Oponentsky posudek magisterské diplomové prace Be. Tomase Kriucka na téma ,,Studium
sericinu 3 u Bombyx mori a zaklonovani sericinu do Escherichia coli*

(vypracoval Petr Kopacek, Parazitologicky tistav, BC AVCR)

Tomas Krii¢ek predklada k obhajobé pomérné rozséhlou diplomovou praci, ktera je sepsana cekem na
67 strandch vcetné citaci a priloh. Po formalni strance ma prace v§echny nalezitosti a je standardné
rozdélena do obvyklych kapitol.

Cilem prace bylo pripravit rekombinantni fragmenty z repetitivnich tusekt sericinu 3 a pokusit se o
prozkoumani jejich mozné aplikace jako komponenty pro tkanové kultury.

Uvod a literarni piehled je sepsany na celkem 16 stranach a piedklada historicky pfehled o pavodu
hedvabi, Zivotnimu cyklu a fyziologii bource morusového a zmiruje i dalsi zivodichy produkujicich
hedvabi. Dale se autor podrobné vénuje jednotlivym proteinovym slozkam hedvabi a konéi vyctem
moznych praktickych aplikaci sericind, které jsou ziskavany ve velkém mnozstvi jako odpadni
produkt pii vyrobé hedvabi.

Musim fict, ze z literarniho prehledu mam ponékud rozpacity dojem. Prvni ¢ast je psana viceméné
popularné-védeckou formou, druha ¢ast popisujici vlastnosti proteinti hedvabi a jejich genti naopak ma
rysy hodné kondenzovaného a misty dost nemotorné pielozeného review. Obsahuje téméf nespocetné
mnozstvi citaci (ja jich napocital kolem 170). Mnohé literarni odkazy pochazeji z velice exotickych
Casopisu veetn¢ japonské patentové literatury, takze je vice nez ziejmé, ze autor Cerpal z néjakého
druhotn¢ho zdroje. Osobné si cenim daleko vic, kdyz student uvede daleko skromnéjsi seznam
pouzité literatury, ale z napsaného textu je poznat, Ze tyto zdroje skute¢né éetl a je schopen je
interpretovat vlastnimi slovy. Uplnost a spréavnost citaci jsem kontroloval jen namatkou, né¢jaké chyby
jsem nasel. V ivodu prace jsem zcela postradal kapitolu, ktera by blize vysvétlila, pro¢ se autor
zabyval pravé sericinem 3 a vybranymi segmenty. Obrazek 16 — schéma sericinu 3 s patii¢cnym
vysvéetlenim by mélo byt souc¢asti uvodu.

K uvodni ¢asti mam tyto dotazy:
¢ Na stran¢ 8 piSete o genu pro H fibroin o oblastech A az E, aniz by bylo vysvétleno, co tyto
oblasti znamenaji — Mizete to blize vysveétlit?
e V odstavei 1.6.3.2. zmifujete dva inhibitory serinovych proteaz (Kunitzova a Kazalova typu).
Je znamo néco o specificité téchto inhibitort viéi serinovym proteazam?
e Nastrane 11 jsem objevil pojmy jako alkylaza a alkalinni proteazy. Podobné na strané 13 jsou
zminény latky jako pluronik nebo karbopol. Mizete tyto pojmy blize vysvétlit?

Metodicka cast je popsana viceméné heslovité pomoci krokovych postupti inspirovanych z manuali za
pouziti laboratorniho Zargonu (zvortexovat, klavovat, glycerol stok apod.)

Jako templat pro amplifikaci fragmentd genu sericinu 3 autor pouzil cDNA ze snovacich zlaz
housenek posledniho instaru. K metodice mam nékolik drobnych poznamek a dotazii:

e Pfiizolaci RNA zmirujete, oSetfeni pomiicek proti RNAazam — Jak a ¢im?

e Na strance 21 chybi odkaz na sekvence pouzitych primerd, které jsou uvedeny az v priloze.

eV odstavei 3.3.5 Elektroforéza vzorkli z PCR — krok 4 je myIné uvedeno, ze byla nanasena
RNA.

e 7 jakého divodu jste zvolili expresni vektor pET 1517

e Pii SDS-PAGe elektroforéze se pouziva terminli separacni a zaostfujici gel nikoli zakladni a
kryci gel. Jaky je mezi témito gely rozdil a pro¢?

e Piipopisu Western blotu uvadite, ze jste membrany barvil na vizualizaci proteini pomoci
Ponceau S az jako posledni krok po chemiluminiscen¢nim vyvolani blotu. To je trochu
podivné, nebot membrana byla jiz pied tim vysycena v mléce a inkubovana s protilatkami.
Byl jste skute¢né schopen proteiny takto detekovat?

e Popiste blize Ni-NTA purifikacni kit — jaka je jeho kapacita s ohledem na mnozstvi
rekombinatniho proteinu, ktery lze zachytit?



e PiSete cosi o vzorcich predisténych pomoci piistroje Alpha 1-2 LD plus Christ. Co je to za
piistroj a na jakém principu funguje?

Navzdory tomu, ze vysledkem vétSiny PCR amplifikaci byly rozmazané stopy DNA, TomaSovi se
podafilo zaklonovat celkem 5 rizné dlouhych produkti od cca 260 do cca 670 bp.
Aminokyselinova sekvence téchto produktd je ukazana na pé¢kném obrazku 17.

Po zaklonovani amplifikovanych fragment(i do expresniho vektoru byly transformovany expresni
bunky (Z jakého divodu jste pouzili buiiky Rosetta?) a provedeny pilotni exprese, kdy
rekombinatni fragmenty byly detekovany na Western blotech pomoci protilatky proti
polyhistidinovému motivu. Tyto westerny ukazovaly na celkem Uspé$nou expresi viceméne
nezavislou na indukei IPTG.

Oproti tomu proteinovy profil ziskanych bunéénych extrakt nenaznacoval vyraznou expresi
rekombinatnich fragmenti a proto i snaha o jejich purifikaci pomoci Ni-NTA kitu vedla jen

k malym vytézkim.

e Priexpresi jste se zaméril jen na solubilni cytoplazmatickou frakcei. Z jakého divodu?
Overoval jste, zdali vaSe proteiny nejsou v daleko vétsi mife piitomny v inkluznich
téliscich? Jakou purifikaci byste zvolil v takovém pripadé?

e Jaké precisténi proteini jste si slibovali od dialyza¢niho kroku?

eV legendé k obr. 28 a 29 uvadite u proteinového markeru udaj 1 kbp.

e Jakou metodou byste byl schopen identifikovat, zda ziskany band na gelu skuteéné
odpovida o¢ekavanému rekombinatnimu proteinu ?

Prvni odstavec v kapitole diskuse popisuje diivod pokusu. Jak jsem piedeslal, tento odstavec mél byt
poslednim odstavcem uvodni ¢asti. V dalSich diskusnich odstavcich autor viceméné komentuje
problémy spojené s jednotlivymi metodami a ziskanymi vysledky. Myslim, ze by praci prospelo,
kdyby diskuse byla spojena s vysledky do jedné kapitoly.

Zaveérem svého hodnoceni bych chtél vyzdvihnout, Ze se Tomas Kricek béhem své diplomové prace
vyuéil zakladnim metodam molekularni biologie a praci sepsal pomérné kvalitné, tfebaze se nevyhnul
pieklepiim a drobnym chybam.

Magisterska diplomova prace Tomase Krticka ur€ité splinuje kritéria P¥irodovédecke fakulty JU pro
ziskani magisterského titulu a doporucuji ji k obhajobé pied ptislusnou komisi.

Praci samotnou hodnotim jako velmi dobrou.

V Ceskych Budéjovicich, 16. kvétna 2011
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Oponentsky posudek na magisterskou praci Tomase Kricka

Tomas Kricek vypracoval svou magisterskou praci s ndzvem “Studium sericinu 3 u
Bombyx mori a zaklonovani sericinu do Escherichia coli”” pod vedenim Roberta FediCe v
laboratofi prof. Sehnala. Cilem jeho prace bylo zaklonovat z cDNA ur€ité Casti genu
Sericin 3 a pomoci téchto klonli produkovat pfislu$né rekombinantni peptidy. Sericiny se
vyuzivaji jako pridavky do médii pro tkanové kultury, ale nevi se, kterd ¢ést proteinu je
zodpovédna za sledované ucinky. Z tohoto pohledu se jednd o préci, ktera by mohla mit
velmi vyznamny pfinos v oblasti péstovani buné¢nych kultur. Vyroba rekombinantnich
proteinii je skoro vZdy spojena s mnoha uaskalimi, proto bych hned na zacatku velmi
ocenil, ze se Tomasovi podarilo vyprodukovat viechny zamyslené peptidy.

Samotnd price je sepsana na 60 stranach + pfilohy a spliuje viechna formalni
kritéria magisterské prace. Prace je dobfe Clenéna, je piehledna s kvalitnimi obrazky a
celkové zpracovani plsobi velmi dobrym dojmem. Jsou v ni vechny podstatné ¢ésti,
které v sobé maji veskeré potiebné informace tak, jak je v t€chto pracich zvykem.

Uvod, a¢ pékné sepsany se spoustou velmi zajimavych informaci o bourci a viech
moznych informaci o hedvabi (véetné historie), je bohuzel zbyte¢né rozséhly a z vétsi
¢asti neni k véci. Autor by si mél ddvat pozor na zacileni ivodu na informace potiebné
k samotné experimentalni praci a nesepisovat encyklopedie, i kdyZ se mi to fik4 trochu
s tézkym srdcem — Tomas si dal ur€ité€ dost prace dat uvod dohromady.

Bohuzel dale mé nadSeni z prace vyrazné pokleslo. Je to predevSim obrovskym
mnozstvim chyb na kazdé strance — preklepy, gramatické chyby, ale bohuzel Casto i
nejasné formulace a faktické chyby. Nebudu na né zde do detailu upozorfiovat, je jich
hodné. Vzdy jsem tuto kritiku povazoval troSku za druhofadou, zvlast¢ kdyz se jednalo o
jinak dobrou praci, ale musim konstatovat, Ze to opravdu zbyte¢n¢, ale pfitom vyrazné
kazi dojem z prace a je tfeba si na to ddvat pozor. BohuZel je z nékolika malo paséazi
pomérné ziejmé i to, Ze autor plné nepochopil metodiku ¢i experiment, ktery popisuje,
nebo ho prosté Spatné popsal — viz. nékteré mé dotazy na autora v zavéru k objasnéni.

Trochu nepochopitelné pro mé bylo zaclenéni ¢asti ,,5.1. Divod pokusu® az do
zavérecné diskuze. To je ponékud pozdé, ¢tenaf skoro do konce prace tépe, pro¢ jsou
vlastné popisované experimenty provadény. Tahle stat’ to kone¢né krasné oziejmi.
Magisterska prace neni thriller, aby vyzadovala takovyto scénar.



Pfipominky:

Str. 20 — posledni odstavec: ,, Aby bylo mozné Budouci produkty zaklonovat do
expresniho vektoru, potrebného pro vneseni produktu do plasmidu, bylo potieba, aby
produkty méli tupé konce.* ... tato véta nedava prili§ smysl, uréité se jedna o preklep a
nedodélani opravy.

Str. 22 — 3.3.6. Gelova extrakce - Pod UV byl gel vyrFiznut (co nejrychleji, aby nedoslo k
poskozeni DNA) ostrou Ziletkou. Vy3e je uvedeno, Ze gel byl barven SYBR Safe — mohli
Jste vyuzit modré svétlo, které nepoSkozuje DNA, namisto UV, méli by jste klid na
vyfezavani.

- Dotazy:

1. Str. 19 - po stati ,,MéFeni koncentrace RNA na spektrofotometru“ nésleduje stat’
3.3.2.2. ,, Méreni koncentrace RNA na gelu“. Jakym zpiisobem se mé&fi koncentrace RNA
na gelu?

2. Str. 22. — 3.3.5. Elektroforéza vzorkit PCR, bod 4. Vzorky (RNA) naneseny na gel ...
skute¢né se jednd o vzorky RNA?

3. Str. 23 — ,,Aby bylo mozné PCR produkty zaligovat do vektoru, bylo nutné pouzit na
izolaci DNA primery s presahy CACC na 5" konec. “ Zde je n&kolik véci k vysvétleni: jak
se pouZivaji primery na izolaci DNA pro ligaci? Primer je jednovlidknovd DNA - kde mé
piesah CACC? Jak presné je sekvence CACC vyuzita pro smérové zaklonovani do
vektoru?

4. Str. 24 - 3.3.8.1. Priprava Petriho misek se Zivnym agarem — ,, Takto pFipraveny roztok
byl po ¢astecném zchladnuti vyklavovan a smichan s antibiotiky ... skutené byl vyklavovan
po zchladnuti a pak pfidany antibiotika?

5.8tr. 32 - 4.1 Ziskani RNA a cDNA - RNA byla vyizolovina ze snovacich laz posledniho
larvalniho instaru bource morusového a ndsledné pomoci reverzni transkripce preloZena do
c¢DNA. Kontrola byla provedena na agarézovém gelu (1,25%) a na spektrofotometru. Ve
wsledném roztoku byla RNA v koncentraci A... zde se micha izolace RNA a reverzni
transkripce — kontrola a urCeni koncentrace se tykalo RNA nebo cDNA? Na gelu jsou vidét
dva prouzky o velikosti 1000 a 7000 bp — pokud se mluvi o RNA, pak ta velikost nebude
sedet, protoZe je pouzit DNA marker (téZ mluvit u RNA o bp - base pair — nedava v tomto
pfipadé smysl — pozor na DNA vs. RNA v celém tomto odstavci a obrazku). Co by mohl byt
ten delsi prouzek?

6. Str. 34 — ,,Useky byly wizolvany rovhou pomoci Pfx polymerdzy a tak odpadl krok
reamplifikace. “ — jak se useky ,,izoluji* pomoci Pfx polymerazy?

Mam-li to shrnout: ne prili§ jednoduché experimenty uspésné dovedené do konce,
prehledné sepséno do prace, jeZ spliiuje viechna formalni kritéria. Proto doporuéuji praci
k obhajobé. Celkovy ptiznivy dojem kazi mnoZstvi drobnych chyb a nékdy nepiesnych

formulaci. Qy / /ﬁ /

Tomas Dolezal, Ceské Budgjovice, 12.5.2011



