Posudek $kolitele na diplomovou praci Zdeny Drastichové s nazvem »Analyza proteinové
komposice bunéénych membrin s pomoci 2D elektroforesy*

Zdena Drastichova vypracovala svoji diplomovou praci v Laboratofi molekularni farmakologie
na Katedre fyziologie a vyvojové biologie, PfF UK.

Cilem diplomové prace sl. Drastichové bylo vyuzit techniku 2D elektroforesy a imunoblot
(western blot) pro identifikaci zmén v proteinovém sloZeni bunééné linie ¢2mll - HEK293 po
dlouhodobé hormonalni stimulaci. Techniku imunoblot pouzila pro ovéfeni, ze v této linii
dochazi k poklesu alfa podjednotek G proteinti tfidy Gq/G11. Jedna se o linii pfipravenou
dvojnasobnou transfekci — nejprve ¢cDNA obsahujici gen receptoru pro thyreoliberin, TRH;
v dalSim stupni byly tyto buiiky transfekovany ¢cDNA nesouci gen pro Gl1 alfa protein.
Dlouhodoba stimulace TRH vede k poklesu nejen exogenni G1lalfa, ale i endogennich proteini
Gq alfa a G11 alfa - jedna se o specifickou zménu — jiné G proteiny se neméni. Vlastnim
preparatem ktery studentka pouzivala pro elektroforetickou separaci byl post-nukledrni
supernatant , ktery byl pfipraven centrifugaci 3 min pfi 3000xg z bunééného homogenatu. Gely
byly barveny nejprve stfibrem, pozdéji fluorescenénimi sondami Sypro Ruby (celkové
bilkoviny) a Pro Q Diamond (fosforylované bilkoviny). Pro vyvolani imunobloti pouzila
specifické protilatky pfipravené proti C-koncovému dekapaptidu, ktery je identicky u G11 a Gq
alfa.

Za nejlepsi vysledky experimentdlni prdce povaZuji:

-seriozni ov€feni, Ze spomoci 2D elektroforesy je mozné reprodukovatelnd rozligit pet
membranové vazanych alfa podjednotek tfidy Gq/G11 (vysledek imunobloti v membranovém
sedimentu),

-hormonalni stimulace vede k poklesu & vymizeni viech isoforem,

-reprodukovatelné rozliseni 200-250 bilkovin pfi barveni stiibrem,

-reprodukovatelné srovnani kontrolnich hormonem-ovlivnénych vzorka,

-hormonalni stimulace neméni komposici bilkovin pfi rozliseni 200-250 bilkovin pfi barveni
stfibrem.

Vysledky ziskan¢ s pomoci fluorescencnich sond Sypro Ruby a Pro Q Diamond bude ticba jests
ovéfit s pomoci hmotnostni spektrografie pfi aplikaci vétsiho mnoZstvi celkové bilkoviny na gel.

Diplomovou praci povazuji za kvalitni jak z hlediska vysledki, tak z hlediska formy jakou je
pfipravena. Literarni uivod je psan stylem, ze kterého je ziejmé, Ze studentka problematice
skute¢né rozumi. Vyjadfuje se Gtivé i presné, coz je u dne$nich studentd (bohuzel) spise
vyjimkou nez pravidlem. Epicky nadany student zahlti Skolitele mnoZstvim nepiesného textu:
student bez schopnosti vyjadfit co délal produkuje metodické navody. Otazka ..proé jste to
délal” budi u studenta prekvapeni se spontanni odpovédi — ,no piece — fekl mné to $kolitel*.
Bylo proto pro mne tulevou 1 potéSenim Cist text této prace. Za nepfesnosti, drobné chyby a
slangové vyrazy je tfeba karat Skolitele, ktery nenasel dostatek casu aby na né studenta
upozornil.

Zavérem bych chtél podekovat panu profesorovi G. Entlicherovi a Katedfe biochemie PFF za to,
ze mn¢ bylo umoznéno spolupracovat se sl. Drastichovou. Studenti biochemie jsou velmi
kvalitné pfipraveni pro experimentalni védeckou praci jak po strance teoretické tak praktické.
Uveédomuji si, Ze zdkladem védecke prace je experiment a jeho kritické hodnoceni.
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