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Cile prace

Diplomova préce byla soucasti vyzkumného zdméru Skolitelského pracoviste a spolupracujici
partnerské firmy Dyntec s.r.o0. sméfujici k vyvoji DNA vakciny navozujici protektivni
humoralni imunitni odpovéd’ proti v soucasnosti problémovému rybimu patogenu PRV
(Piscine orthoreovirus) u hospodaisky vyznamného zastupce lososovitych ryb — pstruha
duhového (Oncorhynchus mykiss) a lososa obecného (Salmo salar). Cilem diplomové prace
proto bylo vytvofit sérii vakcinac¢nich plazmidi proti rybimu orthoreoviru PRV3 a nasledné
ovérit uspeésnost exprese antigentl, které koduji. Dal$im cilem bylo pokusit se zavést metodu
detekce PRV a jeho produkce v rybi linii RTGill-W1.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 84 (viastni text prace 64 stran)

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova?  ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO, ale nezahrnuje resersi o vakcinacnich pristupech u ryb
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni daje 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? Velké mnozstvi.
(celkem bylo vytvoreno 22 plazmidu), jejich nasledné izolaci, transfekci do bunécnych kultur
a charakterizaci exprese proteinii. Metody zahrnovaly navrh primerii, PCR, izolace
plazmidii, kultivace bunécnych linii, jejich transfekce (rizné metody), SDS/PAGE a western
blotting a také praci s izoldatem viru PRV (detekce/charakterizace pomoci RT-PCR; asistence
pri experimentalni infekci ryb)

Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimentti? Rdamcove ANO, ale ne vzdy srozumitelné v detailu

Je dokumentace vysledkl dostacujici?  ANO, ale jsou zde nedostatky (viz pripominky
oponenta)

Postacuje mnozstvi experimentt k ziskani odpovédi na zadané otazky? Nelze specifikovat.




Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkt? NE zcela. Kapitola
,, Diskuze “ v sobé spojuje nékolik zanri: vysvetluje filozofii navrhu a strategii konstrukci
vakcinacnich plazmidii a poskytuje komentare a interpretace k nékterym vysledkii, takze je
naprosto klicova pro pochopeni resent prdce jako celku.

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO, ale soustredi se spise na technické
zalezitosti bez presahu k dlouhodobym cilium (napr. moznému fungovani vakciny).

Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ~ ANO, jsou
uvedeny navrhy na dalsi experimentalni postup.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni Grovein prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Formalni uroven prdce je dobrad (obrazovd dokumentace, grafika), ale text by si zaslouzil
peclivejsi jazykovou korekturu.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

V ramci diplomové prdce se podarilo pripravit Fadu variant vakcinacnich plazmidii, které
budou ddle vyuzity pri vyvoji a testovini DNA vakciny navozujici protektivni humordlni
imunitni odpovéd’ proti rybimu patogenu PRV. Také se podarilo prozkoumat moznosti
kultivace a detekce PRV pro dalsi testovani. Z toto pohledu byly cile diplomové prdce
spinény.

Text prdce je sepsan s ocividnou snahou peclive uvést vse potiebné pro dobré pochopeni
resené problematiky, a to véetné hezkého cileného literarni prehledu a pomerne obsahlé
metodiky. I presto se autorka nevyhnula tomu, Ze nékteré casti prace jsou hiife pochopitelné,
coz je bezesporu zpusobeno také tim, ze jejim uikolem bylo pripravit velké mnoZstvi riznych
variant klonovanych genii. Kapitola Vysledky vSak pro pochopeni experimentdlnich zamerii
vyzaduje predchozi precteni kapitoly Diskuze, cemuz se dalo predejit doplnénim prace o
vysvetleni podstaty a strategie pripravy konstruktii. I pres tyto drobné nedostatky lze prdci
dozajista doporucit k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:
Pripominky:

¢ Diplomova prace neobsahuje zadnou informaci o velikosti ocekévanych produkti
PCR ani nasledné velikosti exprimovanych proteinti. Mapy plazmidi nemaji
dostate¢nou podrobnost, aby bylo mozné toto dovodit. Obrazovy material uvedeny na
obr. 10, 11, 13, 14 ma tak pro oponentni fizeni pouze ilustra¢ni hodnotu. Navic
popisky elektroforetogramil na obr. 13 jsou matouci (napt. oznaceni S1 gp64
znamena pravdépodobné oznaceni fragmentu, ktery bude vlozen do plazmidu s gp64,
ale logictéjsi by bylo predpokladat, Ze to znaci fragment, ktery jiz fizni S1-gp64
fragment obsahuje). Obrazky vsak zadné takové vysvétlivky nemaji.

e Nastr. 62 je uvedeno: ,,U plazmidt obsahujici geny pro c1 a 63 bylo mozno
pozorovat nespecificky prouzek o velikosti mezi 55 a 72 bp*. Jedna-li se o komentar




k obr. 13 a 14 (coz neni uvedeno), jsou ziejme $patn¢€ uvedeny jednotky (KDa) a
celkové by sdé€leni prospélo zpfesnéni terminologie.

e Na stejné strané je uvedeno, Ze pro identifikaci virovych proteini byla pouzita
protilatka PentaHis Tag Monoclonal Antibody. Neni uvedeno, jaka protilatka byla
pouzita pro detekci nevirovych proteini (EGFP).

¢ Neni jasny ptvod plazmidu pVACL1 gp64 -IL-2 -PLAP

Otazky:

1. Jaké jsou hlavni vyhody a nevyhody vyuzivani DNA vakcin pro imunizace ryb. Jak
se imunizace provadi? Existuje néjakd komercné dostupna DNA vakcina pro
vakcinace ryb?

2. 'V kapitole cile prace je uvedeno, Ze cilem prace bylo vytvotit vakcinac¢ni plazmidy,
které zlepsi schopnost stimulace tvorby specifickych protilatek diky usnadnéni
pristupnosti antigenu imunitnimu systému hostitele, jeho prezentaci ptes MHCII a
omezeni jeho hromadéni v cytoplazmé. Dale je uvedeno: “Zpiisobii, kterymi toho lze
docilit, je jisté vice. My jsme se ale rozhodli vydat cestou zmény lokalizace antigenu,
a to rovnou dvéma zpusoby: sekreci antigenu do okoli a jeho ukotveni na
cytoplazmatické membrdné buriky. Pro ukotveni antigenu na membrdnu byl navic
vwuzit antigenni display za vyuZiti jiz znamych glykoproteinii.” Prosim o stru¢ny
souhrn nasledujiciho:

a. Jakymi jinymi zpisoby (nez vami zvolené strategie) lze tedy tohoto cile pii
konstrukci DNA vakciny dosahnout?

b. Vysvétlete vami zvolené strategie (a také pro¢ se pouzil pro antigenni display
glykoprotein IHNV nebo glykoprotein bakuloviru gp64?). Existuji néjaké
studie u PRV, které podobné pfistupy u PRV testovali a jaka byl vysledek?

3. Jak je mozZno interpretovat vysledky experimenti dokumentovanych na obr. 13 D?
Jednalo se o ovéfeni uspésného kotveni proteinu na membranach a v diplomové praci
jakykoliv interpretace a diskuze k tomuto podstatnému vysledku chybi.

4. V kapitole 6.3. Pomnozeni viru a kvantifikace virové infekce (str.72) je uvedeno, Ze
infekce pstruhti duhovych probéhla injekei infikované krve do dutiny bii$ni. Jaky
objem infikované krve byl na injekce pouzit (neni uvedeno)? Lze podle stanovené
koncentrace virové RNA ve vzorku (viz str. 66) a podobnych studii predpokladat, ze
bylo dosazeno minimalni infek¢ni davky, ktera je schopna zpusobit infekci?

Néavrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

[ ] vyborné [ ] velmi dobfe [ ] dobfe [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




