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Posudek na magisterskou praci Klary Mi¢ulkové: ,,PFiprava rekombinantnich proteint
pro pouziti ve tkanovych kulturach.

Préce je soucasti projektu profesora Sehnala, vénovanému vyzkumu sericint. Zabyva
se pfipravou rekombinantniho proteinu Ser2 z bource moru$ového. Studentka zvladla nékteré
metody molekularni biologie - v€etné PCR, klovani PCR produktd, izolace plazmidové DNA
a western blotting. Prace je psdna pomé&rné dobrou &estinou, ma rozsah 61 stran, z toho asi
tretina pfipada na literarni Gvod.

Vlastni prace obsahuje jen velmi malo pozitivnich vysledkt. Byla vyzkouSena exprese
konstruktu cDNA zaklonovaného dfive v ramci bakalafské prace. Vytézek rekombinantniho
proteinu byl velmi nizky a nestacil pro navazné pokusy. Pace dale obsahuje test ristu lidskych
embryonalnich kmenovych bunék provedeny v laboratofi Dr. Hampla v Brng&. Tento test byl
proveden v komiirce s nanesenym komeréné pfipravenym sericinem.

Text prace obsahuje fadu nepfesnosti, zejména v citacich — (1) fada citaci neni
uvedena v seznamu — napf. str. 3 — Sehnal 2007, Sehnal 1985, Chapman 1969, na str. 5 — Akai
1965 atd. (2) fada pouzitych odkazii je $patné napsana — to znamend, Ze pro ¢lanek s vice
autory je pouzit odkaz pro jednoho autora namatkové - napf. str 6 — Magoshi 1985, Dicko
2004, Terry 2004, Matsumoto 2008, Tanaka 1999, Zhou 2000 atd. (3) Rada citaci neodpovida
obsahem tomu k ¢emu jsou pouzity — Napt. na str. 10 autorka tvrdi, Ze uspofaddani exonu u
Ser 2 popsal Kissinger et al. 1990 — tato prace se ale zabyva né¢im zcela jinym - interakci
homeodomény s DNA a struktura gent Ser2 byla popséana az o 17 let pozdé&ji Kludkiewicz et
al. Podobn¢ Michaille v roce 1990 jesté nemohl védét, Ze se Ser2 sklada z 13 exontl. Nebo
napf. na str. 11 autorka tvrdi, Ze repetice kédované genem Ser3, objeveném v roce 2007,
obsahuji vysoky obsah serinu — coz doklada citacemi z roku 1982 a 1997. (4) v citacich je
fada pfeklepl — autorka zaménuje citace Nirmala et al. 2001a a 2001b atd. atd. Nepfesnosti
Jjsou i v dal$im textu Literarniho pfehledu — napf na str. 9 autorka tvrdi, Ze gen Ser3 je tvofen
jedinym exonem, kdeZto na str 11 piSe, Ze ma exony 3. Na strané 10 je napsano, Ze signdlni
peptid genu Ser2 je kédovan druhym a tfetim exonem, coZ neni pravda atd.

K autorce mam tyto dotazy:

1) Na str. 40 autorka uvadi, Ze sericin 2 byl vybran kvili vysokému obsahu nabitych
aminokyselin, pro¢ si v8ak autorka vybrala pro expresi N-termindlni oblast molekuly, kde je
obsah nabitych aminokyselin nejmensi?.

2) Z préce neni jasné, kolikrat byly pokusy na lidskych embryondlnich burtikach provadény

3) Autorka uvadi na str. 13, Ze sericiny byly pouZity v médiich pro bun&né kultury jako
nahrazka séra. Autorka neuvadi sloZeni média pro lidské embryonalni kmenové buriiky —
snazila se taky nahrazovat sérum?
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Posudek oponenta na magisterskou praci Be. Klary Miculkové
PFiprava rekombinantnich proteini pro pouziti v tkafiovych kulturach.

Cilem prace bylo vypracovat metodu pro pfipravu vétsiho mnoZstvi proteinu Ser2 z Bombyx mori
v baktériich E. coli a ovéfit jeho piiznivé G¢inky pii kultivaci lidskych embryonalnich kmenovych
bunék.

Text ma 44 stran plus rozséhlou literaturu a pfilohy. Velmi Siroce pojaty Gvod se zabyva historii
vyuziti bource morusového a jeho vlaken v riiznych oborech a je dost peélivé napsany a zajimavy;
obcas se ovSem vyskytnou podivné vazby nebo zvIastné konstruované véty:

- krystalografické méteni vedlo k porozuméni peptidického sloZeni - 5.2, 5.f. zdola

- Mensi protein tvofi strukturu o-helixu, zatimco druhy protein, kodovany exonem 9a, ne. -s.11, 2. odst.

- Je neustala snaha o zlepSeni kutiva¢nich podminek pro hES butiky.- pozdé&ji v diskusi

Chybou je, Ze zde nejsou odkazy na obrazky v ptilohéach, které vyborné ilustruji vykonanou praci
(odkazy jsou az v metodice). Také zde neni ani slovo o principu zajimavé metody produkce
proteinti v burikach E. coli BL21, ktera je hlavni naplni prace. Pro¢ se pouziva kmen E. coli B?
Kde se bere silna transkripce a co hlavné omezuje translaci v téchto buiikach a produkei proteini?
Mozna, Ze kdyby si studentka na tyto otazky pfedem odpovédéla na zikladé studia literatury,
nem¢la by pii pfipravé proteini takové problémy.

Metodika je rozsahla a svédci o tom, Ze studentka zvladla velké mnoZstvi riiznych metod.
Musim se ale pozastavit nad tim, Ze je psana ve zvla$tnim infinitivnim tvaru, ktery je navic nékde
kombinovén s ¢innym nebo trpnym rodem:

3.1.1.1. Na transformaci jsem pouZila ov&feny plasmid. Plasmid byl transformovdn do bungk. Cely obsah
mikrozkumavky pfemistit do LB media, nechat riist, pouZit do experimentu —atd.

Pfinejmensim by to chtélo sjednotit rod.

Z popisu SDS_PAGE geli mi neni jasné, zda zmifiovany ,kryci“ a ,zakladni“ gel
odpovidaji Laemmli elfo sfadicim a délicim gelem — sloZeni moc neodpovidd. Neni uvedena
velikost gelu, ktera teprve dava smysl uvedenému napéti. V celé praci je ukézan jen jediny gel,
tykajici se az zdvére¢ného frakcionovani produktu, takZe Elovék nemd predstavu, jak isolace
proteini probihala — jestli bylo naneseno spravné mnozstvi lyzatu, zda je néjaky rozdil mezi
indukovanou a neindukovanou kulturou apod. Veskera detekce je jen na zakladé westernil, kde je
v jedné, pochopitelné prazdné lane vZzdy uvadén neviditelny standard; lepsi by bylo piilepit kus
fotky obarveného Page gelu se standardem.

Vysledky: Produkce Ser2 proteinu v E. coli byla nevalna, a studentka vyvinula velké usili
pro jeji zlepSeni, coZ je tfeba hodnotit positivné. Kdyz ale porovndm jeji postupy s vlastnimi
zkuSenostmi s touto metodou, nemohu se zbavit dojmu, Ze hledala pfi¢iny neusp&inych pokusi
Jinde, neZ bylo tfeba. V prvnim, tzv. pilotnim pokusu neisolovala transformovany klon, ale pouze
pouzila transformacni suspensi, pfes noc kultivovanou na antibiotiku, jako inokulum. Tak ziejmé
postupovala i ve vSech dalSich pokusech — pracovala se smési transformovanych a
netransformovanych bunék- etdzka 1. Nejsem si jist, zda selekce zajistuje piitomnost plasmidu
sgenem ve vSech burnkach. V buiikach E. coli B jsou nékteré plasmidy velmi nestalé;
antibiotikova selekce sice udrzuje uréitou Cast bun&k s plasmidem, ale buriky, které ztratily
plasmid, jsou stile pfitomny, i kdyZ nerostou, a mohou zna¢né piispivat k celkové OD. Stacilo
vysit nafedénou kulturu pfed indukci na plotnu bez a s antibiotikem a porovnat poéty kolonii.
V nékterych mych pokusech zbylo po po¢ateéni kultivaci jen 1% bunék s plasmidem. P¥i pouZitém
5% inokulu by méla byt doba kultivace (neni uvedena) do OD 0,6 kratsi nez 1h; bylo to tak?-
otazka 2. Hlavni prekaZkou vyssi translace je nedostatek nékterych tRNA v E. coli, pfedev§im pro
nékteré argininové, prolinové, isoleucinové a leucinové kodony, a proto se béZné pouzivaji kmeny
tzv. ,,Codon Plus®, které maji dodate¢né geny pro tyto tRNA na plasmidech. Zlepseni produkce
byva Casto dramatické. Pro& nebyly kmeny BL21CodonPlus pouZity?- otdzka 3a. Pro E. coli
vysoce toxické proteiny mohou pfispét k eliminaci plasmidd z bungk b&hem pocatecni kultivace




protoze kvili ,,leakeness“ pLac promotoru probiha n&jaka syntéza (T7 RNAP) i bez indukce. Pfi
podezieni se doporucuje pouzit kit s bakteriofagem, ktery vnese gen pro T7 RNAP do bunék aZ ve
vhodném okamziku (kdyZ jsou buiky s plasmidem fadné& narostlé). Bylo podezieni na toxicitu
Ser2 nebo ne?-otdzka 3b.

Po netspéchu s pivodnim plasmidem (jehoZ konstrukce byla naplni bakalaiské prace a
neni zde uvedena) byl gen Ser2 syntetizovan s optimalizovanou sekvenci kodonii a naklonovan do
expresniho plasmidu pET15. K mému ptekvapeni nebyl spravny klon vybran jednoduse podle
zméne€né velikosti a restrikéni mapy plasmidu, ale podle PCR jednotlivych klont z okolnich
primerd T7 (prom.) a T7 (term.). Na obr. 10, ktery je tak nepiehledny, Ze sotva miize néco
prokazat se tvrdi, stejné jako v textu, Ze tim byla ovéfena orientace syntetického fragmentu; ta ale
na vysledek PCR nemiiZe mit vliv. Byla prost¢ ddna vybé&rem rliznych restrikénich mist na za¢atku
a konci. Presim-o-kementai-— otdzka-4. Exprese syntetického genu byla nepatrné lepsi, ale
nasledna koncentrace afinitni chromatografii nevysla, coz bylo vysvétleno nevhodnou strukturou
His-Tagu.

Pro praci s kmenovymi burikami dala tedy studentka pfednost komerénimu, znaéné
heterogennimu preparatu Ser2, coZ asi nebylo optimélni. Tuto praci mohu hodnotit jen velmi
povrchng; zda se mi, Ze byla provedena pe€livé, s odpovidajicimi, i kladnymi vysledky, které ale
nemohou mit tu hodnotu, jako kdyby se pracovalo s &istym Ser2 protelnem
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Pies zminéné chyby doporucuji %.u praci k obhajobé. Kladné posuzuji piedevsim
mnozstvi provedenych metod. Vzhledem k ¢aste¢nému naplnéni cild prace ji hodnotim jako velmi

dobrou.
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