
Posudek oponenta na diplomovou práci 
 

 

 oponentský posudek 

Jméno posuzovatele: 

MUDr. Mgr. Dana Pokorná, Ph.D. 

Datum:  

6.9.2015 

Autor: Bc. Václav Janovec 

 

Název práce: Vývoj vakcín proti prasečímu cirkoviru typu 2 

 

 

Cíle práce 

1) Připravit expresní plasmidy kódující různé varianty PCV2 Cap proteinu a expresní 

plasmidy kódující imunostimulační cytokiny pro účely DNA vakcinace 

2) Připravit chimerické pentamery VP1 kapsidového proteinu myšího polyomaviru 

fúzovaného s PCV2 Cap proteinem obsahujícím aminokyselinové substituce 

v imunodominantním epitopu. 

3) Vyhodnotit protilátkovou odpověď vyvolanou pomocí DNA vakcín a chimérických 

pentamer. 

 

Struktura (členění) práce, odpovídá požadovanému? ANO    

Rozsah práce (počet stran): 112 

Je uveden anglický abstrakt a klíčová slova:     ANO    

Je uveden seznam zkratek?        ANO    

 

Literární přehled:  

   Odpovídá tématu?    ANO   

   Je napsán srozumitelně?   ANO  

   Použil(a) autor(ka) v rešerši relevantní údaje z literárních zdrojů?   ANO     

   Jsou použité literární zdroje dostatečné a jsou v práci správně citovány? ANO   

 

Materiál a metody: 

    Odpovídají použité metody experimentální kapitole?      ANO 

    Kolik metod bylo použito?    32 

    Jsou metody srozumitelně popsány?    ANO   

 

Experimentální část: 

    Je vysvětlen cíl experimentů?   ANO    

    Je dokumentace výsledků dostačující?     ANO       

    Postačuje množství experimentů k získání odpovědí na zadané otázky?   ANO   

 

Diskuze: 

   Je opravdu diskuzí, nejde jen o konstatování vlastních výsledků?    ANO   

   Jsou výsledky porovnávány s literaturou?    ANO   

 Jsou uvedeny nějaké hypotézy či návrhy na další řešení problematiky?     ANO   

 

Závěry (Souhrn) : 

Jsou výstižné?    ANO   



Formální úroveň práce (obrazová dokumentace, grafika, text, jazyková úroveň): 

Jazyková úroveň, text, obrazová dokumentace a grafika práce jsou velice dobré.  

 

Splnění cílů práce a celkové hodnocení: 

Domnívám se, že hodnocený student Bc. Václav Janovec ve své diplomové práci splnil 

základní cíle svojí práce. Připravil vakcíny DNA i vakcíny proteinové namířené proti 

kapsidovému proteinu (Cap) prasečího cirkoviru typu 2 (PCV2). Při své práci 

potřeboval a úspěšně zvládl značné množství metod především z oblasti molekulární 

biologie. Připravené vakcíny dále testoval na myších BALB/c a prokázal jejich 

schopnost vyvolat protilátkovou odpověď a schopnost takto získaných protilátek 

neutralizovat infekci virem PCV2 in vitro. Myslím si, že pro relevantní srovnání účinku 

jednotlivých připravených vakcín, by bylo nutné mít větší počet zvířat v jednotlivých 

skupinách a imunizovat několik různých kmenů myší nebo nejlépe přímo prasata. 

V závěru diskuze student Bc. Václav Janovec zmiňuje, že jedna z připravených 

proteinových vakcín má být testována na prasatech.  
 
 

Otázky a připomínky oponenta: 

1) V celé práci se objevuje slovo pentametr vedle slova pentamer. Jedná se o tiskařskou 

chybu, nebo se opravdu používá slovo pentametr pro uskupení pěti polyomavirových 

kapsidových proteinů ? 

2) Obrázek 2 na straně 20 ukazuje 3 ORF viru PCV2, ale v textu se píše o čtyřech. Proč 

není do schématu zakreslen i čtvrtý ORF ? 

3) Na straně 37 jsou vypsané primery pro reakci PCR, u kterých je na začátku 

nekomplementární přídatná sekvence šesti nukleotidů uvedena před vlastní vazebnou 

sekvencí pro restrikční endonukleázy. Chtěla bych se zeptat, zda počet 6 nukleotidů 

vychází z předchozí zkušenosti a zda by nepostačoval menší počet nukleotidů, 

například 3 ? 

4) Na straně 41 jsou uvedena použitá selekční antibiotika. Domnívám se, že by mělo být 

uvedeno, zda napsané koncentrace jsou pro prokaryotické buňky nebo eukaryotické 

buňky. 

5) Na straně 42 se píše o počítací komůrce pro buňky, která se jmenuje Bürkerova a ne 

Bürknerova. 

6) Při nukleofekci, popsané na straně 42, byla používána DNA resuspendovaná v pufru 

TE nebo ve vodě ? 

7) Na straně 46 se píše o transformaci elektrokompetentních bakterií pomocí 

elektroporace. Nejsou zde ale uvedeny parametry elektroporace: jaká byla síla 

elektrického pole (kV/cm), případně šířka kyvety a napětí (V) ? 

8) Na straně 46 je bod 4.11.1 dvakrát. 

9) Koncentrace připravených vakcín DNA byla měřena pomocí Nanodropu (str. 48). Jak 

velkou důvěru máte v přesnost měření tímto přístrojem, zkoušeli jste kontrolně 

přeměřit koncentraci DNA pomocí spektrofotometru ? 

10)  Na straně 49 není uveden konečný objem reakční směsi pro štěpení DNA pomocí 

restrikčních endonukleáz. 

11) Ve schématu plazmidu pBSC na straně 60 (obrázek 6) by mělo být uvedeno i místo 

pro restrikční endonukleázu SalI, pokud se tato endonukleáza používá pro kontrolní 

štěpení (str. 63), tak aby si čtenář mohl zkontrolovat alespoň odhadem délku 

vzniklých restrikčních fragmentů. 

12) Na straně 61 je uvedeno, že nejdříve byl plazmid pBSC štěpen pomocí XhoI, 

přečištěn a vysrážen a až potom štěpen pomocí BglII. Proč nebyl plazmid pBSC 

štěpen pomocí XhoI a BglII najednou ? 



13)  Proč při kontrolním přeštěpení připravených plazmidů na obrázku 10 na straně 63, 

byl jako negativní kontrola použit pouze neštěpený původní plazmid pBSC a nebyl 

použit také štěpený původní plazmid pBSC (vektor bez inzertu), a to štěpený pomocí 

stejných enzymů jako nový konstrukt - plazmid pBSC s inzertem, BglII a SalI ? 

14) V každé imunizované skupině myší byly pouze 3 myši (viz strana 83). Domníváte se, 

že je to dostatečné množství myší ? 

15) Detekovaná protilátková odpověď u myší imunizovaných vakcínami DNA je 

poměrně slabá, při ředění sér 1:50 je OD cca 0,2-0,6 (strana 85 a 86). Zkoušeli jste 

také nižší ředění sér, například 1:10 ? 

16) Dva různé obrázky jsou očíslovány číslem 35 (na straně 85 a 86). Dva různé obrázky 

mají číslo 36 (na straně 87 a 88). 

17) Proč výsledky imunizačních pokusů nejsou uvedeny v jednom grafu (obr. na straně 

85, 86 a 87), když je chcete navzájem porovnávat (viz strana 101) ? Obdobně obrázky 

na straně 88 a 89.  

18) Proč nebyly detekovány protilátky proti polyomavirovým kapsidovým pentamerům 

v sérech imunizovaných myší ? 

19) Na stranách 95 a 96 se píše o imunizaci pomocí genové pistole, domnívám se, že je 

správnější psát v českém textu „gene gun“ do uvozovek anebo psát genová pistole. 

20)  Na základě čeho usuzujete, že mutované chimerické pentamery VP1-CAPIM-HIS 

imunizují obdobně jako VP1-CAP-HIS (strana 101), když ve výsledcích toto srovnání 

chybí (obr. 37, strana 89) a je zde pouze srovnání VP1-CAPIM-HIS s negativní 

kontrolou ? 

21)  Chtěla bych se zeptat, jaký je Váš názor na fungování a účinnost séroterapie selat 

s použitím autochtonních sér (tedy sér získaných z jatek, ze zdravých prasat z téhož 

chovu jako léčená selátka) pro předcházení zdravotních potíží spojených s infekcí 

PCV2 ? 

22) Zajímalo by mě, zda si myslíte, že jste schopni vyvinout vakcínu proti prasečímu 

cirkoviru typu 2, která by byla levnější než současné komerční vakcíny ? 

 

Návrh hodnocení oponenta (známka nebude součástí zveřejněných informací) 

 

 výborně    velmi dobře    dobře    nevyhověl(a) 

Podpis oponenta: 

 

V Praze dne 6.9.2015                   Dana Pokorná 
 

 


