Oponentsky posudek
diplomové prace Karoliny Subrtové:

Vyuziti technologie cDNA vakcin pro imunizaci
vybranymi proteiny kliStécich slin

Diplomova prace je zaméfend na konstrukci DNA vakcin a jejich néasledné pouZiti pro
intradermélni imunizaci my$i proti proteintim klist&cich slin. Byla pfitom vyhodnocena u&innost
vyvolani tvorby protilatek proti témto proteinim pomoci imunoblotingu a testu ELISA.

V Literdrnim prehledu (16 stran) je zejména popsana obrana hostitele pred klistétem a
patogeny, které miiZe pfenaset, a naopak mechanismy, kterymi kli$t& miZe tuto obranu ptekonat.
Dale je vénovana pozornost protiklistové vakciné a metodice DNA vakcinace. Kapitola je
zakonCena vyuzitim DNA vakcin pro imunizaci expresni knihovnou. Piekvapivé neni v této
kapitole podrobné€ji zminéna publikace RNDr. J. Chmelafe, na kterou diplomova prace navazuje.

V dalsi kapitole jsou ptehledné uvedeny cile prace.

Kapitola Material a metody (11 stran) popisuje vSechny pouzité metody. Jednd se
zejména o klonovani geni amplifikovanych pomoci PCR, izolaci plazmidii a stanoveni jejich
kontaminace lipopolysacharidy, imunizaci my$i a ziskdni sér a piipravu rekombinantnich
proteini a jejich vyuZiti pro stanoveni protildtek imunoblotingem a metodou ELISA.

Ve Vysledcich (17 stran) jsou popsdna a dokumentovana data z provedenych pokus.
Podafilo se pfipravit DNA vakeiny pro 4 vybrané geny a po optimalizaci imuniza&niho protokolu
prokazat jejich schopnost vyvolat tvorbu protilatek.

V Diskusi (7 stran) autorka zdiivodnila volbu cytomegalovirového promotoru pro expresi
imuniza¢nich geni a intradermalni podavani DNA vakcin my$im, popsala Gginek lipopolysa-
charidii pfi imunizaci, uvedla idaje o proteinech vybranych k imunizaci, zdéivodnila optimalizaci
postupu imunizace a zamyslela se nad ziskanymi vysledky. Na zavére¢nych shrnujicich grafech
pak zdafile poukazala na zkfiZenou reaktivitu né€kterych sér (obdobnym zpiisobem v3ak taky
mobhla porovnat intenzitu reakce sér mezi pouzitymi kmeny mys3i).

Diplomova prace dale obsahuje pfehled citované literatury a je doplnéna abstraktem
(¢eskym a anglickym) a souhrnem.

K diplomové praci mém zejména nésledujici pfipominky a dopliiujici dotazy:

Formadlni naleZitosti

 Prace neobsahuje seznam zkratek, jak to byva u diplomovych praci obvyklé, ale zkratky jsou
zavadény pfimo v textu, pfi¢emZ nejdiive je uvedena zkratka, v zavorce pak jeji vyznam.
Zkratka ,,BOFES* neni zavedena, zkratka ,,SAT* je vysvétlena dvakrat.

e V préci je celkem maly pocet pieklepd, ale Etivost a srozumitelnost textu je nékdy sniZena
nevhodnym pouzivanim (¢i nepouzivanim) ¢arek ve vétach.

o Nektera anglicka slova (napf. high-throughput, full-length) jsou vloZena bez prekladu do
textu, aniz by byla alesponi odliSena kurzivou nebo dana do uvozovek.

e Kapitola 2.2.1.1 je v textu oznadena 2.2.2.1.

e V bibliografii jsou autofi za¢inajici ,,Ch“ uvedeni mezi pismeny ,,I* a ,,J*.

Literdrni pFehled

e Aplikace DNA do organismu by neméla byt zaméfiovana s DNA vakcinaci. Je tieba také
rozliSovat imunizaci genem a proteinem.

¢ Genetickou imunizaci bych neporovnéval se subjednotkovymi polysacharidovymi vakcinami,
ale spi§ s podjednotkovymi proteinovymi vakcinami.



Antigen prezentovany molekulami MHC II. tfidy nevede pfimo k indukci protilatkové
odpovédi. Pouze tak aktivuje pomocné lymfocyty T, které pfispivaji ke stimulaci lymfocytii
B, na jejichZ Ig receptor se navazal antigen.

Je cementovy protein na povrchu stfevnich bunék, takZe tam s nim mohou reagovat
protilatky?

Jakym mechanismem dochézi k zabijeni stfevnich bunék klistéte po navazani protilatek?
Co je to ,,trans-block® vakcinace?

Material a metody

U fady chemikalii a ptistroji nebyl uveden vyrobce ¢i dodavatel.

Pro popis podminek ligace je dileZité mnoZstvi pouZité DNA, které nelze ur¢it z objemu,
pokud neni uvedena koncentrace.

Elektroforéza SDS-PAGE mohla byt popsana podrobnéji (koncentrace bisacrylamidu, ostfici
gel, aparatura).

Popis klonovéni gent do plazmidu pcDNA4/TO/myc-His povazuji za nedostateény. Prog
nebyly k transfekci bunék CHO pouZity plazmidy odvozené od plazmidu VR2001?

e Jak bylo provadéno ,,manudlni navrZeni primeri“ a uréeni signalnich peptidi?

e Jak bylo odebirano my$i sérum?

¢ K &emu slouzi pilocarpin a jaky byl vytéZek pfi odbéru slin?

o Cim se ligi pouZité kmeny mysi?

e Jak byly buitkky CHO uvoliiovany z podkladu, v jakém mnoZstvi byly nasazovény na
lahvi¢ky? Pro¢ byly tyto adherentni buriky transfekovany v suspenzi? Jaka byla G¢innost
transfekce?

e Byly vysledné konstrukty ovéfovany také restrikénim St€penim?

e Jak (kde) vznikl pelet pfi piipraveé proteinu c14 centrifugaci pres kolonu Amicon?

e Kolik bylo paralelnich jamek u testu ELISA? Jaky byl asi podil rekombinantnich proteinti
v lyzatech?

o Vysledky

o Ve Vysledcich je chybné uvedeno, na kterém uchu byl oéekavan zanét po aplikaci slin (v
Diskuzi je to uvedeno spravné).

e Vysledek imunoblotu u 1. imuniza¢niho pokusu je popsan dvakrat (na str. 34 a str. 35). Ani
v jednom pfipadé vSak neni ukazan vysledek na obrazku.

e Obvykle je pocet hvézdicek u statistické vyznamnosti pouzivan opacné, nez jak je to
definovéano v této praci.

e Vzhledem ke zkiiZené reaktivité sér mohla byt ukdzana homologie proteinti IRS.

e Bylo u pfipravenych vakcin ovéfovano (alespon u vacGFP), Ze dochazi k produkci
imuniza¢nich proteina?

e Jakym zptsobem byla zjiSt€éna zvy3ena reaktivita kontrolnich sér VR?

e Pro¢ nebyly uvedeny obrazky pro imunobloting s IRS-4 a IRS-8 analogické obr. 8 a 9?

e Jsou v plazmidu pcDNA4/TO/myc-His naklonovéany geny spole¢né se signalni sekvenci
TPA? Je jisté, Ze produkované proteiny byly sekretovany?

Diskuze

Jak byly vybrany geny pro pfipravu DNA vakcin? V publikaci dr. Chmelaie jsem geny

s ozna¢enim IRS nenaSel. Pfi hledani v MEDLINu jsem zjistil, Ze tato zkratka je pouzivana
pro insulin receptor substrate.

Langerhansovy buiiky jsou pfitomny v epidermis. Vzhledem ke zpiisobu imunizace se
domnivam, Ze injikovana DNA se dostavala hlavné do dermalnich dendritickych bunék.



Otazky do diskuse:

1. Jakym zpisobem lze u DNA imunizace posilit protilatkovou odpoved’?
2. K jakému ucelu budou moci byt vyuzZity protilatky pripravené v této praci?

ZAVER:

V ptedloZené diplomové praci prokazala Karolina Subrtova schopnost samostatné védecké prace
a ziskala fadu zajimavych poznatki. Ziskané vysledky dokézala zpracovat a vyhodnotit.
Uvedené pfipominky vSak sv&d¢i o tom, Ze n&které &asti prace mohly byt napsény peclivéji ¢i
pfesné&ji. Doporucuji proto diplomovou praci klasifikovat velmi dob¥e.

Praha, 22.5.2009

RNDr. Michal Smahel, PhD.
Ustav hematologie a krevni transfuze Praha
Oddg¢leni experimentalni virologie



Oponentsky posudek magisterské diplomové price Be. Karoliny Subrtové ., Vyuziti technologie
¢DNA vakcin pro imunizaci vybranymi proteiny kliStécich slin''

(vypracoval Dr. Petr Kopadek, Parazitologicky ustav, Biologické centrum AVCR, Ceské Budgjovice).

Karolina Subrtova predklada k obhajob& pomérné rozsihlou diplomovou praci (s piilohami 69 stran),
ktera je po formalni strance zcela v potadku.

Velmi se mi libil avodni literarni prehled, ktery je napsany péknou a srozumitelnou &estinou. Autorka
v ném v pfiméfené mife rozebira zejména antihemostatické a imunomodulaéni slozky klistécich slin a
nastifiuje problematiku slinami aktivovaného ptenosu (SAT efektu). Potom postupné piechazi

k tématu protikliStécich vakein a rozebird moznosti i omezeni skrytych vs. exponovanych antigen.
Jedna kapitola je vénovana problematice serpint (inhibitort serinovyvh proteaz), na které je dale
diplomové prace zaméfena. Uvod pak sméfuje k samotné podstaté prace, kterou je ovéreni a
optimalizaci pouziti cDNA vakcin pro testovani vakcinagniho potenciélu vybranych klistécich
molekul. V zavéru Gvodu autorka zminuje potencial molekuly subolesinu zkoumany tymem Jose de la
Fuente. Neuvadi vSak nejnovéjsi vysledky, které odhaluji charakter a funkci tohoto proteinu. Proto
bych se velmi pfimlouval, aby Karolina béhem obhajoby tyto udaje doplnila a posoudila dali
moznosti vyuziti subolesinu jako vhodného kandidéta pro proti-klitéci vakcinu.

Cast Material a metody je sepsana mimoradn& pe&livé, bez laboratorniho zargonu s minimalni
potfebou pouZivani téZce preloZitelnych anglicismi. UZ jen z tohoto diivodu si hodlam diplomovou
praci Karoliny ponechat jako dobry piiklad pro své studenty.

Vlastni vysledkovou ¢ast pojednala Karolina na mij vkus pfilis extenzivné, kdy se pokousela o
optimalizaci cDNA vakcin s pouzitim pfili§ mnoha neznamych (kmeny mysi, exprese antigenti v
prokaryotickych i eukaryotickych systémech, neujasnéné vakcinaéni schéma). Ziskané vysledky tedy
mohou leccos napovédét, k optimalizaci protokolu cDNA vakcinace viak podle mého nevedly.

Prvni vyhradu mam k pouziti exprese v kie¢¢ich burikach. V praci nikde neni uveden diikaz, Ze by se
tato exprese povedla, a Ze ziskana média skute¢né obsahovala odpovidajici rekombinatni proteiny.
Prosim o predlozeni tohoto ditkazu pii obhajobé.

Pfi pouziti bakterialnich expresnich systému byla prezentovana jen kvalita antigenu u IRS1 a IRS2,
ostatni IRS3 a IRS4 uvedeny nebyly, takZe neni mozno posoudit, zda za kvantitativnimi rozdily

v imunitnich odpovédich nemohly byt zodpovédné rozdily v kvalité antigend.

Ziskané protilatky reagovaly na Western blotech pomérné slabé. Myslim, Ze by bylo velmi uZite&né
uvést srovnani s reakei s protilatkami ziskanymi klasickou imunizaci rekombinantnimi proteiny.

Pri testovani protilatek ddvam také prednost Western blotingu oproti ELISA, protoze je mozné
posoudit miru nespecifickych reakci. Kvantitativni vyhodnoceni ELISa testi bylo podle mého
pomérné nepfesné, nebot’ z nékterych grafii je zfejmé, Ze se absorbance pohybovala na samém pokraji
»tmy* (A=2,5-3), kdy ziskané hodnoty titri mohou byt velice zkreslené.

V zavérecné Casti diskuse pak Karolina pfimérené a kriticky diskutuje ziskané vysledky, ale optimalni
protokol pro dal3i testovani moznostii cDNA vakcinaci nenabizi. Proto bych velmi prosil, jestli by se
mohla pokusit své vysledky shrnout do jednoduchého schematu, podle kterého by se mély dile cDNA
vakcinace testovat.

Pres uvedené piipominky a otazky se domnivam, ze Karolina Subrtova udélala pomérné hodng&
experimentalni prace a zvladla Sirokou $kalu metod na rozhrani molekularni biologie a imunologie.
Samotna diplomova préace je sepsana velmi kvalitn¢ a peclivé. Proto magisterskou diplomovou praci
Karoliny Subrtové hodnotim jako vybornou a jednoznaéné ji doporuéuji k obhajobé pred piislusnou
komisi.

V Ceskych Bud&jovicich, 18.5. 2009 W

Petr Kopacek




