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Posudek vedouciho disertacni prace

V disertacni préaci se Kamil Mala¢ zabyval pocitaovymi simulacemi komplexd medicinsky
zajimavych enzym0 s chemicky modifikovanymi nukleovymi kyselinami — potencialnimi
chemoterapeutiky. Jednalo se o numerické simulace dynamického vyvoje molekularnich
systém, které diky zahrnuti vodni obalky sestavaly z desitek tisic atomd. PouZziti vykonnych
grafickych karet umoznilo ziskat az mikrosekundové trajektorie, které umoznily interpretovat
experimentalni vysledky z literatury — zejména odlisit aktivni analoga nukleovych kyselin od
neaktivnich.

Teoretickou Cast prace vénovanou struktufe, funkci a medicinskému vyznamu studovanych
enzym{ se na mdj popud Kamil Mala¢ snazil uchopit tak, aby byla uZitetna napf. i pro
studenty, ktefi budou na jeho préaci navazovat Ci pro organické chemiky, ktefi budou mit
zajem spolupracovat na raciondlnim designu potencialnich chemoterapeutik. Jedna se o
resersi z cca. 75 ¢lankd. Nejde tedy o minimalistickou variantu, kdy by byly poskytnuty pouze
zakladni informace nutné k tomu, aby oponent porozumél vysledkové Casti prace. Zfejmé to
nebylo Stastné rozhodnuti. Na druhou stranu prosté opravdu neznam jinou prileZitost pro
zachyceni védomosti, které student vtoku Casu pracné naakumuloval, nez je okamzik
sepisovani jeho préace.

Ctyfi kapitoly jsou tedy vénovany popisu struktury, funkce a medicinského vyznamu enzymd
virové RNA-dependentni RNA polymerazy a lidskych variant enzym(l RNaza H, Argonaute a
RNé&za L, které jsou v ramci této prace studovany. Dvé zbyvajici kapitoly jsou vénovany
pribuznym enzymdm - mnohapodjednotkové DNA-dependentni RNA polymeraze a HIV
reverzni transkriptaze. Pro tyto dva enzymy téZ provadime MD simulace, ve kterych nyni
mizZeme primocafe zuroCit zkuSenosti ziskané v pribéhu FeSeni této disertacni prace.
Bakterialni variantu DNA-dependentni RNA polymeréazy efektivné inhibuje jediné Kklinicky
pouzivané antibiotikum Rifampicin (vice nez 40 let se pouZiva k IéCbé tuberkulozy), jenz se
vSak vaze relativné daleko od aktivniho mista a navic je pomérné rozmérné. Baktérie jsou tak
diky bodovym mutacim ve struktufe DNA-dependentni-RNA polymerazy schopné ziskat vici
nému relativné rychle rezistenci. Aktualnim tématem proto je moZznost inhibice bakterialni
DNA-dependentni  RNA  polymerdzy prostfednictvim  chemicky  modifikovanych
nukleosidtrifosfatl (analogicky jako u virové RNA-dependentni RNA polymerazy) Ci
kratkych chemicky modifikovanych oligonukleotidd (analogickych tzv. antisense
oligonukleotidim ¢i chemicky modifikovanym siRNA molekuldm interagujicim s enzymy
RNaza H a Argonaute). HIV reverzni transkriptdza pak z hlediska struktury predstavuje
pojitko mezi enzymy studovanymi ve vysledkové Casti této prace. Obsahuje totiz dvé aktivni
mista, z nichZ jedno je strukturné homologni s aktivnim mistem virové RNA-dependentni
RNA polymerazy a druhé s aktivnimi misty lidské RN&zy H a enzymu Argonaute. HIV
reverzni transkriptdza je cilem mnoha klinicky pouzivanych antivirotik. Pfedstavuje proto
nesmirné cenny a neopominutelny zdroj inspirace pfi tvorbé potencialnich chemoterapeutik
interagujicich s enzymy, jimzZ je vénovana vysledkova Cast této prace.

Strukturu teoretické Casti prace popisujici metodiku ovlivnila moje zkuSenost stim, Ze
s vyjimkou oponentd jsou hlavnimi c¢tenafi téchto pasazi mlad$i studenti. Realizace
molekularné-dynamickych simulaci i kvantové-mechanickych vypo¢tli ma totiz charakter
pocitacového experimentu provadéného prostiednictvim komplexnich softwarovych baliku.
PIné pochopeni teoretickych zakladl metod a algoritmd{, které jsou v téchto balicich



implementované vyZaduje absolvovani prednaSek z termodynamiky a statistické fyziky,
kvantové teorie, numerické matematiky, specialnich kursd atd., kterymi zejména bakalarsti
studenti nemohou stalit projit. P¥i spousténi molekularné-dynamickych simulaci pritom musi
volit mezi fadou alternativ a specifikovat mnoZzstvi vstupnich parametrd, coz bez alespon
letmého vhledu do podstaty metod a algoritml neni mozné. Studentim navazujicim na
Kamila MalacCe teoreticka Cast jeho prace popisujici metodiku umozni, Ze pro né pouZivané
softwarové baliky od po&atku nebudou predstavovat zcela ¢erné skfifiky. Ze mlize byt toto
pojeti pro erudovaného oponenta znacne iritujici jsem si neuvédomil.

Hlavni metodou pouZzitou v ramci této prace byly tzv. molekularné-dynamické simulace. Jde o
numerické feseni klasickych pohybovych rovnic, kde silové plisobeni mezi atomy je popsano
analytickou funkci - tzv. silovym polem. Jednotlivé parametry - tzv. silové konstanty - se dnes
jiz urcuji a rafinuji prevazné prostrednictvim kvantové-mechanickych vypoctl. Vzhledem
k tomu, Ze standardni silova pole neobsahuji silové konstanty pro modifikované Ccasti
nukleovych kyselin, byly vyznamnou soucasti feSeni prace i kvantové-mechanické vypocty
pro malé modelové systémy. Princip téchto vypoctll je v teoretické Casti prace nacrtnut na
pfikladu molekuly vodiku a tzv. Hartreeho metodé. Dale je nastinéno, jak kvantové-
mechanické vypodty v ramci predkladané prace poslouzily pfi urovani bodovych nabojd na
atomech a vypoctu silovych konstant pro takzvané torzni dhly. Klasické molekularné-
dynamické simulace ve vysledkové Casti této prace umoznily extenzivni navzorkovani
konformacniho prostoru simulovanych systém, pricemz nastolily nékteré otazky, které bude
mozné zodpovédét pouze prostrednictvim tzv. QM-MM vypoctd a ab initio MD simulaci
provadénych pro modelové systémy reprezentujici aktivni mista enzym, které budou natolik
malé, Ze umozni alespon CasteCné opustit klasicky popis. TFi stranky textu jsou proto
vénovany aproximacim, které vedou od Casové Schrodingerovy rovnice k Newtonovym
pohybovym rovnicim. DalSich pét stran textu Kamil (plivodem matematik) vénoval obhajobé
pouziti tzv. Verletova algoritmu pro numerické feseni pohybovych rovnic. Jeden ze zépist
tohoto algoritmu je totiz formalné témér identicky s tzv. Eulerovym algoritmem, ktery se ale
v uCebnicich numerické matematiky obvykle pouZivd pouze jako vychozi bod k odvozeni
feSeni. Nicméné Verletliv algoritmus je v kontextu molekularné-dynamickych simulaci
biomolekul jednoznacné preferovan zejména proto, Ze umoznuje ziskani stabilnich trajektorii
i pfi relativné velkém Casovém kroku (kdy sloZitéjsi algoritmy jiz selhdvaji). Dale je vénovana
pozornost algoritmlm, které se v ramci molekularné-dynamickych simulaci uplatiuji pro
kontrolu teploty a tlaku simulovaného systému a zplsobu jakym se provadi sumace pomalu
vyhasinajicich dalekodosahovych interakci. Na konci teoretické Casti prace autor zdGvodnil
vybér konkrétnich programi, které pouzil pfi FeSeni své préace.

Kamil Mal&cC se disertacni praci vénoval zejména v prvnich a poslednich dvou letech svého
studia. V mezidobi se v oboru mnohé ménilo. Na pocCatku feSeni prace pro nas byly
dosazitelné trajektorie o délce jednotek nanosekund — na konci jednotek mikrosekund. Na
samem pocatku byly vypocty realizovany prostfednictvim multiprocesoroveho SMP pocitaCe
MAT s procesory RISC a softwarového baliku AMBER. Poté se prosadily linuxové Kklastry,
pro néz byl optimalni softwarovy balik NAMD. V poslednich letech se osvédCily prosté stolni
poCitaCe revitalizované osazenim vykonnymi grafickymi kartami, které v kombinaci se
softwarovym balikem ACEMD nahradi nékolik desitek jader klasickych procesorl. Dale
doSlo k nékolika zasadnim revizim silovych poli zejména pro nukleové kyseliny atd.
Nékolikrat se proto musel Kamil Malac vracet na zaCatek, takZze nezanedbatelna Cast jeho
prace ,,spadla pod stll*.



Zakladnim cilem vypocétl bylo ziskat informace uZitené pro organické chemiky na
spolupracujicim pracovisti v UOCHB AV CR. Prvotni predstava byla, Ze simulovanymi
systétmy budou zejména dvousSroubovicovité komplexy chemicky modifikovanych a
prirozenych nukleovych kyselin. Krystalové struktury komplexd nukleovych kyselin a
protein(i experimentalng studovanych v UOCHB AV CR v proteinové databance na pocatku
nebyly, objevily se az v prlibéhu FeSeni této prace. Stejné tak se postupné v literatufe objevily
experimentalni studie souborl rGzné chemicky modifikovanych nukleovych kyselin
vykazujicich pfi interakci s pro nas zajimavymi enzymy rozdily v aktivité dostatecné velke
k tomu, aby byla nadéje, Ze se urCité rozdily projevi i béhem MD simulaci. Zda se tak
opravdu stane na Casové Skale, ktera je aktualné usimulovatelnd, nebylo nikdy dopredu
zfejmé. Realizované MD simulace ukazaly, Ze v pfipadé RNA-dependentni RNA polymerazy,
kde se nukleova kyselina nachazi v nitru proteinové struktury je potfeba ziskat alespon
mikrosekundové trajektorie. V pripadé enzyml RNazy H a RNazy L, kde se nukleové
kyseliny vazou k jejich povrchu, postaCily trajektorie o délce 100-200 ns. Pilotni studie
z vysledkové Casti této prace tedy prorazily cestu a nyni je mozné prostfednictvim
analogickych vypo¢td napomoci organickym chemiklm v designu struktury potencialnich
chemoterapeutik. Dal8i moZnosti je pokracovat dale do hloubky. Pojitkem mezi studovanymi
enzymy, které bud’ syntetizuji nebo degraduji nukleovou kyselinu je jejich aktivni misto, které
obsahuje dva hofcikové ionty. V ramci prace bylo uplatnéno nékolik pfistupd, jak takova
aktivni misto reprezentovat a stabilizovat. V tomto ohledu se nyni nabizi pokraCovat aplikaci
polarizovatelnych silovych poli. DalSim smérem je aplikace QM-MM metod, které umozni
postihnnout napf. vliv alternativnich konformer(l postrannich Fetézcl aminokyselin
zaznamenanych v pribéhu dlouhych MD simulaci na priibéh reakce.

Préci doporucuji k obhajobé.
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