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Oponentsky posudek na disertaéni prici Mgr.Dalibora Miklika narvané “Integration site
distribution of expressed proviruses® ,

Predkiddana disertadni price Mgr. Dalibora Miklika, vypracovand v laboratofi Jirky Hejnara na Ustavu
molekulami genetiky v Praze, se zabyvi integraéni specificitou retrovind, Jde o velice dileZité téma

5 bezprostfednim presahem do kliniky a ledby pacientli se zavanymi onemoenénimi metodou genove
terapie. Retrovirové vektory na bazi viru HIV-1 byly pfed dobou neddvnou minulou schvileny stavem
pro kontrolu 168y v USA (FDA) pro 1ébu ndkterjch drubtt rakovinovych cnemocneni. Napiklad se tyto
ndstroje, diky sve efektivitd, powtivdji pro vnéSeni genil pro expresi “chimeric antigen receptoru® (CAR-
Ty do T lymfocytl. Nésledné se tyto modifikované T buriky pou¥ivaji na cilenou immunoterapii.

Nefizena miegrace retroviroviich vektorl je jednim z nedostatkd téchto 1é&iv. Prace zabjvajici se
pochopenim zikonitosti, kieré uréuji specificitu integraéni reakee, jsou tud(? velice #idané a mohou
piispel ke zvideni bezpednosti retrovirovich vectorl, Stejné tak je dilezité pochopit mechanismy a
mikonitosti vedouei k zastaveni exprese gend integrovanych prostfednictvim retrovirovich vektord, co? si
dal za cfl autor tohoto rukopizu,

Z vise uvedeného vyplivi, 2 téma zvoleného vizkumu je velice atraktivni, Vzhledem k tomu, %e tuto
problematikn sleduji, jsem se na Eieni rukopisu velice 18], Nicméné musim konstatovat, #e manuskript je
napsin velice téZkopadng a v podstateé znemo®iuje iplné pochopeni my$lenkovich pochodu autora.
Autor rukopisu se snail pro popis problémm pouZit védeckou angliftinu. Podle mého ndzoru se to
autorovi nepovedlo a poudity jazyk, jakkoliv ho nazveme, je spife na Skodu vici. Autor pouZivi celou
fadu nevideckych termind, Zargon a velice dlouhé souvéti. V nékteryich souvétich dokonce na konei vty
vedlejii vyvract tvrzeni uvedend na zatditiu véty hlavni. Jako by i gutor nebyl jisty tim, o &em chee
Ctendfe plesvedéit a radéji to nechi na jejich vsudku, Rovnés je zajimavé, #e autor nechal celou Fadu i
nedokondenych, respektive ukonfenich uprostied slova, Nabizi se otdzka, jestli po sobé autor manuskript
etl nebo jestli pofadal kolegu & kolegini, aby text prodel a pomohl odhalit chyby tohoto typu, Spise to
vypadi na ta, 3¢ se autor pokusil nahradit kvalitu zpracovini kvantitou podannych informaci, Bohugel
jsou tyto informace dasto neplesné & nedplné, co? anemo#nuje ocendt rozsah provedens préce. Je mi
jasng, #e ¢ jednd po experimentalni a bioinfomatické strance o velké mnodstvi préice, kters je zalimuta

v tomio rukopisu. Proto je nesmimd Skoda to, #e autor nevénoval vice pozomnosti preciznosti pisemného
zpracovini, cof by umo#nilo prici dostatetné ocenit. Evidentné autor podeenil sloitost wytvifeni vistupu
védeckého bidand, které musi bit pfesné, dostatefné podrobné & musi slofité véei poddval formou, kters
vtihne 2tendfe do déje. Nerozumim tomu, e jsou obrizky v textu v nEkterych peipadech popsany
nedostatelng. A naopak, v nékterfch obrizcich chybi dilefité informace jako napf. poukizdni na to, ¢




byla provedena néjakd statistickd analyza, zapomenutsd legenda (legenda musi bt uvedend u kaddého
podobriziu & ne jen pro panel A), atd. Vypads to jako by ke konci visledkové &isti dogla autorovi sila a
chur’ popsar co vie analyzoval a nechédvd 1o na ftendf aby si to jaksi odvodil sém, Rownét by bylo dobré
kdyby sutor sjednotil formu, kterou uvadi citace ....studies of Narezkina et., al {2004) = studies of
Marezkina group (Narezking et al., 2004). Nezbivd ned doufat, fo cxperimenty a nasledné
bisinformatické analyvey byly provedsany s vBt8 preciznosti ne¥ popis metodiky a visledkh pospanych

v rukopisu.

Vicné pfipominky:

Mé nejvetsi vécnd pipominka se tika pousité metodiky pro stanovevévai integraénich mist, Autor pide,
Fe pousl riené restrikéni enzvmy (Msel, Dpall, Mlalll, Spel, Mhel, Xhal (mimochodem neni Dpnll
methylation sensitive? Je dobré poudivat takovy enzym?)) i nahodné $t#peni DNA, pro ntzné viry. Proé
autor nepoudil stejn? enzym pro viechny viry? Proé nebyl experiment designovin timio smérem? Stagilo
by pozménit sekvenci molekulamiho klonu virového vektoru takovim zpdsobem, Ze by bylo moiné
powEit stejny enzym pro viechny viry, Tim by odpadl problém s vytvafenim riznfch uniquely matched
random controls” (umMRC). Mimochedem, autor dostatedng nevysvétlil prog tyto kontroly délal a pro
dtendfe neznalé 1éto problematiky je to v podstat nepochopitelné, Podle mého nizom, poufiti rimych
enzymi znemoifinje mezivirové srovnani. Krasné je tento problém adokumentovin napl. v obrézlou &, 16,
Sice to nenl popséno, ale pledpoklidim, e pro ASLV, HIV a MLV byly vytvofeny rlzné umMRC
kontroly. Na obrizcich 164,160 a 16K je jasné patmé, = se ndhodné kontroly virazn 18 (i kdy?

v tomto pfipad2 autor o pipadnych statistickych variacich mi&i). Jak pak mii#e autor srovndvar jednotlivé
viry?

Neékteré obrizky jsou pfili malé a v podstate nekomentované v textu (napf.obr. 18), Prot autor méni
formu zobrazeni steingch vysledid v pritbéi textu. Nejdfive autor pouZivi box plot (obr. 17) pak peide
na jinou formu zobrazen! (obr.22) aby se opét vratil k box plotu (obr. 28). Pro¢ autor poudivi tak malé
box ploty, kde neni ani viditeln§ median. Jak si pak mil?e &endf udélat obrizek o visledcich? Jaky smys]
ma relative distance to TSS? Relative distance autor definuje takio: Unlike the absolute distance to TS5,
the relative distance indicates the distance to a particular TSS belonging to the targeted TU for intra-TLU
integrations and for inter-TU integrations is equal to the absolute distance to TSS. Podle tilo definice mi
nend jasné jak mife vedilenost nabyvat negativnich hodnot. Vadyt' podle této definice by se hodnoty
mély oproti ahsolumi vzdilenosti zvétSovat. A to z toho dirvodu, 2e pokud provirus skongil v TU, pak se
bere do Gvahy jeho vedélenosi k zatitlu stejné TU. Bylo by dobré definici upfesnit, objasnit.

Jak autor vysvétli velice maly podet analyzovanjch klomi AG stable v obrizku 9B7 Autor popisuje, ¢
ziskal 74 klond. Nicméné v obrdzku je viditelng jen klomd 13. Kde je zbytek? Meni potet pfilis maly, ve
srovndnd s jinfmi viry?

Za jeden z nejzajimavéjiich visledicd povaduji rozdilnou integraéni specificitu ASLY-AG a ASLV-
AG2IE (obr. 10, 11). Neselektované viry se inteprovaly statisticky viznamn® rozdiing. Pro€ to autor
nekomentuje? Je Cpdi sekvence opravdu tak diiledits, o dokife zménit integraénd specificitu viru ASLV?
Pozméni to n&jakim zplsobem interakei ASLV integrizy s bufefnimi faldory urtnjicimi specificitu? A
nebo si autar nebyl jisty, #e viznamnou odehylku detekoval kwilli pouiti rozdilng metodilky
{restrikénimu ey )?



Zavirem nutno konstatovat, Ze ve vide, jako®o i v jinyeh lidskych éinnostech plati, Ze pouze a jeding
precizni zpracovani visledki a jejich vibormd presentace umodni ocenit obroviké mnodstvi price kiere je
74 timto a jinymi projekty. Bylo by velice pfinosné pro Mgr. Milkika, kdyby mé& moZnost pfipominky ;
oponentu zahmout do finalnfho rukopisu, Bohugel, jak jsem byl informevan, neni v CR moiné
pripeminky eponensd za2lenit to textu disertatni price. Tato praxe je virazmé odlidnd od procesu
praktikovanému napt. v pribéhu schvalovaciho procesu diplomovych a disertalnich praci v Rakousku.
Fde tento proces zahmuje vypracovani posudki, na zakladé kierjch je price vylepiena a teprve poté je
doktorskd price ve své finalni podobé odevzdana komisi. Modnd by stilo za zvaZeni tenlo dvoustuphiovy
proces wivofit i v CR. Pfece jenom se svét se na CR divi i prostfedmictvim vistupd videckych praci ve
formé diseriaci. A jeding kvalitni v¥stupy mohou obraz CR vylepgit, Pokud se ma plan Inovadni stralegie
CR 2019 - 2030 stit skuteénostl, zavedeni dvoustupfiového procesu by bylo sprivnoou cestou.

Pir otdzek jako zdkiad pro diskusi héhem obhajoby doktorské préce,

1. Doporutil by sutor této prace zadlenéni CpG elementu do LTR sekvenci retrovirovych vektor
pro genovou terapiiT Prod ano & ne?

2. Doporucil by autor 1éto préce pouZivand intrerich, neretrovirovich promotord pro expres:
transgenu jako napf. vise zminény CAR-TT A piipadné kiery?

3. Autor ve své prici nezmifivje pou2ivani insulatord, které mohou odizoloval efekt bunéénych
elementi jako napf. enhanceru na expresi genu zaélenénych v proviru. Mohl by autor
problematilu insulstond trochu oevétlit a piipadné doporudit jejich pouZiti pfi genové terapii.

4, Vidi zutor v budoucnost mod#nost cilend integrovat retroviry do bezpefnich mist v gencan T

5. Ktery retrovirovy vektor & jing zpasob dopravy genu 1o bufiek by autor doporudil pro viuwditi
v genové terapii? A pro&? (i s priblédnutim na stabilitu, bezpednost a dostatelnou produkénd
kapacitu)

Na tpiny zavér si dovolim shrout hodnoceni prace Mgr. Dalibora Miklika. 7 dodaného rukopisu je
evidentni, e doktorand vynaloZil obrovske af enormni usili v laboratofi a pfed monitorem pfi
gpracovavani sskanych dat. Dokizal nejenom navézat na prici svich phedehidet, ale vyvinul nove a
lepdi metodiky & posunul praci o kus dile. Je jen obrovskou Skodou, Ze prici precizn® nepopsal

v dodaném rukopisu. Radny a preciani popis védeckych vistupd zhstivi vizvou, kierou bude muset
budouci PhD pfekonat, pokud zistane ve védeckém prosifedi.

[ pres nékteré vihrady chledné preciznosti psaného vistupu hodnotim dizertadnd prici Mar. Dalibora
Miklfka jako zdakilou. Doktorskd price spliuje pofadavky na disertaéni prici v oborn Molekulirni
a bunééna biologic, genetika a virologle. )
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