Oponentsky posudek disertacni prace :
Design and Synthesis of Tn-Bearing Glycodendrimers and Their
Interaction with Components of Innate and Adaptive Immunity,

predlozené Mgr. Paviem Veprekem.

Téma disertatni prace Mgr. Pavla Vepieka je vysoce aktualni, nebot’ se tizce dotyka
soucasného trendu v terapii nadorovych onemocnéni, pro ktery je charakteristickym znakem
nastup imunoterapeutickych pfistupii a kombinované imuno- a chemoterapie, zejména pfi
1é¢be zbytkovych nadorti, kdy je pouhd chemoterapie net¢inna z divodu 1ékové rezistence.
V piedlozené disertacni préaci si Mgr. Pavel Vepiek uloZil naro¢né ukoly spocivajici
jednak v syntéze jim navrzené origindlni serie rozvétvenych glykodendrimert nesoucich Tn
antigen, jednak v testovani a matematickém modelovani jejich vlivu na modulaci adaptivni a
vrozené imunity, a to v ramci spoluprace s nékolika odbornymi pracovisti.
Zaméfil se na
1. syntézu tzv. MAG, tj. Multiple Antigenic Glycopeptides, pfipojenych na
biokompatibilni nosi¢,
2. syntézu klasickych MAG, tzn. pfislusnych volnych latek nevazanych na pryskyfici,
3. vyhodnoceni vazebné charakteristiky a schopnosti pfipravenych latek indukovat
imunitni odpovéd’ u mysi a na korelaci vysledki pro imobilizované a volné MAG,
4. vyhodnoceni vlivu zabudované y-aminomaselné kyseliny na konformac¢ni chovani
jednotlivych vétvi postupné nardstajici molekuly MAG v prib&hu syntézy s vyuzitim
metod molekularniho modelovani a MD,
5. pfipravu novych struktury tzv. ,,comblike multiple glycopeptide antigens* a
vyhodnoceni zékladnich vazebnych interakei téchto latek a jejich schopnosti
modulovat cytotoxickou aktivitu NK bunék, jakoz i schopnosti indukovat imunitni

odpoveéd’ u mysi.

V syntetické Casti prace pan Vepiek plné€ uplatnil své rozsahlé zkuSenosti s pifpravou peptidi
na polymernich nosic¢ich a prokazal znalosti chemie glykopeptidd. Zatimco piiprava MAG na
biokompatibilnim nosic¢i TentaGel byla uskute¢nitelna pomoci divergentniho postupu Boc/Bzl
strategif a produkty charakterizovany alesponi aminokyselinovou analyzou, pii pfipravé

klasickych MAG se autor musel vyrovnat se zndmou nestabilitou O-glykosidické vazby



viéi plisobeni fluorovodiku a pouzit Fmoc/tBu strategii, vice kompatibilni se stabilitou
navazaného zbytku a-D-GalNAc. Proto je tato ¢ast velmi bohata z hlediska rozmanitosti
pouzitych polymernich nosicili (4), kondenzacnich €inidel (5), ¢inidel $tépicich Fmoc chranici
skupinu (3) i reak¢nich ¢asti nezbytnych pro jednotlivé kondenzac¢ni stupné. Bohuzel
ziskavané multifunkéni produkty pfedstavovaly s postupujici syntézou pomérné komplexni
smési, z kterych bylo bez u¢inného ¢isténi pomoci HPLC obtiZzné isolovat pozadované
produkty. Vysvétleni tohoto problému nalezl ve vypocetni studii dvou tetramernich struktur,
ktera ukazala na problematickou funkeci piitomného zbytku y-aminomaselné kyseliny. V dalsi
¢asti disertacni prace se proto pokusil uspét s konvergentni strategii, spocivajici

v chemoselektivni ligaci pfedem pfipravenych definovanych komponent — nosice a
glykopeptidového antigenu. Ani v tomto pifpad¢ vSak jeho snaha a bezpochyby vynalézavy
postup nevedly k cilovym produktim. Nakonec se vSak prece jen na P. Vepieka usmalo Stésti
a jeho enormni snaha byla korunovana tspéchem. To, kdyz pfistoupil k ptiprave tzv.
comblikle struktur, jejichz oligopeptidovy fetézec tvofeny zbytky Gly a Lys je na pfislusnych
g-amino skupinach acylovan vhodnymi antigennimi strukturami odvozenymi od Tn antigenu.
Pii jejich syntéze mistrovsky vyuzil kombinace peptidové syntézy na pevné fazi

s chemoselektivni liga¢ni technikou a slouceniny také fadné charakterizoval pomoci
aminokyselinové analyzy, RP-HPLC a MALDI-TOF hmotové spektrometrie.

Zatimco MAG na biokompatibilnim TentaGel-ovém polymeru byly studovany
z hlediska jejich interakci s monoklonalnimi protilatkami, inhibice agglutina¢ni reakce a
produkce specifickych protilatek, u comblike MGA byla predevsim testovana vazebna afinita
k lektinlim, interakce s dal§im typem monoklonalni protilatky 83D4 a rovnéZ interace s NK
receptory spolu s modulaci cytotoxické aktivity NK bunék. V tomto ohledu je bezpochyby
vyznamnym nalezem in vivo studie selektivni, dosud nejvyssi liga¢ni aktivita tetra-
acetylovaného trimerniho Tn antigenu vi¢i NKR-P1B receptoru potvrzena ex vivo testy,

v nichz stejna latka G¢inn€ inhibovala cytoxickou aktivitu NK bun€k. Navic pt in vivo studii
byl tetraacetylovany comblike dendrimer s tridekapeptidovym insertem identifikovan jako
nejvhodnéjsi kandidat pro vyvoj syntetické vakciny.

Préce je napséana jednoduchou, le¢ navysost kultivovanou angli¢tinou, takze se
vyborné ¢te a piipomind tak detektivku Agathy Christie. Obsahuje drobné, av§ak
bezvyznamné pieklepy, coz plati rovnéz o Souhrnu v ¢eském jazyce, v ném se v obrazcich
objevuji, ze zfejmych diivodl, pozoruhodné kombinace s angli¢tinou.

Zajimalo by mé, zda-li a jaky je rozdil mezi vyrazy

MAG: Multiple antigenic glycopetides, v odstavcich 3.1.1.,3.1.2.a3.3.1. a



MGA: Multiple glycopeptide antigens, pro comblike latky v odstavcich 3.2. a 3.3.2.

Nedilnou soudasti této disertatni prace jsou kopie tff pfislusSnych publikaci, které
nahrazuji jeji experimentalni ¢ast. Jen mé prekvapilo, Ze v této uprave jsou ptiloZeny i kopie
dvou prehlednych ¢lank® pana disertanta, protoze Gvodni Cast disertace, ¢astecn€ se kryjici s
prvnim ¢lankem, je dostate¢né rozsahla veetné citaci a bohaté popisuje danou problematiku.

Podle mého nazoru splituje disertace Mgr. Pavla Vepieka vSechny naroky kladené na
diserta¢ni praci i kriteria pro udéleni piislusné védecké hodnosti, coz viele a s plnou

odpovédnosti doporucuji.
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V Praze dne 15.11.2006 _RNDr. Jan Hlavagek, CSc.
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