
Posudek oponenta na diptomovou práci

Veroniky Klatovské

,,Příprava a charakterizace N.terminátně zkrácené verze enzymu serotonin N.
acetyltran sÍerázy*

Posuzovaná dip|omová práce obsahuje 55 stran textu. Textová část se sk|ádá z 8kapito|, v nichŽ autorka postupně pojednává o biochemickém p"i"ái studovanýchproteinů (serotonin N-acetyltransferáza a 14-3-3 protein), cí|ech oip"tomoue práce,pouŽitých experimentálních metodách 
"*p'e.e 

á purifi'kace proteinr:r a nakonecprovádí výčet dosaŽených výsledků a jejich diskuzi.

Dip|omová práce se zabývá přípravou protokolu umoŽňujícího purifikaci
mi|igramových mnoŽství aktivního enzymu serotonin N-acety|transferazy 1irnrunr;'Tento €nzym je zodpovědný za cyk|ické změny koncentrace hormonu me|atonin
v krvi. Me|atonin ie h.ormon podí|ející Se na regu|aci ce|é řady fyziologických procesů
(denní rytmus organizmu, spánek, stárnutí apod.). Syntéza á úvo|nořání meiatoninu
v'organizmu jsou inhibovány světle.m a stimu]ovány tmou. Na mo|eku|ární úrovni je
aktivita enzymu AANAT regu|ována prostřednicivím fosforylace a interakce sproteinem 14-3-3.

Dějová |inka diplomové práce je nás|edující:

1) Autorka proved|a expresí AANAT ve formě fuzního proteinu s g|utathion S-transferázou pomocí bakteriálního expresního systému. Poté pomoci afinitní
ch romatog rafie n a g I utath ion sepharoze vyp u rifi kov a|á f uzní prote i n.

2) Pomocí proteázy thrombínu rozštěpi|a ,fuzní protein G5T-AANAT a uvolněnou
g|utathion S-transferázu částečně odstranila opět pomocí afinitní chromatografie naglutathion sepharoze.

3) Částečně purífikovanou MNAT dá|e purifikovala pomocí ge|ové filtrace a získa|a
tak ve|mi čistý proteín'

4) Autorka dá|e proved|a stanovení aktivity připraveného enzymu a ukáza|a, Že
aktivita je srovnatelná s komp|etní verzíAANÁT.

5) Na závěr autorka provedla fosfory|aci části svého preparátu a ukázala, Že
fosfory|ovanáveze MNAT interaguje se 14-3-3 proteinem.

K předloŽené práci mám nás|edující otázky:

1) Proč by|a v druhé fázi purifikace pouŽita ge|ová fi|trace a ne např. iontově-
výměn ná ch romatog rafie?

2) Proč by| ke stanovení enzymové aktivíty pouŽit tryptamin a ne serotonin, kteý jepřirozeným substrátem enzymu?

3) ťqr si vysvět|ujete, Že odstranění 32 aminokyse|in z N-konce AANAT nemá v|iv na
aktivitu enzymu?



/
4) Mys|íte, Že je moŽné ještě více zvýšit výtěŽek purifikace?

Po prostudování dip|omové práce Veroniky K|atovské chci konstatovat, Že jde o práci
kva|itní, ve které autorka prokáza|a, Že ovládá řadu experimentálních technik a
dokáŽe je vhodně ap|ikovat. Práce ved|a k získání originálních poznatků. Autorka
navrh|a protokol pro přípravu N-terminá|ně zkrácené Verze serotonin N-
acety|transferázy a ukázala, Že takto purifikovaný enzym je p|ně aktivní. Práce
působí kompaktním dojmem, kva|ita formá|ního zprácováňíje vysoká. V práci se sice
vyskytuje pár neobratných formulací, a|e ty nijak nesniŽuJí rvaiitu práce' Domnívám
se proto' Že dip|omová práce Veroniky Klatovské sp|ňuje všechny předpoklady
k|adené na práci tohoto typu a proto ji doporučuji k obhajobě.
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