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Oponentsky posudek na disertacni praci:

Nazev prace: Computer simulations of Na/K-ATPase its interactions with small molecules
Autor prace: Petra Cechova

Disertaéni prace Petry Cechové je zamé&fena na vyzkum interakci malych molekul se sodno-draselnou pumpou.
Pomoci homologniho modelovani, molekularni dynamiky a dokovani malych molekul, autorka zkoumala
iontové drahy, vazbu nukleotidl a vazby potencidlnich terapeutickych ¢inidel na tento transmembranovy
protein. Mezi hlavni vysledky prace patii objeveni dvou novych iontovych drah, detailni popsani ATP-vazebné
kapsy a interakce mezi nukleotidy a touto kapsou a popsani nékolika moZnych mechanismu inhibice sodno-
draselné pumpy.

Prace je pfehledné élenéna do &yt hlavnich kapitol. Uvodni kapitola ukazuje, 7e autorka se orientuje v dané
problematice, a Ze zvladla veskeré pouzivané metody. Vysledky jsou prehledné prezentovany a diskutovany v
kontextu pfedchozich experimentélnich praci. Ve vétsiné pfipadl jsou jiZ tyto vysledky publikovany v
odbornych ¢asopisech. Prace se zda byt dobfe zvladnutd, text je formulovan jasné a clenén prehledné a graficka
¢ast prace je vétsinou zpracovana peclivé. Mam jen nékolik drobnych pfipominek. U nékolika obrazkl by bylo
dobré mit legendu barev, coZ je nejvice patrné v obr.5, kde je barevné schéma popsané slovy dosti
nesrozumitelné (ktera zelena je "forest green” a ktera je "dark green"?). Prace obsahuje nékolik drobnych
preklepl (napf. "P-N grove" - Fig.24, "ligandss" - Tab.3) a zkomolenych referenci (napf. [95]).

V souhrnu piedloiena prace spolu s publikacemi ukazuji na to, Ze autorka dobfe zvladla studovanou
problematiku a je schopna vlastni védecké prace a tvorby odborného textu.

Otazky:

1) V diskuzi na strané 70 uvadite dvé moZnosti, jak mohou flavonolignany inhibovat sodno-draselnou pumpu.
Jedna mozZnost je, Ze zabrani prichodu iontl a druh3, Ze zabrani vzajemnému pohybu P- a N- domén. Bylo by
mozné vypocetné urdit, kterd z téchto moZnosti nastava? Pripadné, jak byste tuto otazku ovéiovala
experimentalné?

2) Na str. 62 uvadite, Ze drdhou TM3-TM7 prochdzely molekuly vody a v jednom pfipadé iont Na'. Znamena4 to,
7e byl iont pozorovan jen v jedné simulaci? Z kolika? Jak je toto pozorovani signifikantni? Podobné je tomu v
pfipadé drahy TM6-TM9. Mzete tyto vysledky kvantitativné porovnat s drahami, které jsou zndmé?

3) V lvodu prace zmifiujete, Ze sodno-draselnd pumpa muzZe tvofit vy3si oligomery, aZ do (af)), (str. 12), avSak v
simulacich pracujete pouze s monomerem. Jakad je struktura a funkce téchto vyssich oligomeri? Je mozné
provadét MD simulace s témito oligomery?

4) Kromé zdroje energie, se ATP zda byt velmi potentni solubiliza¢ni ¢inidlo (Patel et al. (2017). ATP as a
biological hydrotrope. Science, 356(6339), 753—-756). Pozorovala jste interakce ATP s proteinem (mimo ATP
vazebné misto), které by tomuto nasvédcovaly v pfipadé sodno-draselné pumpy?
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Oponentsky posudek

na doktorskou disertaini praci Mgr. Petry Cechové nazvanou:
»Computer Simulations of Na'/K'-ATPase its Interactions

with Small Molecules®

Hlavnim cilem pfedloZené doktorské disertaéni prace Mgr. Petry Cechové bylo studium
konformatni dynamiky integriiniho membranového proteinu Na'/K*-ATPasy metodami
molekulové dynamiky. Déle pomoci metod molekulového dokovani byly studovany interakce
Na'/K"-ATPasy s vybranymi skupinami malych organickych sloudenin. Na*/K*-ATPasa pat
mezi kli€ové enzymy buné&né fyziologie a jejim hlavnim dkolem je aktivni transport Na* a
K” iontd ptes bun&énou membranu. Koncentradni gradienty téchto iontd jsou dileZité pro
udrZovéni membranového potencidlu, bunéiného objemu & zabezpeleni sekunddrniho
aktivnfho transportu riznych latek. Strukturn{ studie publikované b&hem poslednich. deseti let
umoZnily detailni objasnéni struktury rdznych konformagnich stavi Na'/K™-ATPasy.
Nieméné fada detaild tykajicich se mechanismu funkce, napt. kdy dochdzi k otevieni a
zavieni pfistupu k vazebnym mistim pro kationty v ramci transportnfho cyklu. & jak pfesné
dochdz{ k pohybu font v rdmei struktury proteinu je stile nejasné a metody vypo&etni chemie
jsou vhodnymi néstroji pro jejich studium.

Vysledky disertatni prace Mgr. Petry Cechové lze rozdélit na t¥ v&t§ &isti. V prvni se
autorka vénuje studiu pohybu jontd vrémei struktury Na'/K*-ATPasy, v druhé &asti studuje
interakce nukleotidd senzymem a ve tfeti jsou studovény interakce Na'/K'-ATPasy
s inhibitory na bazi flavonoidi a quinolinonil.

Disertalni prdce md bez pfiloh 100 stran, je pséna anglicky zkracenou formou, tedy jako
komentovany soubor publikaci doktorandky. Komenta¥e jednotlivych publikaci zahrnuji
struény popis kli¢ovych vysledkil. V teoretickém (ivodu autorka sumarizuje souéasné znalosti
o struktufe a mechanismu funkce Na'/K'-ATPasy a déle principy vypocetnich metod, které
byly v préci pouZity. Nasleduji souhrn vysledkil zaloZeny na &tyfech publikacich (t# z nich jiz
byly publikovany), zévér a piehled citované literatury Zitajici 225 citovanych praci. Jako
piflohy prace obsahuje kopie publikaci autorky.

Prvni publikace se tyka studia p¥istupnosti vazebnych mist pro kationty ve struktufe
enzymu pomoci molekulové dynamiky. Na této praci je Mgr. Petra Cechova prvnf autorkou.
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Druh4 publikace se v&nuje inhibici Na'/K'-ATPasy derivatem quinolinonu. Ttet{ publikace se
tyk4 inhibice Na'/K'-ATPasy flavonoidy a &tvrtd interakcim enzymu s nukleotidy. Na této
publikaci je Mgr. Petra Cechova také prvnim autorem, PredloZens disertaéni prace tak jasnd

ukazuje, Ze Mgr. Petra Cechovd ziskala znatné zkuenosti v celé ¥ metod molekulové
dynamiky a molekulového dokovani a jejich vyuZiti pfi studiu struktury a funkce proteint.

Préce je pséha srozumitelnou angliStinou s nizkym vyskytem pieklepl. Nicméné€ v nazvu
prace jeden pieklep ztistal (chyb&jici ,,and“). Z formélniho hlediska bych dale autorce vytknul
absenci kapitoly, kde by byl struény p¥ehled hlavnich cild prace. Takto musi &tendf cile
jednotlivych studii dedukovat pfimo z textit publikaci. Déle by price mé&la obsahovat pfesné
vymezeni podilu autorky na jednotlivych publikacich.

K problematice diskutované v doktorské disertaéni praci mém nésledujici dotazy, které
jsou spiSe ndméty pro diskusi:

1. V ramei studia p¥istupnosti vazebnych mist pro kationty ve struktufe Na'/K'-ATPasy
jste identifikovala dvé nové cesty: TM3/TM7 a TM6/TM9. Lze odbadnout do jaké
miry (jak &asto) jsou tyto cesty otevieny v porovndni s cestami identifikovanymi
v drivéjsich studiich? Jakym zplsobem by §lo tyto nove cesty experimentalné ovéfit?

2. Podle Tabulky 1 na str. 26 bylo publikovino n&kolik krystalovych struktur Na“/K'-
ATPasy snavizanym ADP. Jak se li8i konformace ADP vi€chto strukturich
s konformaci pozorovanou v MD simulacich? Déle jak si mechanisticky vysvétlujete
vliv protonizace aminokyselinovych zbytki CBS na konformaci ATP/ADP
pozorovanou ve vaich simulacich? Existuje pro tuto souvislost ndjaké experimentaini
ovéfeni?

3. Vramci dokovani pomoci programu Autodock Vina byl paramets ,exhaustiveness”
nastaven na hodnotu 400. Tento parametr uréuje kolikrét je opakovan vypodet v rdmei
jednoho spusténi programu. B&Zng se viak pouZivaji mnohem niZ3{ hodnoty (napf. 10-
40). Miizete vysvétlit, pro& byla pouZita hodnota 4007 Souviselo to né&jak s velikosti
simulagniho boxu? Vzhledem k tomu, Ze délka vypodtu je linedrn& z4visld na hodnoté
exhaustiveness, nebylo by z hlediska nalezeni korekintho vysledku vhodn&ji spustit
vypodet vicekrdt s niZ8i hodnou tohoto parametru? Celkové délka vypodtu by byla
stejnd, ‘ale diky v&tsi randomizaci podate€nich konformaci by byla v&t§i ¥ance na
nalezeni konfigurace s minimem vazebné eénergie.

4, Jaky byl autorsky podil autorky na jednotlivych publikacich?

Zavérem konstatuji:

PiedloZend doktorska disertadni prace Mgr. Petry Cechové predstavuje cenny pfinos ke studiu
mechanismu funkce Na'/K'-ATPasy a jejich interakci s malymii organickymi sloudeninami.
Préce je pséna srozumitelns, pe&livé, v&tina vysledkd jiZ byla publikovéna. Autorka ve své




disertaéni préci dokézala, Ze je vyspélym védeckym pracovnikem, schopnym samostatné
vyzkumné prace.

Jelikoz predloZena préce Mgr. Petry Cechové vyhovuje viem pozadavkim kladenym na
doktorskou disertaéni praci, pné ji dopoeruéuji k pfijeti.
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