Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou prici Be. Jifiho Patery

Predkladana diplomova prace se skladd ze dvou samostatnych ¢&dsti, prvni s ndzvem
Strukturni charakterizace gRNA z Trypanosoma brucei, si klade za cil ureni prostorového
uspofadani fragmentu gRNA metodami NMR spektroskopie a rentgenostrukturni analyzy,
druhd s ndzvem Studium zavislosti tenzoru chemického stinéni atomu fosforu na konformaci
cukr-fosfatové patefe se pokousi ovéfit pfedpoklad konformacni nezavislosti tohoto tenzoru
s vyuzitim kvantové chemickych metod.

Formadlni pfipominky k préci:

Price obsahuje velké mnozstvi pieklepti a gramatickych chyb, které nejenze
znepfijemriuji Cteni textu, ale také mohou ¢tenafe mylné informovat. Je to napiiklad
Spatny odkaz na obrazek (str. 29 — odkaz na obr. 1). Hor§im pfikladem je zdména
délkovych jednotek nm a A v parametru délky vazby C-H (str. 30). ProtoZe je tento
parametr soucasti klicového vztahu pro vypocty kroskorelovanych rychlosti, mohl by
¢tendf lehce nabyt dojmu, Ze dané veli€iny byly vypocteny chybné.

Autor mohl vénovat vétSi pé€i vybéru a formé obrazkd. Nékteré znich jsou hiife
Citelné v disledku pouziti pfili§ malych fonti pro text v obrdzcich, nékteré maji
nizkou kvalitu rozliSeni. V pfipadé obrazki 1 a 2 (1. Cast prace) si neodpovida
Cislovani jednotlivych nukleotidi. Obrazek 3 mohl byt vytvofen pro studovany
systém, tedy s metylovymi skupinami misto bazi. Nékteré obrazky spekter NMR,
které nejsou komentovany v textu, mohly byt soucasti pfilohy. V nékterych piipadech
udaj v popisu obrazku neni totoZny s udaji na obrazku (Obr. 7, 8 str. 11-12).

Vice pozornosti by si také zaslouzilo ¢lenéni a nazvy nékterych kapitol. Napf. kapitola
Konformaéni rodiny cukr-fosfatové patefe (str. 27) obsahuje pouze jedinou vétu, v
kapitole Kvantové chemické vypocty je vjejich dvou podkapitolaich o kvantové
chemii pouze jedna véta. Autor by také mél dbat na celkovou vyvdzenost textu, aby
nékteré jeho Cdsti nebyly pfilis detailni, zatimco jiné jsou pfilis strucné.

Vécné pfipominky a dotazy:

Na str. 7 se uvadi, Ze u studovaného systému (vlasenky II) byla koncova sekvence GU
nahrazena sekvenci GG, s cilem stabilizovat koncovou ¢&ast vlasenky. Koncovy G/U
par s nejvétsi pravdépodobnosti patfi do skupiny cis Watson-Crickovych pari (téz
oznaCovanych jako wobble), které se v duplexech RNA velmi ¢asto vyskytuji
(pfevazné v tandemovém uspoiadani 5°-UG-3°) a velmi dobfe zapadaji do usporadani
regularni dvojsroubovice RNA. Nebylo tedy mozné pouzit strukturu v jeji ptvodni
podobé z obrazku 3, pfipadné i delsi sekvenci v€etné nekanonického A/A péru (viz
obr. 1)?

V tivodu k druhé ¢asti jsou zminény jako dvé hlavni metody pro ureni atomarni
struktury nukleovych kyselin dvé metody, a to NMR spektroskopie a
rentgenostrukturni analyza. Autor zde uvaddi pfedeviim nevyhody krystalografie,
konkrétné zminuje technickou ndrocnost a moznou existenci artefakti v disledku
procesu krystalizace, Jako omezeni v pfipadé pouziti NMR je zminén pouze limit na
velikost systému. Tato tvrzeni ale nevysvétluji skutecnost, pro¢ valna vétSina
soucasnych struktur RNA byla ziskdna pomoci krystalografie. Mohl by se autor
pokusit vysvétlit, pro¢ tomu tak je a zminit nékterd dal§i omezeni NMR
spektroskopie?



e Na strané 39 autor uvadi, Ze aromatické baze byly pro tucely vypoltu nahrazeny
metylovymi skupinami, a jako diivod uvadi dsporu vypocetniho Casu. MiiZze autor
konkrétné zminit, jak dlouho vypocet trval, a jaky by byl odhad délky vypoctu se
zahrnutim bazi ?

Celkové hodnoceni préice:

I pfes zjevné nedostatky, které se tykaji pfevazné formy diplomové préce, a které spiSe svédéi
o tom, Ze autor podcenil pfipravu a kontrolu vysledného dokumentu, je zfejmé, ze diplomant
odvedl velky kus prace.

Cela prace je ¢lenéna do dvou samostatnych ¢asti z toho diivodu, Ze prace na prvni ¢asti, kterd
méla byt pravdépodobné néplni celé diplomové préce, byla pferuSena po publikaci ¢lanku,
ktery zpochybiiuje ivodni teorie o funkci vldsenky II. Osobné si myslim, Ze (pokud k tomu
nebyly jiné, napf. ekonomické diivody) prace na této Casti projektu mohla byt dotaZzena do
konce, zvlasté kdyz jiz byly pfipraveny piislusné krystaly a provedena predbézna
optimalizaéni méfeni. I kdyz se ukazuje, Ze vlasenka II nema takovou biologickou funkci, jak
se predpokladalo, zjisténi struktury obéma metodami (NMR a X-ray) mohlo slouZit autorovi
pfinejmensim jako dobra metodicka priiprava pro méfeni a analyzu dat.

To, Ze diplomant zacal pracovat na dalSim tématu diplomové prace, jisté vedlo k tomu, Ze
musel zvladnout daldi nové metodické pfistupy, coz jist€¢ byla netrividlni a ¢asové ndro¢na
zdlezitost. Autor se pustil do studia efekti, které nebyly dosud dostate¢né studoviny a
popsany. Diplomant v ramci této studie musel pracovat s daty ztak rozdilnych védnich
oblasti, jakymi jsou experimentdlni NMR spektroskopie, kvantovd chemie, &i strukturni
biologie. O tom, Ze se v téchto oblastech dokazal zorientovat, svéd¢i mnoZstvi cennych
poznatkt, které dal dohromady. Pozitivné bych také hodnotila spoluprici s dalsimi védci,
ktera také svédci o dobré tirovni jak zvolené problematiky, tak i autora samého. Diplomova
prace si jist¢ neklade za cil ziskat vysledky, které by bylo mozné publikovat v odbornych
mezindrodnich Casopisech. Pfesto 1ze v tomto piipadé ocekavat, ze vysledky popsané v této
diplomové prici se stanou zakladem pro odborny ¢lédnek, a pokud se autor rozhodne
pokracovat ve studiu vramci doktorského studia, s velkou vyhodou bude moci na svoji
diplomovou préaci navézat.

Zavérem bych chtéla konstatovat, Ze predklddand prace spliiuje kritéria kladend na
diplomovou praci. Tuto praci proto doporuduji k obhajobé a navrhuji jeji ohodnoceni
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Shrnuti diplomové prace

Predlozena diplomova prace sestava ze dvou nezavislych projekti. Prvy projekt se zabyva
charakterizaci strukturniho motivu spole¢ného viem RNA molekulam ze skupiny takzvanych guide-
RNA (gRNA) molekul, které se ucastni editace mitochondrialni pre-mRNA v kinetoplastidovych
organismech mezi néz patii i paraziticky prvok Trypanosoma brucei. Tyto gRNA molekuly se
v prubéhu editace vazi na mitochondrialni RNA-binding protein a to bez ohledu na jejich priméarni
strukturu. Charakterizace tohoto strukturniho motivu by byla vyznamnym pfispévkem k hlubSimu
pochopeni mechanizmu editace mitochondrialni pre-mRNA. ReSeni tohoto itikolu bylo rozdéleno na
fazi pripravy vhodného fragmentu gRNA a na fazi charakterizace tohoto fragmentu metodami
nuklearni magneticka rezonance a rentgenovské difrakce na krystalu vypéstovaném z roztoku gRNA.
V ramci NMR experimentit byla provedena optimalizace experimentalnich podminek, tj. stanoveni
vhodné koncentrace soli v méfeném roztoku a urCeni vhodného pH meéreného roztoku, dale byl
proveden experiment ovéfujici konformacni Cistotu studovaného fragmentu RNA. Z roztoku
fragmentu RNA byly po optimalizaci podminek krystalizace vypéstovany krystaly RNA. Jak viak z
piedlozené diplomové prace vyplyva byla prace na projektu po provedeni vySe uvedenych
experimentii zastavena. Divodem ukonceni projektu bylo uvefejnéni publikace z niZ vyplynulo, ze
piedpoklady na nichz byl feSeny projekt zalozen neodpovidaji skutecnosti.

V druhém projektu, se autor prace pokusil prokazat platnost pfedpokladu o nezavislosti
tenzoru chemického stinéni fosforu na konformaci cukr-fosfatové patere RNA, jenz byva pouZzivan pfi
strukturnich interpretacich experimentalnich dat NMR. Teoreticky spoctené hodnoty tenzoru
chemického stinéni fosforu v RNA pro 13 nejcastéjSich strukturnich motivii RNA byly pouzity
k charakterizaci struktury cukr-fosfaitové patete RNA na zakladé porovnani teoreticky a
experimentalné ziskanych kroskorelovanych relaxacnich rychlosti mezi tenzorem a dipdl-dipol
vazebnymi interakcemi vazby uhlik-vodik.

Poznamky k predlozené praci

Formalni nedostatky

Poucziti zkratek

V celém textu diplomové prace je pouzit velky pocet zkratek, bez toho, aby byl jejich vyznam
vysvétlen napiiklad v seznamu zkratek, ktery v diplomové praci aplné chybi. Cetba textu se tak stava
znaéné obtizna. Nékde je vyznam pouzitych zkratek uveden az po jejich zavedeni, jindy se ¢tenar
jejich vyznam viibec nedozvi.

Piikladem budiz
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Zkratka oznacujici nuklearni magnetickou rezonanci je uvedena bez vysvétleni diive,
nez se nepouceny ¢tenai dozvi, co NMR znamena.

Strana 23
V textu se hovori o CS tenzoru, co to je nikde neni zkratce CS piifazen zadny vyznam.
V poslednim odstavci pise autor o *'P tenzoru chemického stinéni....Jaké je tedy
oznaceni tenzoru chemického stinéni fosforu? Souvisi néjak s CS a ....tenzorem?

Strana 29
Vypocet tenzoru chemického stinéni byl proveden metodou DFT s funkcionalem

B3LYP, ale neni jasné, co uvedené zkratky znamenaji. To samé se tyka pouzitych bazi
Iglo IT a Iglo III.

atd.
Kvalita a provedeni obrazku

Strana4 a5
Obrazky €. 1 a2, jsou malé a neostré, je ziejmé, Ze jsou pievzaté z literatury a neni uvedeno
z jakého zdroje je autor ziskal.

Strana 26
Index u symbolu isotropické hodnoty tenzoru chemického stinéni v obrazku €. 1 si déla co
chce a tak se prestéhoval tam kde ho autor asi nechtél mit. V obrazku ¢.1 se také vyskytuje
pismeno a, ale nikde neni uveden jeho vyznam. Kvalita samotného obrazku ¢.1 neni piili§
vysoka.

Strana 37
Cernobila forma obrazku 7 je v textu takika zbyte¢na, zvlasté pii jeho velikosti.

Pripominky k textu

Text postrada promyslengjsi ¢lenéni na kapitoly a podkapitoly véetné jejich ocislovani.
Vysledkem je pak znacna nepiehlednost textu. Prikladem budiz kapitola pojmenovana NMR
spektroskopie, obsahujici podkapitolu NMR spektroskopie. Vytvofit kapitolu, ktera obsahuje 1 vétu (v
jiném piipadé 3 véty) je zcela nesmyslné. Jedna se o kapitolu ,,Stereochemie RNA® na strané 26 a
kapitolu ,,Konformaéni rodiny cukr-fosfatové patefe RNA® na stran¢ 27, ktera navic obsahuje obrazek
nalezejici ke kapitole predchozi (obrazek ¢€.2).

Jazyk a sloh je neurovnany, autor zbyte¢né pouziva cizich slov, namisto vhodnych ¢eskych
ekvivalenti. Formulace vét je casto zbyteéné komplikovana a tézkopadna. VétSina pojmu
souvisejicich s popisem experimentalnich metod, zpracovani experimentalnich i teoreticky spoc¢tenych
dat v€etné pouzitych matematickych vztaht je zvlasté v druhé &asti diplomové prace casto uvadéna
bez blizsiho vysvétleni. Obé Casti diplomové prace postradaji hlubsi vyklad v kapitole Teoreticka cast.
V prvé casti kapitola Teoreticka ¢ast chybi, ziejmé je zbyte¢na, namisto toho autor odkazuje ¢tenare
na literaturu, v jednom piipadé na strané 9 dokonce na manual vyrobce, ktery vSak nemusi byt
kazdému bézné dostupny. Neinformovany ¢tenai se pak pii Cetbé nedozvi jak metoda sedici kapky
pouzita pii pfipravé krystali konstruktu RNA funguje.

Druha ¢ast diplomové prace sice kapitolu Teoreticka ¢ast obsahuje autor se v ni vsak omezil
pouze na struény vyklad principu metody nuklearni magnetické rezonance a popis Haeberlenovy
konvence. Pritom se nékolikrat odkazuje na kapitolu Teorie, ktera ale v textu neni.

Z predlozeného diplomové prace je ziejmé, Ze autor vénoval malou pozornost korekture textu.



Véené nedostatky a dotazy

Strana 11 a 12.

V popiskach obrazki 7 a 8 je uvedeno, ze optimalizace pH byla provedena na 50 mM NaCl
tato informace se vSak rozchazi s textem uvedenym v obrazcich samotnych kde je uvedeno, ze
optimalizace pH byla provedena na 100 mM NaCl.

Strana 26
V jakém fazi byl proveden NMR experiment. Plati Haeberlenova konvence také pro NMR
experimenty v jiné nez pevné fazi. Lisi se tvar spektralni ¢ary v kapalné a v pevné fazi. Otazka
vyplyva z popisu k obrazku 1 kde je uvedeno, Ze tvar spektralni ¢ary a jeji charakterizace
Haeberlenovou konvenci odpovida méfeni v pevné fazi.

Strana 30

CS4,DD

Jak souvisi kroskorelovand relaxaéni rychlost pyc  se vztahem (8) pro vypocet

CS4,P
F(.‘xHxP , jaky je vyznam index(i. Ve vztahu (8) vystupuje veli¢ina S, neni vSak nikde

uvedeno, co tato veli¢ina znamena.

Dale je v textu je uvedeno, Ze k vypoctu byla pouzita hodnota délky vazby uhlik-vodik 1.09
nm. Skuteéné autor pocital s touto hodnotou, velikost délky této vazby je totiz 10x mensi.

Hodnoceni prace

K celkovému zhodnoceni diplomové prace Bc. Jiftho Patery je tfeba pfistoupit ze dvou
hledisek. Jednak z hlediska vykonané badatelské prace a sni spojenymi pozadavky na odbornost autora
a jednak z hlediska prezentace vysledkili ve formé piedlozené diplomové prace. Je ziejmé, ze naplnéni
cili vytyCenych v obou projektech vyzadovalo od diplomanta aktivni zvladnuti Sirokého spektra
metod a to jak experimentalnich tak teoretickych. V tomto odvedl diplomant Jifi Patera velky kus
poctivé prace a vyporadal se se vSemi obtizemi a pozadavky, které na n¢&j byly v této souvislosti
kladeny na vybornou. Na druhé strané nelze pii hodnoceni této diplomové prace piehlédnou, ze
prezentace vysledki je velmi primérna. Pisemna prezentace vysledki je nedilnou a velmi podstatnou
soucasti védecké prace a nelze ji opomijet. Pfes podle mého nazoru problematickou pisemnou
prezentaci diplomové prace jsem piesvédéen o nezbytnosti uznat praci za diplomovou praci a
s prihlédnutim k obéma vysSe zminénym hlediskiim ji ohodnotit znamkou 2.
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