Predkladana diplomova prace studentky Petry Machackové se zabyva hledanim novych ionizacnich
matric pro analyzu extrémné nepolarnich latek (uhlovodiky, voskové estery) pomoci techniky
desorpce-ionizace laserem za spoluticasti matrice (MALDI) spojené s hmotnostni spektrometrii. Jedna
se o velice relevantni tématiku s pfimou ndvaznosti na aktualni analytickou praxi v oblasti lipidomiky.
Rada téchto analytd je pfili§ nepolarnich pro elektrosprejovou ionizaci a zéroveri je ¢asto nelze
analyzovat plynovou chromatografii a technika MALDI tedy zlstava jako posledni mozZnost, jak
uskutecnit analyzu hmotnostni spektrometrii. Hledani novych matric je ovSsem velice komplikované,
protoZe zatim neexistuje jednotna teorie, kterd by kompletné popisovala procesy béhem MALDI
ionizace. Téma diplomové prace tak Ize oznait za obtizné. Uvod prace je vyborny a zvla$té oceriuji
moderni pojeti rozdéleni lipid(, které vychazi z novéjsi nomenklatury (reference 7) a nikoliv z dnes jiz
zastaralych monografii ¢i skript. Z textu je zfejmé, Ze autorka rozumi zkoumané problematice i
pouZzitym analytickym technikam a postuplm. Vysledkova ¢ast je velmi prehlednd a k prezentovanym
vysledkim nemam vaznéjsich pripominek, snad az na skutecnost, Ze je Skoda, Ze ptiloha neobsahuje
samotna hmotnostni spektra prislusnych modelovych analytll s testovanymi matricemi. Misto toho
jsou diskutovany jiz rovnou interpretované vysledky. To je prekvapivé i proto, Ze prilohova cast prace
se nesnaZi byt nijak stru¢na a obsahuje vycerpdvajici mnozstvi spekter ukazujicich metastabilni
fragmentace jednotlivych matric za riznych podminek.

Celkové je ale diplomova prace velice kvalitni a dosaZzené vysledky mohou byt bez problémi
publikovdny v prfednim analytickém nebo hmotnostnéspektrometrickém odborném periodiku.
K predloZené praci mam tedy jen nékolik drobnych vyhrad, které jsou spiSe dopliujiciho charakteru:

-Velmi zfetelna systematicka chyba pfi stanoveni lithia metodou atomové spektrometrie nemuze byt
zpUsobena tfremi dlivody, které uvadi autorka (nepfesnost navazky se projevuje obéma smeéry, sorpce
lithia na sténach by zplsobovala opacnou chybu a vyparovani rozpoustédel se tyka i kalibracnich
standardu a je tedy jiZ obsazené v kalibracni kfivce). Vzhledem k tomu, Ze kalibracni kfivka stanoveni
prochazi nulou, je pravdépodobné, Ze systematickd chyba je zplsobena néjakou interferenci v
metodé atomové spektrometrie. Osobné se domnivam, Ze v tomto pfipadé doslo k tomu, Ze vzorky
s matricemi obsahovaly vétsi koncentrace sodnych a draselnych kationt(, nez kalibra¢ni standardy. Je
znamo, Ze prfitomnost téchto alkalickych kov( ve vzorku zvySuje Ucéinnost ionizace lithia pfi stanoveni
atomovou emisni spektrometrii v plameni.

-K textu na strané 17 bych rad doplnil nékolik véci k historii techniky MALDI. Tato technika se vyvijela
nezavisle na ESI, pouze k tomu doslo priblizné ve stejné dobé (byt vyvoj ESI se zapocal o hodné dfive).
MALDI je pouze jednou podskupinou technik obecné nazyvanych jako soft laser desorption ionization
i kdyZ je tou jasné nejpouzivanéjsi. Technika dnes nazyvana jako MALDI byla vypracovdna témér
vyhradné Hillenkampem a Karasem. Koichi Tanaka obdrzel jednu ctvrtinu NC za chemii v roce 2002
nikoliv za vyvoj techniky MALDI, jak se mylné uvadi, ale za prvni laserovou ionizaci bilkoviny spojenou
s hmotnostné spektrometrickou detekci (celd tato NC byla udélena za analyzu bilkovin: jeji druha
Ctvrtina za ESI-MS bilkovin a zbyla polovina za vyvoj proteinového NMR).

-Na strané 18 bych autorku upozornil, Ze by méla ddvat vétsi pozor na to, kdy hovofi o energii laseru
v kvantovémechanickém smyslu (tedy o vinové délce) a kdy o prikonu (coz je energie dodana za cas
pulsu daného pfislusnou frekvenci laseru). Pozdéji v textu je pouzivan vyraz intenzita, ktery je jiz lépe
srozumitelny.



-Na strané 19 je uvedeno, Ze oblak po desorpci obsahuje atomy vodik(. Vzhledem k jejich reaktivité si
nejsem jist spravnosti tohoto tvrzeni.

-Na strané 26 je uvedeno, Ze matrice CHCA se pouZiva pro vyzkum proteinud. Jednd se o zavadéjici
tvrzeni. CHCA se ve standardni proteomice pouzivd pfi ionizaci peptidl ziskanych enzymatickym
Stépenim bilkovin. Pro skute¢nou ionizaci proteinl se pouZivaji jiné matrice, napfiklad autorkou
uvedend kyselina sinapova. Ta je - vrozporu s autoréinym tvrzenim- daleZita i v lipidomickém
vyzkumu. PouZiva se totiZ pro ionizaci lipoproteind jako je napfiklad zndmy apolipoprotein.

-Na strané 31 je uvedeno, Ze hmotnostni spektrometr Reflex IV muze v reflektonovém maddu méfit
do 100kDa. | kdyz tento konkrétni spektrometr neznam, tak mam o tomto tvrzeni urcité
pochybnosti. Bud' se jednd pfimo o preklep (a ma byt uvedeno 10kDa) nebo autorka nebere v Uvahu
velmi nizkou kvalitu spekter, ktera by byla timto zplsobem ziskana.

-Zavérem bych se autorky rad otdzal, zda se dle jejiho pozorovani zkoumané matrice lisi velikosti
krystalQ, které po uschnuti matrice a vzorku na MALDI desce zlstanou. Dale by mé zajimalo, zda se
autorka domniva, Ze hlavnim dlvodem , Uspéchu” nové matrice LiVA je dobra misitelnost se vzorkem
nebo zda mohou existovat i dalsi dtvody.

Diplomova prace pusobi opravdu velmi dobrym dojmem a jisté se i v dnesni dobé jednad o préci
vysoce nadprimérnou. Zejména je obdivuhodné, Ze autorka skutecné nalezla novou pouzitelnou
ionizacni matrici, ktera je lepsi nez matrice standardné pouZivana a jeji prace je tak zcela jisté
aplikovatelna pro feseni skutecnych analytickych problému. Doporucuji tedy tuto praci bezvyhradné
klasifikovat zndmkou vyborné.
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