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Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Romany Filandrové
»Structural characterization of interaction between transcription factors and DNA*

Predlozena disertacni prace Mgr. Rizeny Filandrové se zabyva vyuzitim hmotnostni spektrometrie pii
studiu struktury proteinil a jejich komplexii s vazebnymi partnery. Piestoze se nejedna o primarni
metodu studia 3D struktur biomolekul a lze ji povazovat za spiSe metodu s niz§im rozliSenim ve
srovnani napf. s rentgenovou difrakci, NMR ¢i kryoelektronovou mikroskopii, i tato disertani prace
ukazuje, ze je schopné piinést nové informace predevS§im na mistech, kde zvySe zminéné metody
selhéavaji.
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s rozpoznavanymi DNA vazebnymi motivy s primarnim zaméfenim na DNA-vazajici doménu TEAD1
proteinu a posléze rozsifena i na transkripéni faktor FOXO4.

Kromé optimalizace podminek pro HDX-MS analyzy vodik/deuteriovych vymén a jejich vyuziti pii
studiu, byl charakterizovan vliv okoli rozpoznavaného motivu na DNA (M-CAT) na vazebné vlastnosti
TEADI faktoru, a také byla objasnéna podstata a afinita jeho interakce s invertovanym motivem.

Prace ma obvyklou strukturu a ¢lenéni zahrnujici Cesky i anglicky souhrn, teoretickou ¢ast, popis
jednotlivych projektt, ziskanych vysledki a jejich diskuze. Prace je pséana v anglickém jazyce na velmi
dobré jazykové urovni, v souhrnu teoretické a experimentalni ¢asti o rozsahu 80 stran. K disertaci jsou
pripojeny publikované vysledky, coz umoziuje jednodussi orientaci v dosazenych vysledcich. Velmi
ocenuji Ctivou a prehlednou teoretickou ¢ast, ktera predstavuje zakladni studovanou problematiku od
obecného predstaveni transkripcnich faktort a jejich roli v regulaci transkripce, detailniho piiblizeni
rodin traskripénich faktord TEAD a FOXO a jejich struktur az po zakladni charakteristiku pouzivanych
metod pti 3D studiu biomolekul.

Cile prace jsou vhodné¢ definovany a dostate¢né charakterizuji zamér, ¢eho prace méla za obecny cil
dosdhnout. Velmi ocenuji jejich formulaci, a sice Zze nejsou pouze bodové uvedeny, ale jsou
koncipovany v dalSich souvislostech.

Metodicka ¢ast je predstavena pouze jako seznam pouzitych metod s komentarem, ze detaily 1ze nalézt
v pfiloZzenych publikacich. I kdyz pominu, Ze ¢ast DP nebyla dosud publikovana, a tudiz detailni
metodologie neni tim padem k dispozici, toto feSeni shleddvam nestastnym. Bylo by vhodné ke kazdé
metod¢ pridat alesponl par vét, at’ jiz s popisem, ve které ¢asti disertacni prace byly pouzity anebo u
kazdé uvést alespont odkaz na konkrétni publikace, ve kterych lze tyto detaily nalézt. Nemyslim, Ze by
mél Ctenat prohledavat Ctyfi publikace, ve které z nich najde pfislusné detaily ¢i alespoii ndhled na
obecné provedeni.

Vysledkova ¢ast velmi logicky shrnuje dosazené vysledky. Zacina jako rozepsany komentat vysledk,
které lze najit v publikovanych vysledcich. Velmi pfijemné se tato kapitola Cte, véci na sebe logicky
navazuji, praci neustale provazi velmi pochopitelnd linka, co a pro¢ se v danou chvili fesilo. V disertaci
mi trochu splynul pfechod od publikovanych k nepublikovanym vysledkiim, ale to je spiSe drobnost.
Ocenuji spravné popisy obrazki, které jsou dostatecné detailni a neni potifeba dohledavat ptislusné
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informace v textu, a také shrnuti vysledkd, které neni pouze obecnym popisem, ¢eho se podaftilo
dosahnout, ale zahrnuje vSechny dil¢i klicové poznatky, které tvoii podstatu ptedlozené disertacni
prace.

Mgr. Riizena Filandrova dosud publikovala tfi védecké prace a jeden metodicky clanek. Je
spoluautorkou ¢lankii v Analytical Chemistry a Biomolecules, a prvni autorkou ¢lanku v metodické
sérii Methods in Molecular Biology a piedev§im védeckého ¢lanku ve velmi kvalitnim casopise
Structure, kde mohla zlrocit vSechny optimaliza¢ni a ,,proof of-concept” dil¢i vysledky. Mohu
konstatovat, Ze Rizena Filandrova prokazala, Ze je schopna samostatné védecké prace, a to nejen
v uzce zaméiené oblasti védy. Navic prace je velmi dobfe sepsana, vSechny vysledky do detailii
diskutovany se soucasnymi poznatky v oblasti a j4 mohu pouze doktorandce pogratulovat k velmi
kvalitnim vysledkiim a novym poznatkiim, ktera prace ptinesla.

Otazky do diskuse:

1) Imobilizované proteasy vedli k naslednému lepsimu pokryti sekvence §tépenych proteinti. Cemu to
ptisuzujete? Dochazi podle Vas k lepSimu kontaktu mezi proteiny ¢i se uplatiluje zvySena stabilita
proteinii? Nezkouseli jste stabilitu proteas v roztoku/imobilizovanych blize testovat?

2) Testovanim riznych proteas jste prokazali, ze St€peni je pfes optimalizace stile spiSe protein-
dependentni. Jednak by mne zajimalo, kolikrat byla opakovana digesce jednotlivych proteini —
respektive, dochazi pii opakovaném postupu ke stejnému poctu a stejnych identifikovanych peptidi?
Myslite, ze 1ze do budoucna nalézt ,svaty gral“ — univerzalné pouzitelné proteasy. Ma smysl se
zaméfovat na $tépici enzymy s n¢jakou konkrétni specifitou?

3) Ve c¢lanku v Casopise Structure mne zaujalo, Ze v citacich na HDX a chemické sitovani proteinti
jsou uvedeny tfi domaci ¢lanky. Znamena to, Ze patiime ke svétové Spicce na tomto poli?

4) Pisete, ze pomoci MS pftistupti nelze fesit struktury proteinti a je vzdy potieba templat pro homologni
modelovani. Myslite, Ze se tento handicap n€kdy podafi v budoucnosti zlomit? Jak vysoké sekven¢ni
podobnost je nutna pro vyteSeni 3D struktury homologniho proteinu (ve VaSem ptipad¢ jste pouzivali
stejny protein, ale kdybyste chtéli fesit Cisté piibuzny protein)?

V souhrnném hodnoceni mohu konstatovat, Ze studentka Gspés$né zvladla celou fadu pokrocilych
experimentalni metod, s jejich vyuzitim byl ziskan rozsahly soubor cennych vysledkid v rdmci
védeckych projektt jejiho pracovisté, a které byly publikovany v mezindrodnich impaktovanych
casopisech.

Na zakladé vyse uvedeného, doporucuji disertacni praci Mgr. RiZeny Filandrové k obhajobé a aby ji
byl po absolvovani uspésné obhajoby udélen akademicky titul Ph.D.

V Brn¢ 4. Cervna, 2021 Prof. RNDr. Michaela Wimmerova, Ph.D.
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