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Celkem bodu 43

Konkrétni pFipominky a dotazy (meZno pripojit samostatny list)
Diplomova prace, psand na 88 stranach, byla zamé&fena na posttranslaéni modifikace proteinovych

cysteinfi u S-nitrosoglutathionreduktasy reaktivnimi formami kysliku a dusiku. Prace shrnuje velké
mnoZstvi vysledkd, obsahuje 44 obrazk(i a grafii, 12 tabulek a 218 citaci. Studentka si osvojila nékolik
biochemickych metod — méfeni enzymové kinetiky, méfeni genové exprese a blotovani.

Poznamky a otdzky k teoretické Casti:

1. Vytknul mnoZstvi komplikovanych a nejasnych formulaci nebo sklotiovani. Za viechny napf.:
inverzni korekce mezi GSNOR aktivitou a distribuci hladiny GSNO* (str. 15, misto ,,nepfimd iméra“ a
,koncentraci) atd. Dale jsou nespravné pojmenovany mutantni isoformy jako napiiklad Ar C284S.
Spravnou moZnosti je AtGSNOR-C284S nebo jednoduse jen C284S.

2. Povazuji za nedostadujici absenci chemickych vzorcli a reakénich schémat. V kapitole 2.3 je
detailné rozepsano 7 enzymd, které kontroluji hladiny S-nitrosothioltl, ale jen u dvou jsou reakce
znézornény. Prosim o doplnéni b&hem prezentace pii obhajobg, co vstupuje do reakce a co ma vzniknout,
hlavné z pohledu GSNO nebo Cys-NO. Napfiklad u xanthinoxidasy (XO) je uvedeno, ze: ,Cys-NO a
GSNO jsou pomoci XO rozkldddny za pFitomnosti purinového substrdatu. Za aerobnich podminek pouziva
XO jako donory elektronii Cys-NO, nebo v pFipadé jeho snizeni GSNO a kyslik. Touto reakci by mohl
vzniknout peroxynitrit...."

3. Prosim objasnéte vasi vétu ze str. 19: ,,Mutace D genu obsahuje zménu bdze 39 AG v konsensudini
oblasti intronu 8, kterd vede k nespravnému sestrihu a produkci transkriptit o 8 a 14 bdzi kratsich neZ
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pivodni wild typ. Tyto transkripty maji predcasné stop kodony. Ty mohou produkovat peptidy, které maji o
23 a 26 méné aminokyselin nez wild typ.”* Myslite zaménu A za G v pozici 39 na intronu 8? Jak mlZze
zdména na intronu vést k jinému sestiihu? Jak miZe transkript krat$i o 8 a 14 bazi vést ke kratSim
proteinim az o 26 AMK, kdyz tfi bize = 1 AMK?

4. U Biotin-Switch metody prosim vysvétlete, pro¢ se pfiddva kys. askorbova? Kdy se pouziva
HENT nebo TEGN puft? Jaky je rozdil mezi neocuprinem a neocuproinem (str.32)? Je to pieklep?

Poznamky a otazky k vysledkové &asti a diskuzi:

5. V materialové ¢ésti v kapitole 3.3.1. je men3i chyba — jsou prohozeny eluéni a ekvilibraéni pufry
na str. 27. V tabulce 8 (str. 39) je chyba pro C10S isoformu, specifickéd aktivita nekoreluje se stupném
piedisténi. Celkova aktivita ma byt jen v nkat.

6. U stanoveni K, a Fj v tabulce 10 neni uvedeno, jak byla data vyhodnocena, v jakém programu a
jaké byly chyby méfeni. Jsou pozorované rozdily mezi WT a mutantni isoformami opravdu v diisledku
bodové mutace nebo v ramei chyby méfeni?

7 S bodem 6 souvisi diskuze v &asti 5.2. Ta by méla byt aZ prvni odstavec uvedena jiZz v avodu.
V diskuzi chybi, kde se studovand residua nachazi, jak daleko jsou od vazebného mista pro substrit, pro
koenzym nebo zda jsou blizko rozhrani obou monomernich podjednotek tvoficich vysledny dimer.
Obdobna varianta AtGSNOR-CI0A (Guerra et al., 2016) vykazovala pouze nepatrny pokles aktivity,
zatimco v tomto pfipadé u C10S je aktivita témé&f nulovd. Jak si tento rozdil vysvétlujete, kdyZ serin je
navic mnohem podobngj§i cysteinu neZ alanin? Naopak vase data pro C271S jsou podobna t&€m pro
publikovanou variantu C271A. Toto neni diskutovano.

8. U reakei s H,O, byl sledovan pokles aktivit u AtGSNOR a tfi variant s asem a rostouci
koncentraci H,0,. Za kontroly jsou ale nespravné oznatena méfeni bez pfidavku H,O, a nebo 0 minut.
Skute&n4 kontrola chybi. Napiiklad NADH je znam citlivosti k oxidaci v zavislosti na slozenl pufru a ionty
kovil jsou znamy, zZe katalyzuji rozpad perox1du na vodu a kyslik. V GSNOR jsou Zn®" ionty, v pufru stopy
daliich také. Neni pokles aktivit jednoduse spojen s oxidaci NADH v zavislosti na zvySujici se koncentraci
peroxidu a ¢asem? Stejné tak miiZete z vasich méfeni nebo literatury potvrdit, Ze peroxid neoxiduje ¢i
nerozklada substraty GSNO nebo HMGSH? Stejny problém je u pouZiti reduk&nich Cinidel a jejich reakce
s kofaktory a substraty. Druhy problém je, Ze se neuvadi mnoZstvi nebo koncentrace proteinu AtGSNOR a
ti variant, které inkubujete s H,O,. Piedpokladam, Ze diky zanedbatelné aktivité varianty C10S, je
inkubovéno tadové mnohem vétsi mnozstvi proteinu vi&i H,O; nez u zbylych isoforem, aby se dal
nasledny pokles aktivity méfit. To miZe byt diivodem vysoké residudlni aktivity v obr. 17 a 18.

9. Diskuze (kapitola 5.6) kvlivu stresu na aktivitu GSNOR vcv. Micro-Tom neni diskuze
k ziskanym vysledkéim. AZ na jeden odstavec by celd &ast méla byt v teorii. Nejsou diskutovany vysledky
S-nitrosylovanych proteindl v rajéeti cv. MikroTom (posledni kapitola 4.6). Co tedy vyplyva zvaSich
vysledkii, Ze je vice nitrosylovanych proteint v nahG rostlinnach nez ve WT-Micro-Tom kultivaru?

10. Co bude diisledkem niz3i exprese a aktivy GSNOR po tepelném stresu v nahG rostlinnéch oproti
ve WT-Micro-Tom kultivaru? Co tedy plyne z vaSich méfeni, ze¢ GSH po tepelném stresu prakticky
absentuje v nahG rostlinndch a je ve form& GSSG, zatimco u WT-Micro-Tom kultivaru je tomu naopak?
Kter4 rostlina tedy tepelnému stresu ¢eli 1épe - nahG nebo WT-Micro-Tom?

Chyby, které je nutno opravit

Zavér: praci doporuduji &uji k obhajobé.
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