Posudek oponenta na diplomovou praci

Jméno posuzovatele: Ing. Radim Osicka, Ph.D.
X oponentsky posudek

Datum: 4. 9. 2021

Autor: Be. Tereza Zosin¢ukova

Nazev prace: Proteiny mimikujici epitopy Siroce neutralizujicich protilatek proti viru HIV-1

Cile prace

V ptedloZené diplomové praci byly definovany tfi hlavni cile:

1) Identifikovat mimotopy z vysoce komplexni kombinatoridlni proteinové knihovny
odvozené od Myomedinového proteinového ,scaffoldu®, které UspéSn€ napodobuji
konzervované oblasti V3-smycky Env glykoproteinového komplexu viru HIV-1.

2) Vybrané varianty proteint biochemicky, biofyzikaln¢ a funk¢éné charakterizovat.

3) Vyselektovat takové varianty mimotoput, které maji potencial uc¢inné navozovat tvorbu
Siroce neutralizujicich protilatek v experimentalnich mysich.

Vzhledem k tomu, ze virus HIV-1 pfedstavuje jeden z pfednich svétovych zdravotnickych
problémi a doposud se proti nému nepodafilo pfipravit i¢innou vakcinu, jednd se o téma
stale vysoce aktualni a konkurencni.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 110

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova?  ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napséan srozumiteln¢? ANO
Pouzila autorka Vv reSersi relevantni tidaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou V praci spravné citovany? ANO

Literarni prehled je na velmi vysoké Urovni, cituje témét 190 literarnich zdrojl, z nichZ je
fada z poslednich péti let. Jediny komentat mam k poctu obrazka, které jsou na 32 stranach
textu pouze &tyfi. Ctenafi by jisté byla ku prospéchu bohatsi vizualni podpora ve formé
nékolika dalSich obrazkd (napf. struktura genomu a virionu HIV-1, 3D struktura Env
glykoproteinového komplexu, zivotni cyklus HIV-1, schéma ribozomalniho displeje).

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole?  ANO
Kolik metod bylo pouzito? 19
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

V sekci metody se né€které Casti textu zbyte¢né a Vv podstaté doslovné opakuji (napi. déleni
DNA fragmentii na agarosovém gelu, izolace fragmentl z gelu, ELISA stanoveni). Ptiklanél
bych se k varianté popsat danou metodiku jednou a pii jejim opakovani na jiném misté
napsat jen odkaz tak, jak to mate napf. pro ligaci (,,Ligacni reakce probihala stejné, jak je
popsano vyse.“), ale i pro jiné metody (napi. transformace a kultivace bunék, afinitni




purifikace, vazebné studie).

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

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

Text diskuze na deviti stranich je na vysoké trovni a ziskané vysledky jsou v ném zdafile
zasazeny do kontextu s jinymi literarnimi zdroji. Navic, informace uvedené v diskuzi
odpovidaji na fadu otazek, které u Ctenare vyvstanou po piecteni vysledkové casti.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova Groven):

Z formalniho hlediska je prace na velmi dobré tirovni. V praci se sice vyskytly pravopisné
chyby, pteklepy, mluvnické ¢i odborné nepiesnosti a stylistické neobratnosti, ale jejich pocet
neni velky.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Diplomantka si osvojila celou fadu experimentalnich technik, pomoci nichz Uspésné
pripravila a charakterizovala sadu variant Myomedinu mimikujicich epitopy dvou Siroce
neutralizujicich protilatek proti viru HIV-1. Na zaklad¢ ziskanych vysledkiu pak bylo
vybrano osm variant Myomedinu pro imunizace mysi. VSechny tfi naplanované cile prace
tak byly beze zbytku splnény. I pies drobné nedostatky povazuji celou praci jak kvalitou
zpracovani, tak mnozstvim provedenych pokusii a ziskanych vysledkli za nadstandardni a
doporucuji ji k obhajobg.

OtazKky a pripominky oponenta:

1) Co ptispélo k vyfeSeni problémt u PCR reakce z bakterialnich kolonii (str. 51-53),
vyména pouzitych primert (Myo-TEV-SLIC-F, Myo-TEV-SLIC-R za pETup, T7
terminator) nebo zdména Q5 polymerasy za One Taq polymerasu?

2) Kdyz jste na Obr. 6A ukazala vesmés negativni vysledek PCR reakce z bakterialnich
kolonii s Q5 polymerasou, pro¢ jste neukazala vysledek PCR reakce po optimalizaci s
One Taq polymerasou a druhou dvojici primeri? Navic, nem¢l by byt Obr. 6 spise
soucasti vysledkové ¢asti prace nez metodické?

3) Nejsou tabulky ¢. 3 a 4 v praci uvedeny zbytecné? Metodicka ¢ast by méla byt napsana
tak, aby se dané pokusy daly zopakovat, k tomu asi znalost rozloZeni dvou protilatek,
poptipadé BSA v mikrotitra¢ni desti¢ce neni nutna.

4) Na strané 55 piSete, ze byly klony z knihovny PGT121 lyzovany komer¢nim lyza¢nim
pufrem B-PER reagent a klony z PGT126 knihovny jinym lyza¢nim pufrem (2 mM
EDTA, 1 mM PMSF, lysozym 1 mg/ml, T50 N100). Z jakého divodu, kdyZ se jednalo o
knihovny pfipravené ve stejnych bakteridlnich bunkach?

5) Na stran€ 56 je uvedeno, ze varianty Myomedinu byly pro vazebné studie produkovany
v bakteriich BL21(DE3). Pro¢ nebyly produkovany v bunkach BL21-Gold(DE3), jak




6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

tomu bylo v pfipadé variant Myomedinu piedtim pouzitych k ploSnému testovani
pomoci ELISA stanoveni?

Na zaklad¢ c¢eho jste se rozhodla, ze z PGT121 knihovny budete testovat celkem 147
variant Myomedinu a z PGT126 knihovny jen 57 variant (str. 70)?

Na rozdil od variant Myomedinu cilenych proti monoklondlni protilatce PGT121,
obsahuji varianty Myomedinu cilené proti protilastce PGT126 v N-koncové ¢&asti
molekuly navic zasahové misto pro TEV proteasu (str. 71 a 72). Z jakého diivodu?

Z Obr. 10 je patrné, ze nckteré z variant Myomedinu ziskanych po tfech kolech
ribozomalniho displeje mély k protilatce PGT126 vyznamné nizs$i afinitu (na drovni
pozadi izotypové kontroly IgG L) nez pivodni WT Myomedin. Testovali jste pifi¢inu
(napf. varianta Myomedinu nebyla exprimovana z duvodu pteruseného ¢teciho ramce
sekvence kodujici danou variantu, nizs$i produkce kvili nestabilité varianty, poptipadé¢
jiné divody)?

Na strané 75 piSete: ,,Pro potvrzeni toho, Ze proteiny oznacené jako Myomedin na SDS-
PAGE gelech na Obr. 11 jsou skute¢né vybrané varianty Myomedinu, byl proveden
kontrolni Western blot. Vysledek je zobrazen na Obr. 12. Nicméné na Obr. 12 jsou
ukazany jiné varianty Myomedinu (1, 3,5, 7a WT) nez na Obr. 11 (33, 68, 36, 41 a 49).
Pro¢ nebyl WB udélan se stejnymi variantami Myomedinu jako SDS-PAGE?

Pro¢ je na Obr. 15 absorbance pii 450 nm varianty Myomedinu ¢. 33 pii kompeti¢ni
studii v bod¢ bez kompetitoru gpl20 P4 na hodnoté piiblizné¢ 0,3 a u vazebného
experimentu na Obr. 13 je pfi stejné koncentraci této varianty hodnota absorbance témét
na hodnoté 2,5? Obdobné je to patrné i u jinych variant. Znamena to, ze FLAG-tag
pfipojeny k variantim Myomedinu pouzitych v kompeti¢ni studii snizuje schopnost
vazby téchto variant na cilovou protilatku PGT121, resp. PGT126?

Na Obr. 18B jsou v oblasti, kde by se m¢l nachdzet monomer varianty Myomedinu €. 49,
rozpoznavany anti-V5 protilatkou cilenou proti této varianté tfi pruhy. Muzete vysvétlit
proc?

V diskusi a zaveru piSete, ze tii z osmi variant Myomedinu vybranych pro imunizace
mysi indukovaly tvorbu Siroce neutralizujicich protilatek. Muzete zminit, na kolika a
kterych variantach HIV-1 pseudoviri byly tyto protilatky testovany a porovnat jejich
ucinnost s protilatkami indukovanymi variantami ABD ,,scaffoldu (Kosztyu et al. 2019)
a variantami Myomedinu mimikujicimi strukturu epitopu protilatky 10E8 (Kuchaf et al.
2021)?

Néavrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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