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CESKA REPUBLIKA

Oponentsky posudek

na doktorskou disertaéni praci Mgr. Marka Polaka nazvanou:

_Pouziti pulsniho znageni pro studium dynamiky proteint a
proteinovych komplexa®

Piedlozena doktorska disertadni prace je zamé&fena na vyuziti kovalentnich modifikaci
proteini spojenych s hmotnostni spektrometrii (MS) pro studium struktury, dynamiky a
interakei vybranych proteinti a proteinovych komplexiL. Metodické pfistupy na bazi MS jsou
witednymi a ¢asto vyuzivanymi nastroji strukturni biologie a piedstavuji komplementarni
metody k tradiénim technikdm jako je proteinova krystalografie, NMR ¢&i kryo-elektronova
mikroskopie. Metody zaloZené na MS jsou schopny poskytnou strukturni informaci i u
systémi, kde je pouziti tradiénich metod strukturni biologie problematické ¢i pfimo nemozné.
Zvolené téma disertaéni prace proto povazuji za velmi aktualni.

Disertatni prace Mgr. Marka Polaka je zaloZena na Etyfech publikacich (tfech jiz vyslych a
jednom rukopisu v pfipraveé) a je psana anglicky zkracenym zptisobem, tedy jako komentaf k
publikacim. V piehledu literatury autor shrnuje principy MS metod pouzivanych ve strukturni
biologii a zejména pak metod zaloZenych na kovalentnim znaceni proteinti s diirazem na tzv.
radikalovy footprinting. Kapitola s vysledky je rozdélena na tyfi Gasti dle publikaci. V
publikaci I se autor vénoval testovani vyuZiti tzv. rychlé fotochemické oxidace proteini
(FPOP) pro studium struktury modelového protein/DNA komplexu, konkrétné komplexu
DNA-vazebné domény transkripéniho faktoru FOXO4 (FOX04-DBD) s dsDNA obsahujici
tzv. DAF-16 motiv. Kombinaci riiznych piistup sledoval konformaéni zm&énu FOXO4-DBD,
ktera je indukovéna tvorbou komplexu. Na tuto praci pak navézal publikaci II, ve kter¢ se
zabyval vybérem nejvhodn&jdiho top-down piistupu analyzy proteini modifikovanych
pomoci FPOP. Publikace 111, kterd byla v dobé odevzdani prace v ptipravé, byla zaméfena na
studium fragmentace DNA a ukézala pouzitelnost strukturni charakterizace DNA pomoci
modifikace hydroxylovymi radikdly ve spojeni sMS analyzou svysokym rozliSenim.
V posledni publikaci se pak autor podilel na vyuzZiti top-down piistupu v analyze proteini
oxidovanych plisobenim singletniho kysliku.

Predlozena disertadni prace jasné ukazuje, Ze vysledky Mgr. Marka Polaka ptedstavuji
vyznamny prispévek kvyvoji metod MS a jejich vyuziti k feSeni riznych strukturné-
biologickych problémi. Z hlediska formalni podoby je prace pséna piehledné s minimalnim



vyskytem preklepi & formulaénich nejasnosti. Vysledky prace byly publikovany ve
tfech kvalitnich mezinarodnich &asopisech s IF. Na dvou z téchto publikaci je Mgr. Marek
Polék prvnim autorem, na publikaci v pifpravé je také prvnim autorem. U kazdé publikace je
deklarovéan podil doktoranda na piislusné publikaci.

K problematice diskutované v doktorské disertacni praci mam nésledujici dotazy, které jsou
spiSe naméty pro diskusi:

1. Data z publikace III naznagila, Ze interakce TEADI s FOX04-DBD snizuje vazebnou
afinitu FOXO04-DBD viéi oligonukleotidové sekvenci nazvanou NO2. Bylo toto
pozorovani ovéfeno prostfednictvim jiné metody?

2. Jakou biologickou funkci mé interakce TEAD1 s FOXO proteiny?

3. Naznadily vale experimenty i n&jaké protein-proteinove interakce mezi TEAD1 a
FOXO04-DBD v ternarnim komplexu s NO2?

4. V publikaci II se vam podafilo vyrazné zvysit prostorové rozliSeni top-down analyzy.
Mohl byste ziskané rozliSeni porovnat s rozliSenim, kterého by u stejného systému
(FOX04-DBD/IRE) bylo moZné dosahnout pomoci HDX-MS? MizZete oba piistupy
porovnat z hlediska Gasové a instrumentalni naroénosti.

5. Jaka je presnost identifikace vazebného motivu v DNA pomoci pfistupu popsaného
v publikaci III? Mohl by autor porovnat vysledky prezentované na Obr. 3-5
z publikace III s krystalovou strukturou FOXO1-DBD/ASIRE, (PDB ID: 3coa) ktera je
podobna studovanému systému FOXO04-DBD/dsIRE?

6. Bylo by mozné vyuZit metodologii popsanou v publikaci 11T ke studiu 3D struktury
velkych molekul RNA (napf. rRNA ¢&i ribozymil)?

Zavérem Kkonstatuji:

Piedlozena doktorska disertadni prace Mgr. Marka Poléka predstavuje cenny piinos k vyvoji
a vyuziti metod MS pro studium struktury, dynamiky a interakei proteint, nukleovych kyselin
a jejich komplext. Prace je psana srozumiteln&, vétdina vysledk prace byla publikovana.
Autor ve své doktorské disertaéni praci dokdzal, Ze je vyspélym védeckym pracovnikem,
schopnym samostatné vyzkumné prace. Jelikoz pfedlozena prace Mgr. Marka Polédka
vyhovuje vem poZzadavkim kladenym na doktorskou disertadni praci, plné doporucuji jeji

piijeti k obhajobg.
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