: ,V publikace jste srovnavali t¥i softwary. Kazda firma mé jiny software a vytézi
jiné mnoiZstvi dat. Jaka je Vase zkusenost s vytéZovanim dat obecné?“

Odpovéd: Dle mého ndzoru je lepsi jit cestou ,,open-source” software, protoZe Vdm umozni srovndni dat
mezi laboratofemi. Z téchto tii softward, uvedenych v publikaci, je dle mého ndzoru nejlepsi MZmine,
protoZe Vdm umoZriuje néhled jednotlivych kroki procesingu. Na rozdil napf. od XCMS, kde mdte
vizualizaci pouze findlniho kroku.

MUDr. Renata Gaillyova, Ph.D.: ,,Je moZné v ramci rozsifeni screeningu MCADD sniZit fale3nou negativitu
a zkoumali jste propojeni genetickych mutaci a diagnostiku pomoci novych biomarker?“

Odpoved: V podstaté je to smysl této prdce. Tim, Ze akumulace téchto klasickych metabolitii (oktanoy!
karnitin, dekanoyl karnitin) zplsobuje oxidacni stres jsou tvofeny sekunddrné tyto oxidované lipidy
(PAzPC, PGPC). Méli by byt nezdvislé na stravé, a proto by mély byt vhodné pro dlouhodobé sledovéni
pacientd trpicich MCADD. V publikaci jsme také zkoumali korelaci téchto metaboliti a vyslo ném, Ze
nekoreluji, coz dokazuje jejich vzdjemnou nezdvislost.

MUDr. Renata Gaillyova, Ph.D.: ,Biologickou analyzu DNA jste neprovadéli?“

Odpovéd: Data byla dostupnd, jelikoZ byly vzorky pouZity z novorozeneckého screeningu, ale zatim jsme
Je nezkoumali podrobnéji. Zatim nedovedeme presné stanovit jejich koncentraci, v publikaci byla pouZita
semikvantifikace. AZ bude hotovd analyza vétsiho souboru pacient, ktery zrovna probihd, tak se tim
budeme zabyvat vice do hloubky.



