Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Martina Fraiberka “Studium
vlastnosti virovych kapsidovych proteinti a vyvoj rekombinantnich vakein a
diagnostickych komponent zaloZenych na umélych virovych strukturach*

Predkladana disertacni prace Mgr. Martina Fraiberka byla vypracovana v laboratofi doc. Jitky
Forstové na Prirodovédecké fakulté UK v Praze a vychazi z dlohodob¢ feSenych problematik
mysich polyomavird (MPyV), které byly v této laboratofi dovedeny do stadia ucinnych
vektorli pro expresi rekombinantnich proteini a zdroji tzv. viru podobnych c¢astic (VLP).
Cilem predkladané disertace bylo skloubeni téchto pfistupii s tvorbou veterinarnich vakcein,
zejména vytvofeni universalnich systému pro snadnou rekombinaci imunogennich epitopt
hospodaisky zajimavych viri a kapsidovych proteini MPyV. Rekombinantni kapsidové
proteiny mohou byt diky bakulovirové expresi produkovany v hmyzich buiikkach a posléze
vyuzity jako samostatné kapsomery nebo sestavené VLP pro imunisaci a testovani in vitro i in
vivo. V této disertaci jsou popsany vysledky s kandidatnimi profylaktickymi vakcinami proti
prase¢imu circoviru PCV2 a bovinnimu papilomaviru BPV-1.

Tyto cile byly v hrubych rysech naplnény i1 kdyz nékterd vysvétleni zlstavaji ve spekulativni
roviné a skute¢nd protektivni ucinnost vakcin si vyzada dals§i ovéfovani in vivo s eliminaci
replikace patogenu a sledovanim specifického onemocnéni. Vyzkum v podstaté skoncil
ovéfenim virus-neutralisatniho ucinku zvifecich sér po vakcinaci. Tato ¢ast disertace je
rovnéz  podkladem jediné prvoautorské publikace disertanta, kterd vychazi
v multidisciplinarnim casopisu PloS One. K disertaci jsou piipojeny drobné&jsi kapitoly o
interakci hlavniho strukturniho proteinu MPyV s bunénymi mikrotubuly a enkapsidaci
MPyV, které dokumentuji vedlej$i pracovni projekty disertanta. Jejich spojeni s hlavnimi
vysledky je ale ponckud nelstrojné a tyto kapitoly rovnéZ nemaji oporu v uvodu a
metodikach.

K vysledkové a metodické casti mam nékolik dil¢ich dotaz a kritickych pfipominek:

1. Ne&které vstupni materidly nejsou dobie charakterisovany, coZz ztéZuje reprodukci
vysledkl. Napi neni definovan zdroj a genetické pozadi prasat pouZitych ve druhém
vakcinacnim experimentu a Uplné chybi informace o skotu pouzitém pro vakcinaci.
Zdroj PCV2 je rovnéz zminén jen citaci a neni jasny genotyp, coz posléze citelné
chybi v diskusi na str. 102. Byl virovy isolat sekvenovan a charakterisovan?

2. Vakcinacni davky jsou popsany jako mikrogramova mnozstvi purifikovanych
rekombinantnich proteint. V takovém piipad¢ je obtizné srovnavani jednotlivych
vakein (napf. jejich imunogenicity nebo neutralisace viru séry imunisovanych zvitat),
protoze stechiometrie circovirové casti a Casti odvozené z MPyV je rtznd pro
nanostruktury VarA, VarB a kapsomerni vakciny. Lze VLP odvozené z MpyV
néjakym zpisobem titrovat a srovndvat pocty partikuli?

3. Pro¢ se netvoii pentamery rekombinantnich kapsomer VarC (Obr. 24C) ale jejich
vysokomolekularni komplexy (dekamery). Je to specifické pro VarC? Pro¢ nebyla
provedena BN-PAGE také v piipad¢ VP1-L2;ss3-His (Obr. 33)?

4. Nebylo by presnéjsi vyhodnocovat neutralisa¢ni G¢inek protilatek proti PCV2 v sérech
odectem imunofluorescence pomoci FACS (Obr. 28)?



5. Nakolik je virus-neutralisa¢ni u¢inek popsanych rekombinantnich vakcin, napt. VarC,
biologicky relevantni? Lze diskutovat, zda bude tato vakcina G¢innéjsi v protekci proti
specifickému onemocnéni? Pravdépodobné nebude sterilizacni, stejné¢ jako dosud
uzivana vakcina Circoflex. Jak dlouhou protekci poskytuje Circoflex a co lze usoudit o
vyhasnuti imunity vyvolané vakcinou VarC?

6. Obrazek 32 ukazujici purifikované VLPs sestavené z rekombinantnich kapsomer
postrada kontrolu.

7. Rovnéz protilatkova odpovéd’ proti BPV-1 vyvoland VLPs (Obr. 34) by méla byt
kontrolovana pomoci imunisace samotnym BPV-1. Obecné je problematické srovnani
napf. s obr. 27, kde by optickd densita 0.6 pii ELISA testu se sérem fedénym 1:50
predstavovala jen velmi slabou protilatkovou odpovéd’.

8. Co je pti¢inou mirné neutralisacni aktivity po placebo vakcinaci? V obr. 35 je testovan
heparin, dale ale neni zmifiovan ve vysledcich ani v diskusi..

Vlastni disertacni spis je pfiméfené obsahly a je opatfen Uctyhodnym poctem citaci, kde
neshleddvam vynechéni zadného dulezitého zdroje. Mdm ovSem opét nekolik pfipominek
véceného 1 formalniho razu. PredevSim obrazek na str. 73 neni Cislovan a postrada legendu,
stejn¢ tak obr. 34 je bez legendy. Nekteré legendy k obrazkiim jsou pfili§ struéné a
neposkytuji ¢tenafi ucelenou informaci o provedeni experimentu, poc¢tu paralel a statstickém
hodnoceni. Nékteré netrividlni metodiky (zejména pokud byly pouzivany ve spolupraci
s jinymi laboratofemi) nejsou popsany nebo je odkazovano na reference v prilohach.
Piikladem je nesystematicky popis adjuvans pouZitych pii imunisaci. Casto jsou typograficky
Spatné uvadény Cciselné hodnoty s fysikalnimi jedntkami, stupni Celsia nebo procenty.
Obrazek 35 je bez individualnich hodnoceni neutralisacnich protilatek tézko rozklicovatelny,
asi by bylo vhodné&jsi uvést zde primérné hodnoty.

I ptes vySe uvedené vytky pfevazuje milj dobry pocit z jasné formulované problematiky a ze
slibnych vysledk, které mohou najit uplatnéni v profylaktické vakcinaci. Zavéry z vysledki
jsou spravné a kriticky formulované. V souhrnu, s pfihlédnutim k objemu prace, metodické
pestrosti a dosazenym publikovanym vysledkiim, konstatuji, Ze disertace Mgr. Fraiberka
splituje pozadavky kladené na tento typ praci na Pfirodovédecké fakult¢ UK a doporucuji jeji
kladné pfijeti jako podkladu pro udéleni doktorského titulu.

V Praze, 18. zari 2017
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