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The dissertation of Ing. Ondiej Kroutil is a valuable contribution to the study of interactions
between biomolecules and surfaces which are relevant in many areas - from technological
applications to prebiotic chemistry. The whole work represents very suitable combination of
various computational methods used to shed light on this subject.

The thesis document consists of ~50 pages organized in five main chapters. Both published
and unpublished data are combined to give an overall picture of author’s achievements. The
first chapter - introduction - familiarizes reader with studied biomolecules and used methods.
The second chapter is devoted to surfaces (i.e. Graphene, Mercury, Quartz[101] and
Rutile[110]) and describes an impressive effort that was spent to gain reliable force-field
parameters. There are included unpublished results of many MD simulations that
convincingly demonstrate quality of force constants. The third chapter presents results (again
mostly unpublished) of MD simulations of physisorption of oxalate dianions and nucleic acid
building blocks on Rutile(110) and Quartz(101) surfaces. The fourth chapter shows results of
MD simulations of chemisorption of nucleic acids on a grapheme surface and peptides on a
mercury surface. Then conclusions follow. The thesis text is comprehensive and well-
organized — just sub-chapters 3.2. and 3.3. should be interchanged to connect together the
oxalate story. The dissertation itself, as far as I can judge, is written in good and
understandable English. Its graphical lay-out is appended with nice instructive pictures.

The main results are as follows:

- Regarding oxalate, it was shown that despite its high negative charge the dianion occupies
similar positions as structured waters above the rutile surface.

- Further, remarkably different adsorption patterns of four nucleobases on grapheme were
revealed with a help of bivariate plots.

- Study of DNA on a grapheme surface outlined the role of surface charge on DNA adsorption
and found notable differences in single stranded- and double stranded-DNA adsorption. While
in double stranded-DNA electrostatic forces between charged surface and double stranded-
DNA backbone play major role, in single stranded-DNA stacking interactions can compete
with electrostatic forces.

- Ability of peptides with particular composition to act like proton wires was confirmed in
combined experimental and ab intio study. Subsequent classical MD study focused on a
detailed analysis of chemisorbed peptides. While peptides with neutral histidines were found
to be rather insensitive to different surface charge, peptides with protonated histidines showed
greater sensitivity.

I appreciate effort, flexibility, creativity and thoroughness that were paid to the selection,
optimization and development of force fields. Many different approaches were applied -
AIMD (Oxalate), Natural Bond Orbital method (Quartz surface), Restrained ElectroStatic
Potential method (nucleic acids building blocks) etc. Force fields were chosen correctly also
for ions and nucleic acids to prevent a co-crystallization of ions and/or instabilities in double
helical structures during long MD runs.




It is evident without any doubts that Ing. Ondfej Kroutil masters wide range of advanced
modeling techniques (CMD, AIMD) using many different software packages (AMBER,
GROMACS, CP2K, Gaussian, Turbomole etc). He knows to suitably apply them to get
valuable data. The scientific results are of major interest and substantially contribute to the
knowledge of interactions between biomolecules and surfaces. There are enclosed three
papers (with IF > 4) and one manuscript. Another two or three papers could appear soon, if
we take into account the amount of unpublished data. Moreover, Ing. Ondiej Kroutil is the
first author of two other highly impacted papers concerning computer modeling of
biomolecules. These papers were not included into the thesis due to (maybe a little bit
exaggerated) care about the purity of its storyline.

In my opinion, the work certainly fulfils the requirements for Ph.D. thesis, and I recommend it
for the defense.

Bor e
Prague 9™ September 2016 RNDr. Ivan Barvik, PhD.
Institute of Physics
Faculty of Mathematics and Physics
Charles University, Prague
Questions: .

1) Technical questions:

- Did you produce MD simulations using a workstation or by means of Linux clusters in a
supercomputing center? Exclusively CPU or even GPU were used?

- Which MD simulations have been carried out using software package GROMACS and
which by means of AMBER?

- Which force field was used for MD simulations of peptides?

2) Regarding Quartz surface - partial atomic charges were derived using ChelpG and Natural
Bond Orbital methods as implemented in the Gaussian 03 program. Are you thinking about
some alternative approaches that would be closer to the way how force fields for
biomolecules were derived? I.e. RESP which was incidentally used here to derive partial
charges for nucleobases? Alternatively, existing force constants for Silica (Lopes et al., J.
Phys. Chem. B 110 (2006) 2782-2792) could be used as a starting point and forcefield
CHARMM could be extended using the Force Field Toolkit (Mayne et al., J. Comp. Chem. 34
(2013) 2757-2770), which enables creation of input files for QM calculations as well as
subsequent fitting of force constants?

3) Bivariate plots in Figure 3-5 indicate orientation of adsorbed nucleobases. These results are
precisely described in the text. Yet it puts too high demands on my imagination. Please, show
explicit pictures illustrating the orientation of nucleobases.

4) Papers OKS5, OK6 were not attached to the dissertation. What are the main results of these
papers?
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Ing. Kroutil se ve své doktorské disertaci zabyva chovanim biologicky vyznamnych molekul
v kapalné fazi na imobilnim fazovém rozhrani. Vybrané systémy studuje metodami molekularniho
modelovani a teoretické chemie. Téma je aktualni — volba systému vyplyva z potieb aplikovaného

vyzkumu a z principit modernich bioanalytickych metod.

Prace sestava z cca 50 stran hlavniho textu a étyf piilozenych ¢lanki, které jsou k dneSnimu datu jiz
vSechny publikovany v impaktovanych ¢asopisech (véetné posledniho, ¢tvrtého, ktery je k disertaci
pfilozen jesté ve formé nerecenzovaného rukopisu). Doktorand je hlavnim autorem dvou
ptiloZenych praci, u ostatnich je spoluautorem. Clanky predstavuji v podstaté nezavislé studie
spadajici do zvolené problematiky. Hlavni text shrnuje jak zavéry pfiloZenych ¢lanki, tak dalsi,
dosud nepublikované, vysledky autora.

PtedloZena prace je sepsana piehledné a vécné. Kladné hodnotim zejména kvalitni reSersi (nakolik
mohu posoudit jako badatel, ktery se pfimo biomolekulami nezabyva) a snahu o vzajemné
porovnani vysledku dil¢ich studii. Prace je na dobré jazykové tirovni, pouze s obasnymi
odchylkami od standardni angli¢tiny a ustalenych typografickych pravidel. Po stylistické strance
mam vytku pouze k prvni vété zavéru — zminka o autorové usili se néco naucit podle mého
skromného nazoru do védecké prace nepatii. Domnivam se, Ze by praci sluSel seznam symbolu

a zkratek.

Po odborné strance je prace na vysoké Grovni. Autor si vzhledem ke zkoumanym problémum klade
relevantni otazky a vhodnymi metodami na né naléza odpovédi. Z vybéru pouzitych metod

a z nasledné interpretace dat je patrné, Ze pro autora je prioritou hledani pravdy i za cenu vétsi
naroc¢nosti zvoleného postupu. Své teoretické zaveéry autor poctivé konfrontuje s vysledky
experimentil. Jeho interdisciplinarni rozhled jej nenechava spoc¢inout v ,,modelaiské bubliné*

samoucelného generovani dat.
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Povazuji zde za vhodné upozornit, Ze rovnice (2-1) plati pouze pro elektrické pole mezi dvéma
deskami s nabojovou hustotou ¢ a —o. Pro jeden nabity povrch je potiebna nabojova hustota
odpovidajici stejné intenzité pole dvojnasobna. V tabulce 2-3 je nicméné pfevod nabojové hustoty
na intenzitu pole proveden spravné. Vécnou vyhradu mam k hodnotam elektrického napéti ve studii
s povrchem Hg. Uvadét napéti takto spocitané z intenzity vnéjsiho pole povazuji za pon¢kud

zavadéjici. Tento bod bych rad diskutoval v ramci obhajoby, viz odpovidajici otdzka nize.

Na zakladé vySe uvedenych skute¢nosti se domnivam, Ze predkladané dilo Ing. Ondreje
Kroutila spliiuje poZadavky kladené na doktorskou disertaci, a praci proto doporucuji
k obhajobé.

Otazky pro obhajobu:

1. Ve stati zabyvajici se peptidy na povrchu rtuti jste vyjadioval silu vnéjSiho pole pomoci
»aplikovaného* elektrického napéti mezi rtutovymi povrchy. Opravdu Vami uvedené
hodnoty v simulaci odpovidaji rozdilu elektrickych potencialii pouzitych kovovych
povrchii? Je mozno toto napéti néjak vztahnout ke skute¢nému napéti méfenému mezi
elektrodami v pfislusnych experimentech?

2. Mate néjaké opodstatnéni pro chemickou vazbu mezi povrchem rtuti a peptidovym

fetézcem? Z ¢lanku [OK3] neni patrné, Ze by se v systému piedpokladala chemisorpce.

- //} rT&o‘t (

7. za¥i 2016 v Usti nad Labem RNDr. “Jan Jirsak, Ph.D.
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Posudek disertacni price

Nazev: Molecular modeling of biomolecules — surface interactions
Autor: Ing. Ondrej Kroutil

Piedlozena disertacni prace je zaméfena na vyuziti pocitacovych simulaci ke studiu interakci
vybranych molekul s povrchy, coZ je s ohledem na omezené moznosti experimentalnich technik,
téma znacné¢ aktualni. Mezi studované povrchy student zatadil grafen, rtut’, kiemen (101), a rutil
(110). Mezi molekuly interagujici s povrchy pak rtizné protonované formy oxalatu, nukleobaze,
nukleové kyseliny a peptidy. Zvolenymi simula¢nimi technikami byly hlavné klasické a ab initio
molekularné dynamické simulace s plné atomovym rozliSenim, které student doplnoval kvantové
chemickymi vypocty. Ocenuji, Ze student tyto techniky nejenom konzumoval, ale byl je schopen
dale rozsifovat vytvafenim vlastnich parametrizaci silovych poli.

Vysledky relevantni k ptedlozené diserta¢ni praci student publikoval jako spoluautor ve tiech
publikacich pfijatych do impaktovanych ¢asopisu (IF 2014: 4,8; 4,5; 4.1) a dale v jedné odeslané
publikaci. U dvou téchto publikaci je student prvnim autorem. Dale je spoluautorem dalSich dvou
publikaci, které nejsou v disertacni praci komentovany. V samotné disertacni praci je pak souhrn
vysledki, které zatim nebyly publikovany a po dopracovani mohou poslouzit jako zaklad pro
dalsi publikace.

Prace je psana ¢tivym anglickym jazykem, ktery jen v nékterych ¢astech bylo tézké sledovat
(napt. ¢ast popisujici metodu CPS). Po grafické strance se prace nevymyka dneSnimu standardu,
v n¢kterych ¢astech by vsak stalo pouzit obrazky vetsi nebo kléast vetsi dtraz na jejich rozliseni
(napi. Figure 1-4, dale obrazky z publikaci, vytka se tyka tiSténé prace). Ocetiuji pouziti plnych
nazvu €lankl v citacich. Nelibi se mi vSak zpisob odkazovani pomoci jména a roku, ktery je
spiSe bézny v biologicky orientovanych ¢asopisech nez v praci z oblasti biofyziky, nehled¢ na to,
ze se k odkazovani v pfilozenych publikacich pouzivaji pravé Ciselné indexy. Disertacni prace
v rozsahu Citajicim 138 stran se sklada ze dvou hlavnich ¢asti. V prvni ¢asti o rozsahu cca 54
stran je stru¢ny uvod do problematiky, ptehled simula¢nich technik, popis studovanych systémd,
souhrn dosazenych vysledki véetné nepublikovanych dat a zavér. V druhé ¢asti jsou pak uvedeny
jednotlivé publikace.

S ohledem na délku textu, se student nevyvaroval chybam, napt.: str. 15, Table 2-1: v tabulce
neni nic zeleného; str. 18, Table 2-2: chybégjici konec popisku tabulky; str. 25: ,,double-£* (ksi) ma
byt ,.double-C* (zéta); str 29: ,consisted of and equilibration®; str. 118: asi chybna definice
torzniho uhlu “H-O-O-C torsion angle (hydroxyl)* ma byt “H-O-C-C torsion angle (hydroxyl)™,
apod.

V uvodni ¢asti student shrnuje soucasné poznatky k studovanym systémim a pouzitym
simula¢nim technikam. V této Casti bych ocenil, kdyby se student vice zaméfil na oblasti, které
nejsou prilis popsané ve standardnich u¢ebnicich, napf. na ab initio simulace, které student popsal
velmi struéné, kdezto spravny popis vzniku peptidické vazby, ktery je mozné nalézt jiz ve
sttedoskolskych ucebnicich, student uvedl na obrazku Figure 1-4b zcela $patné. Uvedeny produkt
ma totiz k peptidu velmi daleko.
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Ve vysledkové ¢asti jsou shrnuty jak publikované tak i nepublikované vysledky. Bohuzel pro
pochopeni nepublikovanych vysledki neni vétSinou v této casti uveden relevantni popis
pouzitych metod. Prezentované vysledky tak nejsou zcela reprodukovatelné, coz tuto ¢ast prace
znatné diskvalifikuje. Déale mi v nékterych Castech unika vlastni kontext, pro¢ byly dané
simulace provadény. K této ¢asti mam nasledujici pfipominky a dotazy:

Nejkontroverznéjsi ¢ast prace se tyka simulaci systému obsahujici oxalatovy anion. Napi. na
Figure 3-3 je uvedena hodnota g(r) pro parovou interakci mezi oxalatovym atomem kysliku a
sodikovym kationtem. Tato hodnota je nenulova i v simulaci pomoci ab initio molekulové
dynamiky, ktera vSak byla podle popisu uvedeného v metodach (str. 26 a 99) provedend bez
pfitomnosti protiiont (byl pouzit uniformni naboj distribuovany pies simulaéni box). V popisu
klasické molekulové dynamiky také nejsou uvedeny zadné informace o tom, Ze by systémy mély
obsahovat kationty nebo anionty.

1. Co tedy student v této ¢asti skute¢né simuloval?
2. Jaké parametry pouzil pro popis Na" a CI" v klasické molekulové dynamice?

Z kvantové chemickych vypocti plyne, Ze optimalni konformace oxalatového aniontu
odpovida struktufe, kterd ma hodnotu torzniho thlu (O-C-C-O) piesné 90° (Figure 2, str. 117). U
tohoto systému dale student uvadi, ze v ab initio simulacich pozoroval volnou rotaci okolo vazby
C-C a to priblizné kazdych 12 ps (str. 26 a 102). Tomuto tvrzeni vSak neodpovida ¢asovy prib¢h
torzniho thlu (O-C-C-0O) uvedeného v grafu Figure 4 (str. 119), coz student déle stvrdil uvedenim
primémé hodnoty 77,5+/-8,4° vtextu pro simulaci ve vakuu. Casovy pribéh pak déle
neodpovida histogramu Figure 5 (str. 120).

3. Muze student vysvétlit, jak presné méfil hodnotu dihedralniho uhlu uvedeného v grafu
Figure 4 a pro¢ jeho stiedni hodnota pro simulaci ve vakuu neodpovida nalezenému
minimu z kvantové mechanickych vypocta (Figure 2)?

V kapitole 4.2 (str. 36) je studovan oligopeptid chemisorbovany na rtutovou plochu pies
kovalentni vazbu Hg-S. Tento oligopeptid obsahuje kaskadu histidinovych residui v takovém
uspotadani, které mize usnadnovat transfer protont podél oligopeptidového skeletu.

4. Jaké pohnutky vedly studenta k studiu uvedeného systému, ktery vsak neodpovida
experimentalnimu uspofadani v publikované praci OK3, kde pouzity peptid neobsahoval
terminalni cystein a k chemisorpci tak nemohlo dojit?

5. V molekularné dynamickych simulacich se student zaméfil pouze na dva krajni stavy a to
systém, kdy vSechny histidiny byly neutralni a pak na systém, kdy byly pIln¢ protonovany.
Jaka protonace vsak ve skutecnosti bude odpovidat experimentalnim podminkdm?

6. Je mozné z vysledki experimentalni metody CPS usoudit, zdali se studovany oligopeptid
skute¢né chova jako protonovy ..drat?

V kapitole 3.2 a 4 je pii studiu fyzisorpce a chemisorbce studovanych biomolekul pouzito
velmi komplikované usporadani simulovanych systému, kdy jsou pouzity celkem Ctyfi vrstvy
v periodickych okrajovych podminkach, vrstva materialu se studovanym povrchem (a pfipadné
kovalentné ukotvena studovana biomolekula), voda (a pfipadné studovana biomolekula), jina
vrstva materialu a vakuum. :
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7. Jaké divody vedly studenta k zvoleni uvedené¢ho upoiadani?

8. Jakym zplisobem byla zajisténa spravna hustota vrstvy obsahujici vodu?

Zéavérem musim Konstatovat, ze student v piedlozené disertacni praci prokazal, ze je schopen
se orientovat v Siroké oblasti pocitacovych simulaci a tyto simula¢ni techniky vyuzit ke studiu
vlastnosti anorganickych, organickych a bimolekularnich systému a hlavné jejich kombinaci, coz
je oblast, ktera neni stale dobfe prozkoumana, a ziskané vysledky, které rozsifuji poznani v této
oblasti, byl schopen publikovat v recenzovanych casopisech. Praci proto doporucuji
k obhajobé.

M/ ¢
V Brné 12. zaii 2016 &/\ w&

RNDr. Petr Kulhanek, Ph.D.
Stiedoevropsky technologicky institut
Masarykova univerzita

Kamenice 753/5

625 00 Brno



