Posudek oponenta na diplomovou praci
Veroniky Klatovské

»PFiprava a charakterizace N-terminalné zkracené verze enzymu serotonin N-
acetyltransferazy“

Posuzovana diplomova prace obsahuje 55 stran textu. Textova &ast se sklada z 8
kapitol, v nichz autorka postupné pojednava o biochemickém pozadi studovanych
protein(i (serotonin N-acetyltransferaza a 14-3-3 protein), cilech diplomové prace,
pouzitych experimentalnich metodach exprese a purifikace proteinti a nakonec
provadi vy&et dosaZenych vysledkil a jejich diskuzi.

Diplomova prace se zabyva pfipravou  protokolu umozZfiujiciho  purifikaci
miligramovych mnoZstvi aktivniho enzymu serotonin N-acetyltransferazy (AANAT).
Tento enzym je zodpovédny za cyklické zmény koncentrace hormonu melatonin
v krvi. Melatonin je hormon podilejici se na regulaci celé fady fyziologickych procest
(denni rytmus organizmu, spanek, starnuti apod.). Syntéza a uvolfiovani melatoninu
Vv organizmu jsou inhibovany svétlem a stimulovany tmou. Na molekularni dGrovni je
aktivita enzymu AANAT regulovana prostiednictvim fosforylace a interakce s
proteinem 14-3-3.

Déjova linka diplomové prace je nasleduijici:

1) Autorka provedla expresi AANAT ve formé& fuzniho proteinu s glutathion S-
transferazou pomoci bakterialniho expresniho systému. Poté pomoci afinitni
chromatografie na glutathion sepharoze vypurifikovala fuzni protein.

2) Pomoci protedzy thrombinu rozstépila fuzni protein GST-AANAT a uvolnénou
glutathion S-transferazu &astené odstranila opét pomoci afinitni chromatografie na
glutathion sepharoze.

3) Caste¢né purifikovanou AANAT dale purifikovala pomoci gelové filtrace a ziskala
tak velmi Cisty protein.

4) Autorka dale provedla stanoveni aktivity pfipraveného enzymu a ukazala, zZe
aktivita je srovnatelna s kompletni verzi AANAT.

5) Na zavér autorka provedla fosforylaci &asti svého preparatu a ukazala, Ze
fosforylovana verze AANAT interaguje se 14-3-3 proteinem.

K predloZené praci mam nasledujici otazky:

1) Pro¢ byla vdruhé fazi purifikace pouzita gelova filtrace a ne napf. iontové-
vyménna chromatografie?

2) Proc byl ke stanoveni enzymové aktivity pouzit tryptamin a ne serotonin, ktery je
pfirozenym substratem enzymu?

3) Jak si vysvétlujete, Ze odstranéni 32 aminokyselin z N-konce AANAT nema vliv na
aktivitu enzymu?



4) Myslite, Ze je mozné jesté vice zvysit vytézek purifikace?

Po prostudovani diplomové prace Veroniky Klatovské chci konstatovat, Ze jde o praci
kvalitni, ve které autorka prokazala, Ze ovlada fadu experimentalnich technik a
dokaze je vhodné aplikovat. Prace vedla k ziskani originalnich poznatkd. Autorka
navrhla protokol pro pfipravu N-termindiné zkracené verze serotonin N-
acetyltransferazy a ukazala, Ze takto purifikovany enzym je plné aktivni. Prace
pusobi kompaktnim dojmem, kvalita formalniho zpracovani je vysoka. V praci se sice
vyskytuje par neobratnych formulaci, ale ty nijak nesnizuji kvalitu prace. Domnivam
se proto, Ze diplomova prace Veroniky Klatovské spliiuje vS8echny piedpoklady
kladené na praci tohoto typu a proto ji doporuduii k obhajobé.
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