POSUDEK ŠKOLITELE NA DIPLOMOVOU PRÁCI KATEŘINY ŠMÍDOVÉ
„Fluorescenční detekce molekulárních interakcí Na+/K+-ATPázy“

Kateřina Šmídová zpracovala diplomovou práci, ve které se zabývá interakcí jednoho z nejdůležitějších enzymů živočišného metabolismu, Na+/K+-ATPázy, s fluoresceinem. V teoretickém úvodu podává základní informace o fyziologickém významu Na+/K+-ATPázy a dostupné informace o funkci a struktuře enzymu, s tím, že se podrobněji věnuje velké cytoplazmatické kličce mezi čtvrtým a pátým transmembránovým segmentem. Dále následují základní informace o fluoresceinu a možnostech jeho využití. Autorka naznačuje, že některé nežádoucí vedlejší účinky, které jsou spojeny s využitím fluoresceinu v klinické praxi, by mohly být vysvětleny tím, že fluorescein ovlivňuje funkci Na+/K+-ATPázy.
V experimentální časti práce je pozoruhodné, že autorka při zkoumání interakce fluoresceinu s Na+/K+-ATPázou využila širokou škálu biochemických, spektroskopických i statistických metod, konkrétně heterologní exprese proteinu a jeho purifikace pomocí afinitní chromatografie, elektroforéza, zhášení steady-state fluorescence, měření kinetiky dohasínání fluorescence, ze statistických metod pak t-test a Kolmogorovův-Smirnovův test. Všechny spektroskopické experimenty byly prováděny v přítomnosti různých ligandů, které mohou ovlivňovat konformaci Na+/K+-ATPázy a to nejen pro celý enzym, ale i pro izolovanou velkou cytoplazmatickou kličku. To vše se odráží v obsáhlé výsledkové části, která obsahuje 2 obrázky, 25 grafů a 19 tabulek. Při tomto množství výsledků je pak zřejmé, že přestože při statistickém vyhodnocování bylo vzájemně porovnáno velké množství souborů dat, bylo by možné provést ještě další testy, které zmíněny nejsou.
V diskuzi se potom autorka věnuje metodickým problémům, se kterými se v průběhu měření a vyhodnocování experimentů setkala. Zde byla překvapující především nestabilita roztoků jodidů, která znemožnila kompletní vyhodnocení zhášecích experimentů především pro izolovanou velkou cytoplazmatickou kličku. Výsledky pro celý enzym jsou pak diskutovány ve vztahu ke konformačním stavům, které enzym zaujímá v přítomnosti různých ligandů. Ukazuje se, že použité experimentální techniky jsou schopny detekovat nejen to, že k vazbě fluoresceinu na enzym dochází, ale jsou schopny ukázat i jemné rozdíly ve fluorescenčních charakteristikách fluoresceinu, které jsou dány rozdíly v konformačních stavech enzymu. Výsledky naznačují, že konformace enzymu v přítomnosti ATP bez Mg2+ je výrazně odlišná od ostatních konformací, což potvrzuje hypotézy vyslovené na základě experimentů s izolovanou velkou cytoplazmatickou kličkou, které byly publikovány v práci Gryčové a kol. (2009). Pro celý enzym toto zjištění ještě nebylo publikováno a dá se tedy označit za významný originální výsledek této práce.
Po formální stránce je práce zpracována poměrně přehledně a pěkně, a to i co se týče formátu grafů a referencí. Celkový dojem kazí pouze drobné typografické prohřešky (např. Stern-Volmerova zhášecí konstanta je někdy označována jako Ksv a někdy jako KSV), které však nemají vliv na srozumitelnost textu.

K diplomové práci mám následující dotazy:

1. Na str. 14 autorka uvádí, že fluorescein se využívá jako sonda pro zjišťování pH. Jakým způsobem ? Mohly tyto efekty mít vliv na výsledky publikované v práci ?

2. Jak byla zjišťována funkce přístrojové odezvy v experimentech, kde byla měřena kinetika dohasínání fluorescence ?
Diplomová práce obsahuje velké množství originálních výsledků, je zpracována přehledně a srozumitelně, oceňuji také zodpovědný přístup Kateřiny Šmídové a iniciativu při řešení vzniklých problémů. Práce splňuje nároky kladené na diplomovou práci a proto ji 
doporučuji k obhajobě.
V Olomouci dne 28.5.2009
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