Oponentsky posudok na magistersku pracu Be. Markéty Wachtlovej

Nizov priace: Kotveni agonisti PRRs na naddorové buriky s cilem navozeni protinddorové
imunitni reakce na urovni vrozené imunity.
Skolitel: RNDr. Jan Zenka, CSc.

Diplomova prace Markéty Wachtlovej je su€astou projektu, ktory sa zaoberd lieCenim
nadorov pomocou cielenej aktivacie buniek vrodenej imunity. Diplomanka mala dva jasne
definované ciele. Prvym cielom bolo vytvorit bunky melanomovej linie B16- F10, ktoré by
exprimovali na buitkovém povrchu avidin, ktory by nésledne zprostredkoval vazbu
biotinylovaného ligandu. Druhym ciel'om bolo optimalizovat metédu detekcie BAM a DOPE
(biocompatible anchor for cell membrane-l4tok kotviacich do membrany) po naviazani na
bunky.

Préca je klasicky ¢lenend.

V literarnom tvode sa do&itame o historii lieCenia nadorovych ochoreni, stru¢nej klasifikécii
nadorov, typickych znakoch nadorovych buniek. Niekolko strén je venovanych imunoterapii
nadorov. Diplomantka sa d’alej zaoberala moznost'ou ukotvenia PAMPs na nddorové bunky,
struéne popisala mozZnost’ vyuzitia virusovych vektorov na prenos génov a uviedla prehl'ad
najCatejsie pouzivanych vektorov v génovej terapii. Poslednych 6 stran sa venovala popisu
vazbe avidin-biotin. Téato Cast’ prace je prehl'adne spracovana, po $tylistickej ani obsahovém
strdne nemam vyhrady. Niekedy som v3ak pozorovala nepomer medzi po&tom citacii a dizkou
textu. Napr. v kapitole immunoterapia nadorov, ktorej si venované 2 strany boli iba dve
citacie. Celkovy pocet citacii je vSak uctyhodny, celkom 79.

Materiél a metodika je obsiahnuté na 8 stranach. Metddy su struéne a zrozumitel'ne popisané.
Pripomienky:

1. Postradam informaciu o plazmidoch, ktoré boli pouzité k transfekcii. Chyba jak mapa
plazmidov, tak ich zdroj. Praca by mala obsahovat taktiez schému virusového konstruktu a
odkial’ pochédza protokol na trasfekciu a nasledne transdukciu virusovych castic.

2. Na str. 24 uvadzate, ze plazmid (virusovy konstrukt odvodeny od lentiviru) kéduje GFP.
Na str.27 piSete, ze tento virovy vektor neniesol gén pre GFP, ale obsahoval expresnu kazetu
pre puromycinovu rezistenciu. Predpokladdm, ze druh4 varianta je spravna.

Vysledky su zhrnuté na 9 stranach, 12 obrazkoch a 2 tabul’kach. Diplomantka s cielom
exprimovat avidin na povrchu B16 F10 buniek pouzila dva rozne virové konstrukty, oba
kodujuce fuzny protein avidin + transmembranovy protein butyrophilin. Expresiu avidinu
v burik4ch sa nepodarilo dokazat’, resp. docielit. Myslim, ze takto naro¢né uloha vyzaduje
hodne §t’astia a viac ¢asu.

K tejto ¢asti mam niekol’ko pripomienok.

1. Str.31 zber média s virovymi ¢asticami miesto virovym vektorom.

2. Pocitali ste titer viru, ale nikde som nenasla, aky titer bol pouzity pri infekcii B16-F10
buniek.

3. V kapitole Materidl a metodika na str. 26 uvadzate schému, podl'a ktorej by ste mali mat 8
vzoriek pri teste kontroly vazby biotinu na avidin. Vo vysledkoch vidime najviac 4 vzorky.
Vysvetlite.

Diskusia je obsiahnutd na 3 stranéch. Autorka diskutuje o roznych moznostiach ukotvenia
fagocytarnich ligandov a vyjadruje sa k teoretickym dovodom, preco nebol avidin
detekovany. K tejto kapitole mam iba jednu pripomienku.




1. Vzorce latok BAM a DOPE patria do kapitoly Materidl a metodika.

Otazky:

1. Zaujimalo by ma, pre€o sa pri transdukcii pridava polybrene k virusovej suspenzii?

2. Na obrézku €. 9 prezentujete histogram, ktory zobrazuje percentualne zastipenie GFP
pozitivnych buniek. Uvadzate, Ze na zaklade toho ste vypocitali titer. Mohli by ste objasnit’,
ako ste dosli k vysledku 7x10° IFU/ml? Ako vyzerali histogramy p¥i pouziti 5 a 50 pl
virusovej suspenzie, ktoré uvadzatze v metodach? Dosli ste k podobnému vysledku?

3. Metdda vkladania génov pomocou virusovych vektorov patri k tym naju¢innejsich.
Namerand GFP expresia bola v§ak pomerne nizka (iba 0,2% pozitivnych buniek). Ako si to
vysvetlujete?

4. Vo vasich experimentoch nebolo jasne preukézané, ¢i sa avidin neexprimuje vobec, alebo
¢i sa exprimuje vo vnutri bunky, alebo ako monomer (a preto nie je rozpoznany biotinom, ako
uvadzate v diskusi). Akou inou metdédou by ste mohli overit’ expresiu avidinu okrem
imunofluorescencie? Ake iné sposoby vloZenia génov do buniek este poznate?

5. Bola dvojdiiova selekcia v pripade pouZitia lentivirusového konstruktu postacujuca?

6. Akym sposobom sa viaze BSA, hemoglobin alebo PE na BAM/DOPE? Nie st BAM/DOPI
pre bunky toxické?

Diplomova praca Markéty Wachtlovej prezentuje pilotné experimenty v zaujimavom a
odvéaznom projekte, kde cielom bolo naviazat’ fagocytarne ligandy na povrch nadorovych
buniek prostrednictvom avidinu. Diplomantka sa obozndmila s modernymi metédami
molekulérnej biologie, s biochemickymi analyzami a s pracou s bunkovymi kultirami.
Napriek zvacSa negativnym vysledkom tato praca priniesla potrebnu informaciu pre riesitel'ov
projektu o moznosti vyuzitia tejto metddy a bola iste prinosom i pre samotnu autorku. Po
formalnej aj obsahove;j stranke hodnotim pracu kladne a doporuéujem ju k obhajobe.
Navrhujem klasifikovat’ pracu znamkou jedna aZ dva.

V Ceskych Budg&joviciach, diia 15.1.2013 Jaroslava Lieskovska
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Posudok k diplomovej praci s nazvom “Kotveni agonistit PRRs na nddorové buiiky s cilem

navozeni protinddorové imunitni reakce na urovni vrozené imunity”

Cielom predlozenej diplomovej prace bolo experimentalne overenie moznosti expresie
avidinu transdukciou virdlnym vektorom s naslednym kotvenim agonistov PRRs na nadorovych
bunkdch s cielom navodit’ protinddorov imunitnii odpoved’ na trovni vrodenej imunity. Dalim
cielom bolo optimalizovat systém na detekciu vizby BAM (Biocompatible Anchor for cell
Membrane) a DOPE (N-(Succinimidyloxy-glutaryl)-L-a-phosphatidylethanolamine, Dioleyl)
na nadorovych bunkéch melanémovej linie B16-F10.

Diplomova praca je prehladne ¢lenena, v teoretickej Casti vyuziva mnozstvo citovane)
Ceskej 1 zahrani¢nej literatury. Jednotlivé Casti do seba plynulo zapadaju a autorka Markéta
Wachtlova v nich vysvetl'uje pojmy pouzité v d’alSich castiach diplomovej prace. Spracovanie
teoretickej Casti je dostato¢ne informativne a rozsiahle. Vo vid¢$ej miere sa autorka venuje
imunoterapiam.

V metodickej Casti su struéne popisané metddy, chemikalie a plasmidy, pouzité na
pripravu viralnych vektorov. Pozitivne mozno hodnotit” aj vyber metddy na zavedenie avidinu na
povrch nadorovych buniek. Vyuzitie virdlnych vektorov je dnes vel'mi aktudlne, aj ked na
rozdiel od inych metéd vyzaduje zvySeni opatrnost’ pri experimentalnej praci. Skusenost
s pracou s virdlnymi vektormi je v pripade mnohych zahrani¢nych laboratérii pozadovana
od aplikanta/tky na $tudijny pobyt. Metodicka Cast’ je vhodne Clenend a plynule prechadza

do zaveru a diskusie.

—_



Aj ked vysledky mozno nezodpovedaju v tomto pripade cielom, ktoré si autorka
stanovila, celkovo najva¢$im prinosom je zoznamenie sa s niektorymi zakladnymi metodikami
molekularnej  biolégie, pracou s fluorescenénym mikroskopom, spektrofotometrom
a prietokovym cytometrom. Autorka vecne a kriticky hodnoti dosiahnuté vysledky, z ktorych
mozno brat’ do uvahy optimalizaciu metddy kvantifikacie vizby BAM a DOPE ako jeden
z ciel'ov s pozitivnym vysledkom.

Uroven grafického vystupu (obrazky, grafy) je dobra, snad’ len s par vynimkami v popise
grafov. Okrem toho je mozno ziaduce pouzitie Ceskych nazvov aj v pripade citovanych tabuliek
napriek faktu, ze niektoré preklady (napr. “pakézovaci bunky” - v originali “packaging cells”
modzu vyznievat’ trochu “veselo”).

Voci praci nemam vacsie vyhrady. V texte sa ndjdu mensie nepresnosti (napr. namiesto
vyrazu “excitacny filter pre GFP” je lepSie pouzit’ “emisny filter”), d’alej na str. 30 “PMD2.G -
koduje obalovy protein VSV” — spravne “kdéduje obalovy protein VSV-G”. Pracu hodnotim
vel'mi kladne, so znamkou “vyborna”. Verim, ze téma, ktoru si autorka vybrala ju aj nad’alej
motivuje, pretoze by bola Skoda, aby ostala len v $tadiu diplomovej prace. Ziskané
experimentalne skusenosti a vysledky, ktoré sa dostavia mozu v spojeni s testovanim in vitro
pokusov na in vivo systéme viest’ k publikatnému vystupu a zaroven otvorit’ dvere do niektorych
napr. americkych laboratorii, kde je protinddorovéa imunitna reakcia na urovni vrodenej imunity

intenzivne Studovana.
Ako navrhy do diskusie predkladam tieto otazky:

1.) Viete vysvetlit’ preco niektoré virusy preferen¢ne infikuju nddorové bunky?

2.) Aké vlastnosti musi mat’ idedlny systém na kotvenie agonistov PRR na nadorové bunky?

3.) V pripade, ze by sa Vam podarilo dokazat’ expresiu avidinu na povrchu nadorovych buniek
po transdukcii virdlnym vektorom, aké by boli Vase d’alSie kroky? Ako by ste takyto systém

overili na laboratérnych zvieratach v pripade melanomov a ako v pripade inych nadorov?

S pozdravom do Ceskych Budejovic
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