Posudek na disertacni praci Mgr. RGzeny Filandrové ,, Structural characterization of interaction
between transription factors and DNA".

Zvolené téma disertacni prace pokryva pomérné Siroké spektrum metod a pfistupl k
objasnéni specificity transkripcnich faktor( a jejich vazby na DNA. Je potifeba hned na pocatku
konstatovat, Ze jak téma prace tak i cile disertace jsou ambicidézni a vyZzaduji zvladnuti Sirokého
spektra molekularné biologickych metod a technik. O to vice ocenuji jak pfistup studenta tak i
jeho vedeni skoliteli.

Prace se zabyva studiem transkripcnich faktor(i — tedy protein(, které zprostredkovavaji
regulaci genové exprese prostfednictvim interakci s DNA a dalSimi molekulami. Hraji klicovou
roli v mnoha biologickych procesech, jako je kontrola progrese bunééného cyklu, diferenciace
bunék béhem vyvoje nebo imunitni reakce. Pro pochopeni téchto procesli je nezbytna znalost
3D struktury transkripcénich faktor( spolu s mechanismem jejich interakce s DNA. Cely problém
specificity je ovSem zkomplikovan faktem, Ze pfitomnost vnitfné nestrukturovanych oblasti
téchto molekul, ¢ini stanoveni 3D struktury bézné pouzZivanymi metodami s vysokym rozliSenim
naro¢nym nékdy dokonce nemoznym. Strukturni hmotnostni spektrometrie (MS) je ¢aste¢nou
odpovédi na tyto problémy, protoze mulze prinést pochopeni strukturniho zakladu interakce
transkripcni faktor-DNA.

Prace ma 2 hlavni ¢asti, které souviseji s vytéenymi cili zadani. Tyto cile jsou:

1) Priprava a charakterizace panelu proteind kompatibilnich s HDX-MS, které se poufZiji
ke zlepseni sekvencniho pokryti komplexnich proteinovych systéma - zejména
integralnich membranovych proteind a komplext protein-DNA

2) Prozkoumani potencidlu nativni MS pro rychlé vyhodnoceni tvorby komplexu
transkripéni faktor-DNA a jejich tfidéni podle vazebné afinity

3) Zjisténi, zda a jak postupny kontext motivu M-CAT ovliviiuje jeho interakci s TEAD1-
DBD

4) Vysvétlit rdzné afinity motivu M-CAT a jeho obracené verze k TEAD1-DBD

Struktura disertace véetné pfilozenych publikaci dokumentuje splnéni zformulovanych
cild. Vysledky se daji rozdélit na 2 hlavni €asti , v prvni z nich byla optimalizovdna a testovana
sada metod strukturni hmotnostni spektrometrie s hlavnim zaméfenim na hmotnostni
spektrometrii pro vyménu vodik / deuterium (HDX-MS) na dvou komplexech transkrip¢ni
faktor-DNA a jejich DNA vazebnych motivech schopnych poskytnout strukturdlni informace o
regionech transkripénich faktor( nepfistupnych klasickymi metodami s vysokym rozliSenim a
také o strukturalni dynamice komplexu transkripéni faktor-DNA.

V druhé ¢asti prace byly metody strukturni hmotnostni spektrometrie spolu s dalSimi
technikami, jako je smFRET, gelovy posun nebo fluorescenéni anizotropie, pouzity ke zkoumani,
zda a jak sekvencni kontext motivu M-CAT a jeho orientace ovliviiuje jeho interakce s doménou
vazajici DNA transkripéniho faktoru TEAD1 (TEAD1-DBD). Ziskané vysledky ukazaly, Ze sekvence
oblasti DNA obklopujicich motiv M-CAT ovliviiuji jeho vazebnou afinitu k TEAD1-DBD a navic
bylo zjisténo, Ze transkripni faktor je schopen vazat se také na invertovany 5'-CCTTA-3' motiv
M-CAT, i kdyz s nizsi afinitou. Tato nizkoafinitni interakce byla poté strukturné charakterizovana



a mohla by predstavovat potencialni zplsob regulace aktivity transkripéniho faktoru. Nakonec
byla studovdna vazebnd kooperativita transkripénich faktorll FOXO4 a TEAD1.

PfedloZend disertacni prace obsahuje zavazné a nové vysledky studia pro obé zminéné
Casti a je peclivou dokumentaci vhodnosti zvolenych pfistupl. Vysledky jsou origindlni a
pavodni, coz mimo jiné dokladuje seznam pfiloZzenych publikaci, na kterych je predkladatelka 2x
prvoautorem a 2x spoluautorem. Samotny vycet cil a pfistupl k feseni je dlikazem, Ze jde
skutecné o adresovani otazky strukturni charakterizace interakci TF a DNA a jejiho zodpovézeni.

Cile a téma disertace jsou narocné a ocenuji jak systemati¢nost pfistupu tak i uroven
zpracovani. Prace je rozdélena do uvodu, ktery je skvélou literarni reSersi i Uvodem do
problematiky a 2 hlavnich ¢asti, jak bylo zminéno vySe. Samotny Uvod je pojat tak dikladné, Ze
mUze slouzit i jako samostatné review. Za vibec nejdllezitéjsi ¢ast povazuji ¢ast vysledkl, kde
predkladatelka nazird dosazené vysledky v kontextu problematiky a uréitym zplsobem
dokumentuje vyznam MS a ostatnich technik pro zodpovézeni biologicky vyznamnych otazek.
Prace je psana dobrou angli¢tinou s minimalnim mnoZstvim preklepd. O jeji celkové kvalité
nemam zadné pochybnosti. Velmi presvédcivé je ukotvena na publikovanych vysledcich
v impaktovanych ¢asopisech.

Je patrné, Ze za dosazenymi vysledky stoji i tymova prace ve skupiné a zdsadni podil
Skolitele a konzultanta na celkovém vedeni. To dovoluje jednak cerpat ze zkuSenosti
reSitelského kolektivu a zaroven definovat cile pro samostatné védecké badani, které je
zaloZzeno na dosazenych vysledcich. Tim je i zodpovézena otdzka, jak je predkladatelka schopna
pusobit vramci védecké skupiny a na kolik jsou jeji vysledky skute¢nym zvladnutim dané
problematiky a samostatného pfristupu.

Celkové tedy hodnotim predkladanou disertacni praci Mgr. RizZeny Filandrové jako
vybornou, a jednoznaéné doporucuji k dalSimu fizeni pro obdrzeni titulu PhD.

Rad bych, aby v diskusi a pti obhajobé predkladatelka zareagovala na nasledujici otdzky
a podnéty:

1) V ramci vysledk( a diskuse k publikaci 1 mé zaujal rozdilny efekt dvou denaturanti -
mocoviny a guanidinia HCI. V disertaci i v publikaci se uvadi, Ze vybér vhodnych
podminek zavisi do znacné miry na proteinu. V pfipadé testovanych membranovych
protein(i by mé zajimalo:

- Jak si vysvétlujete z atomistického ¢i molekuldrniho popisu povahu plsobeni
mocoviny a guanidinia? Existuje, nebo je podle vasi zkusSenosti moiné, Ze
napfiklad u globuldrnich proteinl by pouZiti guanidinia naopak zlepSovalo
testovanou metodiku?

- Pokud je to moiné, lze néjak fyzikalné-chemicky charakterizovat zkoumané
membranové proteiny Ci pripadné provést jejich srovnani (v€etné literatury)
s jinymi typy membranovych protein(?

- Rozumim spravné zavéru, Ze ve 2 pripadech byl jasnym favoritem pro Stépeni
pepsin, zatimco ve zbyvajicich pripadech Rhizopuspepsin? Mize tento rozdil byt



néjak vysvétlen odliSnym charakterem obou protedz z hlediska jejich substratové
specificity ¢i ndroku na charakter vazebného mista?

2) Podobnd otdzka se tyka poutZiti proteolytickych enzym( v pfipadé zkoumani
komplex FOXO4-DBD/DAF16 a TEAD1-DBD/M-CAT. Zde je zajimavé zjisténi, Ze
rozdil pouhych 2bps mél tak rozdilny efekt na peptide recovery u obou zminénych
systém(l. Predpokldaddm, Ze zde je vysvétleni rozdilného pUsobeni mocoviny a
guanidinia jiné, nez tomu bylo v pfedchozim pfipadé. Nicménég, jak se zda, zde se
jako optimalni postup jevi pouziti nejprve pepsinu a poté nepenthesinu (FOX04) a
Aspergillopepsinu  (TEAD1-DBD/M-CAT). Nebylo testovdano také poufiti
proteolytickych enzymi v opaéném poradi? A jaky by byl predpokladany efekt?

3) Vétsina vysvétleni tykajici se specificity TFs a vazebného motivu DNA je strukturné
vysvétlitelna interakénimi motivy aminokyselina-baze (cukr,fosfat). Nicméné je zde i
nespecificky typ vazby (indirect readout), ktery mlize byt pfipsan interakci naptiklad
nestrukturované &asti proteinu s malym Zzldbkem. Do jaké miry je pouzitd metoda
schopnd takovy typ interakce mapovat a popsat a do jaké miry souvisi stzv.
nepfimym konformacnim efektem na povahu vazby?

4) Posledni otazka sméfuje ke zjisténi, ze sekvence oblasti DNA obklopujicich motiv M-
CAT ovliviuji jeho vazebnou afinitu k TEAD1-DBD a transkripéni faktor je schopen
vazat se také na invertovany 5'-CCTTA-3 ' Motiv M-CAT, i kdyz s nizsi afinitou. V praci
se uvadi Ze tato interakce muzZe predstavovat potencialni zplsob regulace aktivity
transkripéniho faktoru. Podle mého soudu vSe souvisi skoncentraci proteinu
schopného vazat se na obé mista. Pfi jakych hodnotach koncentrace se tento
regula¢ni mechanismus zacina uplatnovat a jak souvisi s primarnim mistem vazby
TF?
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