Oponentsky posudek dizertacni prace Moniky Fliegl
nazvané

»Vlastnosti mysich bunék transformovanych fiznim genem bcr-abl

Dizertaéni prace Moniky Fliegl vznikla na Oddéleni experimentalni virologie Ustavu hematologie a
krevni transfuze pod vedenim prof. MUDr. Vladimira Vonky, DrSc. Je vénovana vysoce vyznamné a
aktudlni problematice biomedicinského vyzkumu. Prace vznikla v rdmci védeckého projektu vyvoje a
provérky terapeutickych vakcin proti CML. Ukolem Moniky Fliegl bylo Fesit nékteré problémy
souvisejici s posilenim terapeutického ucinku vakcin.

Predkladanad prace je zaloZena na tfech projektech.

Cilem prvniho projektu byla ,Identifikace TAA v burikach mysich linii B210 a 12B1, které byly
transformovany fuznim genem bcr-abl a produkuji protein Bcr-Abl“. Obé uvedené linie se vyrazné lisi
svym onkogennim potencidlem. V tomto projektu byla srovnavdna pfitomnost a mnozstvi 800
bunécnych signalnich proteint (kinaz, fosfataz, a regulacnich proteinl proliferace, bunééného stresu
a apoptozy) v obou bunécénych liniich B210 a 12B1 pomoci protilatkové matice firmy Kinexus.

Cilem druhého projektu byla ,,Pfiprava a vyzkouseni vakciny z bunék geneticky modifikovanych tak,
aby exprimovaly mysi gen pro endostatin®. Tento projekt mél za cil zjistit Gcinek produkce
endostatinu na onkogenni potencial bunék ve vztahu k jeho schopnosti potlacit nddorovou
angiogenezi. Monika Fliegl zjistila, Ze schopnost indukovat leukemie bunék B210 transdukovanych
plazmidem nesoucim geny pro mysi endostatin byla snizena, ale burnky vyvolavaly u mysi tvorbu
solidnich nadord. Tyto pokusy nebyly provadény s linii 12B1.

Cilem tretiho projektu byl ,,Pokus o vyvolani imunity proti SDF-1a, jednomu z chemokin(, které
podporuji rlist nddord“. Projekt vychazel z predpokladu, Ze vyvolani imunitnich reakci proti SDF-1a
posili i¢innost specifické protinadorové vakciny. Oproti druhému projektu byl studovan v bunkach
12B1. Oproti o¢ekdvani, opakované podani plazmidu nesouciho SDF-1a. nevedlo ke vzniku imunity
k tomuto proteinu, ale zvySovalo frekvenci leukémii. Vysledky ukazuji, Ze SDF-1a. neucinkoval

v téchto pokusech jako antigen, ale jako cytokin.

Po formalni strance je prace ¢lenéna na Uvod, Cile préce, Literarni prehled, Experimentalni ¢ast,
Vysledky, Diskusi, Zavér, seznam pouzité literatury a Prilohy. Pfiloha se sestava z publikace

v International Journal of Oncology, kde je Monika Fliegl prvni autorkou a z manuskriptu pfijatého do
tisku v Molecular Medicine Reports, kde se dizertantka déli o prvni misto.

K praci mam nékolik pfipominek, ke kterym by se dizertantka méla v pribéhu oponentury vyslovit.

1. Klepsi Ctivosti manuskriptu by velmi prospéla kapitola Literarniho prehledu shrnujici znalosti
o mysich modelech CML a patofyziologii CML u mysi. Predklinické modely, mysi obzvlaste,
jsou jednou z hnacich sil biomedicinského vyzkumu. Pravé proto by se autorka méla pfi
obhajobé vyjadfrit ke vhodnosti pouzitého mysiho modelu pro vyvoji terapeutické vakciny
proti lidské CML. Autorka by se méla predevsim vyjadfit k odliSnostem lidského a mysiho
imunniho systému ve vztahu k CML.



2. V praci chybi citace nékterych velmi nedavno publikovanych vyznamnych vysledk(. Autorka
by se tak mohla vyjadfit napt. k praci Foley et al., publikované v Cell Reports 5: 51 (2013).

3. Za principialni problém predkladané prace povazuji rozdilny plivod obou srovnavanych linii,
B210 a 12B1. Jejich rozdilny plvod &ini interpretaci srovnavacich studii mezi obéma liniemi
obtiznou.

V souvislosti se srovnanim obou linii se vnukavaji nékteré otazky. V kolika integracnich
mistech se bcr-abl nachazi v obou bunécnych liniich? Co je zndmo o pozi¢nim efektu a
epigenetické regulaci fuzniho genu bcr-abl v retrovirovym vektorem transdukovanych mysich
liniich 12B1 a B120? Ackoliv produkce Bcr-Abl je v obou liniich srovnatelnd, integrace

v rliznych mistech genomu mUzZe podstatné ovlivnit expresi TAA. K tomuto efektu
pravdépodobné nedochdzi v CML u ¢lovéka. Do jaké miry odpovidaji signalni drahy
aktivované proteinem Bcr-Abl v bunikach lidské CML draham v burikdch mysi CML a jak se
tyto drahy mohou liSit mezi mysSimi liniemi 12B1 a B120? Linie B210 vykazujici nizsi schopnost
vytvaret leukemie nez linie 12B1 neexprimuje na svém povrchu MHC-I. Do jaké miry se rozdil
v expresi vyrovna po prenosu do systému in vivo a do jaké miry by buriky B120 mohly by byt
preferencnim cilem NK bunék. Tento rozdil mezi linii B120 a linii s vy3si schopnosti indukovat
leukemie 12B1 neni z hlediska mozné selekéni vyhody diskutovan.

4. Ve zdlGvodnéni cil( projektu 1 neni jasném proc se pfi studiu TAA omezila autorka na signalni
proteiny a zdali celkovy pocet 800 testovanych protein( Ize povaZovat za dostatecny.
Z hlediska vhodnosti pouzitého modelu je zarazejici, ze ani u mysich bunék 12B1 s vysokym
potencidlem indukovat leukemie, ani u bunék B120 s potencidlem nizsim nedochazi k expresi
proteinl TERT, Pr-3, Wt-1, cathepsinu G, survivinu a PRAM-like 1, bézné zjistovanych
v lidskych leukemickych burikach.

Zavérem lze konstatovat, Zze Monika Fliegl pres nékteré kritické pripominky vyhovéla pozadavkim
kladenym na uroven dizertacni prace. Dizertantka je prvni autorkou dvou ¢lanki(, jednoho
publikovaného a jednoho pfijatého do tisku. Praci doporucuji k obhajobé a podle jejiho vysledku
k udéleni doktorského titulu.

V Praze 13. ¢ervna 2014 RNDr. Ivan Hirsch, CSc.



