Oponentsky posudek doktorské disertacni prace
Ing. Ivany Schneedorferové
Jihoceska univerzita
Pfirodovédecka fakulta

Optimalizace a aplikace chromatografickych a hmotnostné spektrometrlckych metod ke stanoveni
lipidomu v otdzkach fyziologickych, nutri¢nich a biochemickych -

Rozsah prace =

PfedloZend disertaéni prace je vypracovana v kratkém pojeti 23 stran doplnena o kopie publikovanych
¢lanka. Vlastni text se sklada z tivodu, kombinace teoretické ¢asti a metodiky, definice cild a komentaie
k publikacim. Dle mého ndzoru je to velmi kratky a viceméné popisny text, ktery postrada vlastni vklad
doktorandky z pohledu kritického zhodnoceni moznosti, vysledkd a dlskuze '

Ing. Schneedorferova je prvni autorkou jednoho ¢lénku, a dale spoluautp_rkou tii publikaci. Podil
doktorandky na vysledcich v jednotlivych publikacich je odvoditelny z obsahu disertacni prace a také
ptimo definovan autorkou i 3kolitelem. Celd prdce je psana anglicky a jeji iprava vyhovuje obecnym
formélnim pozadavkim kladenym na disertacni praci. U pfilozenych pracn postradam pfrilohy
(Supplementary information).

Obsah :

Uvodni ¢4st piedliozené disertaéni prace je vénovana literdrnimu prehledu o soucasném stavu feSené
problematiky. Podrobné jsou popsény soucasné poznatky v lipidomice, chromatografu i hmotnostni.
spektrometrii, ale neni predstavena biologicka podstata prace. Také cile prace jsou definovany zcela
obecné. Bylo by vhodné vysvétlit, pro¢ byly provadény jednotlivé optimalizace metod, pro¢ bylo
studovano tukové téleso hmyzu a ne tfeba travici trakt, jak to souvisi séﬂ’smai_enim-c':i pecenim ryb,
glykolipidy v mozskych Faséach atd. . '

Hlavnim cilem prace byla charakterizace lipidG v nékolika riznych matrif:ich Za tirﬁfo‘ﬁéelem
piedkladatelka optimalizovala extrakci lipidt z hmyzu, fas a ryb, separacnl metody pro lipidové tiidy i
podtfidy, testovala rlizné kombinace LC-MS a GC-MS, a na konec charakterlzovala jednotllve molekuly.
Prace netestuje Zadnou specifickou védeckou hypotézu a vénuje se crste anaIytuckemu rozboru
identifikovanych lipidovych t¥id a aplikacim metodiky.

Vysledky jsou bohuZel opét jen popséany a chybi mi vlastni kriticka inte'(.ﬁ).j're'tace dat. V§échny vysledky jiz
vsak byly publikovany v ¢asopisech. '

Otdzky .

1) Cl. 1 - Fosfolipidy jsou anotované pomoci lomitka — odpovidd tedy anotace sn pozici? Jakym
zplisobem jste uréovala snl1 a 2 pozici acylu? V tabulce jsou také ESI+ a ESiF majoritni (?) ionty —
vyuzivala jste obé formy ke kvantifikaci a nebo z jakého divodu jsou v ta‘bulce prezentovany?

2) Cl. 1 -jak si vysvétlujete pfitomnost pouhych 14 PC a PE? Mé to nejaky vztah k potravé a nebo
k enzymatickému aparatu tohoto hmyzu?

3) €. 2 —Jakym zplsobem byl vytvoien obrazek 3? Jak byla pfepocitdna data z reZimu ESI+
fosfolipid( na sloZeni mastnych kyselin? Na zdkladé jaky lontu a Jakych fragmentu byla
provedena tato anotace a kvantifikace? . .
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5)
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2aveér:

~ kvantifikace an

¢1. 2 - Dlé mého-nazoru neni mozné pomoci v metodice popsané techniky ziskat anotace tak, jak
jsou uvedeny v pfiloze. publlkace Jak jste pomoci ESI+ MS/MS identifikovala napfiklad PE

22: 6/16 la nebo TG 16 1/16 0/2:0? At v pfedchozim ¢lanku pouZivate nezdvislé stanoveni
fosforu na korekcn MS S|gnalu mezi fosfollpldy, zde tomu tak ucinéno nebylo?

¢l 2 - Jaksi vysvetlu;ete, se ve vzorku Cod, grilled, byla pro molekulu TG 18:1/18:0/4:0 nalezena
relativni koncentrace 17. 53 procenta? Jedna se o degrada¢ni produkt vlivem tepelné upravy?
Sledovala jste i nékteré jiné degradaéni produkty lipidi?

Cl. 2, obr.5 - Pokud rozumim spravné protokolu, ryba byla na panvi upravena na oleji a nasledné
byl odebran vzorek pro GC MS. Vzorek byl tedy zpracovén véetné oleje nasaklého ve vzorku, a
tedy byI po transesterlfukaa ,obohacen” o komponenty olivového oleje, ¢imZ se procentudlni
zastoupeni pavodnich FAME snizilo. Nerozumim tedy vademu zavéru o relativnim poklesu n-3 a
n-6 FAME v téchto vzorcich. Jak jste prosim korigovala profil na mnoZstvi a kompozici oleje?

Cl. 3 - zde bohuzel nenl rozepsana metodika pro lipidomiku. MiZete ji prosim pfedstavit?
Naprlklad Obr 2A_—Jak byly definovény triacylglyceroly a fosfolipidy a jak byla provedena

Cl.4a- Muzét‘ pr05|m’ vysvetllt vicerozmérnou statistiku a jeji aplikaci na data?

PiedloZena prace resi’ problematlku identifikace a kvantifikace lipid( z fiSe hmyzu a fas pomoci metod
analytické chemie. Studie byly provedeny na pracovistich Parazitologického ustavu AV CR a Jihogeské
univerzity. Cile prace byly ve své obecnosti spinény, zahrnuté publikace a vysledky dokazuji, ze
predkladatelka je seznamena s problematikou v dané oblasti a disertacni praci doporuduji pfijmout k
obhajobé. :

V Praze dne 15. dubna 2019

RNDr. Ondiej Kuda, PhD .
Fyziologicky Ustav AV CR v.v.i.
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Posudek oponenta na diserta¢ni praci Ing. Ivany Schneedorferové

. Optimization and Application of Chromatographic and Mass Spectrometric Methods for
Determination of Lipidome in Physiological, Nutritional and Biochemical Issues *

Doktorské diserta¢ni prace Ing. Ivany Schneedorferové vznikla v ramci spoluprace
Pfirodovédecké fakulty Jihoceské univerzity v Ceskych Budg&jovicich a Biologického centra
AV CR pod vedenim RNDr. Alese Toméaly, Ph.D. Prace se zabyva stanovenim lipidi
a mastnych kyselin v biologickych vzorcich pomoci modernich separa¢nich metod, zejména
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostné spektrometrickym detektorem. Téma
prace je interdisciplinarni a vysoce perspektivni, pfinosné pro védeckou komunitu i pro
uzivatele zpraxe. Vysledky prace byly opublikovany formou 4 ¢lankd v prestiznich
mezinarodnich ¢asopisech s impaktnim faktorem. V prvni ¢asti své prace se autorka vénuje
stanoveni fosfolipidii ve vzorcich ruménice pospolné za vyuziti jednodussich, ale robustnich
a spolehlivych analytickych metod charakterizovanych nizkymi provoznimi naklady; jde
zejména o spojeni extrakce tuhou fazi a vysokouc¢inné tenkovrstvé chromatografie. Nasleduje
studie zaméfena na testovani vlivu tepelné upravy na pomér ®-3/®-6 a obsah
polynenasycenych mastnych kyselin ve vzorcich 4 druhti ryb. Tato ¢ast prace je velice
zajimava a aktudlni s ohledem na potravinaiské aspekty i dnes hojné diskutovany Zivotni styl
zahrnujici stravovaci navyky typické pro obyvatele evropskych zemi. Zavére¢né dvé studie
jsou potom veénovany problematice lipidomu v souvislosti s imunitni odpovédi Zivého
organismu a separaci a identifikaci lipidi u dvou druhi fas. PfedloZend prace je svym
obsahem hodnotna, coz potvrzuje skutenost, Ze jeji jednotlivé casti uspéSné prosly
naroénymi recenznimi fizenimi v redakcich odbornych c¢asopisi. Autorka se zdarné
vypoiadala se viemi aspekty prace na vyzkumném projektu, vyznam disertace pro rozvoj
védniho oboru je nesporny. Veskeré vysledky byly ziskany za vyuziti $pickové analytické
instrumentace. Bohata publika¢ni aktivita Ing. Ivany Schneedorferové je piislibem pro jeji
dal$i piisobeni na akademickém pracovisti. Nize uvedené dotazy a ptipominky jsou projevem
mého zajmu o téma prace a nikterak nesnizuji jeji vysokou kvalitu ani odbornou turover.

— U obrazki €. 7, 8,9, 10 a 11 se neshoduji ¢isla uvedena pod obrazky s odkazy v textu.

— Tézisté predlozené prace spociva ve vyuziti metod HPLC-MS-MS. Diskutujte, pro¢ jste
upiednostnila toto spojeni pied GC-MS. Plynovéa chromatografie byva hojné vyuzivana
jako metoda vhodna pro stanoveni mastnych kyselin. UvaZzovala jste téZ o vyuziti
superkritické fluidni chromatografie? Porovnejte mozZnosti, prednosti a omezeni
uvedenych chromatografickych metod pii analyzach lipida.

— Popiste moznosti vyuziti navrzenych metod a dané instrumentace v medicing, napfiklad

pfi stanoveni krevnich lipidu.

Zavérem mohu konstatovat, Ze predlozena prace spliiuje veSkeré pozadavky kladené
na doktorské disertaéni prace, doporucuji ji proto k obhdjeni a pani Ing. Ivané
Schneedorferové navrhuji udélit titul ,.doktor* uvadény ve zkratce ,,Ph.D.*.
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V Ceskych Budé&jovicich dne 4. dubna 2019 doc. RNDr. Jan Sima, Ph.D.



RNDr. Vladimir Vrkoslav Ph.D.
UOCHB AV CR, v.v.i.
Hmotnostni spektrometrie
Flemingovo nam. 2
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Véc: Posudek oponenta disertacni prace
Jméno a pfijmeni uchazele: Ing. lvana Schneedorferova

Ndazev prace: Optimization and Application of Chromatographic and Mass Spectrometric Methods

for Determination of Lipidome in Physiological, Nutritional and Biochemical Issues

Disertaéni prace Ing. lvany Schneedorferové se zabyva aplikaci analytickych metod pro kompletni
HPLC/MS-MS pro analyzu intaktnich molekul poldrnich i neutralnich lipidl v jedné analyze. Dale bylo
pfi pripravé vzorkd a analyze lipidd vyuZito technik extrakce na pevné fazi, tenkovrstvé
chromatografie a techniky derivatizace vzorku (konkrétné transesterifikace). Profilovani mastnych
kyselin bylo provadéno plynovou chromatografi (GC). Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci
dostupnych programi. Metody byly aplikovany pro analyzu lipidomu ryb, hmyzu a jednobunécnych

organismda.

Disertacni prace je psana anglicky s vyuZitim publikovanych praci autorky. Autorka v praci prezentuje
¢tyti odborné ¢lanky publikované ve kvalitnich odbornych impaktovanych ¢asopisech. V tvodni Casti
je kratce popsana teorie a jsou zde shrnuty poznatky souvisejici s experimentalnimi postupy. Po
uvedeni cill navazuje ¢ast shrnujici dosazené poznatky, zavér a soupis poutzité literatury. V nasledujici
gasti jsou chronologicky Fazeny Etyfi publikace z nichZ u jedné je Ing. I. Schneedorferova uvedena jako

prvni autor.



Prvni préce se zabyva analytickymi pfistupy pouZitelnymi pro analyzu fosfolipid( v téle organism0
(Journal of Separation Science, 37: 2062-2068). Navrzeny analyticky postup byl aplikovan na studium
zmény slozeni-fosfolipid( plostice Pyrrhocoris apterus vlivem teplotnich zmén prostredi.

Druhy &lanek se vénuje problematice vyzivy (Food Chemistry, 176: 205-211). Clanek povazuji za
nejddlezitéjéi z uvedenych publikaci vzhledem k pfispévku autorky. Ing. I. Schneedorferova je prvni
autorkou tohoto ¢lanku a podilela na ném od pfipravy vzorku az po jeho sepisovani. Prace se
zaméfuje na analyzu obsahu vicenenasycenych mastnych kyselin a poméru n-3/n-6 nenasycenych
mastnych kyselin ve vzorcich rybiho masa z riznych druhd ryb. Déle je zde popisovan vliv zpisobd
tepelné dpravy masa na zménu poméru nenasycenych mastnych kyselin. Clanek byl publikovan ve
velice kvalitnim ¢asopise zabyvajicim se vyzivou. Treti ¢lanek popisuje zménu metabolismu vliivem
imunitni odezvy na pfitomnost parazitoida (PLoS biology, 13.). Soucasti prace je studium zmén
koncentrace lipidh. Autorka pfispéla velmi vyrazné svoji praci také do posledni zafazené publikace
(Journal of Separation Science, 40: 3402-3413). Publikace demonstruje vyuZiti HPLC-(ESI)-MS? pro

charakterizaci lipidomu jednobunéénych organismu v jedné analyze.

Graficka Groven prace vyhovuje standardim vyZzadovanym u disertacnich praci. Jednotlivé ¢asti svym
charakterem odpovidaji pozadavkidm kladenym na disertacni prace. V dvodu bych uvital podrobné;si
popis nékterych principl a podrobnéjsi popis obrazkl. Prilisna stru¢nost znesnadiiuje pochopeni
textu a obrdzkd. Napfiklad obrazek v kapitole 1.2.2.2 neni diky pfili§ struénému popisu dobfe
pochopitelny. Kapitola 1.2.3 “Derivatization” zahrnuje pouze jeden typ derivatizacnich reakci —
transesterifikace. Formdalnim nedostatkem je také chyba v Cislovani nékolika obrazkd (na strané 8 a

na nasledujicich strankach).

Autorka musela nastudovat celou fadou publikaci, ¢emuz odpovida i pocet citaci odbornych
literarnich zdrojG. Pro spinéni zadanych cili se autorka musela detailné seznamit s instrumentaci, s
postupy pfipravy vzorki pro HPLC a GC a s interpretaci dat ziskanych pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie. DlleZitou souldsti prace bylo také statistické vyhodnocovani dat. Uvedenymi postupy
autorka ziskala zajimavé vysledky, které se staly soucasti publikaci uveiejnénych vimpaktovanych
¢asopisech. Viechna zminéna fakta hodnotim kladné. Odborné védecké clanky prosly recenznim

fizenim v impaktovanych Casopisech a Zadné vyrazné nedostatky nemaji.

Vyée zminéné formdlni nedostatky mi nebréani disertacni praci Ing. Ivany Schneedorferové

doporucit k obhajobé.



Dotazy k obhajobé:

1. Prosim o objasnéni obrazku v Gvodu na strané 11 vcetné odkazi, které se ho tykaji. (Patrné
obrazek ¢. 9.)
2. Korelace mezi procentudlnim pomérem zastoupeni methylestert ziskanych GC-FID a HPLC-
ESI-MS je popsdna v €lanku |. a vyuZita dale v €lanku IV. TFidy lipida analyzované v publikaci I.
a v publikaci IV. se li$i. Funguje tato korelace napfic¢ viemi tfidami lipidG?
3. Dotaz na obrazky v Supp. Inf. ¢ldnku IV (strana 100 -101):
a. Obrazek 8. a 9A. obsahuji stejnd data?
b. Data pofizend HPLC (Supp. Fig. 9.B) vychazi z jedné analyzy? (Nejsou zde chybové
usecky.)
4. Pred prichodem HPLC-MS se pro profilovani mastnych kyselin etablovala technika GC-FID a
GC-MS. V mnoha ¢&lancich zabyvajicich se HPLC-MS lipidt se méfi profil mastnych kyselin i
technikou GC, podobné jako ve vasich pracich. VétSinou data dobfe koreluji. Lze podle vadeho

nazoru nahradit GC analyzu analyzou HPLC intaktnich lipidt?
Datum vypracovani posudku: 12.4. 2019

Jméno a pfijmeni, podpis oponenta: RNDr. Vladimir Vrkoslav Ph.D.
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