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Posudek na disertační práci Mgr. Daniely Horníkové

Řízení en4,matické aktivity motekuly kreatinkinó4l změnami její konformace

V rámci své disertační práce si Mgr. Daniela Homíková vytkJa za cíl získat dostatečná experimentá|ní

data k popisu prostorové koďormace a konformačních zrněn kretinkinázy a také popsat na molekulární urovni

vliv vazby substrátů a pH na vazbu kreatinknázy v M-linii sarkomem v průběhu kontrakce.

Kandidátka použila pro dosažení vytčených cílů řadu pokročilých biochemichých i biofrziikálních

technik'zejména fluorescenčních. Prokázala bezpochyby svou schopnost t5rto techniky si nejen osvojit, ale

zejména je adekváfitě aplikovat aziskanádata vyhodnotit. Evidentně též velrni dobře zvládla experimentální data

interpretovat a aplikovat do 3D modelu enz,ymu.

Předložená práce obsahuje 139 stran textu včefrrě výsledkových příloh ve formě čtyř publikací, v nichž na

jednéje první autorkou. Práce obsahuje kvalitní literární přehled a dostatečný popis biochemiclcých i

bioszikálních metod, které dle mého názoru plně stačí k popisu požifých technik. Vysoce oceňuji i ve|mi dobře

popsanou úvodní část o fosfagenech. V někteých teoretic\ých pasážich však snad autorka zacháni do obecných

souvislostí aŽ učebnicového charakteru.

Ve ýsledkové části se podďilo autorce identifikovat v rámci charakterizace myofibril s použitím

nízkoinotového média ři rozdílné podjednotky kreatinkinazy, které dále charakterizovala. Prokrízala jak schopnost

kontrakce myofibril, tak i zachoviímí speciťrcké enzfmatické aktivity kreatinkinázy. Pokročilé fluorescenční

metody pak pouála pro |oka|izaci a charakterizaci specifichých vazebných mist, Závěry' které autorka učinila o

kompartmentalizaci substrátů, produktů i samotných enzymoyých komplexů jsou nejen zajÍmavé v rámci

předložené dizertačni práce, ale nepochybněji přesahují v rámci obecných závěrl. V rámci studia proteinové

dynamiky se kandidátce povedlo téŽ detekovat a částečně popsat konformační zrrrěny erlzymu v důsledku vazby

jednoho či dvou substrátů. V neposlední řadě je potřeba též znínit důleŽifý ýslďek popisující zisadni vliv pH na

interakci laeatinkináry s myofibrilami v M.linii.

I ve zdďilé práci se však vždy objeví nějaké nedostatky překlepy nebo nejasnosti. Na straně 44 chybí

odkaz na zdroj obr. 4 (pravděpodobně převzato z textu dr. Fišma), na str. 45 je nešťastně uvedeno u měření FRET

tvrzení ,,emisí nebo.li anizotropií..,,, coŽnesprávně navozuje u čtenáře pocit ekvivalence obou závislostí' Na str.

4ó je uvedena u pulmí metoda (time domain method) jako jediná technika časově rozlišené fluorescenční

spekffoskopie. Na str. 47 je pak nešťastně použit termín ',polarizovaný detektoť.' Na str' 59 je uveden název

kapitoly o,Časově rozlišená fluorescenční anizotropie (steady state)*, což pokládám zazavádějicititul. Na str. 60je
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uvedena ďejmě neuplná věta: ,,Akrylamid (elektron posfrádající molekula) byl jako účinný áášeč... Chtěla snad

autorka v rámci této věty mínit i existenci nabitých áášedel? Na sh. ó4 chybí uvedení počtu měření. V práci se

najdou i občasné překlepy, např. na str. 65 je uveden aminokyselinoý zbýek cys namísto Cys.

K práci mám následuj(cíotÁzky:

l. Kolik tyrosinoých zbytků obsďruje monomer laeatinkinázy? Nemohly t5rto zbytky přispívat k nativní

fluorescenci (viz obr. 10, 11, lz,Tab. 1,2\?

2. V práci byl akrylamid použit jako zlrášedlo tryptofanoých zbytlai. Autorka jistě správně použila toto

áášelo pro částečnou charakterizaci mikrookolí nativních fluoroforů laeatinkinázy. Prď nebyla

použita další ztrášel4 například ioný, která by výrazně přispěla k nábojové charakterizaci mikrookotí

fluoroforů a k jejich lokalizaci na powchu či uvniť proteinu?

3' Není výpočetvzilemné vzdálenosti mezi Trp a DNCI (str. 64) ze sřední doby Života excitovaného

stavu Trp simpliťftací? Jahý byl při výpočtu pouŽit orientační faktor?

Přes uvedené nedostatky hodnotím předloženou práci vysoce kladně a doporučujijí k obhajobě.
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