Oponentsky posudek
diserta¢ni prace RNDr. Petra Sotkovského

POTRAVINOVA ALERGIE NA PROTEINY PSENICNE MOUKY

Potravinova alergie je vysoce aktudlnim tématem soucasné mediciny, a je proto tématem intenzivniho
experimentalniho i klinického vyzkumu. Soucasné jsou velmi modernimi tématy i problematika diagnostiky
pomoci alergenovych slozek a molekularni alergologie obecné. Tyto pohledy oteviraji zcela nové perspektivy
diagnostiky alergickych stavil. Z téchto diivodii povazuji téma disertacni prace za velmi dobie zvolené.

Diserta¢ni prace o rozsahu 63 stran textu (véetné obrazki, tabulek a literatury) je doplnéna tfemi vlastnimi
originalnimi pracemi, které se tykaji jednotlivych cild prace.

Prvni ¢ast prace se zabyva postupné obecnymi otazkami potravinové alergie, alergie na p$eni¢nou mouku, jeji
diagnostiky a otazkami alergenovych slozek v kontextu této alergie. Dal§im bodem je problematika zmény
alergenicity zptisobené tepelnym zpracovanim potraviny studovana na my$im modelu.

Druha ¢ast prace je vénovana prezentaci vlastnich vysledk — zejména tedy vysledkiim identifikace pSeni¢nych
proteind vazicich IgE alergickych pacientd a dale jejich izolaci a purifikaci. Nasledné byla u téchto proteind
ovéfovana jejich reaktivita s IgE alergickych pacientti pomoci ELISA testu a testu aktivace bazofilti. Tato ¢ast je
také doplnéna vysledky z oblasti my$iho modelu potravinové alergie.

Ke kazdému z téchto oddili je pfipojena piislusna vlastni publikovand prace. Dva z téchto ¢lankd se tykaji
problematiky izolace a charakterizace pSeni¢nych alergend, tyto ¢lanky byly publikovany ve
kvalitnich impaktovanych &asopisech a Dr. Sotkovsky je u obou prvnim autorem. Tieti ¢lanek se tyka zmén
alergenicity ovalbuminu po tepelném zpracovani, ¢lanek byl publikovan v open-access zdroji a Dr. Sotkovsky je
uveden jako spoluautor. Text je doplnén odkazy na 11 autorovych vlastnich konferenénich abstrakt a 4 abstrakta,
kde je Dr. Sotkovsky spoluautorem. Jsou uvedeny i reference na 2 tstni prezentace na mezinarodnich forech.
Vsechny tyto prace se vztahuji k danému tématu. Déle je na 10 stranach uveden Siroky ptehled relevantni
literatury, odkazy nejsou vSak zapracovany do vlastniho textu.

Zpusob zpracovani disertacni prace je originalni a podava uceleny pohled na feSenou problematiku.

Deklarované cile prace:

1) Pomoci proteomickych technik identifikovat pSeni¢né proteiny nejcastéji rozpoznavané IgE
protilatkami pacientt.

2) Vyvinout metody pro izolaci a purifikaci téchto proteinti v mnozstvich, kterd by umoziiovala nasledné
strukturalni a funkéni analyzy.

3) Zkoumat klinickou relevanci nové identifikovanych a purifikovanych alergenii pomoci stanoveni spec.
IgE a koznich testa.

4) Testovat aktivaci pacientskych bazofili po expozici témto alergentim.

5) Analyzovat efekt pepsinu na imunogenicitu extrahovanych pseni¢nych proteind.

6) Na mys$im modelu zkoumat vliv tepelného zpracovani ovalbuminu na jeho alergenicitu.



Zvolené metody:

Metody byly zvoleny adekvatné deklarovanym cilim. Kur€itym drobnym nejasnostem se vracim nize
v otazkach pro autora. Literarné znamé prace tykajici se alergie na pSenici obvykle pracuji s pacienty s tzv.
pekafskym astmatem. Zde autor zvolil pacienty S diagnézou atopického ekzému, coz vidim pozitivné jako
uréitou vyzvu. Nicméné U ekzému byva nékdy pomérné obtizné zhodnotit klinickou relevanci detekované
senzibilizace v ptipadé, Ze nebyl proveden provokaéni test danou potravinou. Pro detekci slozek vazicich IgE
(cil 1) neni tato pfipadna diskrepance mezi asymptomatickou senzibilizaci a klinicky relevantni alergii podstatna,
a neovliviiyje tedy ziskané vysledky. Piesto bych vidél jako vhodné tyto dva terminy dtslednéji rozliSovat.
Urcité zkresleni ale muze nastat v oblasti vyhodnocovani klinické relevance nové identifikovanych a
purifikovanych alergent (cil 3). Je tfeba zdlraznit, ze vSechny pouzité metody (spec. IgE, kozni testy a test
aktivace bazofill) detekuji primarné pouze IgE senzibilizaci k danému alergenu, nikoli ale pfitomnost klinicky
relevantni alergie, kterou je vzdy potfeba posuzovat v kontextu realné reaktivity pacienta na dany alergen,
pfipadné v kontextu provokaéniho testu. Otazkou by mohl byt i pouzity cut-off pro pozitivitu spec. IgE, ktery je
stanoven na 0,35 IU/ml, nicméné fada praci ukazuje, Ze vyssi pravdépodobnost pfitomnosti klinicky vyznamné
alergie na slozky pSeni¢né mouky je asociovana az s hodnotami spec. IgE fadove vyssimi.

Obecné lze nepochybné fici, Ze pouzité metodiky jsou zcela adekvatni stanovenym cilim a jejich uroven je
velmi vysoka. Forma zpracovani je bezvadna a odrazi jisté dlouhodobé a bohaté zkuSenosti pracovisté autora
S experimentalni vyzkumnou ¢innosti.

Vysledky:

Odpovédi na vySe uvedené otazky jsou v disertacni praci dostatecné piehledné prezentovany formou strué¢nych
souhrntl a pfiloZenim pfislusnych vlastnich originalnich publikaci, kde je mozno se podrobnégji seznamit s danou
problematikou vcetné pouzitych metodik, statistickych hodnoceni, grafii, tabulek, obrazkd, diskusi, zavért a
konkrétné odkazované literatury.

Hlavnim vysledkem prvni studie je identifikace novych alergenovych komponent psenice z riznych pSeni¢nych
kultivarti ovétenim jejich reaktivity s pacientskymi IgE protilatkami. Bylo identifikovano celkem 19 proteind o
molekulové hmotnosti od 10 do 100 kDa. Po jejich izolaci byl testovan vliv pepsinu a 4 slozky byly
identifikovany jako pepsin-rezistentni. Dale byla testovana reaktivita vlastniho pseni¢ného extraktu a slozek
(inhibitort alfa-amylazy 1 a 3) s pacientskymi a kontrolnimi séry pomoci vyvinutého ELISA testu. Byl potvrzen
vyznamny rozdil v reaktivité mezi pacientskymi a kontrolnimi séry. Reaktivita pacientskych bazofilli na vlastni
extrakt byla potvrzena i testem aktivace bazofilu, reaktivita na inhibitory alfa-amylazy 1 a 3 byla pozorovana jen
u poloviny pacientdi, ve druhém piipadé pozorovana nebyla, coz naznacuje nejspiSe alergii na jiné slozky u
danych pacientti. Vzhledem k nizkému po¢tu pacientii (6) nelze v tomto bod€ vyvozovat ale zadny exaktni zaveér.

Vysledkem druhé studie je izolace a purifikace slozek pSenice V jejich nativni formé. Pro tuto izolaci a purifikaci
V dostateéném mnozstvi byla vyvinuta nova metodika, kterd umoznila provést nasledné strukturni a funkéni
analyzy. Bylo izolovano celkem 27 slozek, u 17 z nich byla testovana IgE reaktivita a byl detekovan rizny
stupen reaktivity S pacientskymi IgE protilatkami (nejvyssi opét u nékterych znamych inhibitorti alfa-amylazy,
ale také u nékterych nove identifikovanych slozek). IgE reaktivita sér pacienti s jinou nez pSeni¢nou alergii byla
slaba, reaktivita sér zdravych darct byla nulova.

Ziskané mnozstvi jednotlivych slozek umoziuje jejich uziti v diagnostickych metodikach a ptripadnou produkci
rekombinantni cestou.

Vysledkem treti studie je prikaz, Ze ireverzibilni zmény vzniklé v sekundarni struktuie ovalbuminu po tepelném
zpracovani vyznamné ovliviiji jeho zpracovani travicimi enzymy a snizuji jeho alergenicitu na mysim modelu.



Vyznam préce:

Vyznam prace spociva v prezentaci novych poznatktl o alergenicité slozek pSeni¢né mouky, ktera uzce souvisi
s otazkami klinické alergie na pSenici. Tyto nové poznatky maji potencial zlepsit a zptesnit diagnostiku alergie
na pSeni¢nou mouku a v disledku mit tedy i pozitivni dopad na péci o takto alergické pacienty.

Prace jednoznaéné spliiuje avizované cile.

Formalni stranka dizertacni prace je velmi dobrd, jazykova tiroven a srozumitelnost je na vysoké tirovni. Celkova
graficka prava spisu je kvalitni, s ptehlednym ¢lenénim jednotlivych ¢asti. Drobnym formalnim nedostatkem je
neuvedeni odkazd na literaturu ve vlastnim textu, nicméné vzhledem k tomu, Ze jsou pfiloZzeny vlastni
publikované ¢lanky s odkazovanou literaturou, je tento nedostatek zcela nevyznamny.

K odbornému obsahu prace nemam kritickych pfipominek. Pfesto, ze jsem si védom, ze oblast klinické
problematiky potravinové alergie neni jisté autorovym primarnim ohniskem zajmu, dovoluji si formulovat na
zaver nékolik otazek tykajicich se spise této problematiky.

Otazky:

1) Vzhledem k tomu, ze v ramci cild prace je zmin€no i zkoumani klinické relevance jednotlivych slozek,
nebylo by dle mého nazoru optimalni vychazet pouze z pfitomnosti IgE protilatek proti pSenici v séru
pacienti. Ma autor k dispozici udaje o pritomnosti klinicky vyznamné alergie na pSenici u pacientt,
jejichz séra byla pouzita? Jedna se o udaje anamnestické? Nebo byly provadény i expozicni testy?

2) MizZe autor popsat a vysvétlit podrobnéji metodiku pouzitého testu aktivace bazofila? Dle stru¢né
popsané metodiky byla detekovana soucasna exprese obou aktivaénich znakd (CD203c, CD63). Ma
tento postup néjaké prednosti oproti detekci exprese pouze jednoho z téchto znakl, coz byva nékdy
uzivano?

3) Jaky je nazor autora na skute¢nost, ze pacientské bazofily nebyly aktivovany inhibitory alfa-amylazy
typu 3. Navic reaktivita pacientskych IgE v ELISA testu s témito slozkami byla také vyrazn¢ slabsi.
Naznacuje to dle autora pravdépodobny rozdil v klinické vyznamnosti téchto slozek? Byla/bude tato
otazka dale fesena?

Zavér posudku

Po prostudovani disertaéni prace jsem dospél k zavéru, ze predloZzena prace ma velmi vysokou odbornou tGroven
a je svym obsahem aktualni a originalni. Prezentované studie jsou ucelné koncipovany a védecky cilevédomé
zpracovany. Autor v nich plné€ prokazuje svoji odbornou zralost a zptisobilost ve védecké praci.

Jednoznacné proto doporucuji praci k obhajobé a na jejim zakladé doporucuji, aby byl RNDr. Petru
Sotkovskému udélen titul PhD.

V Plzni dne 14. 3. 2013 Doc. MUDr. Petr Panzner, CSc.



