Posudek na doktorskou disertacni praci Kamily Cajthamlové: ,,Restrikéné-modifika¢ni enzymy
Typu I — identifikace pomoci dvourozmérné elektroforesy a studium fosforylace podjednotek
Hsd*

Prace se zabyva, jak jiz nadpis ukazuje, studiem restrikénich endonukleas typu I. Prace je napsana
v klasickém clenéni s ptilozenymi kopiemi dvou ¢lankl tykajicich se tématu a pretiskem jednoho
clanku tykajiciho se odlisné problematiky. Kamila Cajthamlova je spoluautorkou vsech téchto
publikaci, pfi¢emz u jedné z nich je prvni autorkou. Dvé z téchto praci byly dle udaji ISI WosS jiz
nékolikrat citovany v odbornych periodikach. Prace je napsana peclivé, s minimalnim mnozstvim
pieklepti a chyb a v fadé slov az s pedantskym dodrzovanim klasické verze jejich pravopisu.

Prace je napsana Ctivé a i literarni reSerSe je osvézujicim vhledem do soucasného stavu poznani
v oblasti restrikénich endonukleas. Vyjimku snad tvoii pouze nékteré tabulky, kde by ¢tenar jisté uvital
vysvétlujici legendy. Popisované vysledky jsou zrcadlovym obrazem publikaci, které jiz prosly
recenznim fizenim. Z tohoto divodu a i vzhledem k tomu, Ze nejsem odbornikem na restrikéni
endonuklasy a ani na molekuldrni biologii prokaryot, dovolim si polozit otazky, které se mozna
netykaji pfimo pfedlozenych vysledkt. Zaroven se omlouvam, pokud budou tyto otdzky triviadlni nebo
se zdat nesmyslné.

1) V poslednich letech stoupa mnoZzstvi informaci o Archaea. Mohla by autorka prace v n¢kolika
vétach shrnout, co se vi o restrikéné-modifikacnich systémech u Archaea, vcetné jejich
biologického vyznamu, a porovnat je se znamymi systémy u bakterii?

2) Doménové usporadani N-koncové ¢asti HsdR podjednotky piipomind helikazy, coz autorka
sama zminuje. Pfi Stépeni DNA restrikéni endonukleasou typu I dochéazi k translokaci az
n¢kolik tisic pard bazi, coz vede k vyrazné spotiebé ATP. Mohlo by se tak zdat, Ze naptiklad
koncept restrikéné¢ modifikaéniho systému typu II je vyrazn€¢ uspornéjs$i a pro builku
vyhodngjsi. Jak je to s koexistenci vice typu restrikéné¢ modifikacnich systémi v jednom
bakteridlnim kmeni? V em lze spatfit evolucni vyhodu restrikéné modifikacniho systému typu
I oproti jinym systémim, je-li takova. Jak je to s restrikéni a modifikacni funkci energeticky
naro¢ného systému typu I pii hladovéni, jeZ ovSem miiZe byt téZ podnétem pro indukei profaga
a jeho vstupu do lytického cyklu?

K experimentalni ¢asti prace:

1) Z textu neni zfejmé, kde se berou purifikované standardy jednotlivych REas.

2) U nékterych experimentt (napt fosforylace in vitro) se zda, ze byly pouzivany / detekovany
pouze HsdR a HsdM podjednotky systému EcoR1241. Proc? Je mozné ptedpokladat, ze tento
systém bude plné funkéni? Pro¢ na Obr.23, panel A neni vidét HsdS podjednotka, kdyZ se
jedna o bun&ny lyzat bunék cituji: ,transformovanych plasmidy nesoucimi geny hsd pro
REasu®. Na otisku 2D gelu lyzatu stejného kmene byly, téZ imunochemicky, detekovany
vSechny tfi podjednotky (obr. 18).

3) Jak si vysvétlujete rtiznou ucinnost fosforylacni reakce HdsR pii rtiznych koncentracich
proteinu a ATP in vitro? Mize hrat pomér ATP k proteinu, pfipadné koncentrace proteinu roli
ve stechiometrii podjednotek ve vzniklych komplexech? Mitize tento vysledek mit biologicky
vyznam? Jaka je vnitrobunécné koncentrace ATP a EcoKI REasy?

Dle mého soudu Kamila Cajthamlova ptedlozila kvalitni praci a prokazala, Ze je schopna nejen
produkovat zajimavé vysledky, ale je schopna je i1 Ctivé sepsat a obhdjit v tvrdé konkurenci recenzniho
fizeni mezindrodniho odborného casopisu. Pfedlozend prace splituje vSechny nalezitosti kladené na
doktorskou disertacni praci a ja ji s klidnym svédomim doporucuji k obhajobé.

15.8.2007 v Praze RNDr. Martin PospiSek, PhD
V.I.



