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Oponentslý posudek na diplomovou práci Alžběty Kalendové
„Vlastnosti P-N-acetylhexosaminidas z vláknitých hub"

Předkládaná diplomová práce Alžběty Kalendové se zabývá charakterizací enzymu
P-N-acetylhexosaminidasy u dvou dmhů vláknitých hub: PG#z.#.Á/z.#% oxj7/z.c#Á# a Ápť€z.//# ooJzz7ť.
Tyto dva stmktumě i sekvenčně blízké enzymy mají řadu odlišných vlastnosti' a jejich detailní

porovnání bylo hlavním námětem této diplomové práce. K dosažení cfle práce bylo využito řady
metodických přístupů. Enzym byl nejprve v někohka krocích purifikován chromatografickou
separací a následně podroben řadě testů pro stanovení kinetických parametrů pro vybrané
substráty. Enzym byl dále deglykosylován pomocí glykosidasy Endo H a nativní
i deglykosylovaný protein byly testovány na teplotní stabititu a pH stabilitu v širokém rozmezí

pH. Zajímavou části' práce je rovněž charakterizace enzymu pomocí elektroforézy za nativních
podmínek s chromogenni' detekcí, kdy lze pozorovat různé katalyticky aktivní fomy
P-N-aceqrlhexosaminidasy.

Práce je standardně členěna a všechny části mají odpovídající rozsah. Úvod je zpracován
velmi podrobně a odkazuje na řadu relevantriích publikací. Experimentální část přináší nové
výsledlqr o studovaných enzymech a přímé porovnáni' odkrývá řadu odlišnosti' v pH optimu,
teplotním optimu, chováni' deglykosylované formy enzymu a afinitě k vybraným substrátům.

K práci mám následující připomínlqr a dotazy:

1.    V části Úvod qapitola 1.5.4.1) popisujete rozděleni' propeptidů do dvou tň'd. Na základě

jakých vlastností je možné propeptid z Á. ooJzt% zařadit do kategorie propeptidů druhé
tň'dy?

2.    Uvádíte někohk fimkcí fiigálních P-N-acetylhexosaminidas. Kterou z nich lze považovat
za hlavní?

3.    Na str. 47 ukazujete průběh purifikace P-N-acetylhexosaminidasy z P. oxjz/z.c## po

:ebdj::;evy;cohs::r:dmg::E:avfi:7:ho]seegua[roa;:cELPoomcohsr::5atšra:fič=;]ot]eonntěoToosnuonQse
vysvětlujete?

4.    Neni' přesně uvedeno, jak byly prováděny pH stabilitní testy s deglykosylovaným
enzymem. V jakých časových intervalech byla stabilita měřena? P-N-
Acetylhexosaminidasa z 4. ooJzt% je na rozdíl od enzymu z P.  oxz7/z.Íz% po deglykosylace



náchylnější k inaktivaci působením pH v kyselé oblasti. Uvažujete tento efekt při
deglykosylaci P-N-acetylhexosaminidasy působením Endo H?

Výsledlqr nashromážděné v této pfáci přinášejí nové informace o vlastnostech

P-N-acetylhexosaminidasy z 4. opzz7G a P. oxÁÍ/z.4##. Interpretace výsledků i jejich prezentace
jsou na dobré úrovni. Na základě uvedených okolnosti' doporučuji práci k obhajobě.

V Praze dne 12. května 2008


