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Slovni vyjadreni, komentare a pfipominky vedouciho/oponenta:

Posuzovana diplomova prace sestava ze 78 stran textu a cca. 50 stran grafu. Textova cast se
sklada ze tfi kapitol. V uvodni kapitole autor postupne pojednava o struktufe a funkci nukleovych
kyselin, proteinu, enzymu RNase H a o tzv. antisense oligonukleotidech. Ve druhe kapitole se
venuje metodice molekularne-dynamickych simulaci. Tfeti kapitola obsahuje podrobne
vyhodnoceni deviti provedenych molekularne-dynamickych simulaci a jsou zde formulovany
zavery.

Klasicke molekularne-dynamicke simulace (numericke feseni pohybovych rovnic s pouzitim
empirickeho siloveho pole) slouzi ke zkoumani struktury a dynamiky biomolekul - nukleovych
kyselin a proteinu. Motivaci pro takove vypocty je casto snaha pfispet k racionalnimu navrhu
struktury ucinnych leku. Klasicka chemoterapeutika inhibuji cinnost proteinu navazanim do jejich
aktivniho mista. Potencialne efektivnejsi strategii pfedstavuji tzv. antisense a antigene
oligonukleotidy. Ty by mely zasahnout jiz do procesu exprese geneticke informace
prostfednictvim tvorby sroubovicovitych komplexu s mRNA ci DMA s cilem zamezit jiz samotne
synteze nezadoucich proteinu. U antisense oligonukleotidu je nezbytne provest chemicke
modifikace jejich struktury zajist'ujici jejich stabilitu vuci bunecnym nukleazam pfi zachovani
schopnosti hybridizace s komplementarnim prirozenym vlaknem a schopnosti pronikat do bunek.
Ve Fyzikalnim Ustavu MFF UK jsou jiz fadu let zkoumany vlastnosti fosfonatovych analog
nukleovych kyselin, ktere jsou syntetizovany v UOCHB AV CR.

Impulsem pro tuto diplomovou praci bylo experimentalni zjisteni, ze urcite strukturni varianty
fosfonatovych antisense oligonukleotidu jsou schopne po navazani k mRNA vyvolat aktivitu
enzymu RNase H, ktery selektivne odboura vlakno nezadouci mRNA. Uvolneny antisense
oligonukleotid muze posleze vytvorit komplex s dalsi kopii mRNA a cely cyklus se opakuje. Cilem
diplomove prace bylo posoudit dopady fosfonatovych modifikaci antisense oligonukleotdu na
aktivitu lidske varianty enzymu RNase H.

Lidska varianta enzymu RNase H sestava ze tfi domen - katalyticke, spojovaci a vazebne.
Katalyticka domena je pfitom aktivni sama o sobe (zbyle dve domeny maji vliv zejmena na
pozicni specificitu pfi degradaci mRNA). V proteinove databance jsou dostupne krystalove
struktury katalyticke a vazebne casti (krystalova struktura spojovaci casti zatim dostupna neni).
Molekularne-dynamicke simulace byly proto provadeny pouze pro katalytickou domenu.

Pomoci softwaroveho baliku NAMD bylo provedeno 7 simulaci, ktere umoznily urcit
aminoskupiny nejvyrazneji se podilejici na vazbe nukleove kyseliny. Molekularne-dynamicke
simulace dale poslouzily k posouzeni vlivu pouziteho siloveho pole na konformacni preference
cukrfosfatove patefe nukleove kyseliny. Porovnani simulaci s jednou/dvema kopiemi enzymu
RNase H v simulovanem sytemu ukazalo diference ve stabilite vazby molekuly vody atakujici
stipanou internukleotidovou spojku do aktivniho mista enzymu.

Dalsi dve molekularne-dynamicke simulace poslouzily k posouzeni vlivu chemicke modifikace v
patefi nukleove kyseliny na vazbu dvousroubovice DNA/RNA k enzymu. Silove pole pouzite pro
modelovani chemicky modifikovanych internukleotidovych spojek bylo rafinovano prostfednictvim
kvantove-chemickych vypoctu tak, aby rozdil v relativnich energiich urcenych prostfednictvim
klasickeho popf. kvantove-mechanickeho vypoctu necinil vice nez 1kca!/mol. Zajimave bylo
zejmena zjisteni, ze biologicky aktivni varianta fosfonatove internukleotidove spojky interaguje
optimalne s Arg47 v Thr-DNA vazebnem miste. Naproti tomu biologicky neaktivni {a strukturne
velmi blizka) varianta fosfonatove spojky s timto residuem brzy ztratila kontakt.

Vsechny simulace byly detailne vyhodnoceny pomoci modulu PTRAJ ze softwaroveho baliku
AMBER. Sledovanymi velicinami byly zejmena konformace internukleotidovych spojek a ribos,



vodikove vazby poutajici obe vlakna nukleove kyseliny, nukleovou kyselinu a enzym popr. ionty v
aktivnim miste enzymu.

Tomas Bartek si ke znalostem biofyziky, ktere ziskal v prubehu magisterskeho studia, doplnil
vedomosti potrebne pro zdarne vypracovani diplomove prace. Jednalo se zejmena o proniknuti
do zakladu numericke matematiky a pocitacoveho modelovani biomolekul pomoci molekularne-
dynamickych simulaci a kvantove-chemickych vypoctu. Tomas Bartek prokazal schopnost osvojit
si nove znalosti studiem cizojazycne literatury. Krome toho dokazal prevest ziskane poznatky do
praxe. V ramci diplomove prace realizoval velky objem casove narocnych vypoctu, ktere posleze
velmi peclive vyhodnotil a zpracoval. Prace pusobi kompaktnim dojmem, kvalita formalniho
zpracovani je vysoka. Po prostudovani diplomove prace Tomase Barteka mohu konstatovat, ze
jde o praci velice kvalitni, ktera vedla kziskani originalnich poznatku. Diplomovou praci
doporucuji k obhajobe a navrhuji jeji ohodnoceni znamkou ,,vyborne".
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