Oponentsky posudek
dizertagni prace Ing. Milady Krejéové

Molekularni motory a Maxwell(v démon

Disertacni prace Ing. Milady Krejcové je zaméfena na vysoce aktualni oblast,
mikromechaniku na molekularni Grovni, konkrétné na matematické modelovani
molekulariho motoru myosinu Il. Za hlavni pfidanou hodnotu modelu  povaZuji
interdisciplinarni aplikaci principll statistické fyziky na biologicky jev svalové kontrakce a
funkci molekularniho motoru. Statistické predikce polohy myozinové hlavicky jsou feSeny dle
Fokker-Planckova popisu. Zajimavym interpretaénim pohledem je aplikace konceptu
Maxwellova démona na popis myozinové hlavy coby prostfednika a- pozorovatele
vykonavaného pohybu.

Vlastni diserta¢ni prace o 141 stranach je ¢lenéna obvyklym zplsobem. Po souhmu,
prehledu khcovych slov, obsahu a seznamech obrazk( a tabulek nasleduje Gvodni &ast (Part
1), kterd je pomérné rozsahla. Po struéném vysvétleni hlavniho pfedmétu dizertaéni prace a
jeii struktury (kapitola 1) nasleduji 2 rozsahlé kapitoly. Prvni z nich (kapitola 2) je vénovana-
biologické podstaté, rozdéleni a charakterizaci zakladnich molekularnich motort a Uloze
myosinu Il ve svalové kontrakci. Druha (kapitola 3) je zamérena na statistickou a informacni
teorii statistické fyziky a jeji vztahy s termodynamikou véetné matematického popisu. Jako.
moZny interpretani pohled je zaveden a podrobné vysvétien koncept Maxwellova démona,
jeho historicky vyvoj a mozné aplikace. ‘

Po prehledném shrnuti hlavnich cill a hypotez (Part II kapitola 4) nésleduje
metodologicka cast (Part Ill). V ni je ¢tenaf sezndmen s fedenim Fokker-Planckovy rovnice,
difuzni rovnice (kapitola 5), Wang-Peskin-Elstonovym algoritmem a meznimi podminkami
(kapitola 6). Je pfedstaven 3-stavovy model myosinu Il (stav bez vazby, se slabou vazbou a
po zabéru) s matematlckym popisem hlavnich zavislosti (kapitola 7), kondenzace funkcmch
stavll (kapitola 8) a urovani pozice myozinové hiaviéky (kapitola 9).

Vysledkovou &ast (Part IV) tvofi 5 navazujicich kapitol, které se postupné zabyvau
numerickym a analytickym feSenim Fokker-Planckovy a difizni rovnice (kapitola 10}, viivem.
meznich podminek (kapitola 11}, stavovymi pfechody a vlivem ATP (kapitola 12), rychlosti
molekularniho motoru myosinu [l v zavislosti na zatizeni a ATP (kapitola 13) a konetné
predikci pozice myozinové hlavicky (kapitola 14). Praci uzavird celkové shmuti (Part V,
kapitola 15) doplnéné souhrny v Ceském, anglickém a némeckém jazyce. Literarni rozhled a
crientaci v oboru doklada rozsahla bibliografie o 142 poloZkach.

Aplikace prlnc:ipu statistické fyziky a termodynamiky do modelovani moiekulamlch-
biologickych jevil (interakce myosinu s aktinem) je hlavnim pfinosem piedloZené prace a
relevantni cestou k pochopeni variability biologickych odpovédi, kterou klasické mechanické
modely nedokaZzou popsat a predikovat. Realistitnost modeiu byla ovéfena simulaci
mechanickych viastnosti, zavislosti rychlosti na vnéjsim zatiZeni, kdy bylo zjisténo dvojité
hyperbolické rozlozeni, které odpovida literarnim ddajuom. Zajimavym konceptem je
interpretace funkce myosinu pomoci Maxwellova démona coby jakéhosi prostredmka a
pozoarovatele biologického déje.

Zvolené téma dizertaéni prace je dle mého nazoru vysoce aktualni. PrestoZe jsou
funkce kosterniho svalu jiz popsany do znaéné hloubky, stale z(istava fada nejasnosti a
pravé aplikace statistickych pfistup( na molekularni procesy (nejen svalové kontrakce) je
slibnou cestou. MozZna lepsim predmétem takto zaméfeného vyzkumu by byl iontové kanaly,
u kterych nechybi idaje o molekuldarmich pochodech (single-channel patch-clamp) ani udaje
o synchronizovaném chovani na Urovni celé buriky. Aplikace statlstlckych prlnclpu muze
smeérfovat k vysvétleni drobné variability opakujicich se déjl, kterda m(Ze byt klicem
Kk pochopeni dlleZitych biologickych a medicinskych aplikact, napf. déjii vedoucich ke vzniku
poruch srdeéntho rytmu. Za dlleZity povazuji interdisciplinarni charakter prace, kdy pokrodilé




metody statistické fyziky jsou aplikovany na studium biologického fenoménu a pfispivaji
kjeho lepSimu porozumeéni. Z hlediska rozvoje oboru tak prace rozsifuje aplikacni moznosti
matematického modelovani a statistické fyziky na jedné strané, na strané druhé prispiva k
hlub8imu pochopeni biologického jevu.

Publikacni aktivita kandidatky je pfiméfena. Pi podrobngjsim rozboru publikadni
aktivity je nicméné ziejmé, Ze publikacni potencial poznatkli prezentovanych v dizertacni
praC| neni dosud zcela vytézen a mély by byt uplatneny v impaktovanych Casopisech, jejichz
urovné dle mého nazoru dosahuiji.

Z formalniho hlediska je prace kvalitni, jeji pfehlednost doklada systematicky pfistup
k feSenému problému. Prace je zpracovana velmi peclivé, témeér bez preklepl a v anglickém
jazyce, jehoz uroven doklada velmi dobrou jazykovou pfipravenost kandidatky.

Na zavér bych si dovolil poloZit nasledujici dotaz. Rad bych zddraznil, Ze se nejedna
o vytku predloZzené disertacni praci, ale spiSe o spekulativni komentar a doporuceni pro
budouci praci.

Nejsem si zcela jist, Ze myosin li optimalné odpovida konceptu Maxwellova démona
coby prostfednika a pozorovatele. Z pohledu fyziologa by lepSim kandidatem mohly byt
regulacni proteiny aktinového filamenta (troponin, tropomyosin), jejichz postaveni umozriuje
nebo blokuje interakci aktinu s myosinem. Pfipadné by vhodnym kandidatem mohly byt
ryanodinové receptory sarkoplazmatického retikula, jejichz otevieni umozruje prudké
zvySeni koncentrace intracelularniho vapniku, nebo vapnikové kandly sarkolemy (ICaL),
které v zavislosti na akénim napet| aktivuji ryanodinové receptory. Nedala by se jejich funkce
jakychsi jednosmérnych dvefi v procesu kontrakce a vazby mezi excitaci a kontrakci dobre
popsat pomoci Maxwellova démona?

Zaver:
Predlozena dlzertacnl prace spliiuje vSechny pozadavky kladené na dizertacni
praci, a proto ji jednozna¢né doporucuji k obhajobé.

V PIzni,20. dubna 2021 Prof. MUDr. Milan Stengl, Ph.O.



Oponentsky posudek na doktorskou disertacni praci

Ing. Milady Krejcové: Molecular motors and Maxwell's demon.
k udéleni akademického titulu "PhD" v oboru Aplikovana mechanika na Zapadoceské
université v Plzni.

Studium tzv. molekularnich motord je v poslednich 15-ti letech velmi aktualni téma
diskutované jak v biomechanice tak pfedevs§im v medicing€. Jde o kooperaci velkych molekul,
jejichz vysledny pohyb je urovan jednak mezimolekularnimi silami ajednak jejich chaotic-
kym (Brownovym) pohybem. Vzajemné piisobeni mezimolekularnich a mechanickych sil
vyvolanych tepelnym pohybem vede ke vzniku korelaci, jejichz nasledkem miize byt i
usporadany pohyb. Tento uspofddany pohyb Ize nazvat molekularnim motorem. Jednim
z diisledkti je napft. 1 uspofadany pohyb slabého aktinového vldkna viici silnému vldknu
myozinovému.

Aktinova vlaknajsou spojeny se Z linii a myozinova vlakna, na kterém jsou navazany
aktivni hlavicky ( cross- bridges, v ¢estiné Casto nazyvané piicné mustky), jsou pies elasticky
polymer titin spojeny s M linii. Uspotradany pohyb pfi¢nych mustkti vede ke zkracovani
vzdalenosti mezi Z a M liniemi. Dochazi tak ke zkracovani sarkomery (svalové vlakno
kontrahuje). Z pruiezu sarkomery je patrno, e kazdé vlakno myozinu je obklopeno Sesti
vldkny aktinovymi a kazdé aktinové vlakno je obklopeno minimalné tfemi myozinovymi
vlakny. Stfedni vzdalenost mezi tenkymi a tlustymi vlakny je 23 nm. Tedy vzdalenost
dostatecné mala k tomu aby se uplatnily mezimolekularni elektromagnetické sily. Dodéanim
iontu Ca®" na strané slabého aktinového vldkna dochazi ke zméné elektrického potencialu a
na misto s iontem Ca’+ (troponin) se navéaze hlavicka myozinu spojena se silnym
myozinovym vldknem. Tato hlavicka obsahuje vysoce energetickou molekulu ATP
(adenosintrifosfat), ktera pti hydrolyze ATP+H, O —>ADP+P vede ke zméné tvaru (vztyceni)
navazané hlavicky tak, ze dochazi ke vzajemnému posuvu obou vlaken. Dal§im privodem
ATP dojde opét k rozpojeni mustku a myozinova hlavicka se narovna podél myozinového
vlakna. Obvykla velikost vychylky myozinové hlavi¢ky z rovnovazné polohy je v rozmezi
47nm (rozpojena poloha pred kontraleci) az do 47 nm po kontrakei. Tento proces se cyklicky
opakuje a dochazi ke kontrakci sarkomery zptvodni délky 3.65 umna 1.05 pm (prekryti
vldken az 0 2.6 um) az do vyCerpani Ca®" a ATP.

Takto zjednoduseny model sarkomery, 1ze povazovat za linearni molekularni motor,
ktery pii kontrakei generuje silu, a tudiZ kona mechanickou (expanzni praci). Jinymi slovy;
pfeménuje chemickou energii (neexpanzni praci L'.G=-30. SkJ/mol) na energii mechanickou
(expanzni). Dochazi tak k transformaci jedné formy energie na formu jinou, aniz by byla tieba
asistence n¢jakého hypotetického démona.

Matematicka formulace vzdjemné relace mezi stochastickym pohybem molekul, kterym je
predevsim difuze (Browntiv pohyb) a dodate¢nym mezimolekularnim silovym piisobenim,
veetné chemickych reakct, je principialné obsazena ve vétSin€ parabolickych rovnic.

K formulaci vzdjemné souvislosti mezi ndhodnymi silami a dodate¢nou taznou silou je nej-
vhodné;jsi Foklcer-Planckova parcialni diferencialni rovnice. Tato rovnice, popisuje ¢asovy
vyvoj funkce hustoty pravdépodobnosti rychlosti ¢astice pod vlivem taznych sil (konvekee,
mechanické ¢i elektromagnetické sily) a ndhodnych sil vyvolanych tepelnym (Brownovym)
pohybem. Kdyz je tato rovnice pou21ta k vypoctu pravdepodobnostl polohy castic, je vice
znama jako Smoluchowskéhc T - --+dvalentni dif{zni rovnici




s konvekei. V piipadé€ s nulovou diftzi je ve statistické mechanice znéma jako Liouvilleova
rovaice.

Hlavnim cflem price bylo navrhnout model svalové kontrakce (sarkomery) tak, aby bylo
mozno felenim Fokker-Planckovy rovnice simulovat generaci mechanické sily popsané
pomoc{ Hillovy rovnice.

Hodnoceni

a)

b)

PouZité metody odpovidaji sou€asnym trendiim v oblasti aplikace matematickych
metod k popisu biomechanickych problémii. Price je orientovdna vice na objasnén{
vzniku usporddaného procesu v jinak velmi sloitém chaotickém prostiedi. Ulohou je
objasnéni svalové kontrakce s cflem dosahnout konkrétnich v§sledki, které lze
porovnat s experimentalné zjiSténymi prubehy.

Pfinosem price je realizace numerického kédu pro fefen{ Fokker-Planckovy rovanice
pro pravdépodobnost polohy E4stic G¢astnicich se svalové kontrakee. Vychdzi z prace
autord Yin Y. a Guo Z (Collective mechanism of molecular motors and a dynamic
mechanical model for sarcomere) uvedené jako citace [136] s pouZitim algoritmu
WPE autorfi Wang, Peskinz a Elston { A Robust Numerical Algorithm for Studying
Biomolecular Transport Processes) citovand jako [132]. Vlastnim vypoétem autorka
prace prokazala, Ze rychlost kontrakce a maximdini izometrickd aktivoi sila rostou

s rostouc koncentraci ATP a stanou se konstantni, kdyZ koncentrace ATP dosdhne
Jjakési rovnovaZné saturace. Kontrak¢nd rychlost s postupnym zvySovanim zatéZové
sily se sniZuje. V normalizovaném tvaru jsou tyto vysledky v dobré shodé s Hillovym
modelem svalu, citace [26], viz. Fig. 13.9a 13.10..

Prace mad pfiméfeny rozsah (vEetné literatury ma 128 stran) a obsahuje velké mnoZstvi
tdajil a obrazki, nékteré viak nejsou pro formulaci samotného modelu vyuZity.
ReZerdnf ¢ast je pfiméfend a vénuje se pfedeviim popisu riizngch typd molekulérnich
motori a diskusi 0 Maxwellové démonu, jehoZ zdsadni vliv na existenci uspo¥idaného
pohybu (molekularniho motoru) se mi nepodafilo nalézt. Prace se tak stdva ponékud
nepfehlednou zavidénim nepouZivanych pojmd jake relativaf entropie & pfencs
informace. Nicméné, je napsina srozumitelnou angliétinou a mé velmi dobrou
grafickou tirovedl. Vysledky simulaci jsou dobfe popsdny a interpretovany.

Mezi publikacemi autora nejsou Zidné price ve SCOPUSu, které by byly vé€noviany
vysledkiim disertace. Nicméné problémiim disertace jsou vénovany konferenéni
piispévky na mezindrodnich konferencich vénovanych ¢isté biomechanick§m
problémim. Z uvedenych publikaci je dile patrno, Ze se M. Krejéovd uvedend
problematice peclivé a dlouhodobg vénovala. Uvedené publikace a i tato disertadni
prace ukazuji na jeji schopnost porozumét a numericky fesit sloZité biomechanické,
popf. technické, problémy.

K préaci mam nésledujici dotazy.

1. Na pogatku kap. 9 je Véta“ Imagine, that a control mechanism, which is in the
muscle cell (the demon), needs to locate "precise" position {(and state of the myosin
head) in time t = ty,.“ Této vété rozumim tak, 7e ,,Pfedstavte si, Ze potfebujeme
fidici mechanismus, ktery je ve svalové buiice ( tedy démona), ktery lokalizuje
"pfesnou” polohu (a stav hlaviéky myozinu) v ase t = tp,.* Moje otdzka je, zda
tento démon pracuje s n&jakou dal¥i, dosud neznamou interakcei.? Neni moZné



vysveétlit stav a polohu hlavy myozinu pomoci kvantové mechaniky, jako disledek
maximalni pravdépodobnosti jejiho aktudlniho energetického stavu?

2. Pro¢ byl zaveden pojem produkce vzajemné informace (mutual information
production), kdyz k vysvétleni funkce kontrakce (molekularmno motoru) to neni
tieba?

Parabolické rovnice jsou obecn¢ jediné, které vérohodné popisuji evoluci redlnych
systémil, véetné respektovani ijejich dlouhodobé paméti. Markovovské procesy
definovaného jen v predchozim ¢asovém krokn. Jak bylo uk4zano i v této praci, i
toto zjednoduSeni dava vérohodné vysledky.

3. Jak rozumét vztahu (10.3), jde ziejmée o preklep. V této podob¢ nedava zadny
smysl. Veli¢ina kBTma fyzikalni rozmér [pNnm] a ne [pN/nm] ; vyskytuje & na
vice mistech.

4. Kap. 13. Vypocet rychlosti myozinové hlavy vede zajistych predpoklad
k homogenni soustavé linearnich rovnic (13.15). Ta méa nenulové feseni jen kdyz
je matice soustavy singularni, tj. jeji determinant je nulovy. Tato vlastnost ukazuje
na néjakou vnitini souvislost mezi doptednymi toky r»+i/2 a zpétnymi toky Ba+112
vyjadiujici rychlost pfechodu mezi polohami myozinové hlavice. Existuje tudiz
néjaka korelace mezi t€émito toky, ktera by mohla i objasnit hypotézu hledané¢ho
nemateridlniho démona.

Uvedené otazky nejsou zasadni pro vysledky predlozené prace. Maji za cil nasmérovat
diskuzi, popftipad¢ i zajem autora na problémy, které jsou podle autora posudku, pro
modelovani molekularnich motorti dilezité.

Préace neobsahuje zadné dalsi vécné chyby aje v ni jen minimum pieklept.

Zaver

PiedloZena prace ma vybornou grafickou tirovenl. Obsahuje rozsahlou resersi riznych typl
molekularnich motori ajejich pripadny vyskyt v biologickych systémech. Vypracovany
software simuluje kontralcci sarkomery tale, ze odpovida experimentalné ovéfenému Hillovu
modelu svalu. Pfedlozena doktorska prace k ude€leni titulu PhD., spliiuje ustanoveni§ 47,
odst. 3 Zalcona ¢ 111/1998 o vysokych skolach a doporucuji proto, aby byla Ing. Milada
Krejcova piipusténa k jeji obhajobé na Fakulté aplikovanych véd, Zapadoceské University
v Plzni.

V Praze dne 14. dubna 2021 Prof. Ing. FrantiSek MarSile, DrSc.
Ustav termomechaniky AVCR





