Posudek oponenta diplomové prdace Bc. Kateriny PSendakove

Structural study of the ASK1:thioredoxin complex

Ve své diplomové praci se Bc. Katarina PSendkova vénuje experimentalnimu studiu
komplexu ASK1: thioredoxin, které zahrnuje jak expresi a purifikaci ptislusnych proteind, tak
jejich charakterizaci pomoci celé fady instrumentalnich metod véetné dynamického rozptylu
svétla, malihlového rozptylu rentgenového zateni (SAXS) a CD spektroskopie.

Délka 98 stran je na diplomovou praci, ktera je navic psdna velmi dobrou anglictinou,
uctyhodna. Umozfiuje autorce jednak opatiit praci rozsdhlym a peclivé zpracovanym
ptehledem literatury a popisem pouZitych experimentalnich technik, jednak vénovat naleZitou
pozornost diskusi ziskanych dat, kterych je velké mnozstvi.

Po formalni 1 v&cné strance mam piipominky k nékterym castem prace v€novanym
rozptylovym metodam, do nichz se autorce vloudilo ponékud vice chyb ¢i formulaénich
nepiesnosti:

1) Str. 51: Rovnici (7) lze pro malé ¢astice pouzit k odhadu gyra¢niho poloméru, ale nejde 0
Guinierovu rovnici, kterd ma tvar In(I(s)/1(0))=—R,’s*/3. Rovnice (8) je zcela nespravné.
Veli¢ina A v rovnici (10) neni distribu¢ni funkce relaxacnich Casd, jak uvadi autorka, nybrz
amplituda autokorelani funkce. V ¢€asti tykajici se dynamického rozptylu svétla je popis
ponékud zmateny, rovnice (9) a (11) jsou az na normalizaci stejné, a totéz tim padem plati pro
funkce g(7) a g@(2).

2) Str. 53: Pii rozptylu souboru ndhodné orientovanych castic je radidlné¢ symetricka nikoli
rozptylova kiivka, ale zaznam na 2D detektoru (scattering pattern), jehoZz azimutalnim
zpramerovanim se rozptylova kiivka ziskd. Rovnice (14) plati jen pifi zanedbani interakci
mezi proteinovymi molekulami, které by vedly k nutnosti zahrnout do vztahu i mezi¢asticové
interference prostfednictvim strukturniho faktoru.

3) Str. 84. Na obr. 5.38 ma na ose y misto intenzity I(t) byt autokorelaéni funkce g@(2)—1.

4) Str. 85. Na obr. 5.39 mé4 na ose y misto autokorelagni funkce g?(2)—1 byt veli¢ina zrA(7R),
kde A(zr) je distribu¢ni funkce relaxa¢nich ¢ast 7w definovana rovnici (12).

Na autorku mam pak nasledujici dotaz:

V diskusi na str. 88 jsou uvedeny hodnoty gyra¢niho poloméru pro ASK1 a komplex
ASKL:TRX ziskané z méfeni SAXS skomentdfem, Ze Ze komplex je tvarové vice
nesymetricky nez volny protein ASK1. Jen z hodnot Ry ovSem nelze vyvozovat zadné
informace o tvaru Castice, stejné jako tak nelze €init za samotnych hodnot maximalnich
vzdalenosti pari, jak autorka ¢ini nize. Je tento z&vér vyvozen na zaklad€ srovnani poméri
Rg¢/Dmax nebo jesté pii zahrnuti jinych parametra ziskanych z rozptylové kiivky?



Bc. Katarina PSendkova ve své diplomové praci prokdzala, ze zvladla ftadu
experimentalnich technik molekularni biologie i1 biofyzikalni chemie a naucila se samostatné
zpracovavat a hodnotit vysledky. Proto zavérem konstatuji, Zze jeji diplomova prace i pies
drobné formalni nedostatky spliiuje vSechna kritéria kladend na tento typ zaveéreCnych praci, a
proto ji pln¢ doporucuji k obhajobé.
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