Strana 1

Posudek na bakalarskou praci

(| 8kolitelsky posudek Jméno posuzovatele: Karel Drbal

X oponentsky posudek Datum: 9.9. 2008

Autor: Petr Kasparek

Nazev prace: Lentiviry jako nastroj transgeneze u hospodarskych zvirat

X Prace je literarni re$ersi ve smyslu zvefejnénych pozadavkl (pravidel).
[ ] Prace obsahuje navic i vlastni vysledky.

Cile prace (pfedmét reSerSe, pracovni hypotéza...)

Jedna se o metodicky orientovanou resersi novych pfistupu k transgenezi u hospodarskych
zvifat, resp. jinych organismul nez je ¢lovék a my$. Daraz je kladen na kritické zhodnoceni
lentivirového transferu transgenu pfi genovych manipulacich na urovni organismu ve srovnani
se zavedenymi technologiemi.

Struktura (Clenéni) prace:

Prace ma bézné &lenéni: po abstraktu a Uvodu autor pokracduje kapitolou shrnujici sou¢asné
transgenni technologie. Nasleduje detailni popis lentivirt jako nastroje transgeneze, jejich
biologie, vy&et pouzitelnych vektorl, véetné jejich nedostatkl a perspektiv.

Jsou pouZzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v préaci spravnée citovany?
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni idaje z literarnich zdroja?

Citované literarni zdroje v nadstandardnim poctu 67 vhodné pokryvaji zakladni ramec
zvoleného tématu bakalaiské prace. Citovany jsou spravné. V textu se ovéem velmi ¢asto
objevuji vagni kostatovani typu ,nizka efektivita®, ,kolisava uspésnost” a to v mistech, kde by
bylo spravné dolozit tvrzeni konkrétnim islem s citaci. Autor ma tendenci psat
podmifiovacim zpUsobem a misto vysveétlujici formulace s citaci pouzije neurcitou a
nevédeckou formulaci ,zda se byt“. Velmi humorné je tvrzeni o 35-let staré a dnes nepfilis
pouzivané technice spermiového prenosu: ,Z téchto divodu neni tato technika jeste
povaZovéana za zcela spolehlivou, byt méa do budoucna velky potencial®. Navic zde autor
neuvadi jedinou konkrétni hodnotu a spojuje nad&jnou metodu in vitro manipulace
spermatogonii (kterou bohuzel jiz dale nedokumentuje) s pouhym smichanim DNA se

spermiemi pfi oplozeni.

Neékteré reference nejsou témi zasadnimi, které by bylo vhodné citovat pro dolozeni urcitého
tvrzeni. Tak napfiklad cela stat o RNAI je fakticky nelplna a nepfesna v dusledku pouZiti
star§ich citaci namisto vhodnéjSich recentnich.

V praci mi chybi citace dvou dulezitych prehlednych €lankl: Park F Physiol Genomics 31:
159-173, 2007 a Clark KJ Genome Biology 8(Suppl 1):S13 2007. Druha z nich se vénuje
pouziti transpozdnu pro transgenezi prasat a toto téma moderni metody transgeneze je

v Uvodu piedloZené bakalarské prace uplné pominuto.

Pokud prace obsahuje (nadstandardné) i viastni vysledky, jsou tyto vysledky
adekvétnim zpusobem ziskany, zhodnoceny a diskutovany?

Prace neobsahuje vlastni vysledky.

Formalni troveri prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova aroven):

Formalni zpracovani je dobré, ovéem zdaleka nedosahuje publikovatelné kvality. To by mél
byt dosazitelny cil. Chybi jasné vyjmenovani véech faktl pro jednotlivé metody transgeneze,
nejlépe v tabulce, napfiklad podobné Tab. 2 v praci Clark KJ (viz vyse). V kapitole zabyvaijici
se lentivektory se nabizi podat celkovy pfehled vektori pouzivanych pro hospodarska zvirata.

Autor musi peélivéji dokumentovat a prezentovat fakta, podporujici a vyvracejici dané tvrzeni.
Pfi &teni této prace je velice éasto nutné dohledavat primarni data v puvodnich publikacich.
To je $koda. Pravé to méa byt predmétem bakalarské prace: sumarizace faktu a vytvoreni
jasného nazoru na problematiku.

Pouzivani nasilné pielozenych pojmu, jako ,zakladatelské zvife“ misto ,founder”se mi jevi
jako zbyte¢né. Je to v praci nicméné vyjimecné.
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Splnéni cilu prace a celkové hodnoceni:

PoZzadované parametry tato bakalarska prace bohaté splfiuje a proto ji doporucuji k pfrijeti.
Petr KasSparek bezpochyby prokazal, Ze je schopen zpracovat solidnim zplsobem zvolené
téma. Vétsi ¢ast prace spravné zminuje dulezité aspekty lentivirové transgeneze, véetné
vybéru vhodného vektoru, omezené velikosti insertu, nebezpeci epigenetického umléeni,
pouziti pro RNAi knock-down. Bohuzel vétsSina téchto témat neni dotazena do jasného zavéru
a nenabizi mozna feseni.

Otazky a pripominky oponenta:

Nedostatkem predkladané prace je praveé jeji jista nepfehlednost a neuplnost. Bylo by dobré
cely text prfepracovat v dalsi fazi po podrobeni kritickému nezavislému pohledu. Autor velmi
dobre uvadi problematiku prfehledem transgennich technologii. Bohuzel v§ak uplné opomenul
dvé velmi nadéjné metody: transpozény a modifikace spermatogonii, které jen velmi kratce
zminil az v samotném zavéru.

Sdilené technologie typu mikroinjekce, laserem-asistované injekce, in vitro fertilizace a
infekce bych pojednal oddélené od vektorii a bunék jako nosiél genetické modifikace. Uginna
a Setrna laserem-asistovana injektaz se dnes pouziva pro 100% zarodecny pfenos u mysi
plné odvozenych z embryonalnich kmenovych (ES) bunék bez chimerni generace
(Poueymirou WT Nat Biotechnol. 1:91-9 2007). Je v textu jen okrajové zminéna v jiném
kontextu. Obdobné kdyz se v textu mluvi o pienosu jader je dobré zminit rozdily pfi pouziti ES
bunék, zarodeénych bunék a somatickych bunék. Ne to jen odbyt tvrzenim: , Tento pristup
(kmenové bunky) se v8ak u hospodarskych zvifat dosud nesetkal s ispéchem a navic vétsiny
vyhod, které piinasi, Ize dosédhnout i vyuZitim pfenosu jader somatickych bunék.“ Ctenafi tak
vlibec neni jasné pro¢ by se mély pouzivat a pouzivaji ES buriky nebo zda vibec ES
bunécné linie u hospodarskych zvifat existuji.

Pojmy jako chimerismus a mosaicismus musi byt jasné vysvétleny a dany do kontextu.

Je vhodné zminit v§echny moznosti u takto metodicky orientované prace, napf. pro lentivirovy
prenos zminit téZ maximalné ucinnou injektaz envelope-free viru do cytoplazmy zygoty pro
urychlenou integraci a zabranéni mosaicismu (Yang SH Genesis 45: 177-183, 2007).

Neni zminéna toxicita lentivektort (zvlasté s VSV-G), biologické nebezpedi v souvislosti

s vysokym titrem virl a moznosti rekombinace za vzniku replikaéné aktivnich virion. Otazka
pouzitych titrt vira téz nebyla oteviena. Nebyla vysvétlena souvislost mezi genetickym
mosaicismem a stadiem infikovaného embrya, resp. polo¢asem preintegracniho komplexu.
Inducibilni lentivirové systémy, které tvofi silny nastroj pro vyvojoveé letalni transgeny byly
Uplné pominuty. To jsou dulezité detaily, které vyjasiuji celkovy obraz dané problematiky.

Otazky:
Jaky systém pro transgenezi hospodarskych zvirat by si autor sam vybral?

Jakym zpUsobem by v tomto systému minimalizoval epigenetické umlceni transgenu a
mosaicismus, to znamena zarugil stabilni expresi transgenu v potomstvu.

Z jakého dluvodu se u hospodarskych zvifat nesetkalo s Uspéchem pouZziti modifikovanych
kmenovych bunék a jsou opravdu nahraditelné pfenosem jadry somatickych bunék?

Navrh hodnoceni $kolitele nebo oponenta (znamka nebude soucasti zverejnénych
informaci)
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