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Prace se zabyvé vyvojem vazebnych proteint cilenych na biomarkery karcinomu lidské
prostaty, na povrchové markery epitelidlnich a mesenchymdlnich bunék pro tfidéni
cirkulujicich rakovinnych bunék , vazebnych proteind cilenych na biomarkery specifickych pro
B podjednotku Shiga toxinu a na vyvoj postup( a nastroji pro validaci polyvalentnich vakein
proti bakterialnim enteralnim chorobam.

Tema predlozené disertacni prace je naprosto aktudlni, vyzkumné velmi zajimavé a tyka se
dulezitych oblasti a problematiky rakoviny prostaty a identifikace Shiga toxinu.

Mgr. Lucie Vankova predklada svoji praci jako kompilaci péti publikovanych impaktovanych
veédeckych Clankd (Protein & Cell, 2015, vol. 6, s. 774-779., PLoS ONE, 2016, vol. 11., Sensors
& Actuators: B. Chemical, 2018, International Journal of Molecular Sciences, 2018, vol. 19.,
International Journal of Molecular Sciences, 2018, vol. 19.), kde je bud jako hlavni autor, nebo
jako spoluautor a valida¢ni zpravy ELISA testu pro detekci protilatek proti rekombinantnimu
adhesinim K88, K99, 987P and F41 and heat-labile toxin z Escherichia coli, toxins alpha, beta,
beta2 and epsilon z Clostridium perfringens and toxin A z Clostridium difficile. Pfi tomto
Clenéni samozfejmé nema smysl jakkoliv komentovat vyzralost a hlavné védeckou erudici
predkladatele dizertacni zpravy, protoze oponenti publikace v impaktovanych casopisech
dostatecné identifikuji védeckou kvalitu predkladané publikace.

Nicmeneé je mozné posoudit cile predklddané prace, které byly celkem &tyfi. Jednalo se o
vyvoj vazebnych protein( cilenych na biomarkery karcinomu prostaty (proteiny lidského
PSP94 a kallikrein 2 a kallikrein 11) na povrchové markery epitelidlnich a mesenchymalnich
bunék pro tfidéni cirkulujicich rakovinnych bunék (vazebné proteiny zaloZzené na ABD a
Myomedinovém skafoldu), vazebnych protein( cilenych na biomarkery specifickych pro B
podjednotku Shiga toxinu a na vyvoj postupd a nastroji pro validaci polyvalentnich vakcin
proti bakteridlnim enterdlnim chorobam. Z uvedenych prvnich 3 cilti jasné vyplyva, Ze se

jednalo o participaci a realizaci dizertani prace na fedenych grantech v BTU v prestizni



aboratori Dr. Maleho, ktery je znam vysokou udrovni své védecké cCinnosti smérujici do
vyuZitelne praxe jak ve veterinarni, tak humanni mediciné a kde byla pomérné vysoka sance
planovanych ambicioznich cild pfi tvrdé praci dosahnout. Cile skutecné pro doktorandku
nebyly male a byly realizovatelné pouze ve skupiné zkusenych odbornik. O to vic je nutné
vyzdvihnou praci publikovanou v Protein & Cell, 2015 svelmi vysokym IF, kde je
predkladatelka dizertacni prace na prvnim miste.

Co se tyka samotnych vysledkd je v praci jasné prezentovan vyvoj a charakterizace unikatnich
vazebnych proteind specifickych pro lidské biomarkery rakoviny prostaty PSP94, KLK2 a
KLK11, kdy pro selekci vazebnych proteind byly exprimovany a charakterizovany razné
rekombinantni varianty cilovych proteinl a kde rekombinantni cile s vyjimkou KLK2 byly
produkovany v rozpustné formé v Escherichia coli. Dale pomoci kombinatorialni knihovny
zalozené na ABD skafoldu byly v kombinaci s RD vyselektovany DNA sbirky PAB, KLA and HIP
vazebnych proteinl. V praci byla prokdzana vazba téchto selektivnich variant na pfislusné
rekombinantni terCe. V experimentech, kde byly provedeny vazebné a kompeti¢ni
experimenty s pouZitim pritokové cytometrie na bunécné linii rakoviny prostaty LNCaP, se u
variant PABO46 a PABO50 prokdazalo, Ze rozpoznavaji cilovy protein PSP94 v jeho nativni
konformaci. Souhlasim s tvrzenim, Zze po dopracovani by mohly byt tyto vazebné molekuly
zajimavé pro vyvoj novych multifaktorovych biosenzorl pro presnéjsi diagnostiku rakoviny
prostaty.

Pomoci kombinatorické knihovny odvozené z ABD skafoldu byly pomoci RD vyselektovany a
zaklonovany DNA sbirky CAB vazebnych proteint cilicich na mezenchymalni membranovy marker
N-cadherin a EBA vazebnych proteint vazicich epitelialni membranovy marker EpCAM.

Bylo prokazano, ze EBAO14, EBA062, CABO43 a CAB101 varianty se vazi na své rekombinantni
terce, EBAO14, EBAO62 a CAB101 vykazovaly selektivni vazebné vlastnosti. V dalsim cili byly
vytvofeny sbirky vazebnych proteinl odvozenych od Myomedinu vazici N-cadherin a EpCAM.
Vytvorené vazebné proteiny mohou byt vyuZity jako zachycovaci jednotky potifebné pro vyvoj
mikrofluidniho Cipu pro detekci a separaci CTC. Dulezité praktické zjisténi je, Ze tfidéni bunécnych
populaci rlznych fenotypl prostrednictvim dvou povrchovych biomarkert mize vyznamné zvysit
citlivost a presnost diagnostické metody a byt tak uzite¢nym nastrojem v klinické praxi!

Dale byl prokazan ucinny a funkéni displej vazebnych protein( odvozenych od ABD na povrchu
bunék L. lactis. Na zakladé mnoha experimentld byla vazebna varianta S1B26 oznacena jako

nejslibnéjsi pro vazbu Stx1B pomoci povrchového displeje na L. lactis.



Rekombinantni antigeny (CPA, CPB1, CPB2, ETX C. perfringens a TcdA toxin C. difficile) byly pouzity
jako standardy pro vyvoj citlivych a specifickych ELISA souprav a protokol& pro kvantifikaci
protilatek v mysich sérech. Byly testovany parametry a kritéria pfijatelnosti metody pro validaci,
které prokazaly, Ze ELISA soupravy vyvinuté v této studii poskytuji poZadovanou specificitu a
citlivost pro detekci klostridiovych toxinti CPA, CPB1, CPB2, ETX a TcdA. Optimalizované protokoly
ELISA byly navic pouZity pro srovnani G¢innosti vakcin, které jsou v soucasné dobé vyvijeny firmou
Dyntec s.r.o., s odpovidajicimi komeréné dostupnymi vakcinami Vysledky ukazuji, Ze vzorky vakcin
spolecnosti Dyntec s.r.o. maji ve ¢tyfech testovanych valencich alespori srovnatelné parametry
jako konkurencni produkty. Tyto vyvinuté ELISA protokoly tvofi nedilnou sou¢ast oficialni validaéni
dokumentace pozadované pro certifikaci ockovacich latek Ceskymi i evropskymi veterinarnimi
organy a budou vyuZivany spolecnosti Dyntec s.r.o. pro testovani kvality svych budoucich

komercnich produktl.

voevs

cile této prace v plném rozsahu.

Dosavadni vysledky povaZuji za velmi zajimavé, zasadni a doporucuji pokusit se je dotdhnout
do praktickych aplikaci.

K autorce prace mam nékolik dotazu:

e Podstatna cast disertacni prace je smérovana k pripravé novych vazebnych proteint,
které by mély slouZit jako kotevni komponenty mikrofluidniho ¢ipu k detekci sérovych
onkomarker( nebo ke tfidéni bunék za dynamickych podminek. Z vysledkd préce je
patrné, Ze pouzitym konceptem ABD knihovny lze vyselektovat bunécné selektivni
nebo cilené specifické varianty vazebnych proteind, ale dosaZené vazebné afinity v
uvedenych pfikladech nejsou pfilis vysoké. Je mozné afinitu variant dale vylepsit nebo
Ize citlivost detekce na mikrofluidnim Cipu zlepsit povrchovym uspofadanim s vyuzitim
aviditniho efektu? Je ABD model vhodnym typem scaffoldu pro in vitro diagnostiku?

Da se odhadnout realna komplexita obou pouZitych kombinatorialnich knihoven?

® Pfiselekci vazebnych variant ribosomalnim displejem jste v nékterych pfipadech zvolila
molekularni konstrukci vlastnich rekombinantnich proteind produkovanych v
bakteriich, v jinych pfipadech jste zvolila zacileni na komer¢ni protein produkovany
eukaryotickym hostitelem. Mulzete uvést divody, pro¢ jste se rozhodla pro dany

zpUsob a porovnat vyhody ¢i rizika obou pfistup?



e Pri zrani imunitniho systemu dochazi k eliminaci klonG, které tvofi protilatky proti
vlastnim antigendm. Tim se podstatné snizuje mozZnost krosreaktivity protilatek
vytvofenych v zZivém organismu. Jak se vypofadavate svy$sim mnoZstvim

krosreaktivity — pokud k ni dochazi.

e Jak je daleko prakticka realizace u spole¢nosti Dyntec s.r.o.?
Zaver:
Dizertacni prace Mgr. Lucie Vankové je vyborné trovné a Ize konstatovat, Ze tato prace splnila

veSkeré pozadavky kladené na tento typ prace.
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