Posudek Diserta¢ni prace RNDr. AleSe Tom¢aly na téma:

Lipidome LC/MS Analysis in the Insect Adaptation and Development Studies.

PredloZena Disertaéni prace doktoranda RNDr. Alese Tomcaly sestava ze dvou kompaktnich
celki: (a) Vlastniho analytického méfeni, véetn€ vypracovani vhodnych analytickych postupii
pro isolaci a identifikaci lipidG z hmyziho materiadlu a (b) aplikace ziskanych poznatkl pfi
zpracovani konkrétnich biologickych vzorkd pivodu hmyziho, ale i z jinych biologickych
materidld. Tim je velmi dobfe dokumentovdana mozZnost obecného vyuziti vyvinutych
analytickych metod pro analyzu S$irokého spektra biologickych vzorkid, samoziejmé

zamé&fenych na analyzu lipidu.

Prace predklada logicky vyvoj analytickych postupti od shrnuti stavu védomosti v dané
oblasti v iivodu préace, pfes vyvoj metodickych postupti, jejich aplikaci v laboratorni praxi az
po vyslovené zavéry této prace. Disertacni prace RNDr. Toméaly je doplnéna jiz vy$lymi
dvéma publikacemi, jakoZ i dvéma rukopisy v rizném stadiu podani ¢&i piipravy, které jsou

dikazem o rovnomérné a uspé$né pracovni aktivit¢ doktoranda.

Pies fadu pozitiv, ktera tato predlozena Diserta¢ni prace shrnuje, nemohu pominout ani ur¢ité

vyhrady, k nimzZ jsem pfi posuzovani Diserta¢ni prace dospél:

Formadilni stranka:

Prace je sepsana peélivé. Uroven anglického jazyka je velmi dobra, nicméné se v praci
vyskytuje pomérné vysoké mnozstvi gramatickych nepiesnosti a chyb v hlaskovéni. U jmen
¢eskych autorti by meéla byt zachovéana ¢eska diakritika, coz mnohde dodrzeno nebylo.
Vlozeni separatti a rukopist pfimo do textu Diserta¢ni prace zpuisobem zde provedenym je
velmi netypické feSeni a podle mého nazoru naruSuje kontinuitu textu. Bylo by ziejmé
vhodnéj$i vlozit jiz publikované prace a pfipravované rukopisy jako pfilohy na konec

Diserta¢ni prace a odkazovat na né€ z textu Disertaéni prace.

Védecka stranka:

Stav poznatkil v dané oblasti je zpracovan prehledné a dostateéné podrobné. Prace mé jasné
definované cile, které na zakladé logického vyvoje provedeného vyzkumu napliuji zadany
ukol. Zvolena metodika prace odpovida vhodnému feSeni zadaného tikolu. Autor na zakladé

systematické vyzkumné prace vyvinul vhodnou analytickou metodologii pro identifikaci




cilovych pfirodnich latek a tuto metodologii aplikoval s uspéchem pfi analyze konkrétnich
vzorkd, jejichZ analyza byla potiebnad pro realizaci biologického vyzkumu. Vysledky této
prace, jak zoblasti vyvoje metod, tak jejich praktické aplikace daly vznik dvéma

publikovanym pracim a dvéma rukopistiim, jakoZz i n€kolika pfispévkim na konferencich.
K piedlozené Diserta¢ni praci mam tyto dotazy:

1. Je mozné pomoci Vami vyvinuté a pouzivané metody analyzy fosfolipidu rozliit o- a y-
linolenovou kyselinu? V8iml jsem si, Ze v tabulkach v zavéru prace a v tabulkach v publika¢ni

ptiloze 4 uvadite pouze pojem linolenova kyselina.

2. Existuje vysvétleni ¢&i hypotéza, pro¢ dochazi u hmyzu ke zménam koncentraci
fosfatidylcholinu a fosfatidylethanolaminu zptsobem, ktery v praci graficky znazorrujete,
v zéavislosti na ro¢nim obdobi? Nemuze tato zména souviset i se zménou diety, pokud

k takové zmén¢ diety dochézi?

Zaver:

Zavérem chci konstatovat, Ze predloZena prace, bez ohledu na vyhrady, které jsem definoval
v iivodu posudku, spliiuje viechny nalezitosti dané zakonem, a proto doporucuji predloZenou
Diserta¢ni praci p. RNDr. Alese Tomdéaly k piijeti a jako rozhodujici podklad pro udéleni
védecké hodnosti PhD.

V Praze dne 30. 11. 2009

\
Prof. Ing. Zdené¢k Wimmer, DrSc.,
Isotopova laboratof UEB AV CR, v.v.i.



Oponentsky posudek na praci RNDr. Alese Tom¢aly ,,Lipidome LC/MS analysis in the

insect adaptation and development studies.

Prace Alese Tomcaly se zabyva velmi naroénym tématem, jimz je analyza lipidickych slozek
v hmyzu. Téma povazuji za naro¢né proto, zZe lipidickych konstituentt je fada druhti a kazdy
z téchto druhti vykazuje neobycejnou vlastni diversitu. Zvladnuti metod jejich extrakce a
analyzy tak samo o sob¢ piedstavuje poctivy kus prace.

Piedkladand prace ma celkem 72 stran. Uvniti prace jsou 4 rukopisy s vlastnim
Cislovanim. Na strané 3 jsou formulovany cile prace jimiZ je vyvoj analytickych metod a
nasledn¢ jejich aplikace v oblastech chladové aklimatizace hmyzu a v prib&hu experimentti
s hormony. Za hlavni vysledek prace lze povazovat 4 ukoncené rukopisy, jenz jsou v¢lenény
do disertace a u nichz byl Ale§ Tom¢ala hlavnim analytikem. Z té€chto praci je patrné, Ze autor
hlavni cile splnil a doved] analytiku do pouzitelné (a recenzovatelné) podoby.

Strukturu a ¢lenéni vlastni prace vSak lze nejlépe oznacit v jazyku sepsani ,,user
unfriendly”“. Oponent by obvykle ocekaval tivod, ktery by presentoval dosud pouZivané
metody a diskutoval jejich ptipadné nevyhody, dale pak jasné oddélenou experimentalni ¢ast -
vlastni prace autora a v zavéru pak jakymi metodickymi vychytavkami autor k vyvoji metod a
pfi jejich aplikaci dospél. Toho se ovSsem oponent nedocka, coz lze nejlépe ukézat na tom, Ze
kap. 1.0 je tvod, nasledovano 2.0 ,,Cile* 4.1 uvod, 4.2. uvod a v dal$ich kapitolach 4 plynule
narustéa podil vlastni prace autora a vrcholi ve 4.6, coz je rukopis prace. Nasleduje 5.0 (str. 33-
43), coz je opét uvod. Jako oponent jsem v tento moment zvolil jinou strategii, domnivaje se,
Ze se zorientuji podle zavéru prace. Nicméné, zavér je velmi struény a v analytickém vyvoji
nas odkazuje na kapitolu 4.6. Podrobné jsem tedy piecetl rukopis simulujici kapitolu 4.6, kde
jsem na str. 7 rukopisu dostal k odkazu [46] vedoucimu k pfedchozi praci autora. Pfedchozi
praci autora lze nalézt na stran¢€ 4102 nasledujici stranu disertace 44......, zde jsou analytické
¢asti vénovany dva odstavce, bez toho, ze by zde byl uveden analyticky vyvoj. Vzhledem
k tomu, Ze jsem tedy ani vynalozenym usilim nenasel zhodnoceni vlastniho vyvoje metod
oproti metodam publikovanym, pozaduji provedeni tohoto hodnoceni pii obhajobg.

Po formaélni strance je prace psana velmi dobrou angli¢tinou, za coz je tfeba autora
pochvalit. Po strance vécné je v praci n€kolik drobnych chyb, které lze oznalit spiSe za
preklepy, nez chyby. Napi. ve Fig. 14, str. 19, negativni ionty nejsou [M+H], na str. 23
pravdépodobné neni myslen vazné ion [M+NH4-NH4OH] (i kdyz v souc¢tu spravné) nebo na
str. 24 [M-18] by nebyl 1+. Téchto chyb je minimum. Po odborné strance neni pro

primérného &tenafe srozumitelné vysvétleno k ¢emu jsou dobré aduktové ionty [M+NH,4]"




str. 18 a pro¢ se tieba nepouzivaji [M+Na]" inzerované na str. 17 a déale nezmitiované. Jako
druhou otazku na disertanta tedy prosim, aby srozumitelné vysvétlil podminky pro vznik
aduktovych iontd a nasledné€ komentoval jejich (rozdilnou) fragmentaci.

Pies zjevné vyhrady k ¢lenéni prace, povazuji celkove praci AleSe Tomcaly za velmi
dobrou, coz prokéazal zejména n€kolika praktickymi aplikacemi a nékolika velmi dobrymi

rukopisy. Doporucuji tedy praci AleSe Tom¢aly k obhajobé.

V Ceskych Bud&jovicich 7.12. 2009

Teva C‘zech Industries
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Oponentsky posudek doktorské disertaéni prace RNDr. Alese Tomcaly ,,Lipidome LC/MS Analysis
in the Insect Adaptation and Development Studies*.

PredloZena prace se zabyva tradiénim tématem feSenym na pracovisti - zménami ve sloZeni
lipidu v zavislosti na fyziologickém stavu hmyzu. Tato problematika se vyviji spolu s rozvojem
separa¢nich a analytickych metod, pfi¢emz ziskavame stale nové poznatky, které pomahaji pochopit
podstatu danych jevi. O aktualnosti tématu svédéi i vycet v praci citované literatury, kde je 60 %
¢lanku z r. 2000 ¢i nove;jsi.

Doktorand vypracoval nové moderni metody pro stanoveni jednotlivych skupin lipida jak
polarnich, tak i nepolarnich. Velkym pfinosem je, Ze doktorand stanovuje lipidy pfimo bez
predchozi transesterifikace, jak stale jesté vidime v lipidarskych ¢lancich. Transesterifikace
poskytuje jen omezenou informaci o mastnych kyselinach bez uréeni, jak jsou tyto kyseliny vazany
na glycerol. Nové vypracovanou metodikou ziskal doktorand cenné a Giplné informace o slozeni
jednotlivych skupin lipida. Vysledky své prace publikoval ve velmi dobrych mezinarodnich
Casopisech, coz je samo o sobé znadmkou Uspé$ného splnéni zadani disertacni prace.

Je ponékud skoda, Ze kazda z dil¢ich otazek, predstavovana jednotlivymi ¢lanky, byla feSena
na jiném a ptibuzensky vzdaleném druhu hmyzu. Vyvoléava to dojem pon€kud nesourodého souboru
vysledkd, které byly uméle spojeny za ucelem disertace, i kdyZ je spojuje jednotna metodika.
VynaloZena préce, jejiZ objem je zfejmy a uctyhodny, by byla mnohem lépe zhodnocena, kdyby se
doktorand zaméfil na jeden modelovy druh, u néhoz by byly otdzky feSeny vice do hloubky.

Musim také konstatovat, Ze prfedloZena disertace je malo ptehlednd a $patné Citelna. Osobné
jsem téz piizniveem formy souboru separati spojenych ivodem a souhrnem (na¢ opisovat ¢i
dokonce prekladat ¢lanky, které prosly mezinarodni, mnohdy tvrdou recenzi?). V disertaci se vSak
stiidaji rozsahlé uvodni partie s podanymi rukopisy ¢i separaty: za str. 32 nasleduje str. 1 (vloZzeného
rukopisu), za str. 23 jde str. 33 a déle za str. 49 opét str. 1. Tento systém ztéZuje orientaci
v disertaéni préci a zhorSuje jeji Citelnost. Postradam diskusi vlastnich vysledk, specialn€ u praci 2
a 3. Bylo by lépe zaradit separaty a podané rukopisy az na konec diserta¢ni prace a v souhrnné ¢asti
problematiku uvést a shrnout vysledky.

Konkrétni dotazy a pfipominky k praci uvadim v nasledujicim ptehledu:

1. Str. 5: Nazvy mastnych kyselin jsou zkracovany nekonsistentnim zptisobem: C 16:0, ale 18:0.
Zkratky by mély byt jednotné.

2. Otazka k metod¢ uchovavani vzorku pted zpracovanim: Byl pfidavan néjaky antioxidant (napf.

BHT, 2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol) ke vzorkiim, aby se zabranilo oxidaci lipida pied
zpracovanim vzorku?

(U]

. Str. 10: U citaci ¢lankt zabyvajicich se analyzami nepolarnich lipidt by bylo vice relevantni
odkazovat na prace Kofroriova et al., Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2009 nebo Kofrofiova et al., J.
Chromatogr. B 2009 nez na ¢lanek Cvacka et al., Lipids 2008. Je téz piekvapivé, Ze v této
souvislosti nejsou citovany prace z tymu prof. Hol¢apka, ktery studuje LC-MS triacylglyceroli
(byt’ rostlinnych) systematicky jiz delsi dobu.
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4. Str. 16: Pro rychlé analyzy se v lipidomickych studiich pouziva tézZ MALDI technika.
Nezvazovali jste ji vyzkouset pro vzorky celkovych hmyzich extrakti?

5. Pro¢ neni tabulka v piiloze 7 (str. 70) zahrnuta do publikace a ani neni diskutovana
v piislusné Casti disertace?

6. Stejna otazka se tyka i tabulky na str. 71. Bylo jeji obsah vytazen z publikace pii
recenznim fizeni, nebo jde o ,,supplementary material*“?

7. Rada obrazka v disertaci je zjevné odnékud pievzata, ne vzdy je citovéan zdroj. Mél
doktorand souhlas k reprodukci obrazkia? Upozoriiuji v této souvislosti na autorska
prava.

Upozornéni na formalni chyby v praci:

a) Str. 5: eicosanoic se podle nového nazvoslovi zménilo na icosanoic.
b) Str. 5: pteklep ,,polysaturated™, je minéno ,,polyunsaturated®.

¢) Str. 35: odkaz na Fig. 25 ma byt Fig. 24.

d) U fady citaci chybi rok publikace: Blight & Dyer, Cheng & Gross, Harwood et al.,
Huang et al., Malone & Evans.

e) Nékteré citace zlstaly neupraveny ziejmé po pietazeni z databaze - ptiklad Harwood
et al., Huang et al., Dowhan & Bogdanov - je soucasti bibliografického
»~anonymous®, coz tam zjevn¢ nepatii.

Zavérem bych chtéla fici, Ze uvedené dotazy a pfipominky nejsou zasadniho
charakteru a nikterak nesnizuji uroveri pfedlozené prace. Celkové hodnotim praci jako
velmi dobrou a doporucuji ji k obhajobé.

O Motk

V Praze dne 2. prosince 2009 Doc. RNDr. Irena Valterova, CSc.



