Posudek vedouciho na diplomovou praci

Autor prace: Bc. Petra Lakoméa

Nazev prace: Charakterizace aminoaldehyddehydrogenasy z kukufice seté (Zea mays)

Por. Cislo Kritérium hodnoceni Body (0-5)
1 pracovni aktivita 4
2 zajem o fgégnou problematiku (€etnost diskusi s vedoucim, znalost 3
relevantni literatury)
3 manualni zruénost 4
4 peclivost a spolehlivost 3
5 samostatné planovani experimentu 3
6 vyhodnocovani a interpretace experimentalnich vysledku 2
7 samostatnost pfFi sepisovani prace 3
Celkem bod 22 gg'kem

Komentar k praci, pripominky a dotazy

Petra Lakoma se vénovala analyze dvou rekombinantnich aminoaldehyddyhydrogenas
Z kukutice (ZmAMADHI1 a 2), které purifikovala z lyzati transformovanych bunék E. coli
pomoci chelataéni chromatografie. Identita obou enzyml byla ovéfena hmotnostni
spektrometrii. Déle byly charakterizovany jejich molekularni a kinetické vlastnosti a byla
stanovena relativni  rychlost pfemény vzhledem k pfirozenému substratu  3-
aminopropionaldehydu. Pro ¢&tyfi nejlepsi pfirozené substraty pak byly uréeny kinetické
parametry Kpn a Vmax. Vysledky ziskané s jednotlivymi enzymy byly porovnany a
diskutovany. I kdyz diplomantce nelze upfit pracovni aktivita, prace ma fadu formalnich
nedostatkli ve zpracovani a proto ji celkové hodnotim jako primeérnou. V teoretické ¢asti je
diskutovan metabolismus polyamini a vznik substrath APALu a ABALu. Oproti tomu
metabolismus a vznik TMABALu a GBALu zistaly opomenuty. V diskuzi jsou kinetické
vysledky srovnavany zejména s raj¢atovymi AMADH podle diplomové prace Hany
Moskalikové z roku 2009. Srovnani s publikovanymi vysledky u hrachovych AMADH
(Tylichova et al., 2010) chybi. I kdyz je na obrdzku 6 zobrazena struktura hrachové AMADH,
chybi jakykoliv popis aktivniho mista a vazebného mista pro koenzym. Pak by se totiz z
porovnani sekvenci téchto enzymi, pfislusnych residui a kinetickych dat ziskanych jak pro
substraty, tak pro koenzymy daly vysvétlit naméfené rozdily ve specificité.

Faktické chyby: str. 37, chybi plus v rovnici Michaelis-Mentenové, str. 38 je na obrazku
13 $patné oznacen pruseCik sosou Y jako 1/2 Vjn. Dale musim vytknout nejednotnost
V pouzivani desetinné ¢arky nebo tecky u Cislic, v pouzivani nebo nepouzivani tecky u
,,nkat.ml’l“ nebo ,,mg.ml’l“. Neni vhodné uZzivat pojma ,,pelet®, ale sediment nebo usazenina,
»falkonka‘“ nebo ,,eppendorfka®, ale mikrozkumavka o daném objemu. Aktivitu nevykazuje
substrat, ale enzym (str. 53) a enzymy se nepodrobuji SDS-PAGE (str. 59), ale analyzuji



metodou SDS-PAGE. V citacich chybi 1 citace: Nakamura et al. (1997) a naopak 2 citace
piebyvaji: Suzuki (1996) a Kurys et al. (1989).

Otazka na zavér: Jak byl vypocitan vytézek z 200 ml kultury na stran¢ 44, tz. Jak se
doslo k vysslednym hodnotam 13 mg a 40 mg.

Zavér: praci doporucuji / nedoporuéuji k obhajobé.
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