Posudek oponenta na diplomovou praci

Jméno posuzovatele:
X oponentsky posudek MUDr. Mgr. Dana Pokorna, Ph.D.

Datum:
6.9.2015

Autor: Bc. Vaclav Janovec

Nazev prace: Vyvoj vakcin proti prasec¢imu cirkoviru typu 2

Cile prace

1) Piipravit expresni plasmidy kodujici riizné varianty PCV2 Cap proteinu a expresni
plasmidy kodujici imunostimulaéni cytokiny pro uc¢ely DNA vakcinace

2) Ptipravit chimerické pentamery VP1 kapsidového proteinu mysiho polyomaviru
fazovaného s PCV2 Cap proteinem obsahujicim aminokyselinové substituce
V imunodominantnim epitopu.

3) Vyhodnotit protilatkovou odpoveéd’ vyvolanou pomoci DNA vakcin a chimérickych
pentamer.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 112

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova:  ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni piehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napséan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole?  ANO
Kolik metod bylo pouzito? 32
Jsou metody srozumitelné€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentd? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentti k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkd? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO




Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):
Jazykova uroven, text, obrazova dokumentace a grafika prace jsou velice dobré.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Domnivam se, Ze hodnoceny student Bc. Vaclav Janovec ve své diplomové praci splnil
zakladni cile svoji prace. Pripravil vakciny DNA i vakciny proteinové namiiené proti
kapsidovému proteinu (Cap) praseciho cirkoviru typu 2 (PCV2). P¥i své praci
poti‘eboval a Gispé$né zvladl zna¢né mnoZstvi metod predevsim z oblasti molekularni
biologie. PFipravené vakciny dale testoval na mySich BALB/c a prokazal jejich
schopnost vyvolat protilatkovou odpovéd’ a schopnost takto ziskanych protilatek
neutralizovat infekci virem PCV2 in vitro. Myslim si, Ze pro relevantni srovnani u¢inku
jednotlivych pFipravenych vakcin, by bylo nutné mit vétsi pocet zviirat v jednotlivych
skupinach a imunizovat nékolik ruznych kmenu mysi nebo nejlépe primo prasata.

V zavéru diskuze student Be. Vaclav Janovec zmiiuje, Ze jedna z pFipravenych
proteinovych vakcin ma byt testovana na prasatech.

Otazky a pripominky oponenta:

1) V celé praci se objevuje slovo pentametr vedle slova pentamer. Jedna se o tiskatskou
chybu, nebo se opravdu pouZziva slovo pentametr pro uskupeni péti polyomavirovych
kapsidovych proteini ?

2) Obrazek 2 na strané 20 ukazuje 3 ORF viru PCV2, ale v textu se piSe o ¢tyfech. Pro¢
neni do schématu zakreslen i ¢tvrty ORF ?

3) Na strané€ 37 jsou vypsané primery pro reakci PCR, u kterych je na zacatku
nekomplementarni pfidatna sekvence Sesti nukleotidi uvedena pted vlastni vazebnou
sekvenci pro restrikéni endonukledzy. Chtéla bych se zeptat, zda pocet 6 nukleotidii
vychazi z ptedchozi zkuSenosti a zda by nepostacoval mensi pocet nukleotidu,
napiiklad 3 ?

4) Na strané 41 jsou uvedena pouzita selek¢ni antibiotika. Domnivam se, Ze by mélo byt
uvedeno, zda napsané koncentrace jsou pro prokaryotické buniky nebo eukaryotické
buiiky.

5) Na strané 42 se piSe o pocitaci komitirce pro bunky, ktera se jmenuje Biirkerova a ne
Biirknerova.

6) Pii nukleofekci, popsané na stran¢ 42, byla pouzivana DNA resuspendovana v pufru
TE nebo ve vodé ?

7) Na strang 46 se pise o transformaci elektrokompetentnich bakterii pomoci
elektroporace. Nejsou zde ale uvedeny parametry elektroporace: jaka byla sila
elektrického pole (kV/cm), ptipadné Sitka kyvety a napéti (V) ?

8) Na strané 46 je bod 4.11.1 dvakrat.

9) Koncentrace pfipravenych vakcin DNA byla métena pomoci Nanodropu (str. 48). Jak
velkou divéru mate v presnost méfeni timto pfistrojem, zkouseli jste kontrolné
pfeméfit koncentraci DNA pomoci spektrofotometru ?

10) Na stran¢ 49 neni uveden kone¢ny objem reakéni smési pro $t€peni DNA pomoci
restrikénich endonukleéz.

11) Ve schématu plazmidu pBSC na stran¢ 60 (obrazek 6) by mélo byt uvedeno i misto
pro restrikéni endonukleazu Sall, pokud se tato endonukledza pouziva pro kontrolni
Stépeni (str. 63), tak aby si ¢tenai mohl zkontrolovat alespont odhadem délku
vzniklych restrik¢énich fragmentt.

12) Na stran€ 61 je uvedeno, ze nejdiive byl plazmid pBSC $tépen pomoci Xhol,
precistén a vysraZen a aZ potom Stépen pomoci BglII. Pro¢ nebyl plazmid pBSC
Stépen pomoci Xhol a Bglll najednou ?




13) Pro¢ pii kontrolnim ptestépeni piipravenych plazmidi na obrazku 10 na strané 63,
byl jako negativni kontrola pouzit pouze nestépeny ptivodni plazmid pBSC a nebyl
pouzit také Sté€peny ptivodni plazmid pBSC (vektor bez inzertu), a to St€peny pomoci
stejnych enzymi jako novy konstrukt - plazmid pBSC s inzertem, Bglll a Sall ?

14) V kazdé imunizované skupiné mysi byly pouze 3 mysi (viz strana 83). Domnivate se,
ze je to dostate¢né mnozstvi mysi ?

15) Detekovana protilatkova odpovéd’ u mysi imunizovanych vakcinami DNA je
pomérné slaba, pti fedéni sér 1:50 je OD cca 0,2-0,6 (strana 85 a 86). Zkouseli jste

16) Dva rtizné obrazky jsou oc¢islovany ¢islem 35 (na stran¢ 85 a 86). Dva rtizné obrazky
maji ¢islo 36 (na stran¢ 87 a 88).

17) Pro¢ vysledky imuniza¢nich pokust nejsou uvedeny v jednom grafu (obr. na strané
85, 86 a 87), kdyz je chcete navzajem porovnavat (viz strana 101) ? Obdobn¢ obrazky
na stran¢ 88 a §9.

18) Pro¢ nebyly detekovany protilatky proti polyomavirovym kapsidovym pentamertm
V sérech imunizovanych mysi ?

19) Na stranach 95 a 96 se piSe o imunizaci pomoci genové pistole, domnivam se, Ze je
spravngjsi psat v ¢eském textu ,,gene gun* do uvozovek anebo psat genova pistole.

20) Na zakladé ¢eho usuzujete, ze mutované chimerické pentamery VP1-CAPIM-HIS
imunizuji obdobné& jako VP1-CAP-HIS (strana 101), kdyZ ve vysledcich toto srovnani
chybi (obr. 37, strana 89) a je zde pouze srovnani VP1-CAPIM-HIS s negativni
kontrolou ?

21) Chtéla bych se zeptat, jaky je Vas nazor na fungovani a ucinnost séroterapie selat
S pouzitim autochtonnich sér (tedy sér ziskanych z jatek, ze zdravych prasat z t¢hoz
chovu jako 1é¢ena selatka) pro predchazeni zdravotnich potizi spojenych s infekci
PCV2?

22) Zajimalo by m¢, zda si myslite, Ze jste schopni vyvinout vakcinu proti prase¢imu
cirkoviru typu 2, kterd by byla levné&jsi nez soucasné komercni vakciny ?

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucésti zvetejnénych informaci)

X vyborné [ ]velmi dobfe [ |dobie [ |nevyhovél(a)

Podpis oponenta:

V Praze dne 6.9.2015 Dana Pokorna




