Oponentsky posudek diserta¢ni prace
Mgr. Barbory Jankovicové,

Tema prace: Strukturalni analyza potravinovych alergeni metodou mikrofluidni

imunomagnetické separace

Predlozena prace Mgr. B. Jankovi¢ové je sepsana v rozsahu 144 stran formatu 4 4, fadkovani
I,5. Text je doplnén 22 tabulkami, 67 obrazky a 262 recentnimi i historickymi citacemi.
Disertacni prace je clenéna do 4 Casti, teoreticka ¢ast, experimentalni ¢ast, cile disertadni
prace a vysledky s diskuzi. Predlozeny text je doplnén o vysledky publika¢ni a védecké
aktivity ( priloha 1 az 3). Prace je napsana peclivé a Ctivé, s minimem pieklepli a nepiesnosti.
Z tohoto mala nepfesnosti povazuji za dulezité poopravit datum objevu IgE, o kterém bylo
publikovano Ishizakem vroce 1966 a ne vroce 1960 (str.18) nebo sjednotit udaje o
molekulové hmotnosti alergeni na strané 31 a strané¢ 32. Také je potfebné upfesnit
terminologii, ,trvani klinické alergie na ...“ presnéjsi termin  klinické projevy alergie na..
(str. 34).

Vzestup incidence alergickych onemocnéni je nejen zdravotnim problémem, ale ma i
rozmer socialni a finanéni. Lécbu alergickych stavi muzeme rozdélit do dvou odlisnych
pristupli. Symptomatickou lécbu, ktera pfinasi nemocnym okamzitou ulevu od alergickych
symptomi (ulevova medikace). Druhou variantou je lécba , kauzalni“ oznatovana jako
hyposenzibilizace, specificka alergenova (imuno)terapie (SAIT) nebo specificka
imunoterapie. Disertantka se zaméfila na identifikaci a charakteristiku potravinovych
alergenech epitopu. Alergenova imunoterapie je empirickou lécbou i pies zavedeni
standardiza¢nich postupt v priprave alergenovych vakcin. Neni pravdou, jak disertanka uvadi
v uvodni kapitole str. 25, ze SAIT je provazena vysokym procentem vyskytu nezadoucich
acinka. Vyskyt systémovych, tedy zavaznych reakci souvisejicich s aplikaci vakciny, se uvadi
méné nez | piipad na 10 000 nemocnych. Podstatné vyssi riziko komplikaci, véetné umrti, je
napt. u lécby antibiotiky.

Ve své praci Mgr. Jankovicova se na modelu ovalbuminu podrobné zabyvala
metodickymi aspekty vybéru alergennich epitopt pro pripravu , hyposenzibilizacnich™ vakcin.
Na zakladé literarnich i vlastnich zkuSenosti porovnala nékolik proteolytickych systému.
Pomoci techniky MALDI-TOF-MS detekovala pfitomnost peptidovych fragmentu
s alergennimi epitopy. Nalezy potvrdila metodou Q-TOF-MS umoznujici aminokyselinovou

sekvencni analyzu zachycenych fragmentu. Porovnanim svych vysledki se zavéry jinych



autorti dokazala, e Ji pouzitd metoda Imunomagnetické epitopové extrakce je vhodny
k prukazu klinicky vyznamnych epitopu na dalsich alergenech.
Uchazecku bych pozadal o vysvétleni nasledujicich dotazg:
1) Vidi uchaze¢ka rozdi| mezi potravinovoy intoleranci a potravinovou alergii?
2) Jak si vysvétluje fenomén zkfizene alergické - atopickeé reaktivity (napr. pyl brizy a
Jablko) kdyz nejsou znamy shodné aminokyselinové sekvence?
3) Existuje jiny nez vysokoafinni receptor pro IgE a jestli ano, pak jakou ma funkci?
4) Je mozné pouzit stanoveni celkového a specifického IgE v séry k posouzeni atopické
reaktivity pripadné k jejim zménam v prubéhu lécby?
5) Vidi uchazegka praktické vyuziti definovani alergennich epitopu v diagnostickych a

lécebnych postupech?

vysledky nezpochybnitelné dokladg predpoklady pro dali uspésnou védeckou ¢innost.

Disertacni praci doporucuji k obhajobé a navrhuji udélit Mgr. Barbare Jankovi¢ové titul PhD.
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Oponentsky posudek doktorské disertacni prace

Strukturni analyza potravinovych alergenii
metodou mikrofluidni imunomagnetické separace

Mgr. Barbora Jankovicova

Disertacni prace je psana klasickou formou piehledného (Ceského) textu s doprovodnymi publikacemi
(v angli¢ting). Clenéni prace je pfiméiené, z celkového po&tu 169 stran pripada 40 stran na teorii, 32
na experimentalni ¢ast a 40 na vysledky a jejich diskusi. V ptehledu literatury je uvedeno slusnych
263 odkazii. Po formalni strance je tfeba konstatovat, Ze text obsahuje minimum preklept a je
zkejmé, Ze jde skutecné o pteklepy, nikoli o obsahové chyby (napt. ,,velké dik* v ivodu nebo
dvojvazny uhlik na obr. 27). Nékteré hodnoty jsou vyjadieny na piili§ vysoky pocet platnych islic,
napt. enzymova aktivita v tab. 13 a zejména m/z pikti v obrazcich MALDI MS spekter, kde je
zapotiebi, aby oznadeni piki odpovidalo kalibraci a pouzitému piistroji. Za ponékud redundantni
povazuji uvedeni stejnych piisp&vki v kategorii sborniky a postery; i pti vynechani prvni kategorie je
bohata aktivita doktorantky ziejma.

Préace pojednava o aktuélni problematice alergent a klade si za cil vyvinout metodu pro vyhledavani,
izolaci a identifikaci jejich epitopi. Velmi srozumitelné a ptehledné je popséana problematika alergie
s veSkerou odbornou terminologii i praktickymi aspekty. Uveden je vycet technik, které jsou pro
studium alergenti pouzivany, relevantni metody jsou diskutovany podrobnéji. Ze vzorki je detailnéji
pojednano o ovalbuminu jako modelovém alergenu. V experimentalni ¢4sti jsou uvedena pouZzita
zatizeni a veskeré protokoly aplikovanych technik; nepamatuji se, kdy naposledy jsem cetl tak
peclivé a detailn€ zpracovanou — a ptitom obsahlou — experimentalni ¢ast. Pozornost je vénovana
chemickym principiim (imobilizace, $t€peni a s nim souvisejici upravy), analytickym technikam
(PAGE, izolace, MS), jakoZz i provedeni izolace (vsadkové, mikrofluidni) a diikladné diskusi
vysledki. Prace pfind$i mnozstvi novych poznatki a ve svém celkovém vysledku vedla k vyvinuti
univerzalni metody pro detekci imunogennich epitopt, ptip. dalsich klinicky vyznamnych molekul.

Barbora Jankovi¢ova se podilela na tfech publikacich v mezinarodnich odbornych ¢asopisech a dalsi
téi publikace jsou pfipravovany; na jedné z vyslych praci je uvedena jako prvni autorka se zadsadnim
podilem na praci. Dale prezentovala vysledky své prace formou prednéasek na schiizich a
konferencich (5 anglickych a 3 Ceské prednasky) a je autorkou ¢i spoluatorkou mnoZzstvi
konferen¢nich posterti na domacich a zahrani¢nich konferencich.

Vznesené pripominky nejsou zdsadniho razu. Autorka zvladla sledovanou problematiku v teoretické
i praktické roving, seznamila se s celou fadou modernich analytickych metod. Préace pfinasi cenné
poznatky, velmi pozitivng hodnotim autoréin pfehled, aktudlnost tématu i mnoZstvi experimentalni
prace, které projekt jist& obnasel. Prace Barbory JankoviCové spliluje rozsahem, formou i obsahem
naroky kladené na doktorskou disertaci a je mi potésenim ji doporucit k obhajobe.

V Brné 19. 4. 2011
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