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Oponentsk posudek bakatáiské prãce

Jakub Hruby: DifraknI studic modifikace kovového klastru Si nukleasy

Piedkládaná bakaláfské práce Jakuba Hrubého se zabrvá studiern strukturnIch zmén Si
nukleasy z Aspcrgiltus oryzae zpisoben9ch chelataci zineënat’ch iontü zjejiho aktivniho
centra rnetodou rentgenové difrakee. Pied samotn9;ni difraknimi experimenty byty
jednotlivë modifikace SI nukieas tiIci se pHtornnostI nebo nepfitomnostI rizn’ch kovü
v aktivnIm centru podrobeny mëcni jejich teplotnI stability, aby se ovëilo, e pipadná
chetatace nebo náhrada kovii zinku nemã zásadni vtiv na nativnI tiIrozmëmou strukturu
proteinu. Poté následovaly krystalizaãnI experimenty a jejich optimalizace metodou tzv.
,.seedingu. Po üspéne krystaiizaci SI nukleasy modifikované chelataci nebo
piitomnostI nikelnatch loath v aktivnim centru byly provedeny difraknl experimenty
U dvou krysEaJi sbèr difraknich dat probéhi na synchrotronu 3ESSY 11, Helmhottz
Zentrurn v 3erIIn a jeden zIskany krystal byl mel-en na domácim zdroji Bruker D8
Ventrure (BTU AV CR). UchazeCi se povedlo tispène vyhodnotit data z tëchto
experimentu a interpretovat vs1edky. Metoda rentgenostrukturnI ana1yzy je jednou
z nejvznainnèjIch metod v oboru struktumI biologie. Jednä o metodu zIskáni struktury
biomakromolekul s vysokm roz1ienIm a na üroveñ atomü, a proto je zlat9m
standardem pro zIskãváni tHrozmérnch struktur proteinCi, proteinovch komplexu nebo
komplexü proteinü s DNA.

Práce je psariá velmi dobrou Cetinou s minimem chyb i pekIepü. Vypracováni práce
vyadovaIo od studentajistè nemalé iisi1I a trpëlivost zejrnéna pi pèstováni proteinovych
Lu> stalü. UchazeC si osvojil základnI návyky práce v iaboratoii s proteiny a proteinov9mi
krystaly. V neposiedni l-adC se nauCil vyhodnocovat a interpretovat difraknI data, co
svou náronostI die mého názoru pl-esahuje ürovel’i bakalâl-ské práce. MyslIm Si, e se
jednã o vetice kvalitnI prãci se zajImav9m a düleitm tématem.

K práci mám nCkolik kritick>ch phpomInek:

1, V textu celë práce je pouivan termIn ,,chelac&’ a ,,chelaCnI” mIsto ,,chelatace” a
,.chelataCnI”. Pti zadánl obou termInü do Gocgie ëloék zjisti, e se pouivajI oba dva a
majI toto?ny vztiam, nicmënë Ize si take vimnout toho. e v odbomé titeratue se témër
vtunC potiivá tetmIn ,,chelatace’, kdeto ,,chelace” najdeme predevim na e-shopech
s doplnky stravy. Proto si mysiim, e v teto bakalál-ské práci. která dosahuje vysoce
odborné ürovnC, by bylo pouliti terrnlnu ,,chelatace’ a ,,chclataèni” vhodneji.

2. Na stranë 28 je zobrazena struktura Si nukieasy. V popisu k obrá’ku chybi PDB kod
dane struktury.
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Dotazy k obhajobë:

1. V této práci byly krystalizovány proteinové éástice SI nukleasy v pFitornnosti EDTA.která mëla za tko1 vyvázat zineénaté ionty z aktivnIho centra. a v piñomnosti EDTA arnolárnflio nadbytku nikeinatch iontü, co rnëlo za ikoI nahradit lorny znku v aktivnimcentru za nikelnaté ionty. Jaké je potcnciálnh vyuiti náhrady kovci v aktivnim centruv prüinysiu nebo medicIne?

2. Na zákfadë Ceho byly vybrány poCáteénI podmInky pro krystaiizaci SI nukleasy,konkrétnI pufry, precipitanty a teplota?

3. Proc byta pro difrakci krystalñ na synchrotronu zvotena vinová délka 0,918 A?
4. V práci na strané 34 bylo zminëno, e u nukleasy SI je pedpoktad, e piidaná EDTAby méla zpüsobit zmény nanejv v oblasti aktivniho centra. Z Ceho tento pedpoktadvycházI? Odebiráni iontii kovCi u proteimi asto zpüsobuje dramatiché zrnény vjejiclitlIrozrnènié strtiktue.

Baka1ãskã práce die mého názoru sp1iuje vechny podminky, kterCjsou na nI kiadeny.DoponiCuji pijeti k obhajobë a hodnotim stupnëm v9bome (A).
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