Posudek oponenta

Diplomova prace Zdenky Markové (,,Purifikace a charakterizace penicilin-G-acylasy ...")

Prace je velmi zajimavym a cennym pifspévkem ke studiu enzymu penicilin-G-acylasy,
které je v literatufe jiz dlouho vénovana velka pozornost pro jeji prakticky vyznam (pouZiti
pro vyrobu modifikovanych penicilinti).

Literarni reSerSe se zabyva penicilinacylasami a penicilin-G-acylasou z riiznych aspekt,
zejména pak moZnostmi exprese tohoto enzymu a je doplnéna nazornymi ilustracemi.
Pfehledné shrnuje rozsahlou literaturu a umoziuje tak ¢tenafi rychle se seznamit se
studovanym problémem.

Experimentalni ¢ast popisuje Siroké spektrum metod pouzitych k purifikaci enzymi ze
dvou producentii (E. coli a Pichia pastoris) a jejich charakterizaci.

Purifikace enzymu, popsana ve vysledkové &asti, vychazela v obou piipadech z biomasy
kultivované v pomémé velkém méfitku (50 a 6 1; vobou piipadech byly pouZity
fermentory). V prvnim piipadé byl material jiz k disposici, ve druhém piipadé byla
kultivace soucasti piedloZené prace. Provedeni pokusu v tomto méfitku je cenné z hlediska
mozného praktického vyuZiti enzymu, protoZe scale up do provozniho méfitka bude snazsi.
Enzym produkovany v E. coli byl purifikovan v 5 krocich, pfi nichz bylo dosazeno
dobrého vytézku (ca. 23%), coz svédéi o peclivém provedeni. U purifikace enzymu z P.
pastoris jsou uvedeny vysledky tfi experimentl, které se mimé lisily zplisobem
desintegrace a obsahem inhibitorti proteas. Ve dvou piipadech bylo dosazeno vybornych
vysledkd, tj. zvySeni aktivity 26-33x pii vytézku kolem 50%. Uvedené elektroforeogramy
ukazuji na vysoky stuperi Cistoty takto ziskanych enzymi.

V dalsi ¢asti vysledkd byly enzymy z obou producenti srovnavany z riznych hledisek.
Pomoci metody MALDI-TOF byl ziskano zajimavé zjisténi tykajici se rozdili
v aminokyselinovych sekvencich podjednotek o. Rozdily pak byly zjistény také ve
stabilitich a optimech obou enzymi, zejména teplotnim optimu, a také v relativnich
substratovych specifitich a kinetickych parametrech. Srovnani s 6 penicilin-G-acylasami
popsanymi v literatuie sv€d&i o novych vlastnostech enzymi studovanych v této praci.
Prace obsahuje samostatnou &ast Diskuse, ktera prehledng shrnuje srovnani obou enzymu
mezi sebou i s enzymy popsanymi v jinych pracich.

Uroveii diplomové prace lze hodnotit jako nadstandardni z hlediska obsahu i rozsahu.
Pfedpokladam, Ze vysledky budou publikovany.

Prosim diplomantku, aby kratce shrnula, ktery zpiisob exprese a purifikace povaZuje za

nejucinnéjsi, a ktery by tedy doporugila ho pii pfipadné primyslové aplikaci enzymu, a



dale jaké postupy by zvolila pro jeho imobilizaci, ktera by v ptipad€ primyslové aplikace
byla zfejme nutna.
Doporuéuji, aby tato diplomova préce byla pfijata k obhajob& na Katedfe biochemie PiF

UK a klasifikovana znamkou ,,vyborné*.
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