Oponentsky posudek diplomové prace
Ale$ Kravic: Vyuziti rentgenové difrakéni analyzy pri studiu oxidaénich stavi
flavin-dependentnich oxidaz

Tématem piedlozené diplomové prace AleSe Kravice bylo studium FAD-
dependentni  oxidoreduktdzy  z termofilni  vlaknité houby Chaetomium
thermophilum. Studie byla zaméfena na strukturné biologickou analyzu aktivniho
centra enzymu za rtiznych redoxnich podminek. Zvlastni pozornost byla vénovana
zmén¢ konformacnich stavii nekovalentné véazaného flavinového kofaktoru.
Metodické jadro prace predstavovala rentgenova difrakéni analyza krystald
studovaného enzymu.

Préce je sepsana v ¢eském jazyce, ma 51 stran a obsahuje 11 obrazki, 4 tabulky
a jednu prilohu. V seznamu citovane literatury najdeme 45 referenci. Cely text je
délen na teoretickou a experimentalni Cast. V teoretické ¢asti se autor vénuje
obecnému vykladu makromolekularni krystalografie, popisu experimentalniho
uspofadani a metod a blizSimu seznameni s enzymy vyuzivajicimi kofaktor FAD.
Déle jsou jasné vytCeny cile prace a ndsleduje experimentalni ¢ast. Ta je zakonCena
shrnutim ziskanych vysledki do né¢kolika bodu.

Téma predloZené prace je vysoce zajimave, protoze detailni popis struktury
aktivnich mist enzymu je zcela kli¢ovy pro pochopeni reakéniho mechanismu.
Stejné tak se jedna o nezbytnou informaci v pfipadech, kdy chceme v ramci
biotechnologii substratovou specifitu daného enzymu pozménit. Prestoze je
struktura relativné malych organickych molekul kofaktori jiz ddvno popsana,
Vv prosttedi celého enzymu, kdy je ovlivilovdna fadou sousednich aminokyselin,
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krystalovych struktur tohoto proteinu, ziskanych za riiznych, chemicky ¢i fyzikalné
modifikovanych podminek. V diskusi je vénovana pozornost piedevsim miie ohnuti
isoalloxazinového kruhu kofaktoru, ktera se mirn¢ lisi, ale nikde nedosahuje takové
planarity, ktera byvy typicky popisovana pro oxidovanou formu.

K praci mam nékolik komentari:



1) Vzhledem k tomu, Ze jadrem vlastni prace je zkoumani geometrie molekuly
kofaktoru, bylo by mozna vhodné, kdyby jeden z obrazkt znazoriioval onu
proménu planarni molekuly na ohnutou, ke které typicky dochazi pti redukei.

2) Zkoumany protein se Vv praci objevuje nahle, v okamziku své deglykosylace
(str. 32). Neni uveden jeho zdroj, expresni systém, ani popis purifikace, ¢i
poznamka, ze jsou tyto detaily popsany v jiném ¢lanku. Soucasti podobnych
praci byva i aminokyselinova sekvence zkoumaneho proteinu.

3) Na str. 33 a 34 je popsan postup krystalizace proteinu. Bylo by asi vhodné
doplnit 1 objemovy pomér proteinu a precipitantu v kapce a pro piesnou

reprodukovatelnost 1 pfesny objem kapky. Fotografie ziskanych krystali,
které jsou zde ptiloZeny se asi vice hodi do oddilu ,,Vysledky a diskuse*.

K praci mam tyto dotazy:

1. Existuji n¢jaké inhibitory tohoto enzymu, kter¢ by mély schopnost
zablokovat ho v jeho oxidované formé?

2. Domnivate se ze ,,in“ a ,out” pozice serinu 607 mize souviset
s redoxnim stavem kofaktoru, nebo jsou to zcela nezavislé parametry?

Zavérem bych cht¢l dodat, ze zcela spliuje stanovené zadani, povazuji ji za
vysoce kvalitni a navrhuji ji hodnotit stupném A.
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