Oponentsky posudek na dizertacni praci Veroniky Hruskové ,, Construction of various
types of vaccines based on the structural proteins of mouse polyomavirus and analysis of
immune response after their administration to mice“.

V piedlozené préci autorka navazuje na projekt vyzkumu moznosti vyuziti rekombinantnich
kapsidovych proteinti nékterych vira, které si zachovavaji schopnych samovolné vytvaret
virové pseudocastice, k prezentaci antigenti imunitnimu systému je jednim ze Spickovych
oborl genového inZenyrstvi, pfinasejicim nové moznosti pro konstrukci vakcin.

Dizerta¢ni prace veroniky hruskové studiem tohoto systému z hlediska jeho konstrukce a
molekularné biologickych vlastnosti, a zeyména z hlediska jeho piisobeni na imunitni systém.

Schopnost rekombinantnich kapsidovych proteini nékterych virt samovolné vytvaiet virové
pseudocastice nabizi fadu moznosti praktického vyuziti, napt. v genové terapii nebo pii
konstrukci rekombinantnich vakcin. PredloZena préace je soucdasti projektu, ktery se zabyva
vyzkumem pseudocastic vytvorenych kapsidovymi proteiny mysiho polyomaviru zamétenym
na jejich vyuziti pro konstrukci rekombinantnich vakcin. V prvni ¢asti prace se autorka
vénovala studiu molekularné biologickych a imunogenni vlastnosti modelového systému,
zalozeného na pseudocasticich, sloZzenych z rekombinantnich proteini s pfipojenym
fragmentem zeleného fluorescenc¢niho proteinu EGFP. Metodiku, provéfenou na tomto
modelovém systém, nédsledné vyuzila pro konstrukei a studium imunogenicity experimentalni
vakciny, zalozené rekombinantnich pseudocasticich, nesoucich epitop, odvozeny

z onkoproteinu bcr-abl, majiciho kli¢ovy vyznam pti vzniku chronické myeloidni leukémie.

Jedna se o vysoce aktudlni problematiku, kterda odpovidéa soucasnym Spickovym trendiim
vyzkumu v oblasti genového inzinyrsvi a experimentalni onkologie. Pfestoze se imunogenitu
experimentalni vakciny, sloZzené z chimérickych pseudocastic s inzertem onkoproteinu bcr-
abl, autorce nepodafilo prokazat, prace pfinesla fadu hodnotnych védeckych vysledk, napf.
poznatkl o interakci polyomavirovych pseudocastic s imunitnim systémem hostitelského
organismu a zpusobu prezentace vneseného antigenu dendritickymi buitkami. Autorka
potvrdila, Ze epitop, ptedstavovany fuzni ¢asti onkogenu ber-abl neni vhodny antigenem pro
experimentalni vakcinu proti chronické myeloidni leukemii, a ve své praci zavedla a provéfila
fadu metod, které bude mozno v budoucnosti vyuzit pro konstrukci a testovani a¢innosti
obdobnych vakcin.

Préce je kvalitni a vyvazena i po formalni strance. Obsahuje dostate¢né informativni
literarni ptehled, ktery dokladuje dobrou obeznamenost autorky s feSenou problematikou,
ptehledné podany pracovni zdmér, velmi bohatou metodickou ¢ast, srozumitelné a spravné
interpretované vysledky, zavéry i kvalitni diskusi. Pfesto mam nékolik kritickych pfipominek:

1) V literarnim uvodu ( kap. 2.2.4) je jedna nepfesnost — inhibitory tyrosin-kinazové aktivity
bcr-abl jsou nyni u pacient s CML podavany jako léky prvni volby, nikoliv pouze jako
alternativa pro pacienty, nevhodné k transplantaci.

2) V kapitole Material a metody jsou opomenuty nékteré metodiky, pouzité v prvni ¢asti
prace, tykajici se studia modelového systému chimérickych pseudocastic, nesoucich EGFP:
konkrétné metodika prukazu produkce cytokinl a cytotoxicky test na bazi uvolnéni
radioaktivniho Cr, ptestoze vysledky téchto testli jsou uvedeny v kapitole Vysledky.

V piipadé€ znaceni specifickych T-lymfocyti pomoci pentamert se nejedna o test cytotoxicity
(tj. o funkéni test), vhodnéjsi by bylo stanoveni poctu specifickych cytotoxickych lymfocyti.
Neni mi jasny pojem ,, single-cell suspension®.

3) Nékteré vysledky, tykajici se studia imunogenity chimérickych pseudocastic nesoucich

EGFp jsou pouze zminény v textu, a nejsou v praci dostate¢n¢ zdokumentovany grafem,



obrazkem nebo diagramem z fluorescencniho cytometru ( produkce cytokint po stimulaci
splenocytl in vitro, Crot-release test, porovnani odpovédi mysi, imunizovanych chimérickymi
pseudocasticemi s odpoveédi kontrol, imunizovanych ,,prazdnymi* pseudoc¢ésticemi.)
4)Podle autor¢inych vysledka peptid ber-abl pouzity k pulzovani dendritickych bunék, tyto
buniky neaktivoval. Jak bylo docileno a kontrolovano, ze dendritické buiiky pulzované
peptidem bcr-abl skute¢né prezentovaly tento petptid T-lymfocytim pii stimulaci in vitro
V testech na buné¢nou imunitu?

Otéazky do diskuse:

1) Vysvétlete, jaky vliv maji na bunéénou imunitni odpoveéd’ Fox3+ Treg lymfocyty.

2) Existuji kromé polyomavirii dalsi druhy virt, které 1ze pouzit pro tvorbu chimérickych
pseudocastic a jaké maji proti stavajici skupiné vyhody ¢i nevyhody?

Zaver: V predlozené praci autorka prokazala velmi dobré znalosti feSené problematiky,
schopnost spravné interpretovat ziskané vysledky v kontextu s dosavadnimi poznatky a udaji
publikovanymi v literatuie i schopnost samostatné systematické védecké prace. Kvalitu
ziskanych vysledki dokumentuji dvé publikace v recenzovanych zahrani¢nich ¢asopisech,

Z nichz v jedné je Veronika HruSkova prvnim autorem. Proto doporucuji jeji ptijeti jako prace
disertacni.
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