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Oponentsky posudek

na doktorskou diserta¢ni praci RNDr. Milana KoZi§ka nazvanou: ,,Overcoming drug
resistance: The discovery, design and characterization of new nonpeptidic inhibitors of
HIV-1 protease*

Ve své doktorské disertacni praci se RNDr. Milan KoziSek zabyva problematikou
vyvoje novych a G¢inngjSich inhibitord HIV-1 proteasy. Hlavni pozornost je vénovana jednak
priprave a charakterizaci rekombinantni HIV-1 proteasy s mutacemi odpovédnymi za
rezistenci vi¢i inhibitoru nelfinaviru, dale pak enzymologické charakterizaci vybranych
metalokarborantl, které se ukazuji byt slibnymi inhibitory HIV-1 proteasy. Prvni ¢ast anglicky
psané prace obsahuje teoreticky uvod, ktery shrnuje soucasnou problematiku rozsiteni viru
HIV, struktury a funkce HIV proteasy a jeji inhibice riznymi inhibitory. Druha ¢ast prace se
sklada ze separatil ¢tyf publikaci na diskutovand témata, na kterych je RNDr. Milan KoziSek
dvakrat prvnim autorem a dvakrat druhym autorem.

Ve své praci RNDr. Milan Kozisek nejdiive detailné objasnil mechanismus vzniku
rezistence vuci nelfinaviru, ktery je inhibitorem HIV proteasy prvni generace. Kombinaci
bodové mutageneze, termodynamickych a kinetickych studii a molekularniho modelovani
ukdzal, ze nejvétsi vliv na vznik rezistence ma dvojitd mutace D30N a N88D, ktera vyrazné
ovlivituje konformaéni flexibilitu HIV proteasy pii vazb€ nelfinaviru. V druhé ¢asti prace se
RNDr. Milan Kozisek vénoval studiu interakci HIV proteasy s vybranymi metalokarborany.
Byla provedena enzymologicka charakterizace fady metalokarborant a byl nalezen vztah
mezi inhibi¢ni aktivitou a strukturnimi rysy téchto slibnych inhibitori. Hlavni vyhodou
melakarboranovych inhibitorti je jejich G¢innost vii¢i multirezistentnim HIV proteasam, které
vznikly v disledku pouzivani predeslych inhibitortl. Ve spolupréci se skupinou Dr. Rezadové
byly také vyteseny dv¢ krystalové struktury komplexu HIV proteasy se studovanymi

metalokarborany.


mailto:obsil@natur.cuni.cz

RNDr. Milan KoziSek je autorem ¢i spoluautorem 17 publikaci (prvnim autorem péti
publikaci) otisténych ve velmi kvalitnich mezinarodnich ¢asopisech. Prace je psana velmi

peknou anglictinou, formalni Groven a grafické zpracovani je vynikajici.

K problematice diskutované v doktorské diserta¢ni praci mam pouze dva drobné

dotazy:

1. Mate néjaké mechanistické vysvétleni pro¢ dvojice mutaci D30N+N88D ma
takovy vliv na konformacni flexibilitu HIV proteasy?

2. Pro budouci klinické pouziti novych inhibitort je dtlezita jejich rozpustnost ve
vodé a jejich stabilita. Jaka je rozpustnost studovanych metalokarborani ve vodé?

Jak jsou tyto slouceniny stabilni?

Zavérem konstatuji:

Predlozena doktorska diserta¢ni prace RNDr. Milana Koziska ptedstavuje cenny
ptinos k vyvoji novych inhibitortt HIV proteasy. Prace je psédna srozumitelné, peclive,
vysledky byly publikovany v prestiznich mezinarodnich casopisech. Autor ve své doktorské
diserta¢ni praci dokdzal, ze je vyspélym védeckym pracovnikem, schopnym samostatné
vyzkumné prace.

Jelikoz ptedlozena prace RNDr. Milana Koziska vice nez vyhovuje v§em pozadavkim

kladenym na doktorskou diserta¢ni praci, plné ji doporucuji k pfijeti.
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