Posudek diserta¢ni prace Mgr. MaroSe Huli¢iaka

Maro$ Huli¢iak predklada disertacni praci s nazvem "Engineering and selection of
protein binders recognizing medically important cytokines“. Prace byla vypracovana
v laboratofi Prof. Bohdana Schneidera v Biotechnologickém ustavu AVCR a je predloZena ve
form¢ sebranych publikaci. V praci jsou presentovany vysledky tii publikaci, v jedné z nich
(ptijaté do FEBS Journal) je Maro§ Huli¢iak prvnim autorem. Dalsi 2 prace byly publikovany
v ¢asopisech Viruses (MDPI) a FEBS Journal. Publikace jsou zaméfené na vyvoj a testovani
tzv. scafoldll - vazebnych motivi, kratkych polypeptidovych fetézctl, které se selektivné a
s vysokou afinitou vazi na cileny protein a mohou tak nahrazovat funkci specifickych
protilatek. Tyto vazebné motivy se mohou vyuzivat k blokovani funkci dalezitych bunécnych
proteinl, napf. receptorti a dalSich proteint, které funguji V rozvoji virovych infekci ¢i
nadorového bujeni a dalSich onemocnéni.

Prace je sepsana v anglickém jazyce, obsahuje tivodni Cast, ktera na 22 strankach
prindsi prehled o metodach vyuzivanych pii vyvoji vazebnych motivii, popisuje i soucasné
studie vyvinutych vazebnych motivi v klinickych testech. Nedilnou soucasti téchto metod
jsou i selektivni metody, jako je kvasinkovy a bakterialni selekéni systém, in vitro
ribosomovy a mRNA sytém, které jsou v tivodu také popsany. Zaroven je tivod vénovan i
popisu cilenych proteini v téchto studiich, tedy riznym interleukiniim a jejich receptoriim

Tato prace je metodicka, vyzaduje kombinovani metod z oblasti molekularniho
modelovani, strukturni analyzy, zpracovani dat, pfipravy cDNA knihoven, fizené mutagenese,
exprese a heterologni produkce proteintl, fyzikalnich metod vyuzivanych pii studiu interakce
proteint a ligandti, imunochemické detekce i prace s bunéénymi kulturami.

Prace dale obsahuje kapitolu vysledkl, kde jsou shrnuty vysledky ptedlozenych
publikaci a jsou v kratkosti diskutovany. Tato cast také spojuje a vysvétluje navaznost
jednotlivych publikaci. Je zde diskutovana i perspektiva a mozné optimalizace metod
k ziskani u¢innych vazebnych motiv.

K ptedloZené praci bych méla n€kolik dotazu.

1. Pfi vyvoji vazebnych motivii jste vychéazeli z publikovanych strukturnich motivli a
ziskali jste struktury, které byly selektivné vyvijeny s ohledem na bunéény cil. Jak se

1181l optimalizovany strukturni motiv od vychoziho? Jsou v motivech né&jaké

konservované strukturni segmenty, které se neméni v zévislosti na testovaném cili?

2. Zohlednujete pii vybéru pocatecnich publikovanych vazebnych motivi pro

optimalizaci také strukturu a funkci cileného bunééného proteinu?



3. Testujete prostupnost vazebnych motivli do buné€k, napft. pfi experimentech s mysi
bunéénou linii (RAW264.7)
4. Jaké jsou perspektivy vyvoje zcela novych templath (strukturnich motivii) pro dalsi

optimalizaci?

Zavérem mohu konstatovat, ze kvalita predlozené prace spliiuje pozadavky kladené na

disertacni praci a doporucuji ji pfijmout k obhajobé.

V Praze dne 20.1. 2023

Ing. Iva Pichova, CSc.



