Abstract (In Czech)

Mapovani povrchu proteint je jednou z metod strukturni biologie, které poskytuji dilezité
informace o struktufe, dynamice, funkci a vazebnych interakcich proteinti. V této praci jsme
se k mapovani povrchu proteinii rozhodli vyuzit unikatni pfistup, kterym je kombinace
hmotnostni spektrometrie s rychlou fotochemickou oxidaci proteinti (FPOP, z anglického Fast

Photochemical Oxidation of Proteins), ktera k tomuto ucelu vyuziva reaktivni radikaly kysliku.

Konkrétné¢ byla v této praci metoda FPOP vyuzita ke studiu interakce proteinu
s DNA a to presn¢ji komplexu DNA-vazajici domény proteinu FOXO4 s oligonukleotidem
DAF16. V prvni fazi projektu byl produkovéan a purifikovan protein, jehoz vazba na DNA byla
ovéfena nativni elektroforézou a nativni hmotnostni spektrometrii. Dale byly optimalizovany
podminky oxidace proteinu, a to jak v pfitomnosti DNA, tak samostatné a modifikace proteinu

byly analyzovany hmotnostni spektrometrii pomoci ptistupt top-down a bottom-up.

Ptistupem bottom—up byla identifikovana a kvantifikovana modifikovana residua, coz
odhalilo rozdily v oxidaci jednotlivych aminokyselin v pfitomnosti a nepfitomnosti DNA. Aby
se predeSlo moznym artefaktim zplisobenych analyzou vicendsobné oxidovaného proteinu,
byla krom¢ hmotnostné spektrometrické analyzy standardnim pfistupem bottom-up provedena
rovnéz analyza v tomto sméru pokrokovym pfistupem top-down, pii kterém byl izolovan
a fragmentovan kolizn¢ indukovanou disociaci a disociaci zachytem elektronu pouze jedenkrat
modifikovany protein. Rovnéz top-down pftistup odhalil rozdily v oxidaci proteinu, které
nastaly
v dasledku vazby proteinu na DNA, ale pouze na urovni jednotlivych regioni, které ovsem
naprosto korelovali s vysledky z pfistupu bottom-up a ukézaly na regiony, které se nalézaji
na interak¢nim rozhrani protein-DNA. Nase data jsou rovnéz ve shod¢ s jiz diive publikovanou
krystalovou strukturou a s daty z vodik-deuteriové vymény komplexu DNA-vazajici domény

proteinu FOXO4 s oligonukleotidem DAF16.

Nase vysledky ukazuji, Ze oba pfistupy bottom-up i top-down jsou uZiteCnymi ndstroji
pti zkoumani interakéniho rozhrani mezi proteinem a nukleovou kyselinou. Zatimco bottom-up
pfistup umoziuje ziskat informaci o modifikaci s prostorovym rozliSenim na Urovni jedné
aminokyseliny, pfistup top-down naproti tomu dovoluje analyzu pouze jedenkrat

modifikovaného proteinu.
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