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Disertacni prace sepsand panem Mgr. LukaSem Najdekrem v anglickém jazyce je
zaméfena na problematiku analyzy metabolitl v lidském organismu. Analytickym nastrojem
je hmotnostni spektrometrie predev§im ve spojeni s kapalinovou chromatografii. Konkrétnéji
se jedna o feSeni zajimavych otédzek souvisejicich s diagnostikou vrozenych metabolickych
poruch.

Disertacni prace je predlozena ve formé textu o rozsahu 97 stran véetné seznamu
zkratek, seznamu literatury a prehledu autorovych publikaci a prezentaci na konferencich.
V prehledu jsou uvedeny Ctyfi prace publikované v ¢asopisech s impaktnim faktorem, které
souviseji s vyzkumem popisovanym v disertacni praci. Dv€ z nich se neobjevuji v seznamu
literatury, i kdyz naptiklad ptehledovy ¢lanek tzce souvisi s teoretickou ¢asti. Pro &tenafe by
bylo pfijemné, pokud by autor pfipojil vSechny Ctyfi publikace jako piilohy tiSténé verze
disertacni prace.

V teoretické casti Mgr. Luka$S Najdekr seznamuje Ctenafe v pfimé€feném rozsahu
s problematikou dédi¢nych metabolickych poruch, podrobnéji se vénuje porucham spojenym
s deficitem acyl-CoA dehydrogenasy mastnych kyselin se stfedn€¢ dlouhym fetézcem
(MCAD) a adenosindeaminasy (ADA). Nasledn¢ pojednava o metabolomice a soustredi se na
uplatnéni hmotnostni spektrometrie v této oblasti. Teoretickd ¢ast je zpracovana piehledné a
poskytuje potfebné informace pfed predstavenim vlastnich vysledki. Pfi jejim zpracovani se
autor opiral o 57 literarnich pramend, v celé disertacni praci vyuzil 93 prament. Rozsah
reSerSe lze povazovat za postacujici.

V disertacni praci jsou s nalezitymi detaily uvedeny experimentalni postupy zahrnujici
ptipravu vzorkl, hmotnostné spektrometrické meéfeni i1 zpracovani dat. Nasledn€ jsou
prezentovany a diskutovany vysledky vlastni badatelské ¢innosti. Nalezeny byly potencialni
biomarkery oxidativniho stresu U pacientt trpicich deficitem MCAD, pozornost byla
vénovana hmotnostné spektrometrickym postuptim identifikace malych organickych molekul

a vlivu rozliSovaci schopnosti hmotnostniho spektrometru na detekci metabolitli. Podstatné



tasti disertatni prace jiz byly publikovany, a to v uznavanych analytickych &asopisech -
Talanta a Analytical Chemistry. V obou piipadech jde o prace velmi kvalitni a Magr.
L. Najdekr je u nich prvnim autorem, coz podtrhuje jeho pfispévek k feSené problematice.
Z pohledu analytické chemie je velmi piinosna piedevsim publikace v prestiznim Casopise
Analytical Chemistry, kterd mé bezpochyby obecnéjsi vyznam pro metabolomické studie.
Zavérem doktorand shrnuje podstatné vystupy disertacni prace.

Je ziejmé, Ze &ast vysledkil uvedenych v disertaéni praci pro§la naroénym recenznim
fizenim. Lze konstatovat, Ze maji vyznam pro rozvoj pozndni v oblasti badatelského zajmu
autora. Mgr. L. Najdekr m&l ujasnénou koncepei prace, zvolend metodika je na patfiéné

védecké urovni a odpovidé dnes modernim piistupiim.

K predkladané praci mam nasledujici pfipominky a dotazy ¢i naméty do diskuze:

- K formélnim pfipominkdm patfi komentéfe k terminologii, oprava preklepti ¢i jazykovych
prohteskil, napt. str. 22 — ,,...can highly increase...” nikoli ,,can highly increasing*; str. 24
— ,in human, is“ — nema byt darka; str. 25 — lépe ,,study of spectral trees®; str. 27 — véta
_The stationary phase...”* mé&la byt formulovana jinak; str. 31 — ,a respective spectral
trees - nevhodné uveden neurdity &len; str. 45 — , lipids which contains® ma byt ,,lipids
which contain®; str. 56 — pteklepy ,,x33%, ,,x34* apod.; str. 65 — mélo by byt ,,variability
of*, pieklep ,,400 m/z 600 and m/z"; str. 77 — popis obrazku 535 se jevi jako neuplny;

- Str. 15 — pro upiesnéni - kolizni celou nemusi byt kvadrupol (viz zminka o druhém
kvadrupolu). Str. 17 — termin ,electron impact” neni doporuovéan v soucasné
nomenklatufe. Spojeni terminu ,precise measurement s kvadrupdlem resp. trojitym
kvadrupélem by vyzadovalo podrobng&j$i komentaf. Str. 19 — ,hydrophopbic® mé byt
,hydrophilic®. Str. 23 — termin _molecular ion* neni vhodng& pouzit. Termin ,,ion trap* zde
miize byt zavad&jici, byt orbitalni past je také ,iontova past®. Str. 46, 49, 50 — v popisu
obrazki (Fig. 17, 23, 25) neodpovidé pofadi grafil.

- Str. 15 — jak souvisi selektivita s izotopové znaCenymi standardy?

- Str. 20 — jak Ize kvantifikovat nezndmé metabolity na zaklad€ spektralnich dat (str. 20)?
Predpokladam, Ze mysleno hmotnostné spektrometrickych dat?

- Str. 33 — v jakém vyznamu autor pouZiva pojem isobars*?

- Str. 36 — zlepgilo by se odligeni vzorkd pii zobrazeni pro tfi hlavni komponenty?

- Str. 56 — 1ze povaZovat sighél ve spektru na obr. 31pf m/z 119,0353 za prikazny?



e Na stran¢ 10 autor uvadi vyskyt onemocnéni v riiznych evropskych zemich. Je znama
pfitina rozdil mezi zem&mi, napf. mezi Reckem (1 : 16000) a jizni Evropou bez
Recka (1:300000)?

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

e Muze autor shrnout pfi¢iny zmény trendu (viz obr. 47A,B?

e Na strané 74 dole autor spravné uvadi, ze lep$i vysledky by poskytl hmotnostni
spektrometr s rychlejsim skenem. Je takovy k dispozici?

e V tade€ obrazki jsou uvadény struktury iontil. Co bylo oporou pro névrhy konkrétnich

struktur?

Zavérem rad konstatuji, ze disertacni prace obsahuje zajimavé vysledky, autor je
nalezit¢ zpracoval a diskutoval v kontextu dneSniho poznani. Uvedené ptipominky jsou
formalniho rdzu nebo nabizeji okruhy k rozpravé béhem obhajoby, nikterak nesnizuji vyznam
prace. Kvalitu pfedlozenych vysledkt dokladé jejich publikovani v uznavanych Casopisech.
Stanovené cile prace byly splneny a dosazené vysledky jsou cenné v mezindrodnim srovnani a

vyznamné pro rozvoj studovaného oboru.

Doktorand prokazal své tviarci schopnosti, potrebné teoretické znalosti a
experimentalni dovednosti. P¥edlozena prace splnuje obvyklé pozadavky kladené na
disertacni prace. Vzhiedem k vySe uvedenému doporucuji predlozenou disertacni praci
k obhajobé a na zakladé ispésné obhajoby udélit Mgr. L. Najdekrovi akademicky titul
doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb.

V Olomouci 13.4.2017

-

prof. RNDr. Karel Lemr, Ph.D.

Prirodovédecka fakulta UP v Olomouci



BIOLOGICKE CENTRUM AV CR, v. v. i.

adresa: BraniSovska 1160731, 370 05 Ceské Budgjovice  IC: 60077344 | DIC: CZ60077344
telefon: +420 387 771 111 (GstFedna) &islo GEtu: 6063942/0800, Ceska spofitelna, a.s.
+420 387 775 051 (Feditelstvi) www.bc.cas.cz | e-mail: be@bc.cas.cz

Oponentsky posudek doktorské dizertaéni prace

Nazev: Metabolomics Tools in Diagnosis of Inborn Errors of Metabolism
Autor: Migr. Lukas Najdekr

Studijni program: Lékarska genetika

Skolitel: Prof. RNDr. Toma$ Adam, Ph.D.
Konzultant: Doc. RNDr. David Friedecky, Ph.D.
Datum podani: Olomougc, 7. brezna 2017

Pfedkladana dizertacni prace byla vypracovéna v Laboratofi dédiénych metabolickych
poruch a v Laboratofi metabolomiky Lékarské fakulty Univerzity Palackého a byla zaméfena na
vyzkum, vyvoj a zdokonaleni metabolomickych analytickych metod pro aplikace v klinické
diagnostice dédicnych metabolickych poruch. Mgr. Lukds Najdekr (déle autor) se ve své préci
zamétil zejména na tfi diléi témata:

(1) Vyzkum deficitu acyl-CoA dehydrogendzy mastnych kyselin se stfedné dlouhym
fetézcem (MCADD) pomoci nastroji necilené metabolomické analyzy,

(2) Zkoumani spektrdinich stroml jako nového nastroje identifikace kli¢ovych metabolitd u
pacientl s deficitem adenosin deaminazy (DAD),

(3) Studium vlivu rozliSeni hmotnostniho spektrometru typu orbitdlni iontovd past na
rozsah pokryti detekovanych metabolitl v krevni plasmé.

Predlozené vysledky a publikacni ¢innost ve dvou S$pi¢kovych mezindrodnich védeckych
Casopisech pFedstavuji vyznamny pfispévek autora k rozvoji obori metabolismu dédiénych poruch
a metabolomiky. Pro vyzkum uvedenych témat byla zvolena plivodni feSeni, pouZité metody
vyzkumu spliuji nejndrocnéjsi, kritéria pozadovana v uvedenych oborech a koneckoncl vedly

k novych védeckym poznatkdm, které byly také z velké ¢asti publikovany.
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Konkrétni pfinosy prace reprezentuji:

(1) Popis 14 metabolitd — biomarkert MCADD, 3esti znamych acylkarnitini a osmi
oxidovanych fosfatidylcholind v suchych krevnich skvrnach,

(2) Efektivni, rychld identifikace ¢tyf metabolitd u pacientd s ADA pomoci metody
spektrélnich strom( véetné nového metabolitu 1-methyl-5-oxoadenosinu,

(3) Experimentalini a teoretické studium vlivu rozliéeni a skenovaci rychlosti spektrometru
na potet metabolitli, resp. jejich charakteristik, detekovanych v krevni plasmé, ktera

ukazala, se rozlideni 60000-120000 (FWHM) je plné dostadujic/ pro efektivni detekci

analyt( v matrici.

Predlo¥ena prace predstavuje ucelené, logicky a prehledn& uspoFadané dilo, pFipravené na
odpovidajici odborné, formaini a jazykové urovni.

Daléf komentaF by si podle mého nazoru zaslouzily tyto otazky:

(1) Str. 17, vynalez elektrospreje je zFejmé dFivéjiiho 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.

(2) Str. 40, Tab. 3 a Tab. 1 v Talanté: mUze piifazené elementarni slozeni MH+ jontl

623.5091 2 639.4089 odpovidat skute¢nosti? Pomohla by interpretaci spekter oxidovanych

fosfolipidti metoda spektrainich strom(?

(3) Str. 54, Obr. 28 odpovida zcela spektrainimu stromu 2-deoxyadenosinu na Obr.32, nikoli

tedy samotnému adenosinu. Bylo by mo¥no porovnat spektraini stromy viech ctyf

zkoumanych metabolitd ? Jaky publikatni vystup bude realizovan k tomuto tématu ?
Po diikladném prostudovani dizertacni prace a prisludnych publikaci predloZenych autorem

konstatuji podle pFislusnych ustanoveni Studijniho a zkudebniho fadu doktorského studijniho

programu LF UP, Ze prace splfiuje vSechny uvedené pozadavky, a proto

DOPORUCUJI PRACI K OBHAJOBE.
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Pokud prace bude Uspésné obhdjena, doporucuji udéleni akademického titulu doktor, ve

zkratce Ph.D. podle § 47 Zakona o vysokych $kolach ¢. 118/98 Sb.

V Ceskych Budéjovicich dne 1. &ervna 2017.

RNDr. Petr Simek, CSc.
Vedouci oddéleni Analytickd chemie 2 metabolomika

Biologické centrum AV CR, v.v.i.
BraniSovska 31
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