Vyjadreni Skolitele k diplomové praci Be. Klary Miculkové ,,PFiprava
rekombinantnich proteini pro pouziti v tkafiovych kulturach*

Klara Miculkova se zabyvala p¥ipravou rekombinantni bilkoviny odvozené od sericinu 2
(Jedna ze slozek hedvébi) bource morusového. Velmi §patné definované smési sericinti bource
jsou komeréné dostupné jako nahrazka hovéziho séra v kultivaénich médiich. Nevi se vsak,
ktera z komponent ve smési je potfebnd pro riist bungk a které slozky jsou nepotiebné a
mozna dokonce Skodlivé. Ne&kolik tyma v Japonsku, USA a dalsich zemich provéfovalo
GCinek rekombinantnich bilkovin odvozenych od sericinu 1. Byly popsany rizné, vesmés
pozitivni U¢inky, a navrzeny moznosti vyuziti sericind p¥i rekonstrukci tkani. Pro praci K.
Miculkové jsme zvolili sericin 2, jehoZ gen byl zevrubné popsan v Entomologickém tstavu
Biologického centra AV CR. Klara piipravila usek kodujici 121 aminokyselin (s vysokym
obsahem lyzinu a jinych aminokyselin s nabojem). Ptislusny kodujici isek cDNA byl nejprve
amplifikovan pomoci RT PCR z RNA izolované ze snovacich Zlaz. Pozdgji byl pouzit templat
s kodony optimalizovanymi pro expresi v Escherichia coli. V obou ptipadech byl exprimovéan
fazni protein skladajici se zuvedeného useku 121 aminokyselin a z hexahistidinu, ktery
umoZnil ¢iSténi rekombinantniho proteinu pomoci afinitni chromatografie na kolonce
s niklem. K. Miculkové se podafilo rekombinantni protein ziskat, vytézky viak byly bohuZel
malé bez ohledu na pouzité kodony. Nestastnou shodou okolnosti byl rekombinantni protein
stejné velky, jako lysozym, ktery byl soudasti extrakéniho pufru. Tato koincidence zt&Zovala
¢isteni.

Druhym cilem prace bylo zjistit, jak sericiny a rekombinantni produkt ovliviiuji riist
bunek v kultute. Na zaklad¢ pozitivnich vysledkd predbéznych pokusti byl zvolen velmi
sloZity systém lidskych embryonalnich kmenovych bungk (hESC). Byla nezbytna spoluprace
s pracoviStém lékaiské fakulty Masarykovy univerzity, kde se uskuteénily viechny testy.
ZZasti se na nich béhem staZe na brnénském pracovisti podilela K. Miculkova. Protoze
rekombinantniho proteinu bylo mélo, byly rozséhlejsi pokusy provedeny jen s komerénim
sericinovym extraktem. Hodnotil se jeho vliv na &etnost defektil projevujicich se zmnoZenim
centrozomt. U bun&¢nych linii CCTL 12 P59 a CCTL 14 p35 bylo prokézano sniZeni
frekvence defektl v pfitomnosti nizkych koncentraci sericint, coZ je prislibem mozné
identifikace sericinovych komponent s vyrazn&jsim pozitivnim G¢inkem.

Be. Klara Miculkova se projevila jako schopné, samostatna a pe¢liva studentka. Bohuzel
se z existen¢nich dGvodi (placené brigady) nemohla plné vénovat svému vyzkumu. Béhem
studia zvladla fadu metod, naucila se kriticky myslet a pfispéla k rozvoji poznani. Navrhuji
ocenit jeji praci stupném ,,velmi dobre*.
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