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POSUDEK DIPLOMOVE PRACE Bec. Kristyny Smilauerové

Exploring novel strategies targeting HBV

Piedlozena diplomova prace se zabyva dualezitym biomedicinskym tématem — problematikou novych
efektivnich strategiich umoznujicich 1é€eni pacientii infikovanych HBV. Tento virus je pfes velkou snahu o
eradikaci pomoci vakcinace vyznamnym lidskym patogenem v chronické formé kauzalné spojeny
s hepatocelularnim karcinomem. Je piekvapivé, Ze ptes velkou snahu mnoha laboratoii je cela fada facet
zivotniho cyklu i molekularnich strategii HBV doposud nezndma — idealni pfilezitost néco nového objevit — a
to i diky pokroku experimentalnich metodik. Kristyna Smilauerova se v experimentalni ¢asti své diplomové
prace snazi nalézt specifické interak¢ni partnery jednoho z proteinového portfolia kdédovaného HBV —
kapsidového proteinu s cilem je vyuzit pro potencialni zacileni 1é¢by pacientll. Prace vyuziva inovativniho
pfistupu proximitni biotinylace v in vivo podminkach a vysoce senzitivni hmotnostni spektrometrie — vse
v kombinaci s pokro¢ilymi analytickymi nastroji. Pro realizaci experimentt Kristyna musela zvladnout Siroké
portfolium metodik zahrnujici genové inzenyrstvi, praci s tkafiovymi kulturami, transfekce, proteinovou
biochemii, analyzu proteomickych a hmotnostné-spektrometrickych dat. Na zavér se podafilo validovat
interakci vybraného proteinu z identifikovanych potencialnich interaktorti (DDX3) s kapsidovym proteinem,
jako proof of principle smysluplnosti ziskanych dat.

Pii Cteni prace je ziejmé, Ze autorku téma bavi a Ze praci napsala s nadSenim. Prace je sepséna v anglickém
jazyce, ktery ma osobity styl (ne vzdy zcela standardni a ve shod¢ s mainstreamovou gramatikou a syntaxi) a je
zcela jisté autorskym originalnim dilem. Na fad€ mist by se dalo polemizovat s vétnou stavbou nebo vybérem
konkrétnich terminu, celkové vSak volba anglictiny jist¢ splnila svij cil — diplomova prace se stala tréninkovym
substratem, jak vytvofit koncisni netrivialné dlouhy anglicky srozumitelny text.

Literarni prehled sumarizuje problematiku viru HBV s dirazem na molekularni mechanismy zivotniho cyklu,
interakce s imunitnim systémem a v neposledni fad¢ terapeutickym strategiim, véetné téch teoretickych. Téma
je pokryto piiméfenym zplisobem, vyuziva dostateény pocet recentnich zdroji. Celd prace obsahuje
impresivnich témét 200, myslim velice vhodné zvolenych citaci

Kapitola material a metody sevien¢ a dostatecn¢ popisuje vyuzité reagencie i metodické postupy.
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Vysledkova ¢ast sumarizuje ziskana experimentalni data, V jejichz centru je hledani interakénich proteinovych
partnerti kapsidového proteinu HBV pomoci BiolD techniky, nasledné izolace a hmotni spektrometrie.
Podstatna ¢ast vysledkt zahrnuje pokus o bioinformatické zhodnoceni ziskanych proteomickych dat snazici se
postihnout mozné biologické relevance a mechanismy.

K praci mam celou Fadu dotazi a nékolik pripominek:

1. Strana 10 — je infekce matka-plod (tedy prenatdlni) skutecné tou nejcastéjsi cestou infekce?

2. Strana 12 — jak je zajisténa interakce virionu HBV s HSPG? Je zminéno, Ze virus vstupuje do burky
fuzi membrany. Proc je tedy tematizovana klatrinem-zprostiedkovand endocytoza, jedna se o
alternativai drdhu, popr. ochrannou strategii bunky vedouci k likvidaci virioni?Je transport
nukleokapsid smerem k bunécnému jadru aktivni vyzZadujici molekuldrni motory nebo polymeraci
aktinu?

3. Strana 15 — jsou ,,subviral particles* obaleny membrdnou, pokud ne jak se dostanou ven z buiiky,
predpokladam, Ze jsou lokalizovany v cytoplazme?

4. Strana 16 — HBV je lokalizovan napr. i v PBMC, je v téchto burnkdch pritomen virovy receptor NTCP?

5. Strana 16 — je zde zminén viiv DMSO na Zivotni cyklus HBV — jaky je mechanismus, pri jaké koncentraci
nastava?

6. Strana 17 — jsou zde zmineny ,,non-parenchymal liver cells“ — o jaké buriky produkujici IL-6 se zde
jedna?

7. Strana 18 — je zde zminéno, zZe po vstupu viru do organismu, virus neni primo rozeznadn diky tomu, Ze je
obalen membranou z hostitelské buriky. Je to pravda?

8. Strana 21 — jaké je sloZeni dnes vyuzivané HBV vakciny?

9. Strana 3 5a 44 — fluorescencné znaceny streptavidin neni protilatka.

10. Strana 48 — nekolik genotyput HBV, ktery byl pouzit pro klonovani zenu kodujiciho kapsidovy protein?
Jak se mezi jednotlivymi genotypy lisi sekvence kapsidového proteinu?

11. Strana 49 — pro studium interakci byla pouZita celd rada genovych konstruktii obsahujicich sekvenci
kapsidového HBV proteinu. Jaké je jich chovani v pouzitém systému — oligomerizuji? Byly by schopné
byt funkcni soucdsti virového genomu — kompatibilni s Zivotnim cyklem viru? Jakd je lokalizace
Jjednotlivych proteinovych variant v burice — jadro/cytosol? Npremysleli jte o tom, kontrolovat lokalizaci
kapsidového proteinu v burice pomoci rozlicnych lokalizacnich adres pro selelktivni organelové
interaktory?

12. Strana 51 proc¢ byly pro transfekcni experimenty pouzity HEK293T bunky, které by nemely byt
prirozenym ,, hostitelskym * bunécnym typem?

13. Strana 53 — chtel bych pochopit, jak byl proveden experiment na obr 9. — byla skutecné pouZita anti-
Strep (green) protilatka? Ta neni mezi regenciemi, elektrogoréza byla provedena za denaturujicich
podminek po varu vzorku, nesedi mi to s kapitolou Metody.

14. Strana 54 — na obr 10 je protein LRSAM1 zvyraznén jako ten, které je vénovana nasledna pozornost —
moznd jsem Spatné Cetl — jak byl ten extrémni outlayer studovan?

15. Strana 69 — Jakd je role proteinu AHNAK pri splicingu, jestli se nemylim, jeho role je hlavné na
plazmatické membrané?

Na zavér bych chtél konstatovat, ze predlozena diplomova prace splituje naroky kladené na diplomové prace
magisterského studijniho oboru Imunologie, Katedry bunétné biologie, PiF UK, praci tedy doporucuji
k obhajobé.
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