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Posudek na diplomovou préci Bc. Anety Smidové nazvanou P¥iprava a charakterizace
neutralni trehalasy pro strukturni studie.

Ve své praci se Bc. Smidova zabyvala biochemickou a strukturni charakterizaci
neutralni kvasinkové trehalasy, enzymu zapojeného do metabolismu sacharidd, konkrétné
hydrolyzy disacharidu trehalosy. Finalnim cilem prace byly krystalograficka charakterizace
enzymu. Za timto u¢elem navrhla diplomantka fadu konstruktd a i mutanti enzymu, z nichz
bylo sedm uspésné exprimovano a purifikovano. Byla studovéana stabilita a aktivita téchto
konstruktl. Dva z konstrukti se podatfilo uspésné vykrystalizovat za ptfitomnosti substratu
trehalosy s rozlidenim asi 3 A a u jednoho z konstruktii byla i vyfesena struktura s navazanou
trehalosou.

Jsem presvédcen, Ze se jednd o velmi kvalitni praci s fadou vybornych vysledku, které
budou v budoucnu jisté¢ publikovany ve Spickovém Casopise. Diplomovou praci jednoznac¢né
doporucuji k obhajob¢.

K praci bych m¢l nékolik poznamek a dotazl, které plynou z mého zajmu o tuto
problematiku. Budu rad, pokud bude pfti obhajobé ¢as, kdyz mi na né€které z nich kandidatka
odpovi.

V Gvodu je zminéno, Ze inhitory trehalasy by mohly byt uzite¢né jako selektivni insekticidy
proti létavému hmyzu. Mohlo by tedy byt uZite¢né vyiesit struktury trehalasy napf. z musky
Drosophila. Pro¢ byla studovana prave kvasni¢na trehalasa?

Je znamo, jak se lisi aktivni misto neutralni a kyselé trehalasy?

V praci je zminéno a experimentalné podpofeno, Ze jedna trehalasa véze protein Bmh
v poméru 1:2. Na obrazku 2.5 je ale zndzornéna jen jedna molekula Bmh. Jak by se tedy
vézala druha molekula?

V legend¢ k obrazku 2.9 je zminéno, Zze zobrazené struktury obsahuji inhibitory. Je tomu tak
skutecné? Nepodaftilo se mi je najit.

Sekvence trehalasy obsahuje 4 cysteiny. Da se ptedpokladat, Ze budou tvofit disulfidické
mustky. V které fazi exprese/purifikace podle Vés dochazi k jejich tvorbé?

TEV proteaza $tépi na N-konci glycinu. Ani v jednom z konstruktt vytvoienych v této praci
v8ak N-koncovy glycin neni. Znamena to, Ze byl k sekvenci piidan?

Konstrukt 153-751 takika postrada enzymatickou aktivitu. Protein Bmhl se nejspiSe vaze na
aminokyseliny 660-710. Jak4 je tedy Uloha sekvence 1-152?

Vazebné izotermy vazby trehalosy na konstrukty na obrazcich 6.38-6.43 maji rozdilny
charakter (stoupaji ¢i klesaji). Co je toho pti¢inou?

Z Tabulky 6.3 se muze zdat, Ze konstrukty maji vyssi afinitu k trehalose nez WT enzym. Jsou
tyto rozdily signifikantni, a pokud ano, co je toho pfi¢inou?
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