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Téma práce: Strukturálni ana|yza potravinovych alergenri

imunomagnetické separace

metodou mikrofluidní

PŤedložená práce Mgr. B. Jankovičové je sepsána v rozsahu 744 stran formátu á 4, Ťádkování

1,5 Text je doplněn 22 tabu|kami, 67 obrázky a 262 recentními i historickymi citacemi.

Disertační práce je členěna do 4 částí, teoretická část, experimentální část' cíle disertační

práce a vysledky s diskuzí. PŤedloženy text je doplněn o vysledky publikační a vědecké

aktivity ( pŤíloha 1 až3) Práce je napsána pečlivě a čtivě, s minimem pŤeklep a nepŤesností.

Z tohoto mála nepŤesností považuji za dŮ|ežité poopravit datum objew IgE, o kterém bylo

publikováno Ishizakem Vroce 1966 a ne vroce 1960 (str 18) nebo sjednotit ridaje o

molekulové hmotnosti alergenri na straně 31 a straně 32. Také je potŤebné upŤesnit

terminologii, ,,trváni klinické alergie na ...,, pŤesnější termin ,,klinické projevy a|ergie na. ' ',,

(str 34)

Vzestup incidence alergickych onemocnění je nejen zdravotním problémem, ale má i

rozměr sociální a ťrnanční. Léčbu alergickych stavŮ mrižeme rozdělit do dvou odlišnych

pĚístupri. Symptomatickou léčbu, která pŤináší nemocnym okamžitou levu od alergickych

symptomri ( levová medikace). Druhou variantou je léčba ,,kauzáLni,, označovaná jako

hyposenzibllizace, specifická alergenová (imuno)terapie (SAIT) nebo specifická

imunoterapie. Disertantka se zaměŤt|a na identifikaci a charakteristiku potravinovych

alergenech epitopri. Alergenová imunoterapie je empirickou léčbou i pÍes zavedeni

standardtzačních postupti v pŤípravě alergenovych vakcín. Není pravdou, jak disertanka uvádí

v ťrvodní kapitole str. 25, že SAIT je proviuena vysokym procentem vyskytu nežádoucích

ričinkri. Vyskyt systémovych, tedy závaŽnych reakcí souvisejících s aplikací vakcíny, se uvádí

méně než l pŤípad na 10 000 nemocnych. Podstatně vyšší rtz1ko komplikací, včetně irmrtí, je

napŤ. u léčby antibiotiky.

Ve své práci Mgr. Jankovičová se na modelu ovalbuminu podrobně zabyva|a

metodickymi aspekty vyběru alergenních epitopri pro pŤípraw ,,hyposenzib1|izaěnicb..vakcín.

Na základě literárních i vlastních zkušeností porovnala několik proteolytickych systémri.

Pomocí techniky MALDI-TOF-MS detekovala pŤítomnost peptidovych fragmentri

s alergenními epitopy. Nálezy potvrdila metodou Q-TOF-MS umožřujicí aminokyselinovou

sekvenční analyzu zachycenych fragmentri. Porovnáním svych vysledkri se závěry jin;ilch



autoru dokáza|a, že jí použrtá metoda imunomagnetické epitopové extrakce je vhodnýk prukazu klinicky významných epitopů na dalších alergenech.
Uchazečku bych požádal o vysvětlení násled ujicich dotazů,,l) Yidi uchazečka rozdi: mezi potravi,Ílovou intolerancí a potravinovou alergií ?2) Jak si vysvětluje fenomén zkřižené alergické - atopické reaktivity (např. py1břizy ajablko) když nejsou známy shodné aminokyselinové sekvence?3) Existuje jiný než vysokoafinní receptorpro IgE ajestli ano, pak jakou má funkci?4) Je možné použit stanovení celkového a specifického IgE v séru k posouzení atopickéreaktivity případně k jejím změnámv průběhu |éčby?

5) Yidi uchazečka prakt ické využití definování alergenních epitopů v diagnostických aléčebných postupech?

Závěr:

Předložená práce splňuje kriteria disertační práce.,tJchazečkasvými dosavadními pracovnímivýsledky nezpochybnitelně dok|ádá předpoklady pro další úspěšnou vědeckou činnost.Disertační práci doporučuji k obhajobě a navrhuji udělit Mgr Barbaře Jankovičové titul PhD
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oponentsky posudek doktorské disert ační práce

Strukturní analyza potravinovych alergenu
metodou mikrofluidní imunomagnetické separace

Mgr. Barbora Jankovič ová

Disertační práce je psána klasickou ťormou pŤehledného (českého) textu s doprovodnymi publikacemi
(v angličtině). Členěni práceje pŤiměŤené, z celkového poětu 169 stran pŤipadá 40 stran nateorii,32
na experimentální část a 40 na vjsledky a jejich diskusi. V pŤehledu literatury je uvedeno slušn;fch
263 odkazů. Po formální stránce je tŤeba konstatovat, Že text obsahuje minimum pŤeklep a je
zŤejmé,že jde skuteěně o pŤeklepy, nikoli o obsahové chyby (napŤ. ,,velké dík.. v rivodu nebo
dvojvazn;f uhlík na obr.27). Některé hodnoty jsou vyjádŤeny na pŤíliš vysoky počet platnlch ěíslic,
napŤ. enzymová aktivita v tab. 13 azejménamlzpíkttv obrázcích MALDI MS spekter, kde je
zapotŤebi, aby označení pík odpovídalo kalibraci a použitému pŤístroji. Za poněkud redundantní
považuji uvedení stejnych pŤíspěvkri v kategorii sborníky a postery; i pŤi vynechání první kategorie je
bohatá akÍivita doktorantky zÍejmá.

Práce pojednává o aktuální problematice alergenri a klade si za ci| vyvinout metodu pro vyhledávrání,
izo|aci a identiťrkaci jejich epitopri. Velmi srozumitelně a pŤehledně je popsána problematika alergie
s veškerou odbornou terminologií i praktic[fmi aspekty. Uveden je vjčet technik, které jsou pro
sfudium alergenri používémy, relevantní metody jsou diskutovány podrobněji. Zevzork je detailněji
pojednáno o ovalbuminu jako modelovém alergenu. V experimentá|ní části jsou uvedena použitá
zaÍízení a veškeré protokoly aplikovanych technik; nepamatuji se, kdy naposledy jsem ěetl tak
pečlivě a detailně zptacovanou _ a pŤitom obsáhlou _ experimentá|ní část. Pozornost je věnována
chemic$m principrim (imobilizace, štěpení a s ním související ripravy), analytickym technikám
(PAGE, izo|ace, MS), jakož i provedení izo|ace (vsádkové, mikrofluidní) a drikladné diskusi
vysledk . Práce pŤináší množsfuí noqfch poznatkri a ve svém celkovém vysledku vedla k vyvinutí
univerzá|ní metody pro detekci imunogenních epitopri, pŤíp. dalších klinicky vyznamnych molekul.

Barbora Jankoviěová se podílela na tŤech publikacích v mezinárodních odborn;fch časopisech a další
tŤi publikace jsou pŤipravovány; na jedné z vyšl;fch prací je uvedena jako první autorka se zásadním
podílem napráci. Dále prezentovala vysledky své práce formou pŤednášek na schrizích a
konferencích (5 angliclcjcha3 české pŤednášky) aje autorkou či spoluatorkou množství
konferenčních posteru na domácích a zahraniěních konferencích.

Vznesené pŤipomínky nejsou zásadního rázu. Autorkaw|ád|a sledovanou problematiku v teoretické

i praktické rovině, seznámila se s celou Ťadou moderních analytickych metod. Práce pŤináší cenné

poznatky, velmi poziti.mě hodnotím autorčin pŤehled, aktuálnost tématu i mnoŽství experimentální
ptáce,které projekt jistě obnášel. Práce Barbory Jankoviěové splriuje rozsahem, formou i obsahem

naroky kladené na doktorskou disertaci a je mi potěšením ji doporučit k obhajobě.

V Brně 19.4,20lI
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