Posudek diplomové préce Josefa Sulce

Josef Sulc napsal diplomovou préci ,PFiprava a charakterizace vazebnych proteind
mimikujicich epitopy protilatek neutralizujicich virus HIV-1“, ve které se vénuje vyuziti
myomedinovych proteinovych scaffoldl jako slibnych prostfedkd k navozeni efektivni
produkce neutralizaCnich protilatek proti HIV-1.

Prace je zaloZena na dvou odlisnych experimentdlnich ¢astech — ¢asti biochemicko-
biofyzikdlni, kde byly produkovany a charakterizovany myomedinové varianty a ¢asti
bioinformatické, kde byla vyuZita celad fada nastroja k predikci a validaci myomedinovych
variant a k charakterizaci jejich interakce s protilatkou 10E8. Vzhledem ke svym znalostem a
zkusenostem se ve svém hodnoceni budu vénovat pfedevsim bioinformatické ¢asti, ktera
sama o sobé svym rozsahem i obsahem naplfiuje pozadavky na diplomovou praci.

Prace ma vsak klasické ¢lenéni, kdy po Uvodu pfichazi logicky vystavény literarni prehled,
ktery shrnuje soucasné poznatky o biologii HIV-1. Jen ta zkratka HIV-1 je formalné zavedena
az poté co je nékolikrat pouzita. V Uvodu jsem také postradal informace o dalSich malych
scaffoldech, které Ize vyuzit jako mimikujici proteiny ¢i alespon vysvétleni pro€ zrovna
domény myomesinu-1 jsou tou spravnou cestou.

V ¢asti Material mam prosbu, aby autor uvadél k sekvencim proteind i unikatni identifikatory
(napf. Uniprot), aby bylo naprosto zfejmé o jaké sekvence jde a bylo mozné sekvence znovu
pouzit. U pouzitych struktur, které jsou mozna trochu nelogicky v postupu prace misto

v materialu, jsou unikatni identifikatory z PDB databaze poutzity, ale zase chybi informace o
tom o jaky protein jde a text je tak méné prehledny. U pouzitého softwaru by pak byly skvélé
odkazy na misto, kde Ize prislusné verze ziskat. Velmi obsahla je ¢ast o homolognim
modelovani a optimalizaci vzniklych modeld. Z mého pohledu chybi klicové informace, proc
byl vybran templat, ktery byl pak ddle pouzivan a pro¢ bylo v hodnoceni modelu pouzito
score DOPE a ne molpdf, které pro kazdy model Modeller také generuje. Pouzity templat ma
nejlepsi dostupné rozliSeni, ale kvalita struktury rozhodné neni oslniva a neodpovida
ziskanému rozliseni. Trochu jsem postradal smysl trech kol ,,vylepSovani“ model(, jak tomu
autor v textu fika — autorovi se tim dafilo zlepSovat kvalitu modelu dle nékolika parametrd,
které méri Molprobity, ale které jsou relativné snadno optimalizovatelné — zda jsou vsak tyto
»Vvylepseni“ biologicky relevantni ¢i néjak ovlivnily zavéry, které nasledné autor diky
modellim udélal mi nebylo jasné. Molprobity skére, které pro své modely ziskaval byly
vyrazné lepsi nez Molprobity skére templatu pouzitého pro modelovani — homologni modely
obecné nemivaji vyssi kvalitu nez templdaty z kterych pochazeji. Autor této ¢asti vénoval velké
usili a energii, ale nejsem si jisty, Ze to mélo smysl vzhledem k cilim, které si vytkl.

V kapitole Vysledky a diskuse jsou pak peclivé popsany experimenty, které autor proved! a
které doslova ohromuji jak svou metodickou Sifi tak prostym rozsahem a mnozstvim —

v hlavnim textu je 32 obrazkd a 20 tabulek. A to ani nemluvim o dalSich bezmdla 30 stranach
priloh, které jsou také proSpikované dalSimi vysledky. V takovém mnozstvi se autor nevyhnul
drobnym nedokonalostem — napf. je v textu sprdvné oznacen obrazek 22 a v popisku je
obrazek oznacen jako obrazek 1. Kdyz uz jsem u téch formalnich nedodélkd, tak v seznamu
literatury neni pouzivan konzistentni format a je mozné najit jak Nucleic Acid Research tak
Nucleic Acid Res.. Mym hlavnim komentarem vSak mélo byt, Ze vysoce ocenuji mnozstvi,
kvalitu a metodicky rozsah préce, které tato diplomova prace pokryva a které je z mé
zkusenosti vysoce nadpriimérné. V této kapitole bych vsak snad ocenil vice ocenil
podrobnéjsi diskusi s existujici literaturou, které je v textu velmi malo. Naopak vSak autor



vzdy poctivé uvazuje o metodickych i jinych faktorech, které mohly ovlivnit vysledky jeho
experimentd.

Po mém soudu jednim z nejprekvapivéjsich vysledk(, které autor ziskal, je, Ze predikovany
zpusob interakce mezi myomedinovym scaffoldem a protilatkou je odlisny od interakce
pozorované v experimentalné uréené strukture. Pokud jsem spravné pochopil text, tak se
Josef Sulc pFiklani k hypotéze, Ze spravny maéd interakce je ten jim predikovany — nenasel
jsem vsak v textu hypotézu i vysvétleni, jak mohlo dojit k zachyceni interakce ve Spatné
konformaci u experimentalné urcené struktury.

Text je i pfes svou délku psan dobrou a srozumitelnou ¢estinou.

Celkové praci hodnotim jako vysoce nadpriimérnou s mnozstvim origindlnich vysledk( na
extrémné kompetitivnim a smysluplném poli a praci jednoznaéné doporucuji k obhajobé a
hodnoceni stupném vyborné.

Otdazky:

Proc jste modeloval struktury plivodné i s His-tagy, u kterych nelze predpokladat, Ze ovlivni
vlastnosti scaffoldu?

Vase vysledky jsou ¢asto reportovany s velkou presnosti — napt. transla¢ni difuzni koeficient
s pfesnosti na dvé desetinnd mista. Chci se zeptat, zda je to podle Vas racionalni pfi védomi,
Ze jde o predikované struktury a Ze proteiny jsou flexibilni a svou struktury do jisté miry
neustale proménuji?

V praci jste pouzil i extrémné novou databazi Alphafold pro model proteinu Hsp70 a
srovnaval jej s experimentalné ur¢enou strukturou Hsp70. Proc jste toto srovnani délal a co
Vam pfineslo?

Mate néjaké vysvétleni pro¢ neni interakce myomedinu a protilatky v experimentalné
urcené strukture ve shodé s Vami predikovanou interakci?

V praci mate velmi podrobné popsané interakéni energie u jednotlivych variant na drovni
aminokyselin -pomohlo Vam to navrhnout napf¥. dalsi varianty, které by mohly zamysleny cil
naplnit jesté lépe?

V Praze, dne 6.9. 2021. Marian Novotny



