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Oponentsky posudek na disertaéni praci V. HruSkové ,,Construction of various types of vaccines
based on the structural proteins of mouse polyomavirus and analysis of imnmune response after
their administration to mice*

Tématem anglicky psané prace je aktudlni problematika protinddorovych vakcin zaloZenych na virtim
podobnych ¢&asticich (VLP), odvozenych z mySiho polyomaviru. Jako modelovy nadorovy antigen byl zvolen
fuzni protein Ber-Abl. V ramci studie byly pouzity rizné zptisoby imunizace my$i (imunizace pfimo VLP nebo
dendritickymi builkkami s VLP navdzanymi na povrchu) a pro srovnani také pfipraveny DNA vakciny
produkujici stejny epitop Ber-Abl.

Hlavnim vysledkem price byla piiprava virim podobnych ¢&astic (VLP) odvozenych z mysiho
polyomaviru s vloZenymi ¢4stmi proteini a jejich dikladnéa charakterizace, jak z hlediska jejich morfologie, tak
hlavné ve schopnosti indukovat specifickou imunitni odpovéd’ proti virovym proteintim VP1 i proti vnesenym
proteiniim, kterymi byly zeleny fluorescenéni protein (EGFP) nebo 171 AA sekvence lidského fuzniho proteinu
Ber-Abl.

Bylo prokazino, Zze MPyV VLP jsou immunogenni, byla indukovéna silnd odpovéd’ proti virovym VP
proteiniim a také byl také prokazan vliv VLP na maturaci dendritickych bun&k. BohuZel ale VLP neindukovaly
imunitni odpovéd’ proti vloZenym proteintim, modelovému EGFP nebo Ber-Abl. V daném modelu tedy VLP
nepusobily jako adjuvans, které by byly G¢inné pro imunizaci proti slab§im antigentim.

Pro vysledky presentované v této praci jsou také dileZité zdvéry plynouci z paraleln vypracované
diserta¢ni prace V. Luéanského (v diskusi citované), ktery na modelu imunizace DNA vakcinami prokézal, ze
k indukci protektivni imunity dochdzi pouze za pouZiti plazmidi kédujicich cely protein nebo pii pouZiti
kombinace DNA vakcin kodujici rizné fragmenty fuzniho proteinu. V préci V. Hruskové bohuZel nebyly
pouZity konstrukty s vnesenym celym fuznim proteinem. Proto neni moZno uréit, jestli hlavni pfi¢inou absence
cytotoxické i protilatkové odpovédi byl problém presentace antigenu VLP nebo fakt, Ze pro imunizaci nebyl
pouzit cely fuzni protein. Vzhledem k tomu, Ze v§ak nebyla indukovéana ani imunita proti modelovému EGFP,
je mozno spekulovat o problému nedostatku G&¢inného zpracovéni &i presentace vnesenych antigent v daném
systému. Tyto vysledky ilustruji sloZitost vyvoje protinddorovych vakcin proti mén& imunogennim nadorovym
antigenlim a ukazuji na ndro¢nost pfipravy G&innych protinddorovych vakcin a také na dilezitost daldiho
zékladniho vyzkumu v oboru. Vysledky byly publikovany ve dvou pracich, z nich u jedné je V. Hruskova
prvnim autorem.

P¥ipominky k jednotlivym &dstem price

Teoreticka cdst.

Teoreticky vod je velmi dobfe napsan a izce smérovan k tématu prace, polyomaviru a VLP a déle chronické
myeloidni leukémie, pro kterou je charakteristickd translokace mezi chromozémy 9 a 22 a nasledn4 exprese
fuzniho proteinu Ber-Abl. Vzhledem k vyuZiti VLP mohl byt také podrobn&ji zmin&n mechanismus vstupu
polyomaviru a od n€j odvozenych VLP do buiiky (receptor, pH zavislost atd.), i kdyZ informace jsou pak
Caste€né v diskusi.

Experimentdlni cdst (metody a vysledky).

Metody i vysledky jsou dobfe a podrobn& popsény. V textu je opakovan& zmifiovano pouZiti Ber-Abl
specifickych pentameri pro detekci procenta specifickych CD8" bunék jako cytotoxicky test. P¥i tomto testu
neni testovana narozdil od dal3ich testii cytotoxicita, pouze procento bun&k rozpoznévajici dany epitop, proto je
oznaceni tohoto testu jako cytotoxického zavadéjici. K vétsi prehlednosti textu o piipravé plazmidi by prispéla
presentace jejich map.
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Diskuse.

V diskusi jsou vyhodnoceny experimenty a srovnany s literarnimi udaji véetné vysledki prace V. Lucanského,
se kterou se tato prace dopliiuje. DileZité je srovnani vysledkd ziskanych s VLP odvozenych z MPyV s VLP
odvozenych z jinych vir. Diskutovana nebyla otazka, jaké vyhody &i nevyhody by mé&lo pfinést pouziti MPyV
VLP oproti VLP odvozenych z jinych vird.

Pozndmky k formdlni strance prdce.

Price je napsdna jasné, pfehledn&, soudasti jsou kvalitnimi obrazky a tabulky ilustrujici teoretickou &ast a
dokumentujici vysledky. Prace je psana anglicky, pfiéemzZ nékteré ¢asti (metody, vysledky; napf. str.13-14, 19)
by si jest& zaslouzily jazykovou korekturu, zatimco napf. diskuse je psdna velmi dobrym jazykem. Rozd€leni a
délka jednotlivych kapitol jsou pfiméfené. Na nékolika mistech v préaci jsou pied obrazky prazdné ¢asti stranek,
pfidemZ text plynule pokraduje. VloZeni obrazki do textu méla byt vénovéana vetdi pozornost pfi zdvéretné
upravé textu.

Dotazy k diskusi

- Jaké jsou potencidlni vyhody a nevyhody vami zvoleného modelu VLP odvozenych z mysiho
polyomaviru pro pfipravu vakcin?

- Vétsina lidi ma protilatky proti polyomaviriim, z vasi prace vyplyva, ze po aplikaci MPyV VLP dochézi
ke vzniku specifické imunitni odpovédi, ale nikoliv ke vzniku neutralizaénich protilatek. Je toto piekazkou
pro vyuziti VLP u lidi a/ jako vakcin b/ pro transfer DNA a genovou 1é¢bu?

-V diskusi je zminéno, Ze pro imunogenicitu je Ber-Abl miZe byt dilezité zachovani aktivni kindzové
domény proteinu. Pokud by se tento pfedpoklad prokazal, da se pfedpokladat, Ze v této studii zvolena

strategie piipravy vakciny na bazi VLP by stile byla atraktivni, i kdyZ nebyla indukovdna imunitni
odpovéd’ ani proti EGFP?

- Mohla hrét roli v absenci cytotoxické odpovédi proti Ber-Abl imunodominance virovych epitopti z VP
proteini?

Zavér

Mgr. V. Hrudkova potvrdila, Ze je schopna samostatné védecky pracovat, zvladla mnoZstvi naroénych
molekularné-biologickych i imunologickych metod a ziskala nové védecké poznatky, které byly publikovany
v mezindrodnich ¢asopisech s IF. I kdyZ se bohuZel nepodafilo splnit jeden z hlavnich cili prace, ziskat funk&ni
experimentalni protinadorovou vakcinu zaloZenou na VLP odvozenych z mySiho polyomaviru, byly ziskéany
diileZité metodické poznatky, které maji velky vyznam pro dalsi studie. Proto doporuéuji, aby prace byla pfijata
jako podklad pro udélenf titulu PhD.
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