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Predlozena diplomova prace se zabyva aplikaci modernich vypocetnich a experimentalnich metod
na studium membranovych proteint kyslik vyvijejiciho komplexu fotosystému II (PSII). Cilem
teoretické studie bylo sestavit modely dvou useki proteinovych podjednotek D1 a D2 v sinicovém
PSII a studovat interakce alfa Sroubovic molekularné dynamickymi simulacemi. Role studovanych
aminokyselin pak méla byt experimentalné ovéfena na mutantnich strukturach dynamickou
silovou spektroskopii AFM.

Prace v celkovém rozsahu 51 stran je ¢lenéna na standardni ¢asti, kde ocenuji piehlednou avodni
cast s popisem aplikovanych teoretickych i experimentalnich metod. Diplomova prace obsahuje
minimum tiskovych a grafickych chyb.

K praci bych uvedl nasledujici komentai: Molekularné dynamicka simulace studovanych
transmembranovych usekti proteini D1 a D2 probihala ve vodném prostiedi, které je pro
membranovy protein nevhodné, na coz ostatné poukazuje v diskuzi i autorka prace a tento fakt
ospravedlnuje tim, Ze klicové interakce mezi proteiny nebyly vodnym prostiedim v pribéhu
simulace poznamenany, jak prokazuji vysledna etnost, energie a délka vodikovych vazeb mezi
studovanymi helixy. Toto tvrzeni sice mulze podpofit uvedenou hypotézu o klicové roli
interagujicich aminokyselin na 288. pozici proteinu DI, nicméné nelze piehlizet i autorkou
zminovany fakt, Ze po pribéhu simulaci a stejné tak 1 v experimentalnim provedeni uvedené
hydrofobni proteiny ztratily charakter alfa Sroubovice a doslo u nich k prostorovym deformacim.
Toto tvrzeni by urcité dobie popsala, a to 1 na kvantitativni irovni komplexni analyza dynamické
studie. Pro validaci dynamické studie je nezbytné zahrnout a zvefejnit standardni analyzu celého
studovaného molekularniho systému, jako je napf. analyza RMSd, vypocet prumérné struktury, a
také jeji grafické vyobrazeni, které v praci postradam. Domnivan se také, ze pro presnéjsi popis
interakce proteinovych podjednotek je nezbytné zahrnout i ostatni iseky D1 a D2 proteint, které
se vzajemn¢ ovlinuji — pfitahuji na mnoha jinych mistech a dale je tfeba zahrnout velmi blizké
molekuly chlorofylu reakéniho centra PSIL

Z uvedenych divodi se domnivam, Ze tyto konkrétni nedostatky by byly obtizné akceptovany a
publikovany v odborném casopise a doporucuji studovany molekularni systém rozsifit a také
studovat v prostiedi, které¢ je svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi podobné thylakoidni
membrané.

I pfes vySe uveden¢ nedostatky vyznam diplomové prace spatfuji v aplikaci Sirokého spektra
vypocetnich 1 experimentalnich metod, jmenovité modelovani molekul, energetické optimalizace a
simulace, metody cirkularniho dichroismu a silové spektroskopie. Uvedend prace dosud nebyla
publikovana v odborné literatufe, nicméné lze konstatovat, Ze studentka obohatila vyzkum na
pracovisti, jez se dlouhodobé zabyva vyzkumem fotosyntézy, o nové teoretické a experimentalni
piistupy a prokazala schopnost samostatné pracovat na védecko-vyzkumném projektu.



Pripadné otazky p¥i obhajobé a naméty do diskuze:

1. Byla provedena dodate¢nad parametrizace silového pole YAMBER3 pro pfipadné
nestandardni vazby a byly provedeny néjaké strukturni restraints na mebranovych
proteinech?

2. Je mozné alesponn dodate¢né demonstrovat strukturni analyzu RMSd a vysledny model
obou studovanych proteinti po simulaci?

3. Jaka je Casova a hardware naro¢nost uvedenych vypocetnich metod, predevSim u
dynamické studie?

Praci

doporucuji

U nedoporucuji

uznat jako diplomovou/bakalarskou.

Navrhuji hodnoceni stupném:
vyborné¢ [ velmi dobfe [ dobfe U neprospél/a

Misto, datum a podpis vedouciho/oponenta: ‘
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Slovni vyjadieni, komentafe a pfipominky vedouciho/oponenta:

Téma prace je Siroké pouzitymi metodami, naopak objektem zkoumani je jasné cileno na
studovany systém a cil zjistit interakci D helixt protenti D1a D2 a vliv mutace na tuto interakci a
stabilitu systému. Sife pouzitych metod klade zvysené naroky na volbu trovné popisu pouzitych
technik, metod, experimentalnich protokoli a diskuze vysledku. T&zisté prace je v silové
spektroskopii AFM, role optické spektroskopie je podplirna. Molekularné dynamické simulace
vhodné dopliuji experimenty a posiluji vysledné zavéry.

Uvodni kapitola velmi srozumitelng, s vyjimkou stran 23-25, a se spravné zvolenou hloubkou
vykladu seznamuje s technikami pouzitymi v DP.

Problematické jsou strany 23-25, kde ocefuji snahu odvodit vyznamné vztahy souvisejici

s interpretaci AFM experimentt, ale za cenu fady nedostatki:

(i) V rovnici (12) chybi i rozmérové dalsi argument v exponenciale, ziejmé 1/kT.

(i1) Po vétach vénovanych vlivu ptisobeni konstantni vnéjsi sily na disociaci nasleduje
nejasné souvéti ,,Pro pochopeni, pro¢ sila zavisi na rychlosti ristu sily (loading rate), je
dilezité védét ze pii pusobeni vnéjsi sily se doba Zivota nekovalentni vazby rychle
zmen$uje®. Je prvni véta spravné? Nevyzaduje minimalné slovné rozlisit silu vazby a
vné&jsi silu pusobici na raménko?

(iti)  Dalsi véta ,,Zavislost naméfené sily na logaritmicky rostouci rychlosti ristu sily je
linearni ...*" uz evokuje druhou derivaci sily (?). MizZete tyto pasaZe objasnit?

(iv) Vyznamnym nedostatkem je chybéjict fyzikdlni motivace/vysvétleni rovnic (14) a (15).
Bez toho uz je nasledujici odvozeni matematickym postupem bez fyzikalni napIné.

(v) Odvozeni je zbyteéné zdlouhavé, nékteré rovnice opakovany, prvni odkaz na str. 26
nema byt ,,(16)", ale ,,(18), v rovnici (20) neni vysvétlen vyznam symbolu ,,5.

Na strané 30 vénované molekularni dynamice je uvedeno ,,Data byla analyzovana pomoci makra
vytvofeného Alexandrem Dulebem v jazyce Python. Takto ziskana data byla dale zpracovana
pomoci funkce v MATLABu*. Chybi podstatna informace, jaka data byla béhem simulace
ziskavana a analyzovdna, stejné tak vyznam funkce v MATLABu je nevysvétlen.

Prace se dobie ¢te a ma logickou strukturu. Jazykova i formalni troven je vynikajici, stejné jako
prace s literaturou, jeji citovani v textu a uvadéni zdroji u prevzatych obrazkd. Studentku Ize jen
pochvalil i za kvalitu vlastnich obrazk a grafii. Diskuze a zavér jasné shrnuji vysledky prace i
jejich vyznam pro vyzkum fotosystému II.

Pripadné otazky pfi obhajobé a naméty do diskuze:

1) Vysvétlete rozdil mezi dihedralnimi a torznimi uhly (rovnice (2), str. 14).

2) Na strané 18 pisete o STM: ,,Obecné pro tyto metody plati, Ze rozliseni je zavislé pouze na
parametrech sondy, pfistroj je mozné vyuzivat v riznych prostedich (vzduch,
kapalina,...)”. Opravdu rozliSeni nezavisi na zminéném prostiedi (napf. studium povrch ve
vakuu ¢i plynu vs. hydratovaného povrchu)?

3) Text vénovany AFM spektroskopii v dolni ¢asti strany 21 je v souladu s obrazkem ¢. 9, ale
nesouhlasi s obrazkem &. 8 ve fazi B, tj. ohnuti hrotu smérem ke vzorku v pfiblizovaci fazi.
Objasnéte.

4) Na stranach 21, 26 rozdélujete interakce na ,,specifické a nespecifické” a pojem specifické
interakce je dale v DP pouzivan. Vysvétlete toto rozdéleni.

5) Jaké kritérium vodikové vazby bylo pouzito pfi analyze molekularni dynamikou (str. 35)?



6) Na strané 37 v ¢asti vénované CD spektroskopii uvadite, Ze ,,Nejlepsi pomér signalu k
Sumu poskytoval peptid fedény 100x*. Pro¢ jste se nezabyvala i roztokem tfeba 10x
fedénym?

7) Na strané 42 pojednavajici o AFM je uvedeno: ,,Pfedpokladame, ze disociace probiha jako
anik z harmonické jednorozmérné potencialové jamy a parametr v v rovnici ¢. X je v =%.%.
Pro¢ je predpokladana hodnota v =% ?

V posudku jsem se zaméfil na spiSe nejasnosti prace, na které jsem narazil. Jejich mnozstvi
vypovida o mém zaujeti praci a snaze o pochopeni detail této prace a pouZitych technik.
Rozhodné se jedna o velmi kvalitni védeckou praci.

Prosim studentku o reakci na nedostatky zvyraznéné kurzivou vyse a odpovédi na uvedenc otazky
(dle ¢asovych moznosti).
Navrhuji hodnoceni ,,vyborné®, vysledné hodnoceni se ale bude odvijet i od prub&hu obhajoby.

Priaci

M doporucuji

U nedoporucuji

uznat jako diplomovou/bakalaiskou.
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Priloha posudku - drobné nedostatky:
1. Vuvodu (str. 8-9) jsem nenasel zminku o kratkodosahovych odpudivych interakcich
2. Piekvapilo mne pouzivani slova ,,absorbce”, oficialni ¢eské slovniky pouzivaji v souladu
s anglickymi ,,absorption, absorb* terminu ,,absorpce, absorbovat™ — ale jsem si védom, ze
nedivéryhodné elektronické zdroje také obsahuji slovo ,,absorbee™.

3. Vrovnici (4) chybi znaménko minus.

4. Na strané 14 a 17 studentka ¢astené micha nazvy simulac¢nich programu a silovych poli.

5. Na strané 16 bych ocenil odkazy na literaturu popisujici zminéné algoritmy pro doplhovani
vodikn do krystalografickych struktur.

6. LJ potencial (rovnice 10) se standardné uvadi s multiplikativnim faktorem 4e.

7. Strana 19, 23 — odkazovano na v praci chybéjici rovnici Hookova zakona.

8. Strana 33 — odkaz , kapitola ¢.1.3.3* ma byt , kapitola 1.4.3".

9. Popis obr. 24,25 — zfejmé ma byt odkazovano na rovnici 21.



