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PredloZend habilitacni prace predstavuje ucelené, logicky a prehledné usporadané dilo, shrnujici
nové poznatky a védecké vysledky v oblasti vyzkumu monitorovani a studia chronické myeloidni leukémie
(CML) pomoci hmotnostni spektrometrie (MS), na nichZ se autor zasadnim zplsobem podilel. Obsah prace
se opird o osm kvalitnich publikaci vypracovanych autorem a jeho spolupracovniky v obdobi 2009-2016,
pfilohy 1-8 (dale [P1-8]), které byly publikovany v mezindrodnich impaktovanych védeckych ¢asopisech

zasahujicich primarné do analytickych, klinickych a farmakologickych obor(.

Prace shrnuje stru¢nym a vystiZzném zplsobem soucasné poznatky o chronické myeloidni leukémii,
diskutuje o soucasném postaveni hmotnostni spektrometrie v oblasti klinické analyzy, zejména vyuZiti
analyzator( trojitého kvadrupdlu a orbitalni iontové pasti, které autor intenzivné pouziva v oblasti vyzkumu
dédicnych metabolickych poruch, terapeutického monitorovani lééiv, predevsim inhibitor( tyrosinové

kinasy (TKI), pfi studiu metabolismu Ié¢iv a metabolomickych analyzach.

V praci se velmi dobfe odrazi peclivé promysleny vyvoj analyticko-biochemického vyzkumu CML
pod vedenim prof. Tomase Adama. Zacina logicky vyvojem analytické metody zaloZené na technologii
ultradcinné kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS), ktera umoznuje
citlivé a robustni stanoveni inhibitord tyrosinové kinasy — zejména imatinibu (IMA) a dale preparat( druhé
generace dasatinibu (DAS) a nilotinibu (NIL), velmi ucinnych substanci v soucasné |écbé CML, a tim
nezbytné efektivni monitorovani jejich hladin v plasmé béhem terapie. Zatimco v prvnich studiich autor
zaved| a poufil jiz publikovanou HPLC-MS/MS metodu [P1, ref. 15], dalsi vyzkum vedI k vyvoji novych metod

umoznujicich rutinni, dlouhodobé stanoveni vsech TKI v plasmé soucasné [P3, P2]. V praci P3 byly detailné

porovndny dvé metody pro stanoveni IMA a jejiho hlavniho metabolitu desmethyl-IMA v krevni plasmé po



A( . y
DN BIOLOGICKE CENTRUM AV CR, v. . i.

extrakci smési voda-methanol 1:10; metoda UHPLC-MS/MS, popsana jiz vpraci P2 a nova metoda
prutokové analyzy (FIA-MS/MS). Obé metody byly validovany podle doporuceni US FDA a vysledky prace
prokazaly rychlé, robustni stanoveni IMA v plasmé v rozsahu koncentraci 100-5000 ng/ml. Metody byly
Uspésné aplikovany v dalsi studii k monitorovani IMA v plasmé pfi chemoterapii pacientd s CML, jak
pacienti spolupracuji s Iékafem béhem 1écby [P4] a k dlouhodobému sledovani molekularni/cytogenetické

odpovédi na |é¢bu — k individualizaci 1écby [P1].

V praci [P5] rozsifil autor metodu pritokové FIA-MS/MS k sou¢asnému stanoveni IMA, tak TKI
druhé generace (NIL a DAS) pomoci deuteriem znacenych vnitfnich standardl (metoda izotopického
zfed'ovani). Vzhledem k nizkému ioniza¢nimu prirezu DAS byla k jeho detekci s vyhodou vyuZita schopnost
tfetiho kvadrupdlu fungovat jako linedrni iontova past a produkovat ionty 3. generace v tzv. MRM? reZimu
hmotnostniho spektrometru QTRAP (Sciex), coz vyznamné zvysilo selektivitu a o dva fady citlivost méreni
DAS v plasmé. Vlivy matrice (zesileni, suprese) byly minimalizovany pridavkem pfislusSného deuterovaného
standardu, desetindsobnym zfedénim vzorku a malym objemem davkovaného extraktu (0.5 pl). To
soucasné umoznilo méfit velké série vzork(l (> 1000 vzorkl) pfi terapeutickém monitorovani TKI bez

nutnosti odstaveni analytického systému.

V dalsi zajimavé studii [P7] autor zkoumal potencial on-line extrakce TKI latek tuhym sorbentem
(SPE) s vyuzitim prepinacich ventill a MRM reZimu hmotnostniho spektrometru a jejich rychlému stanoveni
v plasmé. Jako hlavni prednost tohoto analytického pfistupu se jevi moZnost plné automatizace a rychlost
analytického procesu. Omezeni vSak predstavuje nutnost manudlni deproteinace vzorku organickym
rozpoustédlem nebo silnou kyselinou pfed aplikaci on-line SPE, coZ predstavuje nejdelsi krok celé analyzy.
Rychlou on-line SPE MS/MS analyzu dale komplikuji podstatné vétsi vliv matricovych efektd (zejména
koeluce fosfolipidl) a pozorované pamétové efekty pfi opakovaném pouzivani sorbentu (carry-over,
kontaminace sorbentu vzorkem z predchozi analyzy), které si vynutily prodlouZeni doby eluce TKI ze
sorbentu, dalsi fedéni vzorku a vlozZeni analyzy jednoho slepého vzorku (blank). Tato nutna opatieni vedla
k Fadovému sniZzeni meze stanovitelnosti metody ve srovnani s vypracovanou metodou UHPLC-MS/MS.
Zvalidovana SPE MRM MS/MS metoda presto plné umoziiuje terapeutické monitorovani TKI |éciv obdobné

jako metody popsané v publikacich [P1-P5].

Studium metabolismu IMA v organismu predstavuje dalsi ddleZity krok ve vyzkumu CML, jeji 1éCby a
je predmétem prace P6. Detailni vyzkum vyskytujicich se metabolitl IMA v plasmé byl realizovan pomoci

technologie HPLC — vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie (HRMS) Orbitrap. Celkem bylo nalezeno na
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90 metabolitd IMA 1. a 2. faze biotransformace, 23 rliznych modifikaci IMA, nejcetnéjsi jsou produkty
oxidace, oxidace s demethylaci a dioxidace. Studie [P6] umozZnila ucinit si celkovy obrazek o metabolizaci
IMA v krevni plazmé, o hlavnich vyskytujicich se metabolickych produktech, které tak bude mozno sledovat

pfi dalsim biochemickém vyzkumu CML, v klinickych terapiich a pfi hodnoceni Gcinku IéCby.

Habilitacni praci zavrsuje studie [P8], ktera velmi nazorné dokumentuje dlouhodoby, systematicky
vyvoj metabolomickych pristupll autorem a jeho spolupracovniky. Recentni prace navazuje logicky na
predchozi bioanalytickda méreni TCl, zejména IMA a jeho metabolitl v plasmé. Zkouma cilené a velmi
detailné metabolické profily v leukocytech a krevni plasmé pacient( s Cerstvé diagnostikovanou CML a ve

skupiné pacientd dlouhodobé lé¢enych pomoci TCI.

Ve spolupraci s hemato-onkologickou klinikou na FN Olomouc nashromazdil autor uceleny soubor
vzorkd pacientl lééenych TKI a hydroxymocovinou (HU), 67 vzork(l plasmy, 56 leukocytd [P8].
Zaklad uspésné metabolomické analyzy predstavuje robustni metabolomicka analyticka platforma zalozena
v chemické casti na peclivé ovéfeném postupu extrakce metabolitl ze vzorku a na instrumentalni analyze
nejCastéji vyuzivajici nékterou z technologii UHPLC-MS. Pro cilené sledovani konkrétnich metabolickych
profilll zavedl autor metabolomickou platformu zaloZzenou na soucasné separaci polarnich a iontovych
metabolitld na HILIC fazich s vazanymi aminopropylovymi skupinami [ref. 62, Rabinowitz et al; P8, ref. 11,
Asara et al]. V leukocytech bylo detekovano na 146 metabolitli [P8; uvadén pocet 149, str. 44], v plasmé
123 metabolitl [P8; 124, str. 44]. Plochy jejich pikd vyhodnocené programem MultiQuant byly nasledné
ukazkové zpracovany pomoci nejnovéjsich chemometrickych postupl, které se osvédCuji pfi vytéZovani

metabolomickych dat.

Byla aplikovana metoda korekce dat LOWESS na poolované QC vzorky, logaritmicka transformace a
centrovani. Hodnoty p-value byly urceny pomoci t-testu a provedena Bonferroniho korekce. Data pak byla
vizualizovdna pomoci multivariacnich metod, nefizené PCA (pouZité diagramy komponentnich skére, Obr.
5.2, redukce dimenze dat, hledani vyznamnych rozdili mezi vzorky/skupinami) a fizené OPLS-DA (diagramy
S-plot, Obr. 5.3, hledani diferencujicich metabolitd mezi dvéma skupinami pomoci diskriminacni analyzy).
V priloze prace P8 je navic pro kazdy metabolit zobrazen krabicovy graf (studie nabizi vice jak 500 grafl pro
vyhodnoceni dat a k diskusi), které umozZnuji znazornit zmény v zastoupeni metabolitu v jednotlivych
skupinach. Na Obr. 5.4 (P8, Obr. 3) jsou navic krabicovy graf vybraného metabolitu zobrazen v pfislusné
metabolické draze, coZ vyznamné usnadnuje diskusi role metabolitu v zavislosti na jeho pfislusnosti k urcité

zkoumané skupiné.
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PCA analyza takto odhalila vyznamné rozdily mezi skupinami ND (Cerstvé diagnostikovana CML) +
HU vers. CON (kontrola, zdravi jedinci) + IMA + NIL + DAS, pfi¢emz rozdéleni jednotlivych zkoumanych
skupin pacientl je vyznamnéjsi u vzork( leukocytl neZ u plasmy. Pfi hodnoceni vysledk je pfitom nezbytné
si uvédomit, Ze celkovy metabolicky stav zavisi na mnozstvi zastoupenych nadorovych bunék [P8, ptiloha,

Table-S1).

Diskriminacni analyza OPLS-DA umozZnila vyhodnotit nejvice diskriminujici metabolity u parové

srovnavanych skupinach vzork( [P8, prilohy, Table-S6 az S-24).

Pomoci krabicovych graft byla diskutovana zména hladin jednotlivych zkoumanych metabolit(
v leukocytech a plasmé pacientl s diagnostikovanou CML a pacientl lé¢enych pomoci TKI. Vyznamné
zmény byly pozorovany v metabolismu nukleotid(l (de novo syntéza purin(, glykolyza), sniZeni aktivity
citratového cyklu, zvySeného metabolismu aminokyselin (s vyjimkou aspartatu), glukdzy a dalSich nutrientd,

Obr. 5.4, [P8, priloha Box plots 1].

Ve studii [P8] byly dale pozorovany zvysené hladiny vétSiny aminokyselin a snizené hladiny
karnitin( se stfedni délkou rfetézce u CML pacient neodpovidajicich optimalné na I1écbu pomoci IMA, Obr.

5.5, [P8, priloha Box plots 2].

Dostupné bibliografické udaje o védecké publikacni ¢innosti autora (zdroj: WOS) predstavuji vice
jak 40 publikaci v mezinarodnich impaktovanych védeckych casopisech, vice jak 355 citaci (322 bez
autocitaci), h-index = 11. V osmi publikacich, které autor v habilitacni praci diskutuje, je pétkrat prvnim a
dvakrat korespondujicim autorem.

Prace je peclivé, srozumitelné napsana, obsahuje minimum pravopisnych ¢i stylistickych nedostatk(
(pF. silylace, preklep str. 14 dole) a reprezentuje uceleny soubor kvalitnich védeckych vysledk( dosaZzenych
autorem, jeZ ¢tenare a recenzenta inspiruji k formulaci celé fady otdzek a novych hypotéz.

Vzhledem kzaméreni prace do oboru analytické chemie mohly byt zavéry habilitacni prace
rozvedeny podrobnéji. Vyborné provedené bioanalytické studie [P2, P3, P5, P7] pfimo vybizeji ke
zobecriujicimu srovnani plusti a omezeni popsanych UHPLC-MS/MS, FIA-MS/MS a on-line SPE-MS/MS
method v bioanalyze IéCiv a odpovédi na otazku, za jakych podminek lze uvaZzovat o nahrazeni nejvice
pouzivané UHPLC-MS/MS metody nékterou ze dvou dalSich popsanych bioanalytickych feseni.

Studium metabolismu imatinibu v krevni plasmé [P6] je dalSim dulezitym prispévkem této prace.
Zde by si otazka, na které hlavni pozorované metabolity této Iékové substance je Zadouci se v budoucich

studiich zaméfit, zaslouzila dalsi komentar.
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Nejnarocnéjsi a nejrozsahlejsi ¢ast této prace predstavuje metabolomicka studie [P8]. Jednotlivé,
velice naro¢né kroky pouzité cilené metabolomické UHPLC-MS/MS analyzy byly peclivé promysleny a
realizovany. Jsou zaloZeny na nejnovéjsich poznatcich oboru a na sofistikovanych postupech, které pouzivaji
dalsi Spickové metabolomické vyzkumné skupiny.

Pfipominky si zaslouZi pouze popis analytickych vlastnosti pouzivané UHPLC-MS/MS metody. Za
zvazeni stala diskuse nékterych duleZitych charakteristik pouzité analytické metody, které v [P8] nebyly
uvedeny: retencni ¢asy a pouZité MRM sledovanych metabolitl, diskuse problému separace koeluujicich
metabolitl (zejména izomer(l) a jejich MRM prechod(l. Nékteré zkoumané metabolity jsou v pouZivanych
extrakénich médiich pomérné malo stabilni (napf. oxalacetat, glutamin, ATP). Problém vlivu stability na
jejich méreni (nebyly pouzivany vnitfni standardy) mohl byt kratce okomentovan.

Pti popisu extrakce metabolitd z leukocytl byl opomenut vhodny odkaz nebo vysvétleni, pro¢ bylo
pouzito pravé médium MeOH-MeCl3-voda v poméru 1:1:0.8.

Pro experimentdlni usporadani metabolomické analyzy ma pomérné velky vyznam poradi méreni
vzork( a zpUsob vkladani poolovanych QC vzorkd, je-li pouZivana korekce dat pomoci QC vzorkd metodou
LOWESS (LOESS). Bylo proto vhodné uvést podrobnosti o pouZitém postupu korekce LOWESS, a obdobné o
postupu Bonferroniho korekce hodnot p-value.

Porovnani vyskytu jednotlivych hladin metabolitd umoznil rozsdhly soubor krabicovych grafl
v pfiloze [P8]. Zde by si diskusi zaslouzZila otazka, jak muze interpretaci vysledkd ovlivnit vyrazné rozdilny
pocet zmérenych vzork( v porovnavanych skupinach pacientd.

Celkové predloZena habilitacni prace reprezentuje kvalitni soubor védeckych vysledkl a podle
mého ndzoru splfiuje pozadavky na takovou préci kladené. Vytvari vyborné predpoklady pro dalsi studium
chronické myeloidni leukémie a rozvoj oboru metabolomiky ve vyzkumnych institucich v Olomouci a celé

Ceské republice.

V Ceskych Budé&jovicich dne 7 Unora 2017.
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