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Zadané cile prace, véetné tématu literarniho p¥ehledu: Tematem diplomové prace Terezy
Zosinéukové byla identifikace vazebnych proteinti, které rozpoznavaji paratop protilatek
Siroce neutralizujicich vir HIV-1, a které diky tvarové podobnosti interak¢nich povrchu
mohou mimikovat epitop obalového glykoproteinu Env v oblasti V3 smycky. Vhodné
vybrané proteiny by mohly byt pouzité jako vakcinaéni imunogeny k navozeni ochranné
imunity pfed infekci virem HIV-1 a k prevenci pted rozvojem nemoci AIDS. Resené téma Je
sou¢asti Vyzkumného zaméru 1 projektu CEREBIT podporovaného MSMT CR v ramci
programu OP VVV. Tematicky prace navazuje na dvé predchozi studie, ve kterych autofi
z Laboratofe inZenyrstvi vazebnych proteini Biotechnologického ustavu AVCR spoleéné
s tymem prof. Milana Rasky z Univerzity Palackého v Olomouci navrhli alternativni strategii
pro vyvoj vakcin pomoci mimikujicich proteind. Tento piistup je atraktivni zejména
v oblastech, kde vyvoj vakcin klasickymi pfistupy dosud selhal. Cilem prace studentky bylo
ploiné otestovat desitky proteinovych variant kombinatoridlné¢ odvozenych od matefského
vazebného proteinu Myomedinu, které byly cileny na dvé vybrané Siroce neutralizujici
protilatky proti viru HIV-1, a to PGT121 a PGT126. Ziskané proteiny fady MLB a MLD pak
mely byt dale testovény biochemickymi biofyzikélnimi a funkéimi pf‘istupy s ci]em
imunogeny k produkci HIV-1 neutralizujicich mysich sér. Tento pfistup by ném umoznil
otestovat jednotlivd mysi séra v testovanych skupinach in vitro zhlediska neutraliza¢niho
potencialu na panelu pseudovirovych variant a vybrat nejic¢innéjsi Myomedinové varianty
jako potencidlni vakcina¢ni komponenty pro daldi experimentélni ovéfovani.

Piistup studenta k praci s literaturou: Snaha o vyvoj u¢inné vakciny bréanici infekei virem
HIV-1 probih jiZ vice neZ 30 let a dostate¢né (¢inna preventivni vakcina dosud nebyla
vyvinuta. ProtoZe se stale vice vyzkumnych tymd tomuto tématu vénuje, je nartst
publikovanych védeckych praci znaény, a proto je nesmirné naroéné sledovat nové trendy a
orientovat se v hlavnich smérech vyvoje. Toto klade na studenta velmi naro¢ny tkol

k prostudovani mnoha publikovanych praci a zorientovani se v této oblasti. Pfi pfipravé
diplomové préce chci proto vyzdvihnout nesmirné peglivy piistup studentky ke studiu
relevantni literatury a detailniho prostudovani fady dileZitych ¢lankd, ktery nasledn& vyustil
do velice komplexn& zpracovaného Gvodu piedlozené diplomové prace. Velmi pozitivné také
hodnotim i jeji zpracovani diskuse, kde jsem ponechal prostor pro jeji tvofivost a
nezasahoval piili§ do navrzeného konceptu. Diky vyborné znalosti nejen nejnov€jsich zaveéra
novych praci, ale i probihajicich klinickych studii, byla studentka schopna diskutovat
vysledky ve vztahu k novym publikovanym poznatkim.

Pfistup studenta kpraci v laboratofi (pfistup pfi uCeni se novych metod, aktivita,
samostatnost, systemati¢nost prace i dochazky do laboratofe): V prvni ¢asti diplomové prace
se Tereza Zosintukova zaméfila na identifikaci variant Myomedind, které specificky
rozpoznavaji $iroce neutralizujici anti-HIV-1 protilatku PGT126. Tato ¢ast zahrnovala plosné
testovani vice nez 50 individualnich klont vazebnych proteini produkovanych
7 bakteridlnich kolonii a nasledné testovéani jejich lyzatd metodou ELISA. Tato Cast




vyzadovala vysokou peélivost a systemati¢nost prace k nalezeni nejvhodnéjsich kandidati
pro dali charakterizaci. Tuto ¢ést prace Tereza provedla samostatné a velmi precizn€. Krome
metody ELISA se studentka nauila pfipravovat bakterialni kultury k produkei vybranych
variant a jejich naslednou purifikaci pomoci afinitni chromatografie a dalsi charakterizaci
proteind  pomoci elektroforézy na polyakrylamidovém gelu, kterd byla jest¢ dale
kombinovana s metodou Western blot. Sezndmila se i s metodou molekularniho klonovani.
Hlavnim vystupem Terezy pak byla sada vazebnych kiivek purifikovanych kandidatnich
proteinti, které tvoii soudast pfipravovaného &lanku. Ve spoluprdci s konzultantkou Mgr.
Veronikou Daniel Li§kovou, Ph.D. pak jest¢ provedly kompeticni ELISA test s gp120
glykoproteinem a protilatkou PGT126 na vybranych proteinovych variantich a vysledkem
prace byl navrh na vybér proteinovych variant vhodnych k imunizaci mysi.

V druhé &asti diplomové prace se studentka samostatné vénovala identifikaci a charakterizaci
vazebnych Myomedinti cilenych na $iroce neutralizujici protilatku PGT121. V této &asti se
vénovala skrininku 147 klont pomoci ELISA a analyzy vazby proteinii ve srovnani
s isotypovou kontrolou IgG lambda. Provedla charakterizaci proteinii elektroforézou a
Western blotem. Vysledkem bylo vybrani 14 variant, jejich produkce a purifikace a
zhotoveni vazebnych kiivek pro nejnad&jngjsi klony. Ve spolupraci s konzultantkou pak
provedly i test kompetice Myomedinii s gpl20 o vazbu na imobilizovanou protilatku
PGT121. Vysledkem byl navrh proteinovych variant pro test ovéfujici mimikujici
schopnosti, a to pomoci imunizace my3 vedouci k tvorb& HIV neutralizujicich sérovych
protilatek. Celkové lze fici, e studentka pracovala s vysokou preciznosti a splnila nase
otekavani, a tim vyznamné& pfispéla k identifikaci a charakterizaci dvou sad kandidatnich
vazebnych Myomedini MLB a MLD.

V posledni &asti prdce se Tereza Zosinfukovd zaméfila na biofyzikalni charakterizaci
vybranych Myomedint sérii MLB a MLD. To obnéSelo piipravu velkého mnoZstvi produkiii
pro chromatografickou separaci proteint, identifikaci jejich monomernich frakei a méfeni
stability proteind. Zde bych chtél vyzdvihnout jeji pfinos pii méfeni termalni stability, na
které se podilela ve spolupraci s kolegy. Jednalo se o ureni bodu tani kapilarnim méfenim
na piistroji Prometheus a ziskané vysledky tvoii ¢ast pfipravovaného clanku.

7 hlediska dochazky studentky do laboratofe jsem nezaznamenal problémy, pfipadné

absence byly dopfedu hldgeny a alternativni moZnosti vzdy diskutovany.

Pristup studenta p¥i sepisovani prace: Sepsani diplomové prace vénovala Tereza
Zosinéukova pomémé dlouhou dobu. Bylo to dano tim, Ze chtéla jednotlivé ¢asti prace
dovést do vysokého stupné kvality a také tim, Ze chtéla prostudovat velké mnozstvi
literatury, aby byla schopna kvalitng okomentovat dosazené vysledky. Tomu jsme proto
piizptsobili ¢asovy plan piipravy diplomové prace, ktery studentka dodrZela. Proto byla
spoluprace v tomto sméru pomérné efektivni a v zasadé bez vétSich problémi. V tomto
sméru jsem byl s jejim piistupem spokojen.

Splnéni cilii prace a celkové hodnoceni: Shrnu-li celkové piisobeni Be. Terezy
Zosin¢ukové v nasi laboratofi a jeji vysledky pfi feSeni tematu magisterské diplomové prace,
mohu prohlésit, Ze Tereza splnila nade odekavani na vybornou a podilela se na ziskani
nezbytnych dat, které tvoii ddleZitou &ast pfipravovaného ¢lanku a posouvaji nas vyzkum
vyznamnym smérem k experimentélnimu konceptu smési Myomedinovych variant jako
moznych imunogent pro vyvoj vakeiny proti infekei virem HIV.

Navrh hodnoceni 8kolitele:

[X] vyborng [ ] velmi dobie [ ] dobfe [ ]nevyhovél(a)

Podpis 3kolitele: :;DQ /( ‘—.{P //)/7




