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Hlavnim tématem prace je podrobné studium krystalizadnich podminek proteinu Tt81
Thermococcus thioreducens, ktery by mél patfit do nadrodiny halogenaciddehalogenas, i kdyz,
Jak je uvedeno v praci, to neni zatim zcela prokazano. Jednd se o nové objevenou tzv. putativni
halogenaciddehalogenasu. Tyto latky je mozné pouzit pfi ochrané Zivotniho prostiedi, pro
biodegradaci riznych halogenovanych polutantl & jako biosenzorii halogenovanych sloucenin.
Téma prace je tedy vysoce aktualni.

Cile prace jsou jasné formulovany, zvolena metodika je velmi vhodna a jasné popsana a
celkovy postup feSeni spravny.

V Literarnim prehledu se autorka vénuje problematice krystalizace proteinii od pocatku
v typickém postupu, tj. principu krystalizace, testim provddénym pred krystalizaci, zejména za
acelem stanoveni vhodné koncentrace proteinu, a pak zejména piehledu krystalizaénich metod.
Tato ¢ast je napsdna velmi pékné, struéné a vystizn&. Nasledujici partie je vénovana faktoriim
ovliviiujicim krystalizaci, coz je zalezitost velmi komplikovana, takze lze tézko dat n&jaka
obecnd doporuceni. Diilezita je zminka o divodu, pro¢ by se struktura biomolekuly urcena
zkrystalu neméla lisit od struktury stejné molekuly v roztoku. Nasledujici ¢ast popisuje
krystalizacni testy pomoci nékolika zpisobt, tzn. charakterizace ziskanych krystalt a odliseni
krystalii proteinti od krystalii soli, které také mohou pfi procesu vzniknout. Zminéna je strukturni
databaze proteinG PDB. Zavér avodni ¢asti je vénovan charakteristice a moznym aplikacim
halogenaciddehalogenas a studované putativni halogenaciddehalogenase.

V Casti tieti autorka popisuje pouzité metody. V prvnim kroku byl zvolen lysozym, ktery je
znamy a dobfe krystalujici. Pochopil jsem, Zze Ucelem bylo piedeviim naucit se dobie celou
metodiku. V &asti Ctvrté jsou uvedeny prislusné vysledky. Bylo by dobré je néjakym zptisobem
shrnout, kromé detailniho rozboru na str. 35-39. To znamen4, zda bylo (nebo nebylo) potvrzeno
ocekavané chovani resp., jestli ztéchto experimentd vyplynuly né&jaké zavéry napf. ohledné
krystalizatnich metod ¢i zda toto poslouzilo opravdu predeviim ke zvladnuti metodiky
studentkou.

Hlavni cilem byla oviem krystalizace zminéného proteinu Tt81, pocinaje piipravou,
klonovanim, purifikaci a testovanim Cistoty pomoci gelové elektroforézy. Pro krystalizaci byla
pouzita sada komeréné dostupnych ¢inidel z Hampton Research a metody sedici kapky a
mikrokrystalizace pod olejem. V nékolika tabulkiach jsou uvedena detailni schemata
krystalizacnich desticek. Pro zlep3eni Ctivosti prace by bylo vhodnéjsi je presunout do dodatku. U
ziskanych krystald byly provedeny testy, zda se jedna o krystaly proteinii a to mechanickym
testem jehlou a absorpci barviva. Pro porovnani byly vypéstovany i krystaly nékolika
anorganickych sloucenin. Zasadni vysledky jsou uvedeny na str. 39-47. Podafilo se nalézt vhodné
podminky pro krystalizaci uvedeného proteinu a ovéfit kvalitu krystalu i pomoci rtg difrakce s
pouZitim synchrotronového zafeni. Veelku bylo testovano 376 riiznych krystalizaénich podminek
a je uvedeno, ze vhodné krystaly vznikly ve 27 piipadech z nich.




V diskuzi je spise uvedeno urcité shrnuti ziskanych vysledki a pridana cast o
halogenaciddehalogenasach v databazi PDB. Zde mné& neni jasna pfima souvislost s hlavnim
tématem prace. Shrnuti pak je dale provedeno i v zavéru a lze jasné konstatovat, ze cile prace
byly splnény.

K praci bych mél nékolik otazek resp. pfipominek.
I. Je zminéna strukturni databaze PDB. Dostupné jsou i krystalizacni databaze napf.

http://xpdb.nist.gov:8060/BMCD4/index.faces. Mélo by jejich pouziti v daném pfipadé
néjaky smysl?

2. V praci je zminéno, ze kromé& krystalii proteini mohou vznikat i anorganické krystaly a
proto je tieba provadét zminéné testy. Mam za to, ze pouzité dva testy jsou ovSem oba
destruktivni a dané krystaly pak jiz nelze pouzit. Je pak mozné jednoznatné Fici, Ze
analogické krystaly v jiném vzorku jsou krystaly proteinG? Mam na mysli, jestli je mozny
ptipad, Ze za konkrétnich podminek vzniknou v jednom vzorku oboji krystaly.

3. Na strané 10 je uvedeno, ze se krystaly uchovavaji ve tmé. Ma tedy svétlo vzdy
destruktivni vliv?

4. Mechanicky test. Neni mozné, Ze se i nékteré anorganické krystaly snadno rozpadnou?

5. Separatné byly péstovdny nékteré anorganické krystaly. Zfejmé se spiSe jednalo o
ilustrativni dodatek bez pfimé souvislosti se studovanou krystalizaci. Nebyly nalezeny
anorganické krystaly i pfi studiu krystalizace lysozymu a Tt81?

6. U tabulky 28 je uvedeno, ze nejlepsich vysledkt (krystalky vhodné pro difrakei) bylo
dosazeno v destickach V, VI, VII, IX. Na obr. 14 a 15 jsou pfesto zna¢né rozdily. Plati to
napf. i 0 obr. 15C (VIII)? Pro ktery ze vzorkt byl ziskan difrakeni zaznam (obr. 23)

7. Lze upfednostnit v daném pripadé nékterou ze dvou uspésnych krystalizacnich metod?
Na str. 10 je uvedeno pouziti vysokofrekvencnich zdroji™ v souvislosti se
synchrotronovym zafenim. Pouzité vinové délky (tedy frekvence) jsou analogické laboratornim
zdrojim. Piesngj3i je tedy napsat, Ze se jednd o vysoce intenzivni zdroje.

Praci s odbornou literaturou hodnotim jako adekvatni. Autorka si vybrala zplsob citaci
jmény s jejich abecednim fazenim na konci. Uvadi téméf padesat citaci. Nezaznamenal jsem
7adnou nekonzistenci. Prace je jazykové zpracovdna na velmi dobré trovni, téméf bez chyb.
Formulace jsou jasné a vécné spravné, formalni zpracovani velmi pékné. Obecné plsobi prace,
pies diléi pripominky, velmi dobrym dojmem a navrhuji ji hodnotit stupném vyborng.
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