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Martina Marka

Vyvoj virovych a bakteridlnich nosi¢ii pro dopravu antigenit do
savc¢ich bunék a charakterizace jejich imunogennich vlastnosti

Hned na uvod svého posudku bych chtél konstatovat, ze jsem moc rad za moZnost
oponovat diplomovou praci Martina Marka, nebot’ patii mezi nejlep$i z mnoha, které se mi
dostaly do rukou. Toto mé konstatovani ma n€kolik divodi — pfedné je to jeji téma a kvalita a
rozsah ziskanych vysledkt. DuleZitost a aktudlnost tématu neni tfeba rozepisovat, je zfejmé na
prvni pohled. Co si v8ak zaslouzi velkou pozornost je to, ze diplomka Martina Marka je praci
mezioborovou — kombinujici nejlepsi z ptistupu virologického a imunologického — v koneéném
disledku ptinasejici zcela originalni data a interpretace.

Z tohoto ohledu je obdivuhodné, do jaké Sife byl Martin Marek schopen v Literarnim
prehledu syntetizovat na cca 45 strandch dosavadni poznatky na téma nanobiotechnologickych
aplikaci virovych ¢astic a rekombinantnich technologii v kontextu vakcinaénich strategii a
obecné pojaté modulace imunitni odpovédi. Literarni ptehled je doprovazen mnoZstvim obrazk,
vyborn€¢ popsanych a editovanych, celkové tato c¢ast diplomové prace plisobi vysoce
profesionalnim dojmem a sama by si zaslouzila publikaci.

I po metodické strance je predloZend prace vynikajici. Martin Marek zvladl metody
molekularni genetiky, proteinové biochemie, pfipravy a purifikace virovych partikuli, ptipravu
rekombinatnich proteinti, imunofluorescenéni techniky vcetné pfislusnych pokrodilych
mikroskopickych technik. V neposledni fadé zvladl na velice dobré urovni celé spektrum
imunologickych technik, vcetn€ stanoveni proliferace T-lymfocytd a produkce vybranych
cytokint, cytotoxického testu, ELISY a pritokové cytometrie.

Ctyficetistrankové kapitola Vysledky obsahuje velké mnozZstvi koncisné zpracovanych
vysoce kvalitnich dat, které by stacily pro tfi diplomové prace — virologickou, imunologickou a
exprimovat protein VP1 a VP3 tagovany EGFP, purifikovat a charakterizovat pfislusné
polyomavirové partikule, precisné¢ otestovat interakci chimérickych nanocéstic s mySimi
imunocyty in vitro i in vivo (zde bylo ziskdno ve spolupraci s Mgr. Janem Fri€em skutecné
mimofadné mnozstvi zajimavych vysledki), nakonec jest€¢ jako bonus pfipravil systém pro
produkci antigenniho nosie na bazi netoxické formy cholerového toxinu. Z mého pohledu je
lymfocytd po imunizacich mys$i ukazujici na uplatnéni fenoménu tzv. cross-presentace a
vysledky inhibiénich experimentd umoziujicich ¢astecné ,,rozpleteni mechanismi zpracovani a
prezentace antigennich peptidd odvozenych od polyomavirovych nanoéastic* — pouZita citace
autora. Jedinou formalni vyhradou k této kapitole je pouziti hybridnich ¢esko-anglickych
obrazki — anglicky popsany obrazek a ¢esky popis obrazku. Pfedpokladam, Ze diivodem proto
bylo, Ze autor vyuZil obrazky jiz diive pfipravené pro publikaci nebo posterovou presentaci. ..

Diskuse prokazuje kvality autora interpretovat své vysledky v kontextu recentni
literatury. V této ¢asti prace se autor neubranil nékolika pfekleplim (napi. ktery bychom jsme
mohli na str. 116) a pravopisnych chyb — to vSak nijak nesniZuje obsahovou a intelektuélni
kvalitu této ¢asti prace.

Dotazy, které budou nasledovat nijak nesnizuji kvalitu préace, jsou vedeny mou zvédavosti a
olekavanim, Ze dle kvalit, které ve své praci autor prokédzal je mozné cekat vyCerpavajici
zajimavé odpovedi.



1. Na nékolika mistech konstatujete, Ze vami prFipravené virové partikule neobsahuji
kontaminujici piimési — napr. HSP proteiny, které by mohly ovlivnit validitu vysledki
imunologickych esejit. Chtél bych se zeptat, zda jste se pokusili o pritkaz HSP proteinii pomoci
western blottu, Ci jinou citlivou metodou, vzhledem k tomu, Ze i mald kontaminace by mohla
vést k aktivaci imunocyti.

2. Jak byste vysvétlil mozny molekuldrni mechanismus rozpozndni ikosahedrdlni kapsidy viri
pomocl t7v. pattern recognition receptors. Jakym mechanismem by tomuto rozpozndni mohly
uniknout lidské polyomaviry?

3. Fenomén cross-presentace je stdile ponékud kontroverzni, vase vysledky v§ak pomérné
presvédcivé ukazuji na jeho aktivitu ve vasich in-vivo imunizacnich experimentech. Je mozné
uvaZovat o tom, Ze pFitomnost antigennich peptidii na MHC glykoproteinych 1. tiidy
aktivujicich p¥islusné CD8+T-lymfocyty miiZe byt specifickd pro studovany virus a jeho Zivotni
cyklus a nijak (nebo jen okrajové) nesouviset s jiZ popsanymi cross-presentacnimi drahami?

Na zavér bych chtél zdiraznit, Ze soucasti predlozené diplomové prace je publikace
v kvalitnim mezindrodnim ¢asopise a dat na minimaln¢ jednu dalsi. Po mirném doplnéni by se
tak prace diplomovéa mohla stat ve velice kratké dob¢ praci disertacni. Celkoveé hodnotim préci
Martina Marka jako velice zdatilou, obsahujici zajimavy problém, ktery je feSen modernimi a
adekvatnimi pfistupy. Po formdlni a obsahové strance jsem mimofadné spokojen. Tuto
diplomovou praci samoziejmé doporucuji k pfijeti k obhajobé na Katedie genetiky a
mikrobiologie a navrhuji jeji hodnoceni vyborng.
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