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Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Ingrid Polikové ,,Gene Immunotherapy of
Cancer: DNA Vaccines against HPV 16

Tématem anglicky psané prace je problematika DNA protinddorovych vakcin, studovand na my$im
modelu pro HPV16 asociované nadory. Vysledky byly publikovany ve &tyfech pracich, z nichz u jedné je
Ingrid Polédkova prvnim autorem. Proto byla zvolena ,,rychld® forma disertaéni prace, kdy byly &tyfi publikace
doplnény kvalitnim tGvodem a diskusi. Prace je do urdité miry metodickd, nicméng byly ziskdny i né&které
obecné poznatky o mechanismech vzniku specifické protinadorové imunitni odpovédi.

V ramci disertaéni prace byly pfipraveny riizné DNA vakciny proti HPV16 E6 a E7 onkoproteiniim, u
nichZ byla jejich imunogennost zvySena konjugaci s modifikovanymi fragmenty B-glucuroniddzy &i signélni
sekvenci zE3 proteinu zadenoviru. Déle byly provedeny upravy sekvenci tak, aby do$lo ke zvySeni
bezpecnosti vakein a ziistala zachovana jejich imunogennost. Velmi zajimavy je vysledek, Ze retence fuzniho
proteinu E7GGG se signdlni sekvenci z E3 proteinu z adenoviru v endoplazmatickém retikulu vede k zvysené
prezentaci antigenu a indukci imunitni odpovédi. Tento jev by si zaslouzil hlub$i analyzu mechanismi.
Z metodického hlediska je zajimavé srovndni imunizace pomoci ,,Gene gun® s tetovanim. Zde byl ziskdn
prioritni vysledek, Ze tetovani lze tisp&$né pouZit k imunizaci peptidy. Prace byla doplnéna analyzou nadorové
sublinie, kterd unikla imunitni odpovédi pomoci mutace v imunodominantnim epitopu. Pfi feSeni prace Ingrid
Polékova zvladla a uplatnila metodiky z oblasti molekularni biologie pfi pfipravé DNA vakcin, tak metody
imunizace a hlavng monitoringu imunitni odpov&di (ELISPOT, tetramerové eseje atd.).

Pripominky k jednotlivym &dstem price

Teoretickd &dst.

Uvod poskytuje zékladni literérni piehled o biologii lidskych papilomavirii, protinddorovych vakcinach a dale
se zaméfuje na problematiku genové imunoterapie a DNA vakcin. Zahrnuje pomé&mé Siroky okruh témat a
mohl byt vice specificky zaméfen na vlastni téma disertace.

Jednotlivé publikace

Souasti prace jsou kopie publikaci, jejichz souhrnné relevantni vysledky k disertadni praci jsou dale
diskutovany v sekci Diskuse. Jasné je uvedeno, jaky podil m&la Ingrid Poldkové na jednotlivych studiich.

Diskuse.

V diskusi jsou vyhodnoceny experimenty a srovnany s literarnimi Gdaji. DileZité je, e jednotlivé publikace
byly diskutovany jako jeden celek a kvalitni odkazy na relevantni vysledky v jednotlivych pracich prisp&ly
k jeji logi¢nosti.

Pozndamky k formdlni strdnce prdce.

Prace je napsana jasné, prehledné, bez formalnich chyb a pieklepii. Jedinou pfipominku médm ke zkratce pro
aminokyseliny ,Aa“ misto ,,aa“ nebo ,AA“ a misto zkratky ,MSC*“ je doporudeno pouzivat ,MDSC*

(myeloid-derived suppressor cells). V Givodu v kapitole molekuldrnich mechanismech tGniku nddorové odpovédi
by asi mély byt citovany prace Garrida a spol.

Videiiska 1083 TEL.: 241 063 215 e-mail: office@img.cas.cz
142 20 Praha 4 FAX: 224 310 955 http:/iwww.img.cas.cz



Ustav molekularni genetiky AV CR, v.v.i.

Dotazy k diskusi

- Price je do znatné miry metodickd, proto je velmi dilezity aspekt moZnosti translace vysledkii
preklinickych experimentii na my$im modelu na pouziti u lidi. Je pravdépodobné, Zze by metody DNA

nebo peptidové imunizace tetovanim mohly byt s isp&chem vyuZzity v protinadorové imunoterapii?

- Jako jedna zhlavnich metod monitoringu imunitni odpovédi byla metoda ELISPOT, kde muZze byt
problém urceni specifity reakce. Byly délany kontroly s restimulaci kontrolnimi peptidy nesoucimi jiné

CTL epitopy nez proti E6/E7 onkoproteinim?

- Velmi zajimavy je vysledek, Ze retence fuzniho proteinu E7GGG se signalni sekvenci z E3 proteinu
z adenoviru v endoplazmatickém retikulu vede k i¢inné presentaci antigenu a indukci imunitni odpovédi.
Je moZné, Ze dochazi ke Stépeni proteinu pfimo v endoplazmatickém retikulu a jaké jsou soufasné

pfedstavy o roli protedz mimo proteazom v ipravé a presentaci antigenu?

- Vopraci je zminéno, Ze prestoZe metodami pocitatové analyzy nebyl rozdil mezi E64s.5; sekvenci
EVYDFAFRDL a jeji mutaci V49L zhlediska jejich vazby na H-2K® molekuly, peptid nesouci
mutovanou sekvenci byl méné imunogenni. Jaka je v soucasnosti spolehlivost predikce vlastnosti CTL

epitopli ,,in silico“?

Zavér

Mgr. Ingrid Poldkova potvrdila, Ze je schopna samostatng v&decky pracovat, zvladla mnoZstvi niroénych
molekuldrné-biologickych i imunologickych metod a ziskala nové v&decké poznatky, které byly publikovany ve
Clancich v mezinirodnich ¢asopisech sIF, znichZ u jednoho je Mgr. Poldkova prvnim autorem. Proto

doporutuji, aby prace byla pfijata jako podklad pro udéleni titulu PhD.

V Praze dne 15.11.2010 V/

RNDr. Milan Reinis, CSc.
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