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Slovni vyjadieni, komentife a pfipominky vedoucilio/oponenta:

Posuzovana diplomova prace sestava ze 78 stran textu a cca. 50 stran grafl. Textova &ast se
sklada ze tfi kapitol. V Gvodni kapitole autor postupné pojednava o strukture a funkci nukleovych
Kyselin, proteinl, enzymu RNase H a o tzv. antisense oligonukleotidech. Ve druhé kapitole se
vénuje metodice molekularné-dynamickych simulaci. Treti kapitola obsahuje podrobné
vyhodnoceni deviti provedenych molekularné-dynamickych simulaci a jsou zde formulovany
zavery.

Kiasické molekularné-dynamické simulace (numerické feSeni pohybovych rovnic s pouzitim
empirického silového pole) slouzi ke zkoumani struktury a dynamiky biomolekul — nukleovych
kyselin a proteint. Motivaci pro takové vypocty je ¢asto snaha pfispét k racionalnimu navrhu
struktury acinnych leku. Klasicka chemoterapeutika inhibuji ¢innost proteint navazanim do jejich
aktivniho mista. Potencialné efektivnéjSi strategii predstavuji tzv. antisense a antigene
oligonukleotidy. Ty by mely zasahnout jiZz do procesu exprese genetické informace
prostiednictvim tvorby Sroubovicovitych komplexti s mRNA & DNA s cilem zamezit jiz samotné
syntéze nezadoucich proteinu. U antisense oligonukleotidi je nezbyiné provést chemické
modifikace jejich struktury zajistujici jejich stabilitu viuéi bunéénym nukleazam pfi zachovani
schopnosti hybridizace s komplementarnim pfirozenym viaknem a schopnosti pronikat do bunék.
Ve Fyzikalnim Ustavu MFF UK jsou jiz fadu let zkoumany vlastnosti fosfonatovych analog
nukleovych kyselin, které jsou syntetizovany v UOCHB AV CR.

Impulsem pro tuto diplomovou praci bylo experimentalni zjisténi, ze uréité strukturni varianty
fosfonatovych antisense oligonukleotidl jsou schopné po navazani k mRNA vyvolat aktivitu
enzymu RNase H, ktery selektivné odboura vlakno nezadouci mRNA. Uvolnény antisense
oligonukleotid muze posléze vytvorit komplex s daldi kopii MRNA a cely cyklus se opakuje. Cilem
diplomové prace bylo posoudit dopady fosfonatovych modifikaci antisense oligonukleotdd na
aktivitu lidské varianty enzymu RNase H.

Lidska varianta enzymu RNase H sestava ze tfi domén - katalytické, spojovaci a vazebné.
Katalytickd doména je pfitom aktivni sama o sobé& (zbylé dvé domény maji vliv zejména na
pozi¢ni specificitu pfi degradaci mRNA). V proteinové databance jsou dostupné krystalové
struktury katalyticke a vazebné Casti (krystalova struktura spojovaci ¢asti zatim dostupna neni).
Molekularné-dynamické simulace byly proto provadény pouze pro katalytickou doménu.

Pomoci softwarového baliku NAMD bylo provedeno 7 simulaci, které umoznily urdit
aminoskupiny nejvyraznéji se podilejici na vazb& nukleové kyseliny. Molekularné-dynamické
simulace dale poslouzily k posouzeni vlivu pouZitého silového pole na konformacni preference
cukrfosfatové patefe nukleové kyseliny. Porovnani simulaci s jednou/dvéma kopiemi enzymu
RNase H v simulovaném sytému ukazalo diference ve stabilité vazby molekuly vody atakujici
Stipanou internukleotidovou spojku do aktivnhiho mista enzymu.

Dalsi dvé molekularné-dynamické simulace poslouzily k posouzeni vliivu chemické modifikace v
patefi nukleové kyseliny na vazbu dvousroubovice DNA/RNA k enzymu. Silové pole pouzité pro
modelovani chemicky modifikovanych internukleotidovych spojek bylo rafinovano prostiednictvim
kvantové-chemickych vypoétu tak, aby rozdil v relativnich energiich uréenych prostfednictvim
klasického popf. kvantové-mechanického vypoétu necinil vice nez 1kcal/mol. Zajimavé bylo
zejmena zjisteni, ze biologicky aktivni varianta fosfonatové internukleotidové spojky interaguje
optimalné s Arg47 v Thr-DNA vazebném misté. Naproti tomu biologicky neaktivni (a strukturné
velmi blizk4) varianta fosfonatové spojky s timto residuem brzy ztratila kontakt.

Vsechny simulace byly detailné vyhodnoceny pomoci modulu PTRAJ ze softwarového baliku
AMBER. Sledovanymi veli¢inami byly zejména konformace internukleotidovych spojek a ribos,



vodikové vazby poutajici obé vlakna nukleové kyseliny, nukleovou kyselinu a enzym popf. ionty v
aktivnim misté enzymu.

Tomas Bartek si ke znalostem biofyziky, které ziskal v prubéhu magisterského studia, doplnil
veédomosti potfebné pro zdarné vypracovani diplomové prace. Jednalo se zejména o proniknuti
do zakladu numerické matematiky a pocitacového modelovani biomolekul pomoci molekularné-
dynamickych simulaci a kvantové-chemickych vypoétl. Tomas Bartek prokazal schopnost osvojit
si nove znalosti studiem cizojazy¢né literatury. Kromé toho dokazal prevést ziskané poznatky do
praxe. V ramci diplomové prace realizoval velky objem ¢asové narocnych vypoétu, které posléze
velmi peclivé vyhodnotil a zpracoval. Prace pusobi kompaktnim dojmem, kvalita formalniho
zpracovani je vysoka. Po prostudovani diplomové prace Toméase Barteka mohu konstatovat, ze
jde o praci velice kvalitni, ktera vedla k ziskani originalnich poznatkd. Diplomovou praci
doporucuji k obhajobé a navrhuiji jeji ohodnoceni znamkou ,vyborné"“.
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