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Doktorska disertaéni prace ing. Evy Sidakové se zabyvé vztahem mezi restrikéni a
translokac¢ni funkci restrikéné modifika¢niho enzymu EcoR124]1.

Restrikéné modifikacni systém vyuZzivaji bakterie a pravdépodobné i jiné prokaryotické
organismy k ochrané proti cizorodé DNA. Bakterialni restrikéni enzymy, nazyvané rovnéz
restrikéni endonukleazy $t€pi dvoutetézcovou DNA ve specifickych mistech na fragmenty,
které jsou déale degradovany jinymi endonukleazami. Asi jedna ¢tvrtina bakterii ma RM
systém a nejméné polovina z nich mé vice nez jeden typ restrikce. Restrikéni enzymy $tépi
DNA pouze ve specifickych mistech velkych jen 4-6 part bazi. Takovychto sekvenci je ve
vlastni DNA celé fada a aby nedochédzelo k destrukci vlastni DNA, bakterie maji schopnost
oznacit ji adici metylové skupiny na specifickych mistech.

Bakterie maji tfi typy restrikén€ modifika¢nich enzymu. Typ LII a III viechny maji
restrikéni a metylazovou aktivitu. Typ I je nejkomplexnéjs$im systémem a sestava ze tii
polypepeptidi R (restrikéni), M (modifikaéni) a S (urujici specifiku). Cely komplex §tépi a
metyluje DNA. Ob¢ reakce vyzaduji ATP a ke $t€peni dochazi ve zna¢né vzdalenosti od
rozpoznavaciho mista.

Cilem ptedloZené prace, jak i z ndzvu disertace vyplyva, bylo odd€lit restrikci a translokaci
a to nejprve pomoci cilené metageneze jednotlivych motivii endonukledzové domény a poté
charakterizovat jeji motorickou funkci. Autorka popsala existenci nového motivu QxxxY
v oblasti HsdR a definovala jeho moznou funkei.

Préace svéd¢i o vyborné orientaci autorky v dané problematice a o jejim mimofadném
pracovnim Usili, ale i o velmi kvalitnim vedeni disertace.

Vysledky uvedené v diserta¢ni praci byly jiz publikovany v piednich odbornych ¢asopisech
(publikace jsou soucésti disertace jako samostatna kapitola ,,Suplement®).

K vysledkiim prace nemam Z4dné podstatné piipominky, mam pouze né€kolik dotazi.

1. Jaka je uloha koncentrace dostupného ATP v ,,single molekule enzyme assay*.

2. Jakou jinou roli nez ochranou mohou mit Endonukleazy I u bakterii.



3. M4 jeden druh bakterii vice riznych endonukleaz typu I. Maji viechny dosud
»osekvencované* bakterie RMsystem; kdyz ano je stejného typu?

4. Jakou mate pfedstavu o zméné energie makroergické vazby ATP na pohybovou energii
vyuzivanou pfi translokaci.

Zéavérem bych chtél zminit: prace ma vysokou odbornou troven, zejména pokusy s
»jednomolekulovou enzymovou reakci* jsou pro mé demonstraci nesmirného pokroku ve
studiu RMsystému a svéd¢i o vysoké erudovanosti autorky. ProtoZe prace vznikla v laboratofi
kde se zabyvaji biochemii a genetikou tohoto specifického enzymového systému mnoho let je

vidét obrovsky vyvoj poznani. Cteni pfedloZené prace bylo naroéné, ale stalo to za to.
Odborna uroven predloZené doktorské prace jasné prokazuje schopnost autorky samostatné

védecky pracovat a spravné interpretovat ziskané vysledky. Doporucuji pfijmout praci

k obhajobg.
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