POSUDEK DISERTACNI PRACE

Ing. Eva Cifkova: Lipidomick4 analyza rostlinnych a iivoéi§nych
tkani technikou HPLC/MS

Disertaéni prace Ing. Evy Cifkové se zabyvd vyvojem a aplikacemi chromatografickych a

-----

Uchazetka vypracovala metodu pro off-line dvourozmérnou chromatografickou separaci
celkovych lipidovych extraktl s vyuZitim vysokou¢inné kapalinové chromatografie kombinujici
HILIC a reverzni chromatografii. Prvnim krokem byla optimalizace separace v HILIC mddu, kdy
byla testovana celd fada komerénich kolon obsahujicich pn€ porézni i povrchové porézni Eastice s
pevnym jadrem. Podatilo se nalézt podminky pro separaci 16 lipidovych tfid. V dalsim kroku byl
optimalizovan systém reverzni chromatografie pro déleni molekulovych druhi na zéklade délky
jejich acylovych fet&zcti a poftu dvojnych vazeb. I zde byla optimalizace velmi pecliva, zaloZena na
dikladném testovani velkého poétu kolon a podminek. Polarni lipidy byly ionizovany pomoci
elektrospreje v kladném i zaporném modu. Podafilo se vzajemné delit i lipidy lisici se vazbou
mastné kyseliny, tj. estery, ethery a vinyl ethery (plasmalogeny). Kionizaci neutralnich
triacylglycerolti a cholesterolu byla vyuZita technika APCI. Dalsi ¢ast prace byla vénovana
kvantitativnimu stanoveni lipidd, a to zejména vyvoji necilené metody pro kvantifikaci lipidovych
tfid. Navrzeny postup vyuZivd jednoho vnitiniho standardu a odezvovg’lch faktort lipidd
jednotlivych tiid. Spravnost metody byla ovéfena srovnavaci kvantitativni analyzou zaloZenou na
MS/MS (SRM na trojitém kvadrupélu) a dale méfenim 3P NMR spekter.

Disertatni prace je ¢lenéna klasickym zpiisobem, je zpracovdna jasné a prehledné.
Teoreticka ¢ast piinasi uvod do problematiky lipidi a jejich analyzy. Na témét 30 stranach je Ctenaf
podrobné& seznamen s jednotlivymi tfidami lipidd, technikami a systémy kapalinové chromatografie
a detaily instrumentace hmotnostnich spektrometrii. Zatazeni nékterych kapitof vSak nepovazuji za
nutné, napf. vieobecné zndmé informace o HPLC (kap. 2.2.1.) ¢i kapitoly o principech
hmotnostnich analyzatorti, které vpraci vyuzZity nebyly (kap. 2.3.2.2., 2.3.24, 2.3.2:5.)
Experimentaln{ ¢4st dostate¢n& podrobné informuje o pouZzitych postupech a podminkach méfeni.
Nésledujici kapitola odpovidajicim zpisobem informuje o vysledcich experimentt a prinasi
relevantni diskusi. Disertaéni prace je ukonCena zavéreénym shrnutim, seznamem literatury a
ptilohami.

Celkové hodnotim disertaéni praci Ing. Evy Cifkové jako mimofadné zdafilou. Diky velmi
peclivé optimalizaci separaénich systémt a detekce se podafilo vypracovat obecné pouZitelnou
metodu pro necilenou kvalitativni a kvantitativni analyzu komplexnich smési lipidi. Spravnost a
pfesnost tohoto postupu byla ovéfena srovnanim se standardnimi matodami a jeji prakticka
pouZitelnost byla demonstrovana na vzorcich lipidi z nékolika organi prasete domaciho. O skvelé
Grovni prace svédéi i to, Ze na jejim zéklad€é vzniklo nekolik praci, které byly publikovany
v prestiznich asopisech (4dnalytical chemistry, Journal of Chromatography A).
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I pfes velmi peclivé zpracovani se v praci objevuje nékolik neptesnosti, na které je mou
povinnosti upozornit:

1/ str. 16. Eikosanoidy vétSinou neposkytuji pii hydrolyze 3 a vice produkti.

2/ str. 19. Tuk z vorvang, vorvanovina, dnes neni vyznamnou surovinou pro prumysl, protoze
velryby jsou celosvétove chranéné.

3/ str. 22. V Tabulce 2 je chybné uvedena funkéni skupina fosfatidylethanolaminu.
4/ str. 35. U DESI nedopada na povrch vzorku proud iontd, ale proud nabitych kapek.

A jesté drobnd poznamka pouzité k terminologii méfenych vzorkl, ktera mi pfipada prilis
wreznicka®. Do védecké literatury by se napt. dle mého ndzoru spise hodil termin ,,mozek prasete
domaciho* nez v praci uvadény ,,vepfovy mozek*.

K prici mam nasledujici dotazy:

1/ str. 20. Na str. 20 se uvadi, ze TG jsou v lipoproteinech vazany na bilkovinné fetézce. Jakym
zplsobem jsou tyto lipidy vézany?

2/ str. 55. V reverzni chromatografii byl pozorovan vyrazny vliv koncentrace vody v mobilni fizi na
retenci lipidQi obsahujici polynenasycené acylové fetézce. Oc¢ekaval bych obdobny vliv i u lipidi
s nasycenymi ¢i mononenasycenymi acyly. U nich tento efekt pozorovan nebyl?

3/str. 59. Pouziti hmotnostniho spektrometru snizkym rozliSenim v nékterych piipadech
komplikovalo jednoznac¢nou identifikaci. Autorka uvadi naptiiklad PC, u nichZz miZe pozorovany
signél odpovidat jak [M+H]" tak [M+Na]". Jakym zptisobem bylo rozhodnuto, o jaky adukt a tedy i
o jaky lipid se jedna?

4/ str.72. Na Obr. 29 je zobrazeno relativni zastoupeni tfid lipidi v orgdnech prasete zjisténé
pomoci necilené kvantitativni analyzy lipidd. Byly meéfené vzorky reprezentativni, tj. odpovida
uvedené slozeni pramérné distribuci téchto lipida v celém organu?

Zavérem rad konstatuji, ze Ing. Eva Cifkova vypracovala velmi kvalitni védeckou praci, ve
které dostatecné prokazala pfipravenost k samostatné védecké ¢innosti. Disertaéni préaci proto
doporucuji pfijmout k obhajobé.

V Praze dne 19. tinora 2013

doc. RNDr. Josef Cvacka, Ph.D.
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OBECNA CHARAKTERISTIKA:

PtedloZend disertaéni prace se zabyva extrakci, separaci, identifikaci a kvantifikaci
lipidQ z rznych tfid s vyuZitim LC-MS a nékolika separacnich pFistupl. Prace je sepsana
na 114 stranach textu véetné pfiloh a seznamu predloZenych vystupl a obsahuje
158 literdrnich odkaz(i. V teoretické casti se autorka podrobné zabyva Kklasifikaci
a charakteristikou lipid( a zdkladnimi principy pouZitych technik kapalinové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie. Je $koda, Ze autorka se najedné strané vénuje principtim
béZnych technik, zatimco krétky komentdr anékteré aspekty méné obvyklé techniky
2D-HPLC v teoretické &asti chybi. Nejvétsi vytkou ktéto ¢&asti je opomenuti literarnich
referenci pfi popisu teoretickych zédkonitosti, které jsou obecné dobfe znamy, avSak autorka
prace neni zéroveri autorkou téchto teorii. Ndsleduje experimentdini ¢ast a vysledky
a diskuse, kde autorka struéné, ale jasné a vystizné popisuje jednotlivé experimenty
a nasledné hodnoti a komentuje ziskané vysledky. Cast vysledky a diskuse je dokumentovéna
mnoha chromatografickymi zaznamy, grafy a nékolika souhrnnymi tabulkami, které jsou pak
také soucasti pfiloh. Tento fakt vsak lehce komplikoval orientaci v textu a jeho prehlednost,
protoze logika zafazeni obrazku do textu nebo do prilohy mi nebyla zcela zfejma.

Celkové préci hodnotim velmi kladné. Jeji ¢lenéni odpovida obvyklym normam. Prace
je sepsana pfehledné s minimem preklepl a gramatickych chyb. Vybrand témata jsou
adresovana stru¢né, vécné a vystiiné.

Autorka ve své disertaéni praci predklada 2 c¢lanky pfrijaté ve velmi kvalitnich
mezinarodnich odbornych ¢asopisech (Journal of Chromatography A a Analytical Chemistry),
déle jeden ¢ldnek, ktery je vrecenznim fizeni (¢asopis Lipids) a 4 ¢lanky publikované
v narodnich védeckych &asopisech. Ing. Eva Cifkova je také autorkou nebo spoluautorkou



mnoha odbornych prezentaci, a to poster( i pfednasek, jak na tuzemskych, tak na
zahranicnich konferencich. Publika¢ni aktivitu hodnotim jako vysoce nadstandartni, zejména
diky rozsahu experimentd potfebnych pro ziskdni publikovanych vysledki a dale diky vysoké
kvalité publikovanych ¢lankl. Vynikajicim vysledkem a opravdovou vyjimeénosti je
prvoautorstvi na publikaci v ¢asopise Analytical Chemistry.

K PRACI MAM NASLEDUJICi PRIPOMINKY A KOMENTARE:

= Vseznamu zkratek chybi nékteré zkratky, jako napf. ndzvy analyzatori uvedené
v Tabulce 3. Jde sice o velmi obvyklé zkratky, ale vzhledem k tomu, Ze jsou zahrnuty i
zkratky typu HPLC, mél by seznam byt kompletni.

= Pro pojem ,interni standard” existuje v cestiné lépe zavedeny ndazev ,vnitini
standard”.

= Zkratka UHPLC by spravné méla byt interpretovana jako ultra-vysokoucinna
kapalinova chromatografie (analogicky jako HPLC).

* Vtabulce 2 jsou nékteré funkéni skupiny uvedeny nespravné (jmenovité pro
fosfatidylethanolamin a pro kyselinu fosfatidovou).

= Str. 28: vzavorkach jsou uvedeny velikosti ¢dstic pro povrchové porézni &astice
a ¢astice mensi nez 2 um, coz je v tomto kontextu ponékud zavadéjici. Neni jasné, zda
jde o priklad nebo zda to jsou jediné dostupné rozméry.
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= Str. 28: konstatovani ,mrtvy objem systému je minimalizovan...” atd. postradd
nejdalezitéjSi aspekt, a to snizeni vlivu mimokolonovych pfispévki na uéinnost
separace.

= Str. 28: nesouhlasim s konstatovanim ,stacionarni faze na zdkladé silikagelu jsou
stabilni pouze do 30 MPa“.

= Str. 30: mechanismus adsorpce analytu se v HILIC uplatiiuje, ale spiSe jako vedlejsi,
hlavnim mechanismem je zde rozdélovani, jak je popsdno aZ vzdvéru tohoto
odstavce.

= Str. 48: termin povrchové porézni kolony neni z odborného hlediska spravné
vyjadren.

= Str. 48 a dale: vyjadreni jednotek koncentrace by mélo byt jednotné a spravné.
Koncentrace octanu amonného vyjadrend v mmol je nespravné.

= Str. 54: rozliSeni separace neni terminologicky spravny pojem.

= Obr. P2: je vyjadreni koncentrace octanu amonného 0 mM spravné? Nejde
o preklep? Byly testovany také dalsi koncentrace pufru nebo pouze tyto dvé?
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DOTAZY A NAMETY DO DISKUSE:

1) Na strané 51 je uvedeno: ,Robustnost optimalizované extrakéni metody byla
testovana srovndnim koncentraci atd. .....“ Je toto konstatovéni spravné z pohledu
validace metody? Jaka je definice robustnosti?

2) Kapitola 4.2 je nazvéna ,Optimalizace HILIC separace”. Na strané 54 je poté jako
testovana mobilni faze uveden také hexan. Prosim o komentar a vysvétlen.

3) Obr. P5: gradientova eluce v RP-HPLC: Byl ¢as gradientu ve viech tfech pfipadech
60 minut? Interpretace téchto zaznamu neni Uplné jasnd. Jaky byl systémovy tlak pfi
pouziti isopropanolu v mobilni fazi?

4) Jakd byla opakovatelnost kvantifikace pfi pouZiti [M+Na]* jako prekurzorového iontu?
Byla fragmentace téchto iontll pro ziskani SRM pfechodu snadna?

ZAVER A DOPORUCENI:

PfedloZend disertacni prace ,lipidomicka analyza rostlinnych a Zivo&isnych tkani
technikou HPLC/MS” je sepsana velmi kvalitné a spliiuje pozadavky kladené na tento typ
praci jak po formalni, tak po odborné strdnce. Pfindsi nové a hodnotné védecké vysledky
a potvrzuje schopnost autorky Ing. Evy Cifkové samostatné védecky pracovat, vyhodnotit
ziskané vysledky a vyvodit pfislusné zavéry.

Prdci proto doporucuji k obhajobé a nasledné k udéleni titulu Ph.D.

Doc. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.

V Hradci Kralové, 16. 02. 2013

Doc. PharmDr. Lucie Novakova, Ph.D.
Katedra analytické chemie
Farmaceuticka fakulta

Univerzita Karlova v Praze

500 05 Hradec Krélové
novakoval@faf.cuni.cz



