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Oponentsky posudek bakalarské prace

Jakub Hruby: Difrakéni studie modifikace kovového klastru S1 nukleasy

Piedkladana bakalafské prace Jakuba Hrubého se zabyva studiem strukturnich zmén S1
nukleasy z Aspergillus oryzae zpiisobenych chelataci zineénatych iontt z jejiho aktivniho
centra metodou rentgenové difrakce. Pfed samotnymi difrakénimi experimenty byly
jednotlivé modifikace S1 nukleas lisici se pfitomnosti nebo neptitomnosti réiznych kovi
v aktivnim centru podrobeny méfeni jejich teplotni stability, aby se ovétilo, Ze pfipadna
chelatace nebo nahrada kovil zinku nema zasadni vliv na nativni tfirozmémou strukturu
proteinu. Poté nasledovaly krystalizaéni experimenty a jejich optimalizace metodou tzv.
~seedingu”, Po 1sp&sné krystalizaci S1 nukleasy modifikované chelataci nebo
pritomnosti nikelnatych iontit v aktivnim centru byly provedeny difrakéni experimenty.
U dvou krystalu sbér difrakénich dat probéhl na synchrotronu BESSY II, Helmholtz
Zentrum v Berling a jeden ziskany krystal byl méfen na domacim zdroji Bruker D8
Ventrure (BTU AV CR). Uchazeéi se povedlo uspé$né vyhodnotit data ztéchto
experimentu a interpretovat vysledky. Metoda rentgenostrukturni analyzy je jednou
z nejvyznamngjich metod v oboru struktumni biologie. Jedna o metodu ziskani struktury
biomakromolekul s vysokym rozlilenim aZ na troveit atomd, a proto je zlatym
standardem pro ziskdvéni tfirozmémych struktur proteind, proteinovych komplext nebo
komplext proteinii s DNA.

Préce je psand velmi dobrou ¢e3tinou s minimem chyb &i preklepii. Vypracovani prace
vyzadovalo od studenta jist& nemalé Gsili a trpélivost zejména pfi péstovéni proteinovych
krystal. Uchazet si osvojil zakladni navyky prace v laboratofi s proteiny a proteinovymi
krystaly. V neposledni fadé se naudil vyhodnocovat a interpretovat difrakéni data, co
svou naronosti dle mého nizoru pfesahuje tiroven bakalafské priace. Myslim si, Ze se
jedna o velice kvalitni praci se zajimavym a dilezitym tématem.

K praci mam nékolik kritickych pripominek:

1. V textu celé price je pouzivan termin ,chelace™ a ,chelagni* misto ,chelatace” a
,-chelatagni*. Pfi zadani obou terminii do Google &lovek zjisti, Ze se pouzivaji oba dva a
maji toloZny vyznam, nicméné lze si také vSimnout toho. Ze v odborné literatufe se témér
vyluen€ pouziva termin ,.chelatace”, kdeZto ,.chelace” najdeme predeviim na e-shopech
s dopliky stravy. Proto si myslim, e v teto bakalarské praci. ktera dosahuje vysoce
odborné urovng, by bylo pouziti terminu ,,chelatace” a ,,chelataéni” vhodng;jsi.

2. Na strané 28 je zobrazena struktura S1 nukleasy. V popisu k obrasku chybi PDB kod
dané struktury.
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Dotazy k obhajobé:

1. V této praci byly krystalizoviny proteinové ¢astice S1 nukleasy v pfitomnosti EDTA.
kterd méla za ukol vyvazat zine¢naté ionty z aktivniho centra. a v pritomnosti EDTA a
molérntho nadbytku nikelnatych iontt, coz mélo za kol nahradit ionty zinku v aktivaim
centru za nikelnaté ionty. Jaké je potencialni vyuZiti ndhrady kovt v aktivnim centru
v primyslu nebo medicing?

2. Na zékladé Geho byly vybrany pocateéni podminky pro krystalizaci S1 nukleasy,
konkrétni pufry, precipitanty a teplota?

3. Prot byla pro difrakci krystalt na synchrotronu zvolena vinova délka 0,918 A?

4. V préci na strané 34 bylo zminéno, Ze u nukleasy S1 je predpoklad, ze pfidana EDTA
by méla zpiisobit zmény nanejvy$ v oblasti aktivniho centra. Z &eho tento pfedpoklad
vychazi? Odebirdni ionth kovii u proteind ¢asto zplisobuje dramatické zmény v jejich
tfirozmémé struktute.

Bakalafska prace dle mého nazoru spliiuje vSechny podminky, které jsou na ni kladeny.
Doporuéuji prijeti k obhajobé a hodnotim stupném vyborné (A).
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