Oponentsky posudek na diplomovou praci Vita Dohndlka

Vit Dohnalek sepsal diplomovou préci s ndzvem Evoluce importu proteini do mitochondrii.
UZ z nazvu vyplyva, Ze jde o praci velmi ambicidzni, kterd je vSak rozsahem spise stfidma
(nastésti), obsahové vsak presto velmi bohatd. Nazev prace je po mém soudu trochu
zavadéjici, protoze prace se z velké ¢asti vénuje evoluci dvou mitochondrialnich proteint
Tom40 a predevsim Sam50. Az ve finaIni ¢asti pak popisuje stru¢né i evoluci dalSich proteind,
které se podileji na importu proteini do mitochondrii.

Pokud jsem praci pochopil spravné, tak hlavnim cilem bylo zjistit, zda Giardia intestinalis
skute€né neobsahuje protein Sam50.

Prace na uvod pfinasi literarni prehled studované problematiky, ktery je velmi ¢tivy a vhodné
doplnény obrazky. Autora bych vSak rdd upozornil, Ze nevhodné pouziva termin -list jak
jako ekvivalent anglického -sheet, tak castéji B-strand. B-list je vSak ¢esky preklad B-sheet -
B-strand se preklada jako B-hfeben. Na zavér literarniho prehledu je i kapitola o metodach
predikce 3D struktur proteind. Asi bych tam tuto kapitolu vlastné ani nevyzadoval, ale pokud
tam je, tak z mého pohledu zaslouZila vétsi pozornost — je zaloZzend na velmi malo
publikacich spiSe starSiho data a neposkytuje Uplné presny prehled o metodach predikce 3D
struktur. Specidlné u ab-initio predikci se zménily jak pouzivané pfistupy, tak i presnost
metod.

Pokud se vSak v Uvodu vyskytuje kapitola o predikci 3D struktur, ¢ekal bych tam i kapitolu o
metoddach detekce homologl, protozZe ta je pro vysledky prace neméné dllezita.

Prace ma na strané 14 velmi stru¢né definované cCtyfi cile, které by si, myslim, zaslouzZily lepSi
vysvétleni i propojeni s kapitolami vysledk(l a diskuse, protoze nékteré z vysledk(l prace se
mi téZko spojovali s uvedenymi cili (napf. experimentalni data k Tom40 bez 3-signdlu).
Kapitola Metodika ma dvé ¢asti — strucnou, kterd popisuje stéZejni ¢ast autorovy prace (tedy
tu bioinformatickou) a dlouhou, ktera popisuje laboratorni metody. Nemyslim si, zZe je délka
vzdy dllezita, ale vtomto pripadé se domnivam, Ze by si bioinformaticka ¢ast zaslouzila
podrobnéjsi metodiku. U prakticky Zzadného s pouzitych nastroji neni uvedeno v jakém
nastaveni byl pouZit. U MSA se piSe Ze byly pouzity dva nastroje, ale neni uvedeno kdy byl
pouzit ktery a proc. Z Modelleru byly pouzity nékteré skripty, ale neni jasné které. Podstatnd
¢ast metodiky je pak az v ¢asti vysledky, ale ani tam ne vzdy tak, aby bylo moziné podle
metodiky postupovat. Uplné mi chybéla ¢ast, kterd by se asi v klasické parazitologické praci
jmenovala Materidl. Odkud pochdzeji sekvence? Ve vysledkové ¢asti jsou na nékolika
mistech zminény rlizné uniprot respektive swissprot datasety, ale které verze datasetu to
jsou? Dnes nejspis$ budou tyto datasety vétsi — myslim, Ze by bylo spravné, aby soucasti
takové prace byla i priloZzena data, kde budou jednotlivé pouZivané datasety jasné
pojmenované, stejné jako HMM profily ¢i transkriptomy, seznamy organizmd, o kterych je

v praci také rec. Obdobné by mély byt dostupné i vytvorené skripty ¢i programy a vysledky
s nimi ziskané (tfeba vysledky vyvinutého algoritmu pro hodnoceni kvality predikce
struktury).

Domnivam se, Ze kapitola Metodika a v SirSim slova smyslu informace o pouzitych dat,
metodach a postupech jsou nejslabsi ¢asti prace a nemyslim, si, Ze by bylo mozné vysledky
na zakladé v praci uvedenych dat snadno reprodukovat.

V kapitole Vysledky se autor vydava na cestu za nalezenim proteinu Sam50, ktery se

v proteomu Giardia intestinalis nejspiSe nevyskytuje, coz je ukol nezdvidénihodny. S velkym
obdivem jsem sledoval jak autor zkousi i cesty velmi krkolomné s malou nadéji na Uspéch. |
diky tomu je vsak jeho zavér, Zze se Sam50 v genomu G. intestinalis nevyskytuje pomérné



presvédcivy. V diskusi nenalezeni homologa Sam50 pak autor zvaZzuje variantu, Ze existujici
metody nejsou dost citlivé, aby identifikovaly divergentni sekvenci. Nediskutuje vsak pfilis
dalsi varianty — napf. kvalitu genomu — v letoSnim roce vysla novd genomova sekvence za
pouZiti PacBio technologie (https://www.nature.com/articles/s41597-020-0377-y), ktera
muze zménit predikované proteiny. Genom Giardie ma také pomérné vysoky obsah GC para,
coz muze komplikovat detekci homologl. Nevim také, zda je prokazano, ze Tom40 u Giardie
je umistén v membrdané a pini stejnou funkci jako Tom40 napf. u kvasinky.

Vysoce ocenuji peclivost autora s kterou ovéroval kvalitu nové vyvinuté metriky na
hodnoceni kvality modeld na kvasinkovych proteinech, ale nepochopil jsem jak byla
uplatrfiovana kontrola distribuce dihedrdalnich uhld.

Celkové prace obsahuje az neuvéfitelné mnozstvi vysledkl ziskanych obdivuhodné Sirokym
spektrem bioinformatickych metod — u nékterych z nich si vSak vzhledem k detailu popisu
nejsem jisty, zda byly udélany dobfe. Moc se mi také libila autorova schopnost propojovat
bioinformatickou praci s praci experimentdlni v laboratofi — domnivam se, Ze tato kombinace
bude do budoucna velmi cenna.

Text je po formalni strance velmi kvalitni s minimem nedokonalosti (napf. odkaz na obrazek
20 se objevuje uz pred odkazem na obr. 19, coZ je matouci), prace jsou spravné citovany,
format citaci je jednotny. Odkazy na obrdzky v textu vSak pro mé byly matouci ohledné
obsahu, ktery obrazky nasledné ukazovaly.

Diskuse je vzhledem k mnoZzstvi ziskanych vysledku i k mnoZstvi pouzitych pfistupt relativné
skromna a jen velmi malo jsou vysledky konfrontovany s existujici literaturou a diskutovana
nejsou ani experimentdlni data o lokalizaci proteind.

Celkové vsak Vit Dohnalek dokazal svou diplomovou praci, Ze si osvojil velké velké mnoZstvi
metod, zvladne zpracovat obrovské datové soubory jako Uniprot, umi vytvofit funkéni
protokoly z existujicich metod i vyvinout metody nové a umi o tom vSem sepsat
srozumitelnou zprdvu a proto jeho praci jednoznaéné doporucuji k obhajobé. Navrhoval

bych vzhledem k vy$e uvedenym nedostatkiim hodnoceni velmi dobfte.

K praci mam nasledujici dotazy:

V textu piSete, Ze B-barelové membranové proteiny maji vyssi mutaéni rychlost nez cytosolické proteiny — je
tomu tak i v transmembranovych ¢astech proteinu nebo jen ve smyckach?

Z ¢eho vychazeli Buczek et al. pfi popisu, Ze D. discoideum ma homology Tom20 a Tom70?

Nebylo by lepsi testovat kvalitu predikce -barell napfiklad i na kvasinkovém Tom40 neZ jen na proteinech

z Trichomonas, které jsou hodné divergentni?

U hodnoceni kvality modelli ukazujete na strané 30 Ramachandranovy diagramy pro kvasinkovy Sam50 a Cyc2
a tvrdite, Ze Sam50 ma lepsi Ramachandraniv diagram, a proto mu véfite vice, i kyZ skore ma horsi — je rozdil
1.3% pozic v nepovolenych oblastech u modell skute¢né vyznamny? V textu také zminujete, Ze jste hodnotili
kvalitu alignmentu — jak?

Hledali jste Sam50 u Spironucleus salmonicida, kde podle obrazku 11 mate k dispozici proteom?

Jak jste vybirali druhy pro fylogenetickou analyzu na strané 35?

Jak jste definovali vlastnosti aminokyselin v tabulce6? Tyrozin obvykle nebyva oznacovan jako hydrofobni, i
kdyz velka ¢ast jeho postranniho retézce hydrofobni je.

Zkouseli jste srovnat strukturné dva modely Tim proteinu navzajem a s templatem? Ktery model je podobnéjsi
templatu?

Myslite si, Ze Tom40 pini u G. intestinalis stejnou roli jako u kvasinky?
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