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Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo prokazat, zda mutace obalového glykoproteinu (L154S), ktera
byla jiz dfive popsana u viru Rousova sarkomu, ma stejné projevy i u odlisného kmenu
ptacich retroviri - vird podskupiny B. Dil¢i cile mé¢ly za tkol zjistit, jakym mechanismem
mutace virového glykoproteinu vyvolava fenomény obchazeni superinfekéni rezistence a
schopnost infikovat nepermisivni buriky a také jak tyto schopnosti ovlivni patogenezi viru
u infikovanych kurat.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZzadovanému?

Ptedkladana prace o rozsahu 111 stran méa pozadované ¢lenéni. Obsahuje vSechny nalezitosti
vcetné Ceského 1 anglického abstraktu, klicovych slov a seznamu zkratek. BohuZzel autor
nevyuziva Ciselné fazeni kapitol, coz zna¢né znesnadiiuje orientaci v celém textu prace.

Literarni prehled:

Literarni ptehled (13 stran) se zabyva obalovymi proteiny ptacich retrovird a bunéénymi
receptory, které tyto viry vyuzivaji pro vstup do hostitelskych bun€k. Dale se zabyva
mutacemi v obalovych glykoproteinech, které vedou k rozsiteni hostitelské specifity viru.
Tato kapitola je pséna piehledné, literarni zdroje jsou relevantni a jsou spravné citovany.

Material a metody:

V kapitole Material a metody (20 stran) jsou prezentovany metody molekularné biologické
(prace s DNA, konstrukce vektord, inverzni PCR), virologické (kultivace viru, test virové
interference) a metody pro praci s bunéénymi kulturami (pfiprava primarni linie, pfiprava
linie exprimujici gen naSeho zajmu). Bohuzel v této kapitole postradam popis metod
souvisejicich s pokusy popisujicich patogenezi zkoumaného viru in vivo (charakteristiku
pokusnych zvitat, velikost pokusného souboru atd.).

Dle mého nazoru nejsou nekteré autorem popsané metody snadno reprodukovatelné. Autor
na jednu stranu zabihd do zbytecnych podrobnosti a na druhou stranu neuvadi podstatné
informace. Problém to ¢ini hlavné u enzymu, kde autor neuvadi pocet pouzitych jednotek, ale
pouzité mnozstvi v mikrolitrech. Podkapitola Seznam roztokti a chemikalii mi piipada zcela
nevyhovujici — autor neuvadi sloZeni roztoktl, ale pouze navazky. Chapu, Ze pro ptipadného
Ctenare, ktery by chtél prezentované metody opakovat, je tato forma zcela jisté piijemné;si,
ale pro tento typ prace je nevhodna.

Experimentalni ¢ast:

Kapitolu Vysledky (41 stran) lze tematicky rozdé€lit do tii ¢asti. V prvni se autor vénuje
charakterizaci rozSifené hostitelské specifit¢ viru MAV-EHR. Druha ¢ast je vénovana
analyze patologie viru MAV-EHR in vivo a tfeti se zabyva objasnénim fenoménu
interference infekce. Do této kapitoly autor také umistil n¢kolik schémat konstrukci a map
cel¢ fady plazmidl, bohuzel bez jakéhokoliv popisu. Dle mého nazoru jsou schémata
konstrukci plazmida bez fadného popisu nepouzitelnd a schémata map plazmidi se hodi
spise do kapitoly Material a metody. Jinak je tato kapitola zpracovana celkem piehledné a
logicky.




Diskuze:

Kapitola Diskuse (10 stran) je, dle mého nazoru, nejhodnotnéjsi ¢asti této prace. Jsou zde
prezentovany jednotlivé experimentalni zdméry a pracovni hypotézy, autor shrnuje své
poznatky a dava je do kontextu s literaturou. Na zakladé ziskanych dat autor navrhuje
neékolik hypotéz vysvétlujicich pozorované jevy, u experimentd poskytujicich nejasné
vysledky navrhuje pfipadna feseni. Z této kapitoly je patrné, ze autor danému tématu rozumi
a dobfe se v ném orientuje.

Zavéry (Souhrn) :
Préace obsahuje jak kapitolu Shrnuti, tak 1 Zavér. Kapitola shrnuti sumarizuje dosazené
vysledky a kapitola Zavér naznacCuje dal$i smér vyzkumu virového kmene MAV-EHR.

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Formalni Groven prace neni pfili§ vysoka. Text obsahuje celou fadu pieklepti a formula¢nich
nepfesnosti, které znesnadnuji srozumitelnost textu. Obrazova dokumentace je dobra,
vyhradu mam pouze k fluorescen¢nim snimkiim, kde neni vzdy dostacujici kontrast (obr. 39).

SpInéni cila prace a celkové hodnoceni:

I pfes vySe zminéné nedostatky a kolisavou kvalitu prace autor vytyCené cile splnil.
Charakterizoval virus MAV-EHR, prokazal jeho rozsiteny hostitelsky rozsah a sniZzeni
ucinnosti receptorové interference. Autorovi se podafilo ziskat data, kterd mohou slouzit jako
zéklad pro vyzkum hostitelské specifity ptacich retroviri. Praci proto doporucuji k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:
Pripominky:
e U mikroskopickych obrazkt bych autorovi doporucila misto popisu zvétSeni v popisu
k obrazku pouzivat velikostni usecku piimo v textu.

e Obr. 19 — chybi popis vzorki jednotlivych drah v popisu k obrazku

e Nepiide mi $tastné pouzivat rizna oznaceni pro jednu véc — kultura Blef x Cef, MAV-B-
EHR x MAV-EHR x EHR a ani zkracovat nazvy jednotlivych virti (obr. 29. ,,...kultur
Blef infikovanych viry MCAS-A BSD (A) a GFP (B) ...%).

Otazky:

1. Jerozdil mezi viry MAV-B-(0) a MAV-2-(0)?

2. Obr. 9. Hmotnost hnédych leghornek — v tomto grafu uvadite pouze primérnou hodnotu
hmotnosti kufat. Vzhledem k tomu, ze kapitola material a metody neobsahuje popis
tohoto experimentu, mohl byste Vasi pokusnou skupinu blize charakterizovat — pocet
jedinct ve skupin€, imrtnost kuftat, statisticka relevantnost vysledku. Jaka byla situace u
bilych leghornek?

3. Obr. 12-13 Incidence nadori hnédych a bilych leghornek — grafy zachycuji dle mého

nazoru pouze stav u jednoho plemene leghornek. Incidence nadord u jakych leghornek je

zachycena na grafu a jak vypada incidence u druhého plemene? Co piedstavuje hodnota

,,celkem* v grafu na obr. 13?

Obr. 15-16. Co je zobrazeno na panelech A a B?

Obr. 21 zobrazuje citlivost kultury bun¢k Blef na antibiotikum blasticidin. Pro¢ jste pro

nasledujici selekce vybrali koncentraci 10 mg/ml? Zd4 se mi, Ze bunky pii této

koncentraci rostou celkem bez problémii.

6. Co vyjadiuje obr. 37?

Obr. 39 a 40 — pro¢ jsou neinfikované kontroly pozitivni?

8. Uvadite, ze bunécna linie 7, mDRS byla pfipravena ko-transfekei plazmidu pVAXI,
nesoucitho gen pro mDRS, a plazmidu pcDNA3, nesouciho gen pro resistenci
k antibiotiku G418, do bunék 7,. Bunééna linie 7, mDRS5 byla ziskana naslednou selekci
k antibiotiku G418, uz ale neuvadite dal$i charakterizaci této linie. Dochazelo u této linie
k expresi genu mDR5? Nedal by se fakt, Ze tato linie je pouze Caste¢né citliva k viru
MAV-EHR vysvétlit malou koncentraci, poptipadé nepfitomnosti, receptoru mDRS na
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bunéném povrchu?

9. Sledovali jste v prabéhu dlouhodobych experimentd, jestli Vami vnesenda mutace do
sekvence obalového glykoproteinu zlstala zachovana? Mohly by jiné mutace nahodné
vzniklé béhem doby trvani experimentu ovlivnit jeho vysledek?

10. Myslite si, ze rozsiteni hostitelského okruhu ma pro virus néjakou evolucni vyhodu?

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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