Oponentsky posudek diplomové prace
Hana Kratochvilova: Viiv pH a iontové sily na strukturu a stabilitu cytochromu ¢

PredloZend diplomova préce je pokratovanim vyzkumu cytochromu c, ktery probiha na
katedfe biochemie, pfi¢emz tentokrat je zaméfena na oblast extrémné nizkych hodnot pH, coz
je pomerné komplikované pole badéani. Autorka pouzila klasické spektrofotometrické metody,
tedy absorp¢ni, diferen¢ni a deriva¢ni spektra, s perturbaci vlivem pH a iontové sily.

Préace je ¢lenéna klasickym zptisobem, prehled literatury je pomérné podrobny. Je vak
tieba konstatovat, Ze v préci je pon¢kud vice pieklepii (v praci jsem ozna&il tuzkou ty, které
Jsem postiehl) a nepfilis jasnych formulaci, nez je bézné. Také k terminologii bych uginil
n¢kolik pozndmek. Na str. 28 se piSe o -otadce, oviem bézn&jsi je v této souvislosti [-ohyb,
na str. 30 je obrat ,,ndbojové odpuzovani, patrné elektrostatické, na str. 59 (konec prvniho
odstavcee) se piSe, Ze ,,pfitomnost redukované formy cytochromu ¢ v roztoku je mensi nez
2,5%. Odborngji by znélo ,.koncentrace* nebo ,,obsah* redukované formy. Rovnéz
formulace ,.kysele indukovana konforma¢ni zména“ (str. 63) nezni prave nejlépe.

K prehledu literatury bych dodal jesté dvé faktické poznamky. Je pravda, Ze technika
deriva¢ni spektroskopie ..je dobrym nastrojem ke studiu bilkovin® (str. 19), oviem &tvrtou
derivaci uz je nutno piijimat opatrné. Je nesmirné citliva na nepatrné zmény polosiiky pasu.
Tvrzeni, Ze hydrofobni efekt je dan interakei proteinu s molekulami rozpoustédla (str. 21, +6),
neni tak docela presné. Predevsim nejde obecné o jakékoli rozpoustédlo, ale o vodu, odtud
nazev efektu, pficemz dnes se za hnaci silu tohoto efektu poklada skutecnost, ze hydrofobni
struktura neinteraguje s okolni vodou a tim v ni vyvolava rist uspofadanosti. K osobnimu
jménu Levinthal (Cyrus) (str. 23) bych upozornil, Ze ,,a* v jeho jménu je kratké.

Potud pon¢kud delsi zastaveni nad nékterymi detaily prehledu literatury. Nyni
k vysledkim préce a k jejich diskusi. Zaméteni prace na extrémné kyselé prostiedi mélo
piinést udaje, které by vypovidaly o tom, zda za téchto podminek dochéazi k piechodu
molekuly cytochromu ¢ na molten globule (MG), a pokud ano, pak kdy. Odpoved’ je kladna;
soude dle vysledkti porovnanych s udaji dalsich autori, by méla MG vznikat, a je zjisténa
oblast pH, kde lze tento proces predpokladat, coz je dalsi p¥inos ke studiu stability molekuly
cytochromu. Zatim nezodpovézené zlstavd, zda je tento proces dvou nebo tiistupniovy, kdyz
druhou moZnost naznacuje chovani Soretova pasu. To bude ziejmé tématem pokracovani
tohoto vyzkumu, ktery poloZil takové moznosti dobry zéklad.

K praci mam nékolik dotazi:

1) Problémem extrémnich oblasti pH, at” kyselé nebo zasadité. je skute¢nost, ze v molekule
bilkoviny pfevazuje kladny nebo zaporny naboj, a to mnohdy velmi vyrazné, takze
elektrostatické interakce nabyvaji mimoradné na vyznamu. Je mozné ze znamého
aminokyselinového slozeni cytochromu ¢ alespoti odhadnout jaky by mohl byt ¢isty néboj
této bilkoviny v extrémné kyselé oblasti?

2) V metodéch neni uvedeno, za jak dlouho po pridani kyseliny s cilem nastavit
pozadované pH bylo méfeni provedeno. To souvisi s piedchozim bodem, protoze vlivem silné
elektrostatické repulse mohou nékdy nastavat v molekule bilkoviny postupné zmény. Tato
otazka tedy smétuje k mozné kinetice konforma¢nich zmén molekuly, k nimz by mohlo
dochézet.

3) Nastr. 52 je na obr. 22 zndzornén také parametr d, jak z textu plyne pievzaty z jedné
z predchozich diplomovych praci. Otazka zni, o ¢em tento parametr vypovida? O tom mohla
byt zminka jiz v prehledu literatury. Podobné parametry, byly navrzeny pro spektra &tvrté
derivace, kde se v3ak ukazalo, Ze pouZiti je omezené obvykle jen na nékolik bilkovin. Na str.
60 je pak uvedeno, ze ,,snizovéani parametru d odpovida zvétsovani relativniho rozdilu mezi
aromatickymi chromofory (resp. jejich okolim) ...“ Mohla by autorka v ramci diskuse tuto
formulaci podrobngji vysvétlit? O jaky relativni rozdil jde?



4) Nekdy se pro hlubsi rozbor spekter navrhovalo pouziti faktorové analyzy, metody
matematické, ktera rovn€z nékdy pfinasela ur¢ité vysledky. Alespoii ve formé subspekter,
jejichz dalsi mterpretace v8ak zdaleka neni prosta tskali, coZ plati o fadé metod. Nebyl
podobny pokus u¢inén i v tomto pripadé?

5) Pii zkoumani vlivu iontové sily je pro pH 7,0 pouzito hodnot tohoto parametru 0,457,
0,5a1 (str. 54), takZze mezi prvnimi dvéma hodnotami neni velky rozdil. Jaky byl davod
volby téchto hodnot? Pfi méfenich v kyselé oblasti pak byla iontova sila 0,01, 0.5 a 1. Jak
byly zvoleny tyto hodnoty iontové sily? Nenabizely by se spi§ pravidelné nasobky, tedy
naptiklad 0,01, 0,1 a 1?

6) Tato otdzka navazuje na pasaz z Piehledu literatury, kde se autorka vénuje vlivu soli na
strukturu bilkovin a v této souvislosti se zmifuje o proslulé Hoffmeistrové fadé a také o déleni
iontl na kosmotropni a chaotropni, podle jejich vlivu na strukturu vody. Nutno poznamenat,
Ze se daje v literatufe dodnes lisi, takZe naptiklad ionty K" byvaji ¢ast&ji uvadény jako
chaotropni. Nicméné shoda panuje v tom, Ze chovéni draselnych a sodnych iontd byva
vyrazné odlisné. Naznacuje to naprlklad jejich hydrataéni entropie (kJ.mol™ pii 298,15 K) kdy
tato hodnota pro K je +34, pro Na" -5. Proto se nékdy navrhuje zkusit jak chlorid draselny
tak sodny. Nebyl takovy pokus u¢inén? Mozna by toto mohl byt namét do budoucna.

Tyto otézky dopliiuji tidaje uvedené v piedlozené praci, a nékteré mohou byt namétem pro
dalsi vyzkum. V kazdém piipadé prace splituje viechny pozadavky kladené na praci
diplomovou a jako takovou ji doporucuji k piijeti.
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