Posudek na disertacni prdci Mgr. Kvéty Korycanové “Vyvoj a validace ELISA soupravy pro
stanoveni alergennich proteinii vajecného bilku*,

PredloZena prace se zabyva aplikaci analytickych metod pro redlné aplikace/analyzy,
konkrétné vyvojem soupravy pro detekci proteinti vaje¢ného bilku. Pravé z pohledu
aplika¢niho vyzkumu se jedna o perspektivni préci.

Uvodem musim konstatovat, Ze vlastni zpracovani disertaéni prace je na velmi dobré
urovni. Vlastni prace je zaloZzena na celkem 5 publikacich, kde je uchazecka spoluautorkou.
AZ na jednu vyjimku (Casopis Food Chemistry) se nejednd o Casopisy s vysokym Impact
faktorem (0,675 a 1,120). Ve dvou pfipadech je uchazecka na prvnim misté autord, ve vét§ing
pfipadi se jednd o publikace smnoha autory (dokonce az 14). Toto je samoziejmé

pochopitelné, pokud se jedna o aplikaéni vyzkum.

Z formalniho hlediska je prace jasn€ a prehledné ¢lenéna, podava srozumitelny Givod do

problematiky a pouzité metody jsou podrobné popsany.

Je tfeba vyzdvihnout, Ze se autorce podafilo usp&$n¢ vyvinout a validovat novy
kit/soupravu  pro  kvantitativni stanoveni proteint vaje¢ného bilku s vyraznym

aplika¢nim/komerénim potencidlem

V préaci se objevuje pouze minimalni mnozstvi nesrovnalosti, které plynou z publikaéni
nezkuSenosti autorky.

Naptiklad:

Na str. 27 je v kapitole Extrakce pouze uvedeno, Ze extrakce existuji. Muze autorka tuto
myslenku, v ramci obhajoby, vice rozvinout?

Str. 29 — rozhodné se nedd obecné fici, ze ,kapilarni elektromigraéni metody jsou
povazovany za jedny z....nejcitlivéjSich analytickych separa¢nich metod*. Skute¢né se uvadi
citlivost aZ v zeptamolech, ale pro dosazeni této citlivost se musi se vzorkem néco udélat. Vi

autorka, co?

Jak jsem jiz konstatoval, tak vétSina praci autorky je dilem S$irokého autorského
kolektivu. MuZe tedy uchazecka konkretizovat, jaka piesné byla jeji uloha v jednotlivych

pracech, krocich vyzkumu? Je uvedena jako prvni autorka u 2 publikaci, u 2 je zhruba
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uprostied Sirokého autorského kolektivu a u publikace s nejvy$sim Impact fakorem (Food

Chemistry, IF=3,391) je 4. autorkou z péti.

Zav€érem bych rad konstatovat, Ze disertantka predstavila svoji tviréi schopnost
samostatn¢ védecky pracovat. Jazykova a formdlni uroven splfiuje kritéria disertaéni prace.
Téma prace je aktudlni. Vytycené cile byly splnény. Prace pfinesla nové poznatky a ma realny
aplika¢ni vystup, coz Ize rozhodné oznacit za jeji vyrazny klad.

Konstatuji tedy, ze disertantka splnila pozadavky standardné kladené na disertaéni préci
v oboru a prokédzala schopnost tvir¢i védecké prace a jeji praci doporucuji piijmout
k obhajobg.

V Praze dne 2. Cervence 2015

e i
prof. Ing. Ivan Miksik, DrSc.
Fyziologicky tistav AV CR, v.v.i.
Videriska 1083
14220 Praha 4



Posudek:

PfedloZzena diserta¢ni prace Ing. Kvéty Koryanové ,Vyvoj a validace ELISA
soupravy pro stanoveni alergennich proteinii vajecného bilku“ se zabyva vyvojem a
validaci metody, kterd slouzi ke stanoveni proteini vaje¢ného bilku. Tyto proteiny jsou
jednou skupinou alergennich proteini z celkem 14 skupin proteind, které jsou vyrobci
potravin dle soucasné legislativy povinni uvadét na etiketach potravinafskych vyrobkd a tim
chranit spotiebitele trpici alergii na tyto bilkoviny pfed alergickymi reakcemi. Toto pravidlo

plati i pro nebalené potraviny a pro provozovny spole¢ného stravovani.

Prace ma 114 stranek, 6 priloh (vlastni publikace), 104 literarnich odkazi. K praci je

pfilozena brozurka shrnujici dizerta¢ni praci i se seznamem publikaci autorky.
Dizertaéni price je uvedena kapitolou Uvod, kde je popsdn soucasny stav
v problematice alergii v€etné potravinovych alergii a potfeba mit k dispozici rychlou a

spolehlivou analytickou metodu pro stanoveni legislativou danych potravinovych alergend.

Teoretickd &ist se zacina kapitolou Potravinové alergie a Potravinové alergeny. Zde je

popséana problematika potravinové alergie, vyvoj v této oblasti jak z hlediska mediciny, tak
legislativy. Jsou zde popsany hlavni potravinové alergeny, které jsou na seznamu daném
legislativou s vyjimkou mékkysu, vi¢iho bobu (lupiny) a oxidu sifi¢itého a sifi¢itand.

Dalsi kapitola Analytické metody pro detekci a stanoveni obsahu potravinovych
alergenii podrobné popisuje jednotlivé analytické metody, které je mozné pro stanoveni
potravinovych alergenii pouzit (prutokova cytometrie, nefelometrie a turbidimetrie,
elektromigra¢ni metody, chromatografické metody, hmotnostni spektrometrie, Western
blotting, imunochromatografie, polymerazova fetézova reakce, biosenzory a imunochemické
metody). Nékteré tyto metody byly testovany, ale nenasSly praktické uplatnéni. V soudasné
dobé jsou pro rutinni stanoveni potravinovych alergenti vyuzivan metody
imonochemické.metody. Dalsi kapitola je vé€novéna validaci imunochemickych metod a

legislativé v oblasti potravinového prava.



Vlastni experimentalni ¢dst je vénovana:

1. Pripravé protilatky (pfiprava antigenu, imunizace, testy sér)

2. lzolaci protilatek, ptipraveé pevné faze a konjugatu

3. Vyvoji a optimalizaci metody (pfiprava kalibratord, optimalizace jeho mnoZstvi,
fedéni, optimalizace inkubacni teploty a doby extrakce)

4. Definitivnimu protokolu a validaci soupravy
Validace metody zahrnuje stanoveni fady faktort, které jsou pro validaci metody
potiebné (limit detekce, limit kvantifikace, opakovatelnost stanoveni, spravnost,

zatézové testy)

Na zavér validace bylo provedeno srovnéni s konkurenéni soupravou a
mezilaboratorni testovani, které¢ho se zucastnilo 11 laboratofi a to tuzemskych i

zahrani¢nich.

V kapitole Vysledky jsou podrobné popsany vysledky vyvoje metody (testy sér, piiprava
pevné faze a konjugitu) a optimalizace metody. Dal$imi vysledky jsou vysledky vénované
validaci vyvinuté metody (analyticka a funkéni citlivost, limit detekce, limit kvantifikace,
testovani specifity soupravy, opakovatelnost, spravnost, zatézové testy). Srovnani soupravy
bylo provedeno srovnanim se soupravou Tepnel Biosystems. Velmi vyznamné jsou vysledky

kruhového testu, které bylo publikovano formou ¢lanku ve vyznamném zahrani¢nim ¢asopise.

Zavér: Predlozena disertacni prace Ing. Kvéty Kory¢anové je na velmi vysoké trovni a
prokazuje vynikajici odbornou uroven autorky. Vysledky této prace byly pieneseny do praxe,
souprava je komeréné dostupnd, Velmi ocenuji kruhovy test, jehoZ pfiprava, komunikace

s partnery a vyhodnoceni byly jist¢ velmi ndroéné. Mnozstvi citované literatury je velké,
formalni uroven préace je velmi dobra. Prace je v daném oboru srovnatelnd s pracemi

v zahrani¢i a pokryva diilezitou problematiku analytické chemie, kterou je zddouci fesit a
zlepSovat pravé ve vztahu k rostoucim poctu pacientii trpicim riznymi potravinovymi

alergiemi.



Disertacni prace obsahuje vSechny naleZitosti tak, aby mohla byt pFijata jako podminka

Fizeni k ziskani titulu PhD. Prici jednozna¢né doporucuji k obhajobé.

Ptes vysoce kladné hodnoceni si dovoluji mit par drobnych ptipominek, které v§ak nesnizuji

kvalitu prace. Jedna se spiSe o drobné nedostatky, doporu¢eni a upiesnéni:

Str. 15: je uvedeno slovo ,,alergéza®“. S timto slovem jsem se osobné nesetkala, v této
souvislosti se bézn¢ pouziva slovo ,,alergie”. Prosim, jestli by mohla autorka upiesnit blize,

kde se toto v literatute vyskytuje.

Str. 17: je zde uveden vycet legislativnich dokumentti vztahujicich se k potravinovym
alergeniim ( literatura pod ¢isly 8, 9, 10 a 11). Pokud by mél byt vycet mapujici vyvoj
legislativy Gplny, méla by zde byt uvedena jest€¢ Smérnice Komise 2007/68/ES. Mozna by
nebylo na $kodu uvést, Ze vSechny tyto dokumenty jiz byly nahrazeny Natizenim Evropského
parlamentu a Rady (EU) €. 1169/2011. Toto Naftizeni je v dizertaéni praci zmifiovano v jiné

Casti.

Str. 19: 1. odstavec, fadek 4 — pteklep ve sloveé ,,ovomucoid*

Str. 20: slovo ,,tvaroh” nahradit vyrazem ,kaseinova frakce®. Slovo ,,tvaroh® je spise
pouzivéano pro potravinairsky produkt.

Str. 29: odstavec 2.3.1.5 — pteklep ve slové ,.elektroosmdza‘“

Str. 30: 2. odstavec — prosim o vysvétleni tvrzeni, Ze MS pfekonava nevyhody ELISA a PCR
metod, protoze se zamétuje na alergen, ne na DNA. ELISA metody se také zaméfuji na
stanoveni alergenu. Nejde jen o chybu ve formulaci???

Str. 37: je preruseno pofadi citaci literatury

Str. 40: 3. odstavec — pteklep u slova ,,aptamer*

Str. 48: kapitola 3.4.2.2. — osobn¢ bych pouzila misto slova ,,vyzivny* spiSe ,,vyzivovy*



Str. 52: kapitola 3.5.4.3 — slovo ,,odvrhnuta® je bézn¢ pouZivané slovo v této souvislosti?

Str. 53: fedéni kalibratori —jedna se o fedéni roztokd, je potom v pofadku uvedeni
koncentrace v mg/kg spravné??? Vychazi se z roztoku 1 mg/ml; je zde odkaz na kapitolu

3.3.1, kterou jsem nenasla. Prosim o upfesnéni piipravy kalibratora

Str. 54: v kapitolach 3.6.3. a 3.6.4 prosim upfesnit davkovani konjugatu; konjugat je dle
navodu fedén 80x (str. 55); v textu je uvedeno ,, do jamek bylo davkovano 200 ul konjugatu
vmnozstvi 0,5 pl az 2,5 pl na jamku®. Pfili§ nerozumim postupu, pokud fedim konjugat
80x, tak mi vychazi fedéni 2,5 pl koncentratu a 197,5 pl fediciho pufru pro 200 pl (toto

mnozstvi na jamku jsme pouzivali bézné pti ELISA stanoveni).

Str. 57: kapitola 3.8.1. posledni véta: Za pomoci této kalibraéni zavislosti byla jako neznamy

vzorek vyhodnocena vazebnost .......

Str. 69: opét v souvislosti s konjugatem: 2. Odstavec — konjugat byla pouzit v ELISA

stanoveni v koncentracich 0,5 pl..atd. na jamku . Ne v mnozstvi 2?2?

Str. 70: preklep ve slové ,.,Ponceau S*

Str. 76: stanoveni LOD a LOQ je po¢itana jako trojnasobek a desetinasobek pramérné
smérodatné odchylky pro nulovy kalibrator (stanoveni nulového kalibratoru bylo 20x)????
Prosim vysvétlit k ¢emu prakticky slouzi analyticka a funkéni citlivost.

Str. 77: kapitola 4.5.3 —roztoky byly pfipraveny v koncentracich v mg/kg??? Ne v mg/1??
Str. 79: kapitola 4.5.4.2 — nema byt ,,0 koncentraci 5,4 mg proteini vajeéného bilku/m1*“???
Str. 92:  jen piepsat vétu pod tabulkou: Vysledky uvedené v tabulce 34 neprokazuji, Ze se

kapalné komponenty ponechané 180 minut stat pti laboratorni teploté odpaiuji

Ve slové Britsky malé ,.b*.



Str. 97/98: Pfipominka ke vzorku ¢&. 2.V textu je napsano, Ze u n¢ho byla ve dvou

ostatnich bylo stanoveno > 0,5 mg EWP/kg. Dale je ve stejném odstavci napsano, ze
vysledky vzorkd, kde byl obsah EWP vy$§i nez posledni kalibrator (také vzorek ¢.2) nebyly
zatazeny do statistického vyhodnoceni(v poiadku). Nejvy3ssi bod kalibrace ma hodnotu 15

mg/kg a v tabulce je uvedeno &islo 0,5. V tabulce je ziejmé chyba.

V Praze, dne 25.6.2015

AN

Ing/ﬁétna Gabrovska, Ph.D.



OPONENTNI POSUDEK DISERTACNI PRACE

“Vyvoj a validace ELISA soupravy pro stanoveni alergennich proteint vajeéného
bilku”
(Ing. Kvéta Kory&anova)

PredloZzena disertacni prace se zabyva velice aktualni problematikou, a sice pfitomnosti
a stanovenim alergenu v potravinach. V poslednich letech doslo nejen k zakotveni pravidel pro
oznaCovani a pfitomnost alergenl v legislativé, ale také k vyznamnému rozvoji metod
stanoveni alergenu a pfedlozena disertacni prace je vyznamnym pfispévkem v této oblasti.
Prace popisuje, vedle teoretické casti, vyvoj a validaci ELISA soupravy pro stanoveni
alergennich proteinli vaje¢ného bilku.

V teoretické Casti prace jsou prehledné a srozumitelné shrnuty stavajici informace
tykajici se potravinovych alergii a také metod pro jejich stanoveni. K této ¢asti mam nasledujici
pfipominky a dotazy:

e Kkap. 2.1, str. 17, 1. odstavec — citované predpisy (smérnice ES) jiz neplati, byly nahrazeny
jinym pfedpisem; zajimalo by mne jakym? — obdobné i strana 42, 3. odstavec;

e kap. 2.2.5, str. 21, 1. odstavec, 1. véta — namisto ,ingredience by bylo vhodné&j$i pouzit
Cesky vyraz; zajimalo by mne, jaky vyraz by uchazecka navrhovala pouzit;

e kap. 2.2.10, str. 25, 1. odstavec, 1. véta — namisto ,karbohydratové“ by bylo vhodné&jsi
pouzit Cesky vyraz; zajimalo by mne, jaky vyraz by uchazecka navrhovala pouzit;

e kap. 2.2. - vuvedené kapitole teoretické ¢asti chybi podkapitoly, tykajici se nékterych
v legislativeé zakotvenych potravinovych alergent — zajimalo by mne, které alergeny zde
chybi a z jakého duvodu;

e kap. 2.4.1,, str. 40 — ve vy¢tu chybi nékteré podstatné dokumenty a normy tykajici se
validace metod (ISO 5725, Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) & 882/2004
apod.);

e Kkap. 2.4.2, str. 41 — namisto ,Presnost by mélo byt, podle platné terminologie, uvedeno
,Preciznost"

Experimentalni ¢ast shrnuje provedené experimenty pfi vyvoji, pfipravé a validaci ELISA
soupravy. Presto, Zze jsou zde uvedeny vSechny podstatné informace, mam ktéto &asti
nasledujici pfipominky a dotazy:

e kap. 3.4.1,, str. 47 — v textu neni uvedeno, zda pouzité proteiny byly podrobeny tepelné
zatézi i nikoli;

e Kkap. 3.6.2., str. 53 — chybi pfesné slozeni zvoleného pufru (1xPBS s 1%BSA a 0,03%
thimerosalu, pH 7,0), resp. neni jasné, co znamena 1xPBS; experimentalni zavér, tj. ktery
pufr byl vybran jako nejvhodnéjsi, by pravdépodobné mélo byt uvedeno aZ v &asti 4.
Vysledky a diskuse;

e kap. 3.8.2, str. 57 — v Experimentalni ¢asti by bylo vhodnéj$i pouze popsat zplsob
stanoveni meze stanovitelnost a detekce, konkrétni zjisténé hodnoty by pravdépodobné
bylo vhodnéjsi uvést v kapitole 4. Vysledky a diskuse

e kap. 3.8.2, str. 57 — vkapitole je uvedeno, Ze meze stanovitelnost a detekce byly
odhadnuty ze smérodatné odchylky reprodukovatelnosti (sr), avSak v &asti 4.7. na strané
100 jsou uvedeny jiné hodnoty; z jakého duvodu?

e kap. 3.8.5, str. 58 — nazev parametrl (,opakovatelnost ve stanoveni‘ — intra-assay a
,opakovatelnost mezi stanovenimi* — inter-assay) a popis experimentu pro jejich stanoveni
uvedeny v kap. 3.8.5.1. a 3.8.5.2. neni pfili§ srozumitelny — nebylo by mozné nalézt pro
tyto parametry vhodnéjsi terminy? — obdobné ¢lanek 4.5.4.1. a4.5.4.2.

Z Casti vénované vysledkim a diskusi je zjevné, Zze vramci dizertatni prace bylo
provedeno znacné mnozstvi experimentl. Jednotlivé vysledky jsou v praci uvedeny piehledné
a vystupy jsou srozumitelné. Pfesto bych k této ¢asti mél nékolik pfipominek a dotazl:



e kap. 4.5.1,, str. 76 - v poslednim odstavci je uvedeno, ze LOD (0,08 mg/kg) a LOQ (0,28
mg/kg) byly stanoveny na zakladé méfeni analytické citlivosti, avSak v kapitole 3.8.2. je
uvedeno, Zze LOQ a LOD byly odhadnuty ze smérodatné odchylky reprodukovatelnosti (sg);
navic v ¢asti 4.7. na strané 100 jsou uvedeny jiné hodnoty LOD a LOQ; prosim o
vyjasnéni;

e kap. 4.5.3,, str. 78, Tabulka 20 — neni jasné, jakym zpUsobem byly vypoéteny hodnoty
vytéznosti v poslednim sloupci tabulky, resp. posledni dvé hodnoty jsou pravdépodobné
vypocteny chybné;

e kap. 456., str. 83-84 — v kapitole neni uvedeno, jaké byly zjistény hodnoty zkfizené
reaktivity pro kufeci maso, podle mého nazoru by bylo vhodné toto zde uvést:

e kap. 4.7., str. 97, Tabulka 38 — hodnoty ve sloupci u vzorku 2, uvedené jako >0,5 by
pravdépodobné mély byt >15 (viz pfislusny ¢lanek z JAOAC v pfiloze);

e kap. 4.7., str. 99-100, Tabulky 41 a 42 — nékteré parametry v tabulkach jsou chybné
pojmenovany — ,Opakovatelnost a smérodatna odchylka“, ,Opakovatelnost®,
,Reprodukovatelnost” - jak maji byt uvedené parametry pojmenovany spravné?

e kap. 4.7, str. 100, posledni véta — namisto ,Pravdépodobnostni stupen...“ ma byt spise
,2Hladina vyznamnosti...";

V pfilohach prace je pak pfipojeno 8est plvodnich publikaci, uvefejnénych v
recenzovanych Casopisech, které se tykaji problematiky stanoveni alergent a jsou prevazné
zaloZeny na ELISA principu. V jedné z uvedenych publikaci je uchazec¢ka uvedena jako prvni
autor.

Celkové Ize konstatovat, Ze pfedloZena disertacni prace je, i pres vy$e uvedené vyhrady
a pripominky, zpracovana na dobré formalni i odborné urovni. Vyvinuta souprava je funkéni a
byla piné validovana. Praci Ize povazovat za cenny pfispévek k problematice metod pro
stanoveni alergent. Také celkovy rozsah prace, mnozstvi realizovanych experimentli a
publika¢ni aktivity Ize povazovat za dostate¢né. Cile disertacni prace, tak jak jsou uvedeny na
strané 14, byly splnény. Vzhledem k tomu, Ze uchazecka prokazala schopnost samostatné
vyzkumné a védecké prace a predlozila fadu puvodnich vysledkl, doporuéuji v souladu s §47
odst. 4 zakona ¢.111/1998 Sb. a v souladu se Studijnim a zkuSebnim fadem University
Pardubice pfijmout jeji disertacni praci k obhajobé.

Ing. Petr Cuhra V Praze dne 14.6.2015



