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Posuzovana prace MiloSe Musila patii do oblasti bioinformatiky proteini, jedna se o kombinaci
aplikované informatiky s doménovymi znalostmi struktury proteinti a evoluce proteind, respektive
proteinovych sekvenci. Formalné prace predstavuje 123-stranovy text (83-stran bez priloh)
obsahujici jako prilohy klicové publikace, na kterych se uchazec podilel vyznamnou mirou. Text je
psan v anglickém jazyce na vyborné trovni, s vyjimkou opakovanych prohieski nadmérného a tim
i nevhodného uzivani urcitych cleni. Tyto se vyskkytuji hlavné v anotaci, ale nékolik pfipadl jsem
zaznamenal i v textu prace. Jako prilohy obsahuje dizertacni prace 4 publikace a CD se soubory
dalSich publikaci s hodnocenim nékterych z nich.

Po obsahové strance svédci uvod textu o vynikajici orientaci uchazece v problematice stability
proteint, prace se sekvencemi proteinti, existenci nastrojli pro praci s timto typem dat a taky
vyhodami a nevyhodami jednotlivych pristupii. VétSina problematiky je prezentovana srozumitelné
a systematicky do miry, Ze tuto cast textu by Slo lehce vyuZit jako ucebni material pro vyuku
principd konstrukce fylogenetickych stromii ¢i faktorii ovliviiujicich stabilitu proteinti. Text
obsahuje jasné definované cile dizertace a nasledné pak struc¢ny popis jejich dosaZeni, ktery pomaha
spojit tuto Cast s prilohami, popisujicimi nékolik nastrojt, které student vytvoril nebo se podilel na
jejich tvorbé. Podil je dan procentuelné a kratkymi zminkami o zptisobu participace. Deklarované
cile jsou (kromé orientace v problematice stability proteini) sbér vychozich dat, generovani
stabilnéjSich variantt pro libovolny protein a jako mezikrok této ¢innosti prace s rodinami
pribuznych sekvenci za icelem nalezeni jejich nejpravdépodobnéjsi vychozi (“ancestralni”)
podobu. Z textu je zfejmé, Ze hlavnim autorskym dilem i objektem badani je prohliZeCova verze
softwaru FireProt a hodnoceni jeho tispésnosti v generovani stabilnich variantti vstupnich proteini.

Z hlediska proteinového inZenyrstvi je zajimavé, Ze ve FireProt se povedlo vytvorit vypocetni
postup vyuZivajici nékolik vzajemné ortogonalnich pristupi k hodnoceni mutaci — strukturni,
evolucCni a statisticky a za pomoci asi 16 existujicich nastroju tyto integrované vyhodnotit k
predpovédi stability mutovaného proteinu. Tato cast prace je ale zfejmé dlem jiného autorského
kolektivu. V prezentované verzi by mohl byt problémem maly vzorek proteinti, na kterych byl
néstroj validovéan. Uzké spektrum validacnych experimentii mirné sniZuje kvalitu a hodnotu jinak
nesporné zajimaveé a uspésné prace. Na druhé stran€ je soucasti prace i integrovana sbirka dat o
stabilité proteind, kterd samotna je prispévkem k vyssi kvalité prace s daty podobného typu. Je taky
pravda, Ze nastroj ma dle slov autort slouzit k prioritizacci mutaci a jako takovy mtiZe byt pfinosem
i kdyZ schopnost posuzovat mutace a jejich kombinace neni 100% spolehliva. Kvalitu dil¢ich
vystupti kromé jiného doklada i jejich publikace v renomovanych védeckych casopisech. V piipadé
klicovych praci k software FireProt se jedna o Nucleic Acids Research a Briefings in
Bioinformatics, oba s IF pres 10.

K nékterym castem prace a tvrzenim v textu mam drobné pripominky, nékteré k pripadné diskusi:
1) Ke schémé a pouZitému postupu implementovanému ve FireProt:

- “Correlation v. conservation” MitiZe byt nékdy problém rozeznat funkcné duleZité korelace od
korelaci z evolu¢nich divodi (pokud napfiklad nastal v evoluci na nékterych pozicich tzv.

“bottleneck™)?

- JelikoZ obé vétve vypocti vyuzivaji FoldX a Rossettu, v ¢em je principialni rozdil zarucujici, Ze
predpovédi ve dvou vétvich nebudou stejné?



Prvni ¢ast schémy je velice podobna HotspotWizardu. Nevznika tim néjaky problém, kdy data ve
FPdb jsou anotovana HotspotWizardem a podobny postup je zaroven pouzivan k analyze téchto
dat?

2) V praci se u motivace nékolikrat opakuje, Ze proteiny v burice jsou vystaveny mirnym
podminkam oproti podminkam napfiklad industrialnim. Proteiny jsou ale molekuly, které mtizou
existovat ve velkém rozsahu teplot, tlakti, koncentrace soli a jinych podminek prostfedi.
Objektivnéjsi shodnocenti situace by podle mé bylo konstatovani, Ze proteiny, které se v ramci
evoluce vyvinuli pro funkce v relativné dobte definovaném prostfedi buiiky, nemaji sloZeni vhodné

pro jiné situace, bez odkazovani se na “mirné” ¢i “drsné” podminky.

3) V préci je zminka o velkém mnoZstvi sekvenci proteint (oproti strukturam), které jsou k
dispozici diky novym metodam sekvenovani DNA. Urcitym problémem pfi charakterizaci mutaci
by mohla byt existence pseudogenti ¢i jinych sekvenci, které Ize sekvenovat, povazovat za kédujici,
ale ve skutecnosti nemusi plnit plnohodnotné biologické funkce. Jaky vliv by méli takové sekvence
na analyzu stability, zejména s vyuZitim mnohocetného zarovnani?

Vzhledem k uvedenym skutec¢nostem povazuji praci za aktualni, vypracovanou v nékterych
aspektech na dobré a v jinych na vysoké tirovni a demonstrujici schopnost uchazece
samostatné resit védecké problémy. Doporucuji proto uznat praci jako dizertacni a udélit na
jeji zakladé titul PhD.

Dalsi otazky k obhajobé:

1. V praci uvadite, Ze vétSina programi nefesi zménu stability proteind s vice mutacemi. V tabulce
5.3 a 5.3 nicméné uvadite software jako MAESTRO, ELASPIC. Prethermut, FRESCO a PROSS.

postupem a které z nich se Vam povedlo vyresit?

2. Jak je Vas software vyuzivan védeckou komunitou a jakou zpétnou vazbu jste od ni dostal?
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