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»Studium mechanismu ucinku metallakarboranovych inhibitort HIV proteasy”.

Diplomova prace Michala Svobody se zabyva pfipravou rekombinantnich forem HIV
proteasy, které budou nasledné vyuzity pro studium interakci s akompetitivnim
metallakarboranovym inhibitorem GB-110 pomoci metody EPR. Proteasové inhibitory dnes
predstavuji jeden z pilif( antiretrovirové terapie, nicméné diky rychlému vzniku mutantnich
forem, které jsou rezistentni vic¢i pouzivanym inhibitoram, je zapotrebi neustale vyvijet
inhibitory nové. Dliraz je kladen na vyvoj inhibitor(i schopnych jednak inhibovat existujici
resistentni varianty, ale i zpomalovat vznik novych resistentnich forem. A mezi takové
slouceniny patti i nékteré metallakarborany véetné latky GB-110, ktera byla vyvinuta
v laboratofi kolitele prace na UOCHB AV CR.

V teoretické ¢asti diplomové prace je popsan Uvod do problematiky struktury a Zivotniho
cyklu viru HIV a ndasledné jsou rekapitulovany vysledky dostupnych biofyzikalné-chemickych
studii HIV proteasy. Detailné je popsana metoda EPR spektroskopie a princip selektivniho
spinového znaceni proteinl pro EPR méreni. V experimentalni ¢asti své prace se Michal
Svoboda vénoval jednak pfipravé fady expresnich konstruktl HIV proteasy upravené pro
specifické spinové znaceni, expresi a purifikaci téchto proteinl a spinovému znaceni vybrané
formy. Diplomant pfipravil dvanact expresnich konstrukt( z nichZ pét bylo exprimovano
v bakteriich E. coli a vypurifikovano. U tfi protein( proved| kinetickou charakterizaci.
Nasledné byl jeden z pfipravenych proteinl Uspésné selektivné oznacen na Cys-55 pomoci
spinové znacky MTSL a byla realizovdna Uvodni EPR méfeni. Finalné diplomant ovéril
akompetitivni mechanismus inhibice HIV proteasy analogem latky GB-110, ktery bude
v budoucnu poutzit k EPR experimentim s pfipravenou spinové ozna¢enou formou proteasy.

Predkladana diplomova prace ukazuje, Ze autor ziskal fadu originalnich poznatkl a velmi
dobre zvladl metody pripravy expresnich konstruktt, exprese a purifikace rekombinantnich
proteinl v bakteriich E. coli, stanoveni kinetickych parametr( pfipravenych enzymu a jejich
kovalentniho znaceni. K formalni podobé priace nemam zadné pripominky, prace je napsana
prehledné, peclivé, s malym vyskytem preklepd a vysledky jsou nazorné prezentovany. Prace
ma standardni ¢lenéni, rozsah jednotlivych kapitol je vyvazeny. Diskuse ziskanych vysledkl a
citace pouzité literatury jsou adekvatni.
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K predkladané diplomové praci mam nékolik drobnych otdzek do diskuse:

1. Mohl byste stru¢né vysvétlit proc¢ je méfeni vzdalenosti mezi spinovymi znackami
metodou EPR spektroskopie s fixni frekvenci v kombinaci se spinovym znacenim
omezeno na vzdalenosti do 25 A?

2. Existuje néjaké omezeni pro méreni vzdalenosti mezi spinovymi znackami pfi EPR
mérenich v pulsnim moédu?

3. Pripravil jste 12 rGznych konstruktd, ale exprimovano bylo pouze pét konstrukta. Jaka
byla kritéria vybéru téch péti konstruktl?

4. Uvadite, ze velkym problémem pfi purifikaci byla autoproteolytickd degradace
enzymu. Bylo by mozné pracovat s mutantou, ktera je katalyticky nefunkcni, ale
strukturné velmi podobnd funkénim variantam enzymu (napf. obsahujici mutaci
D25N)?

Zavérem konstatuji, Ze predloZend prace Bc. Michala Svobody vice neZ spliiuje vSechny
pozadavky kladené na diplomovou praci a plné ji doporucuji pfijmout k obhajobé a
klasifikovat zndmkou vyborné.
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