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ABSTRAKT

Integrativni strukturni biologie vyuziva nejen techniky s vysokym rozli§enim, poskytujici
informaci o poloze jednotlivych atomt, i techniky s nizkym rozliSenim nachazi své
uplatnéni, protoze informace o dynamickych a heterogennich uspotadanich je konven¢nimi
pristupy tézko dostupna. Diky senzitivité, specificité a versatilit¢ hmotnostni spektrometrie
(MS) vznikla cela skala strukturnich technik, zalozenych pravé na MS. Jednim ze smért
strukturni MS je nativni hmotnostni spektrometrie, kterd je zalozena na ionizaci
nanoelektrosprejem z nedenaturujicich rozpoustédel. Diky tomu je v plynné fazi zachovana
terciarni 1 kvarterni struktura, a lze tudiz studovat nejen sloZeni vzorku, ale s vyuzitim
iontové mobility (IM-MS) i1 konformaci biomolekul. Pomoci MS je tak mozné piimo
zachytit i perturbaci biomolekul, jako v ptfipad¢ aktivace zahtivanim sprejovaného roztoku
(vT-nESI).

Cilem diplomové prace bylo studovat teplotni stabilitu protein-DNA komplext
DNA-vazebnych domén transkripnich faktori TEAD1 a FOXO4. Komplexy byly
charakterizovany nativni MS a IM-MS s vyuzitim aktivace zahfivanim sprejovaného
roztoku, pomoci aparatury vyvinuté v nasi laboratofi. Nejprve byly vT-nESI stanoveny
teploty taveni dvouvldknové DNA, odpovidajici teoreticky vypoctenym i experimentalné
stanovenym hodnotam. Byla téZ popsana tepelna denaturace TEAD1 a FOXO4
DNA-vazebnych domén. Pomoci aktivace zahfivanim sprejované¢ho roztoku byl studovan
vliv orientace M-CAT motivu na stabilitu TEAD1-DNA komplext a byl zaznamenan rozdil
mezi TEADI a FOXO4 komplexy s DNA. TEADI-DNA komplexy si pii zahifivani
zachovavaly jednu konformaci a dochéazelo k vyrazné stabilizaci proteinu vazbou na DNA.
Zatimco u FOX04-DNA komplexu ke stabilizaci proteinu nedochazelo a pfi perturbaci byly

pozorovany strukturni zmény.

KLICOVA SLOVA

transkripéni faktor, DNA, nativni elektrosprej, méfeni pohyblivosti iontdl, hmotnostni

spektrometrie



ABSTRACT

Integrative structural biology employs not only high-resolution techniques for the
determination of the structure of biomolecules. Information about dynamical
and heterogeneous assemblies is hardly achievable with conventional approaches.
Therefore, low-resolution techniques are being utilized. As mass spectrometry (MS) is
sensitive, specific, and versatile, there are a lot of structural techniques based on MS
established. Native mass spectrometry is an approach that uses non-denaturing solvents for
nanoelectrospray ionization, thus preserving tertiary and quaternary structures in the gas
phase. Therefore, information on the composition of native biomolecules is obtained.
Moreover, employing ion mobility (IM-MS) also provides structural insight. Using MS, we
can directly analyze biomolecules perturbation, such as by variable-temperature
nanoelectrospray ionization (vT-nESI).

The aim of this master’s thesis was to characterize the thermal stability of
the protein-DNA complexes of TEAD1 and FOXO4 transcription factors DNA-binding
domains. Complexes were studied using native MS and IM-MS employing an in-house
developed vT-nESI source. First, vI-nESI was used to determine the melting temperatures
of double-stranded DNA, which were in correspondence with those theoretically calculated
and experimentally assessed. Furthermore, the thermal denaturation of the DNA-binding
domains TEAD1 and FOXO4 was described. Finally, vT-nESI characterized the thermal
stability of the TEADI-DBD interaction with various orientations of the M-CAT motif.
Moreover, a difference between the TEADI and FOXO4 complexes was observed.
The TEAD1-DNA complexes retained their conformation upon heating, and a distinctive
stabilization of the protein by binding to the DNA was observed. However, by the FOX0O4-
DNA complex, the stabilization of the protein was negligible, and structural changes were

observed upon perturbation.

KEYWORDS

transcription factor, DNA, native electrospray, ion mobility, mass spectrometry
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APS
BME
BP
CCS
CD
CIU
cryo-EM
DBD
DP
dsDNA
DSF

DTIMS

DTT
ECD
ESI
ETD
FPOP

FT-ICR-MS

GPC
HDX
HEPES
HPLC

HSP
IEX

peroxodisiran amonny (z anglického ,,ammonium persulfate*)
2-merkaptoethanol (odvozeno z B-merkaptoethanol)

bakalarska prace

kolizni prufez (z anglického ,,collision cross-section®)

cirkularni dichroismus

kolizn¢ indukované rozbalovani (z anglického ,,collision induced unfolding*)
kryoelektronova mikroskopie (z anglického ,,cryogenic electron microscopy)
DNA-vazebnéd doména (z anglického ,,DNA-binding domain®)

diplomova prace

dvouvlaknova DNA (z anglického ,,double-stranded DNA*)

diferen¢ni skenovaci fluorimetrie (z anglického ,differential scanning
fluorimetry*)

iontova mobilita v driftové trubici (z anglického ,,drift tube ion mobility
spectrometry*)

dithiotreitol

disociace zachytem elektronu (z anglického ,.electron capture dissociation*)
ionizace elektrosprejem (z anglického ,,electrospray ionization*)

disociace pfenosem elektronu (z anglického ,,electron transfer dissociation*)
rychld fotochemicka oxidace proteinii (z anglického ,.fast photochemical
oxidation of proteins‘)

hmotnostni spektrometr s iontovou cyklotronovou rezonanci a Fourierovou
transformaci (z anglického ,,Fourier transform-ion cyclotron resonance-MS*)
gelova permeacni chromatografie

vodik-deuteriova vymeéna (z anglického ,,hydrogen-deuterium exchange®)
kyselina (4-(2-hydroxyethylamino)-1-piperazin)ethansulfonova
vysokoucinna kapalinova chromatografie (z anglického ,,high-performance
liquid chromatography*)

protein teplotniho Soku (z anglického ,,heat shock protein*)

chromatografie na iontoméni¢i (z anglického ,ion exchange

chromatography*)



IMAC

IMS
IM-MS

IRMPD

IPTG
LC-MS

MALDI

Mb

MS
MS/MS
MWCO
nESI

NMR
NS
OD
PA
PTM
SAXS

SDS
SDS-PAGE

ssDNA

afinitni chromatografie vyuzivajici imobilizované ionty kovu (z anglického
»~immobilized metal affinity chromatography*‘)

iontova mobilitni spektrometrie (z anglického ,,ion mobility spectrometry*)
iontovd mobilita ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

zkratek IMS a MS)

(vznik spojenim

infracervend multifotonova disociace (z anglického ,,infrared multiphoton
dissociation®)

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (z anglického ,,liquid
chromatography-mass spectrometry“)

mol/l (téz uzivany mM: mmol/l, pM: pmol/l apod.)

laserova desorpce a ionizace za ucasti matrice (z anglického ,,matrix-assisted
laser desorption/ionization*)

myoglobin (t¢Z hMb a aMb pro rozliSeni holo-, respektive apo- formy)
hmotnostni spektrometrie (z anglického ,,mass spectrometry*)

tandemovéa hmotnostni spektrometrie, téZ znadena MS?

limit molekulové hmotnosti (z anglického ,,molecular weight cut-off*)
ionizace nanoelektrosprejem, miniaturizace konvencni ESI (z anglického
»hanoelectrospray ionization‘)

nuklearni magnetické rezonance

nabojovy stav

optickd denzita

projekéni aproximace

posttransla¢ni modifikace

malothlovy rozptyl rentgenovych paprskil (z anglického ,,small-angle X-ray
scattering*)

dodecylsiran sodny (z anglického ,,sodium dodecyl sulfate)

elektroforéza

diskontinudlni  gelova

SDS (z

v polyakrylamidovém  gelu

za pritomnosti anglického  ,,SDS-polyacrylamide  gel

electrophoresis®)

jednovldknova DNA (z anglického ,,single-stranded DNA®)



STHEM-ESI ionizace elektrosprejem se zahfivanim sprejovaného roztoku (z anglického

STM
TCEP
TC-ESI

TEMED

Tn

ToF-MS

Tris

TWIMS

UVPD
vT-ESI

XL-MS
yr

Zavg

»solution thermal melting coupled with ESI mass spectrometry),
oznacuje stejnou techniku jako vT-ESI

skenovaci tunelovaci mikroskopie

tris(2-karboxyethyl)fosfin

ionizace elektrosprejem se zahfivanim sprejovaného roztoku (z anglického
»temperature-controlled electrospray ionization*), oznacuje stejnou techniku
jako vT-ESI

1,2-bis(dimethylamino)ethan

teplota taveni — pouzivano jako T+ a T, pro pozitivni, respektive negativni
mod ionizace (uvadéna v °C)

hmotnostni spektrometr s analyzatorem doby letu (z anglického ,.time of
filght MS*)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

iontova mobilita s putujici vlnou (z anglického ,traveling wave ion
mobility spectrometry*)

ultrafialova fotodisociace (z anglického ,,ultraviolet photodissociation*)
ionizace elektrosprejem se zahfivanim sprejovaného roztoku (z anglického
,variable-temperature ESI®)

chemické siténi ve spojeni s MS (z anglického ,,cross-linking MS*)

pomér, pomoci kterého byly stanoveny 7, DNA a protein-DNA komplexi,
vypocteny dle rovnice (2), respektive (3) (bezrozmérna veli€ina)

primérny nabojovy stav (bezrozmérnd veli¢ina)
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1. LITERARNI PREHLED

1.1 Studium struktury biomolekul a integrativni strukturni

biologie
Studium struktury biomolekul, zejména proteini a jejich komplex, je kvili uzké souvislosti
mezi jejich strukturou a funkci dynamicky se rozvijejicim oborem [1]. Pro feSeni struktury
se konvencné pouzivaji tzv. techniky s vysokym rozliSenim, které umoznuji popsat pozici
jednotlivych atomti, ze kterych je biomolekula sloZzena. Mezi takové techniky patii
rentgenova krystalografie, nukledrni magnetickd rezonance (NMR) a kryoelektronova
mikroskopie (cryo-EM). Prestoze byla diky t€émto technikdm vyfeSena struktura mnohych
dalezitych biomolekul, jejich pouziti ma svd omezeni. Rentgenova krystalografie je
limitovdna ziskem kvalitnich krystalti potfebnych pro experiment [2]. Analyza téz klade
naroky na vysoké mnozstvi vzorku (fadove miligramy) a u nékterych, zejména flexibilnich,
biomolekul je ziskani pouzitelného krystalu velmi slozité ¢i zcela nemozné. Mezi hlavni
nevyhody NMR patii velikostni limitace, tato technika neumoznuje charakterizovat
molekuly vétsi nez 75 kDa [3]. U cryo-EM analyzy biomolekul téZ naraZime na velikostni
limit, na rozdil od NMR je cryo-EM aplikovatelna na molekuly vétsi nez 50 kDa [4].

Oproti  technikdm s vysokym rozliSenim nabizi soucasna strukturni biologie
téz techniky s tzv. nizkym rozliSenim, které nedosahuji atomarniho rozliSeni [1]. Pfestoze
tyto techniky nemohou urcit pesnou polohu jednotlivych atomi, nachazi své uplatnéni,
zejmeéna protoZe mohou prekonavat nékteré limity technik s vysokym rozliSenim. UmoZiuji
naptiklad studovat dynamiku biomolekul, heterogenni uspotadédni, a to za fddoveé nizsi
spotieby vzorku. Navic kombinaci vice takovych technik mizeme ziskat dostatecnou
informaci pro strukturni charakterizaci nami studovanych biomolekul, ktera by nebyla pouze
pomoci konvencnich technik dostupna [5], [6]. Pfistup, ktery vyuzivd kombinaci vétSiho
mnozstvi komplementarnich metod pro popsani struktury jednoho systému, byva v literatuie
oznacovan jako integrativni strukturni biologie (obr. 1 na str. 12). Kromé technik zalozenych
na hmotnostni spektrometrii (MS) vyuziva tento obor 1 spektroskopické techniky,
jako cirkularni dichroismus (CD) [7] ¢i Forsterv rezonan¢ni pienos energie [8], ale
1 techniky s vysokym rozliSenim (NMR, rentgenova krystalografie), nebo predikce struktury

pomoci molekulového modelovéni.
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Obrazek 1 Schéma pristupu integrativni strukturni biologie k charakterizaci proteinii.
Kombinace technik s vysokym a nizkym rozlisenim umoznuje ziskat informaci nejen o strukture
jedné biomolekuly, ale i jejich interakcich, a to i na bunécné urovni. Pouzité zkratky znaci:
cryo-EM/ET —  kryoelektronovou mikroskopii/tomografii, NMR — nuklearni magnetickou
rezonanci, FRET — Forsteriiv rezonancni prenos energie, SAXS — malouhlovy rozptyl
rentgenovych paprskii, MS — hmotnostni spektrometrii, XL — chemické siténi. Vytvoreno dle [5],
v programu biorender.com.

1.2 Strukturni hmotnostni spektrometrie

V soucasné dobé jsou ve strukturni biologii stidle vice vyuzivany techniky zaloZené
na hmotnostni spektrometrii. Diky senzitivité, specificité a versatilit¢ hmotnostni
spektrometrie vzniklo velké mnozstvi technik s nizkym rozliSenim, charakterizujicich
strukturu biomolekul, zaloZenych pravé na MS. Jsou tudiz oznaCovany jako strukturni
hmotnostni spektrometrie, nékdy také strukturni proteomika [6], [9]. Tyto metody umoZziuji
ziskat nepfeberné mnozstvi informaci o biomolekulach, od primarni sekvence proteinii
ajejich posttranslacnich modifikacich, pfes sekundarni a terciarni, az po jejich
kvarterni strukturu. Pro ziskani takto komplexniho pohledu je tieba vyuzit Sirokou Skalu

technik (obr. 2 na str. 13), kterym budou vénovany nasledujici kapitoly.
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Strukturni
informace

Obrazek 2 Prehled technik strukturni hmotnostni spektrometrie spolu se ziskanou strukturni
informaci. Pro vodik-deuteriovou vyménu pouzita zkratka HDX-MS a pro iontovou mobilitu
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii zkratka IM-MS. Prevzato z [6] a upraveno.

1.2.1 Instrumentace ve strukturni hmotnostni spektrometrii

Dlouhou dobu byla hmotnostn¢ spektrometrickd analyza omezena pouze na malé a t€kavé
¢i termostabilni molekuly, proto rozvoj strukturni hmotnostni spektrometrie izce souvisi
s rozvojem instrumentace [10]. Jelikoz MS umoziiuje analyzovat pouze ionty v plynné fazi,
prvnim krokem analyzy je pfeneseni molekul z kondenzované (kapalné) do plynné faze.
Pro charakterizaci proteind je klicové, aby pfi ionizaci nedochézelo k jejich fragmentaci
¢1 zménam vzorku [11]. Tyto pozadavky spliiuji laserova desorpce a ionizace za ucasti
matrice (MALDI) [12] a ionizace elektrosprejem (ESI) [13], které byly vyvinuty na konci

80. let. Z téchto dvou ioniza¢nich technik je ve strukturni hmotnostni spektrometrii
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dominantni ESI, a to zejména protoze ionizuje oproti MALDI molekuly piimo
zroztoku [11]. U MALDI je ptiprava vzorku komplikovangjsi, je tfeba vytvofit smésné
krystaly analytu s pfebytkem matrice, UV absorbujici organické slouceniny. Takové
podminky zna¢né perturbuji vzorek a jsou dal§im divodem pro majoritni vyuziti ionizace
elektrosprejem ve strukturni hmotnostni spektrometrii.

Ionizace velkych biomolekul je ale jen prvni ptekazkou, kterou musi strukturni
hmotnostni spektrometrie ptekonat [11]. Aby bylo mozné strukturni MS pouzivat, je tfeba,
aby nedochézelo k poruseni intaktni struktury ionti po celou dobu jejich letu od vstupu
do hmotnostniho spektrometru az po detektor. Toho bylo dosazeno diky pokrokiim
v instrumentaci ué¢inénym zejména na prelomu 20. a 21. stoleti. Obecné se jedna zejména
o tzv. ,,mckké* nastaveni iontové optiky a tlakd v jednotlivych ¢astech hmotnostniho
spektrometru tak, aby mohly prochazet velké molekuly [14]. Kontrola téchto parametri je
klicova zejména pro nativni hmotnostni spektrometrii, kdy je tieba krom¢ udrzeni intaktni
struktury zajistit 1 zachovani nekovalentnich interakci v prubéhu celého MS
experimentu [15].

Vyhodou aplikace hmotnostni spektrometrie na analyzu biomolekul je schopnost urcit
nejen m/z celého analytu, ale téz moznost selektivni disociace konkrétnich matetskych
iontli [11]. Vzniklé fragmenty jsou nasledné analyzovany pomoci MS, proto je tato technika
oznacovéana jako tandemova hmotnostni spektrometrie ¢&i MS/MS nebo MS? [16]. K tvorbé
fragmentli dochdzi nejbézngji jednim ze tfi mechanismi: kolizni aktivaci, aktivaci
zpisobenou interakci s elektrony, nebo fotony. Kolizni aktivace je nejéastéji vyuzivanou
fragmentacni technikou v tandemové MS, a to pfedevSim diky své vysoké efektivité.
K aktivaci analytu dochazi pomoci kolizi s inertnim plynem (helium, dusik, argon), kdy je
kinetickd energie srazky pfevedena na vnitini energii analytu. Nevyhodou kolizni aktivace
je fragmentace labilnich vazeb, ktera u proteintli asto vede k neutradlnim ztratam (H20, CO.,
NH3) nebo fragmentaci posttranslacnich modifikaci [16], [17]. Naopak vyhodou disociace
zachytem elektronu (ECD) a pfenosem elektronu (ETD) je jeji vyuzitelnost pro studium
lokalizace posttranslacnich modifikaci [17]. Pfi ECD interaguji protonované molekuly
s nizkoenergetickymi elektrony generovanymi zahfivanym filamentem [18]. Zachyt
elektronu vede k redukci ndbojového stavu (NS) iontu, ktery nésledné podléha fragmentaci.
Nevyhodou disociace zadchytem elektronu je jeji spojeni s nejdraz§i MS instrumentaci —

hmotnostnim spektrometrem s iontovou cyklotronovou rezonanci a Fourierovou
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transformaci (FT-ICR) [19]. Proto byla pfedstavena ETD, kterd je zalozena na reakci mezi
dvéma ionty. Na vicenasobné protonovany fragmentovany peptid je pienesen
nizkoenergeticky elektron z jednou nabitého aniontu (napf. antracenu ¢i fluoranthenu).
V obou ptipadech dochazi k fragmentaci peptidové patete mezi atomy N-C,. K fragmentaci
iontl v plynné fazi mize dochazet také v dusledku absorpce fotonti — fotodisociaci [16].
Vyhodou fotodisociace je jeji selektivita a laditelnost, zavisejici na pouzitém laseru.
Nejbéznéji jsou pro fotodisociaci pouzivany IR a UV lasery. V ptipadé pouziti IR laseru
(CO2 — 10.6 um), maji fotony nizké energie, proto je pii infracervené multifotonové
disociaci (IRMPD) k fragmentaci nutnad akumulace nékolika fotonti. Charakter IRMPD je
podobny CID adochazi k fragmentaci nejlabilnéjSich vazeb. V ptipadé ultrafialové
fotodisociace (UVPD) jsou vyuzivany vysoce energetické fotony, které mohou byt
generovany napi. 157 ¢i 193 nm excimerovymi lasery. Diky vysoké energii fotonli byla
pozorovana Siroka skala fragmenta¢nich mechanismu poskytujici velké spektrum fragment
zarucujici vyznamné sekvencni pokryti a umoziujici identifikaci posttranslacnich

modifikaci.

1.2.1.1 lonizace elektrosprejem a nanoelektrosprejem

Prvni ptekazkou, kterou musi biomolekuly analyzované hmotnostni spektrometrii ptekonat
je transfer z kondenzované faze do formy iontli v plynné fazi. Ve vétsin€ pripadi aplikace
hmotnostni spektrometrie na studium biomolekul je pro ionizaci vzorku vyuzita ESI [15].
Pii této ionizaci je vzorek analytu umistén ve vodivé kapilafe, na jejimz konci se v diisledku
potencidlového rozdilu mezi kapilarou a vstupem do hmotnostniho spektrometru, spolu
s externim tlakem na kapalinu v kapilafre, tvoii tzv. Tayloriv kuzel. Z konce kuzele
se odtrhavaji malé nabité kapiCky, které se dale rozpadaji v diisledku Coulombovské repulze
kumulovaného naboje ptfi odpafovani rozpoustédla, viz obr. 3 na str. 16. Tento proces
se opakuje az do chvile, neZ je v kazdé kapicce pouze jedna molekula analytu, ktera ziistava
po odpateni veskerého rozpoustédla nabita. Pro zlepSeni desolvatace byva do prostoru mezi
kapilérou a vstupem do hmotnostniho spektrometru vhanén zahtaty suSici plyn. Proteiny
se bézn¢ analyzuji pozitivné nabité (protonované), coz je oznaovano jako pozitivni ESI
madd [20]. Stejné tak je ale mozné generovat ESI i negativné nabité deprotonované ionty

(negativni ESI mod), tento piistup je vyuzivan zejména pro nukleoveé a mastné kyseliny.
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V 90. letech vznikla miniaturizaci ESI technika nanoelektrospreje (nESI) [21], [22],
kterd vyrazn€ rozsifila aplikovatelnost ionizace elektrosprejem [23]. Prvni dileZzitou
prednosti nESI je extrémné nizkd spotifeba vzorku. Pro analyzu sta¢i nékolik mikrolitrt
fadové mikromolarniho roztoku analytu. Pfi nESI analyze se bézné pouzivaji sklenéné
kapilary s koncovymi priméry kolem 1 um, ptfesto neni nESI pouze zmenseninou konvenéni
ESI. Niz8i pratoky nESI kapildrou totiz ovliviiuji mechanismus formace iontd, jez byl
pro ESI popséan vyse a je znazornén na obr. 3 [24]. U nESI vznikaji diky mensimu praméru
sprejovaci kapilary fadoveé mensi kapicky (150 nm v porovnani 1,5 um pro ESI), které mayji
veétsi koncentraci naboje na povrchu, coz vede k rychlejsim rozpadiim a mensimu odpatovani
rozpoustédla. Tento fakt vysvétluje dalsi vyhody vyuziti nESI pro analyzu biomolekul, a to
vetsi toleranci ke kontaminaci solemi, spolu s mensimi ztratami vzorku pii déleni kapek.
Dalsim ptinosem ionizace nanoelektrosprejem je lepsi stabilita spreje s rozpoustédly, ktera
maji vysoka povrchova napéti, jako napt. voda a roztoky na jeji bazi. Mezi ostatni benefity
patii schopnost sprejovat bez pisobeni vnéjsiho tlaku na kapalinu v kapilafe a dostatecna
desolvatace 1 bez pouziti susiciho plynu, coz déld nESI uspotadani jednodussi.

lonizovany vzorek | Vstup
do MS

ESl~100meD§ez»—»{:“;——@ﬂmm—- £ >

+

Desolvatace

Coulombovska exploze

Vstup

@ A do MS
- 2,

Obrazek 3 Schématické zndazornéni rozdilit mezi ESI a nESI. Zdkladnim rozdilem je mensi priimér
nESI sprejovaci kapilary. Diky tomu vznikaji mensi kapicky analytu, které rychleji desovatuji.
Proto je mozné umistit nESI emitor blize ke vstupu do hmotnostniho spektrometru. Pri nESI dochadzi
téz k efektivnéjsimu prenosu ionti. Vytvoreno dle [25] s pouzitim udajii uvedenych v [24].
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Jak bylo naznaeno diive, i pfes svou Sirokou pouzitelnost maji ESI a nESI své
limitace [15]. Pomoci téchto ioniza¢nich technik neni mozné analyzovat biomolekuly ptimo
z béznych pufr vyuzivanych v biochemii a molekularni biologii, tedy roztokti obsahujicich
vysoké koncentrace soli, organické pufry a surfaktanty. Slozky takovych pufrii se velmi
snadno ionizuji a vzhledem k jejich obrovskému nadbytku potlacuji ionizaci samotného
vzorku. Piipadn¢ dochazi k tvorbé adukti mezi komponentami pufru a studovanymi
molekulami, coz vede ke slozité interpretovatelnym hmotnostnim spektrim. Mezi dalsi
nevyhody patii nizkd efektivita pfenosu molekul, kdy je 1 pfi vyuziti nESI detekovano asi
10 % molekul ze vzorku [11]. Naopak hlavnimi vyhodami téchto technik versatilita jejich
pouziti. Lze je pfimo spojit se separa¢nimi technikami jako kapilarni elektroforézou
¢1 vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) [26], pouzit pro pfimou infuzi
vzorku do hmotnostniho spektrometru, a to vSe za vyuziti denaturujicich i nedenaturujicich

rozpoustédel [27].
1.2.2 Metody strukturni hmotnostni spektrometrie

Jednotlivé metody strukturni hmotnostni spektrometrie muzeme rozliSit podle toho,
jak pristupuji k analyze proteinii [9]. Techniky kovalentniho znaceni analyzuji pomoci MS
jiz denaturované biomolekuly, zatimco nativni hmotnostni spektrometrie a iontova mobilita
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (IM-MS) studuji proteiny v jejich nativni podobé¢.
U denaturujici analyzy jsou bézné uzivany dva ptistupy k tomu, jak ziskat informaci
o jednotlivych castech polypeptidového fetézce (obr. 4 na str. 18). Prvni, historicky starsi
pfistup vyuziva Sté€peni proteasou nasledované chromatografickou separaci, na kterou
navazuje MS ¢i MS/MS analyza [16]. Tento pfistup tak sklada informaci o celém proteinu
z jednotlivych peptidd, proto se nazyva proteomika zdola z anglického ,,Bottom-Up
proteomics“. Druhym, novéj§im, pfistupem, ktery je zalozen na tandemové hmotnostni
spektrometrii nerozStépeného analytu, je tzv. ,,Top-Down proteomics®, tedy proteomika
shora [28]. Pfi tomto experimentalnim uspotfadani je cely protein, ptipadné komplex vice
biomolekul, fragmentovan v hmotnostnim spektrometru. Ziskavame tak informaci jak o celé

vybrané proteoformé, tak o jejich jednotlivych Castech.
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Obrazek 4 Schematické zndazornéni rozdilu mezi ,,Bottom-up“ a ,,Top-down proteomikou.
Vytvoreno dle [9] pomoci biorender.com.

1.2.2.1 Kovalentni znaceni

Kovalentni znaceni v anglické literatufe oznaCované téz jako ,,protein footprinting® je

ptistup ke strukturni analyze biomolekul, pii kterém dochazi k chemické modifikaci rezidui

nachdzejicich se na povrchu proteinu [29]. Pomoci mapovani rozpoustédlu ptistupného

povrchu je moZné studovat strukturu biomolekul a jeji zmény. Vazba znacky na reziduum je

doprovazena zménou hmotnosti, a je tudiz pfimo detekovatelnd hmotnostni spektrometrii.

Pomoci proteomiky zdola ¢i shora je mozné lokalizovat modifikaci a ziskat tak informaci

o jednotlivych ¢astech proteinu, v urcitych ptipadech i s rozliSenim jednotlivych rezidui.

Pro studium struktury proteini lze vyuzit Sirokou Skélu kovalentnich znacek o riizné

komplexit¢ od deuteria vyuzivaného pro HDX aZ po rozmérné fotoafinitni znacky.

Jednotlivé techniky kovalentniho znaceni, kterym budou vénovany nésledujici kapitoly,

se tak 1i$1 pouzitou znackou, jeji chemickou povahou, specifitou a velikosti.

18



1.2.2.1.1 VODIK-DEUTERIOVA VYMENA

Jednou z nejvyuzivanéjSich technik kovalentniho znaceni proteini je vodik-deuteriova
vyména [29]. HDX je zalozena na reverzibilni vyméné vodikli mezi proteinem
a rozpoustédlem, coz ji odliSuje od ostatnich znacicich technik, které jsou bézn¢ zalozeny
na ireverzibilnich procesech. Vymeéna H za D je doprovdzena zménou hmotnosti, a je tudiz
snadno detekovatelna hmotnosti spektrometrii (HDX-MS). AvSak od svého vzniku
v 50. letech az do 80. let byla hlavni detekéni metodou pro HDX nuklearni magneticka
rezonance [30]. Spojeni HDX s hmotnostni spektrometrii zacalo byt dominantni
az v 90. letech, predevsim diky technickému rozvoji MS popsanému vyse (viz kap. 1.2.1
nastr. 13). V nejbéznéjSim experimentalnim usporadani je protein rozpuStén v H>O
a nasledn¢ inkubovan po urcity ¢as v DO [29]. V pribé¢hu inkubace dochazi k vyméné
rozpoustédlu piistupnych vodiku proteinu za deuteria z rozpoustédla. Tato vyména probiha
jak na N—H skupinéach peptidové patete, tak na postrannich fetézcich aminokyselin, kdyz je
vodik vazan na kyslik, siru ¢i dusik. Pfesto se technika HDX zamétuje zejména na vodiky
N-H skupin peptidové patefe. Zejména z toho ditvodu, ze vodiky na postrannich fetézcich
nejsou tolik zapojeny do vodikovych vazeb, coz zpusobuje jejich velmi rychlou vyménu,
kterad je stéZzi experimentalné zachytitelnd. U bézného HDX experimentu je po inkubaci
v D20, ktera probiha ve $kale od zlomku sekundy aZ po desitky hodin, vyména zastavena
zménou pH a teploty (2,5; 0°C). Dale je oznaceny protein analyzovan ,,Bottom-up*
pristupem, tedy Stépen proteasou, ndsledné separovan kapalinovou chromatografii
a analyzovan hmotnostni spektrometrii (LC-MS).

Vyhodou HDX je schopnost studovat v§echny aminokyseliny (vyjma prolinu), jelikoz
maji N—H skupinu, jez mize podstupovat vyménu [29], [31]. Dalsi vyhodou této techniky
je jeji schopnost zaznamenat jak lokalni rychlé strukturni fluktuace, tak pomalejsi strukturni
zmény, které nejsou ostatnimi technikami zachytitelné. Rychlost vymény daného vodiku, je
zavisla na pH, teploté a pfislusné aminokyseliné, ale také na ptistupnosti rozpoustédlu,
zapojeni do vodikovych vazeb a lokalni struktufe fetézce. Jak jiz bylo naznaceno nejrychleji
dochazi k vyméné vodiki, které jsou pfistupné rozpoustédlu a nejsou zapojeny
do vodikovych vazeb. Takové vodiky se nachazi v nestrukturovanych ¢éastech proteinu.
Naopak nejpomaleji dochazi k vyméné vodiki, které se nachazi uvnitt proteinu a jsou

zapojeny do vodikovych vazeb. Diky tomu Ize studovat strukturu proteinti, nebot’ prave
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intramolekularni vodikové vazby mezi N—H a karbonyly peptidové vazby stabilizuji
sekundarni struktury.

Vétsina HDX experimentd je diferencni, porovnava dva stavy proteint
napt. s ligandem a bez ligandu nebo mutovany a nemutovany protein [29]. Pozoruje
tak strukturni zmény, které jsou zpisobeny mutaci ¢i ligandem. Oproti jinym strukturnim
technikdm je mozné sledovat zmény napti¢ celym proteinem, jelikoz HDX probiha na vSech
rozpoustédlu ptistupnych amidovych vodicich peptidové patefe. Navic vneseni deuteria
do struktury zpiisobuje minimalni perturbaci vzorku, coz z HDX dél4 univerzalni a robustni
nastroj pro strukturni biologii [29], [30]. Z téchto divodd ma vodik-deuteriovd vyména
siroké spektrum aplikaci a byla vyuzita napt. jako komplementarni technika k cryo-EM
pro popsani dynamiky proteint [32], nebo pro mapovani epitopli protilatek

ve farmaceutickém primyslu [33].
1.2.2.1.2  CILENE CHEMICKE ZNACENI

Na rozdil od vodik-deuteriové vymény, ktera cili pfedev§im na amidové vodiky peptidové
patete, se cilené znaceni zaméfuje na postranni fetézce aminokyselin [29]. Podobné, jako
u vodik-deuteriové vymeény znaci tato ¢inidla aminokyseliny na povrchu proteint, které jsou
pristupné rozpoustédlu. Oproti HDX jsou tyto reakce ireverzibilni, coz je vyhodou pro
nasledné zpracovani vzorkl. Stejné jako u ostatnich technik kovalentniho znaceni je
pfitomnost znaCky detekovatelnd hmotnostni spektrometrii, nebot’ dochédzi k ptesné
definované zméné€ hmotnosti oznaené aminokyseliny.

Vzhledem k rozmanitosti postrannich fetézcii aminokyselin existuje téz celd fada
¢inidel vyuzivanych pro chemické znaceni, které specificky interaguji s jednou ¢i n€kolika
aminokyselinami [29]. BéZné& se pro znaceni vyuziva thiolova skupina cysteinu, aromatické
kruhy tryptofanu a tyrosinu, karboxylovd skupina kyselin asparagové a glutamove,
guanydylova skupina argininu, imidazolovy kruh histidinu, nebo amino skupina lysinu.
Pomoci cileného chemického znaceni tak 1ze studovat roli postrannich fetézcti aminokyselin
ve funkci a uspotadani biomolekul (viz obr. 5 na str. 23). Kromé svych aplikaci ve strukturni
proteomice lze chemické znaceni vyuzit 1 pro kvantifikaci ¢i usnadnéni MS analyzy (snazsi

ionizace a fragmentace vzorku) [34].
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1.2.2.1.3 RADIKALOVE ZNACENI

Zatimco vodik-deuteriova vyména vynika svou rychlosti, vyhodou cileného chemického
znaceni je jeho ireverzibilita [29]. Treti pfistup v kovalentnim znaceni, pouzivany
pro charakterizaci biomolekul — znaceni radikdlovymi cinidly, spojuje vyhody obou
predchozich skupin. JelikoZ jsou radikaly velmi reaktivni, znacici Casy se pohybuji v fadu
mikrosekund, coz umoznuje zachyceni dynamiky proteinti ¢i pohled na jejich sbalovani
arozbalovani. Stejné¢ jako v piipadé cileného chemického znaceni je reakce bézné
ireverzibilni, avSak u radikalového znaceni neni zachovana stejna specifita reakce. VEtSinou
je modifikovano vice postrannich fetézcti aminokyselin, avSak vzhledem k odlisné reaktivité
jednotlivych rezidui vici radikaliim neni dosazeno kompletniho pokryti, jako v piipadé
HDX. Pro radikalové znac¢eni muze byt vyuzita Siroka Skala radikalt, jako napt. CO3™,
SO47, I' nebo ‘CF3, ale nejpouzivangjsi jsou hydroxylové radikaly "OH.

Pouziti hydroxylovych radikdli pro mapovéani rozpoustédlu ptistupného povrchu
proteinu je vyhodné, jelikoz je "OH svou velikosti a hydrofobicitou podobny vodé [29].
Navic se hydroxylovy radikdl vyskytuje jako pfirozend soucast oxidativniho stresu
a v organismech maé regulacni funkci. Dal$i vyhodou pouziti hydroxylovych radikali je
jejich Siroka reaktivita, ‘OH reaguje téméf se vSemi aminokyselinami (nejsnaze
s aromatickymi a obsahujicimi siru, nejhiife s glycinem a alaninem) [35]. Reakce
s hydroxylovym radikdlem poskytuje napfi¢ aminokyselinami riizné produkty, nejbéznéji
se vSak vyskytuje vneseni -OH skupiny doprovazené nartistem molekulové
hmotnosti 0 16 Da. BéZn¢ jsou uzivany tfi zplsoby, jak generovat hydroxylové radikaly
pro znaceni proteind, historicky prvnim pouzitym byla synchrotronové radiolyza vody,
druhou variantou je vyuziti Fentonovy reakce, avSak nejpouzivanéj$im zptusobem je fotolyza
peroxidu vodiku [36]. Té vyuziva technika rychlé fotochemické oxidace proteini (FPOP),
ktera je zaloZena na pouziti 248 nm KrF laseru, $tépiciho peroxid vodiku. K reakci dochazi
v priutokovém reaktoru, kterym protékd studovany protein v pufru s malym mnoZstvim
H>0,. Vyhodou FPOP je tak zejména absence pouziti t€zce dostupného synchrotronu.

Pii bézném experimentu jsou vzorky oznaceny hydroxylovymi radikaly a nasledné
analyzovéany ,.Bottom-up* pfistupem [36]. Pii zpracovani a analyze vzorkll je patrna
jiz zminéna vyhoda v ireverzibilni povaze radikadlového znaceni "OH. Naopak nevyhodou

techniky je Siroké spektrum ziskanych produkta reakce, které znesnadiuje interpretaci dat.
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Oxidace proteint hydroxylovymi radikaly téZ nachazi, jako ostatni techniky kovalentniho
znaceni své uplatnéni ve strukturni biologii. Vyhody pouziti FPOP pftistupu byly
demonstrovany na studiu konformacnich zmén a agregace amyloidu B, proteinu

souvisejiciho s Alzheimerovou chorobou [37].
1.2.2.1.4  CHEMICKE SITENI

V piipadé, ze pro chemické znaceni pouzijeme molekulu, ktera ma dvé skupiny chemického
nebo radikalového Cinidla spojené raménkem rizné délky, mizeme vytvofit kovalentni
intra- ¢i inter- molekularni spojeni [29]. Technika vyuzivajici takovato multifunkéni ¢inidla
se nazyva chemické siténi a umoznuje studovat jak jednotlivé biomolekuly, tak jejich
komplexy, diky informaci o vzdalenosti mezi propojenymi rezidui (obr. 5 na str. 23) [38].
Stejné jako existuje Siroka Skala ¢inidel pro cilené chemické znacenti, existuje velké mnozstvi
sitovacich €inidel s odliSnymi vlastnostmi, které zavisi na pouzitych reaktivnich skupinéch,
délce raménka, pfipadné dalSich funkcnich skupindch na raménku Ccinidla. Zlatym
standardem v XL-MS je pouZiti tzv. homobifunkénich €inidel (€inidla, jeZ maji ob& reaktivni
skupiny stejné), kterd reaguji specificky s primarnimi aminy (N- konec a e-amino skupinou
lysinu) [39]. Jsou pouzivana i fotoreaktivni sitovaci Cinidla, kterd poskytuji radikalové
intermediaty, a tudiz jsou velmi reaktivni a v porovnani s ostatnimi ¢inidly nespecificka [29].
Sitovaci ¢inidla jsou v béZném experimentu pouzita pro zesiténi jednoho nativniho proteinu
¢i proteinového komplexu, ktery je nasledn€ analyzovan standardnim ,,Bottom-up*
pristupem [38]. Vysledky MS/MS experimentu jsou pomoci piislusnych softwarovych
nastrojii analyzovany a ziskané vzdalenosti pouzity pro strukturni charakterizaci

studovanych systém.
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Ackoli neni technika XL-MS novinkou, stale se rozviji, a proto nachézi ve strukturni
biologii celou fadu uplatnéni [40]. Byla pfedstavena nova sitovaci Cinidla, kterd maji
na raménku funkcéni skupiny, jez mohou byt zachyceny pomoci afinitni chromatografie.
To umoziuje XL-MS analyzu proteinovych interakci v komplexnich smésich, jejimz cilem
je aplikace na zivé bunky, ktera by byla bez prekoncentrace zesiténych proteind jen stézi
proveditelna. Pro snazsi identifikaci a MS analyzu zesiténych peptidl byla téz predstavena
izotopove znacena Ci Stépitelnd sitovaci Cinidla (chemicky ¢i pomoci disociacni techniky
v hmotnostnim spektrometru). Diky pokrokiim v chemickém siténi je mozné studovat
komplexni biologické systémy, jako napt. celé virové castice [41] nebo kvantifikovat

zesiténé proteiny pii charakterizaci bakteridlniho proteasomu [42].
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Obrazek 5 Schematické porovndni vyuZiti cileného chemického znaceni (A) a chemického
siténi (B) pro identifikaci interakcniho rozhrani binarniho proteinového komplexu. Hvézdicky v A
symbolizuji kovalentni znacku. Z rozdilu mezi oznacenymi peptidy v pripadé samotneho proteinu
a proteinového komplexu bylo identifikovano interakcni rozhrani (oranzovy a modry ramecek
v pripadé modrého, respektive oranzového proteinu). Sitovaci cinidlo je v B znaceno cernou carou,
interakcni rozhrani je urceno pomoci intermolekularnich peptidii (v cerném ramecku). Kromé
intermolekularnich zesiténi jsou pritomnd i intramolekuldrni a nezesitované peptidy. Vytvoreno
pomoci Biorender.com, dle [34].

23



1.2.2.2 Nativni hmotnostni spektrometrie

Nativni hmotnostni spektrometrie je technika zaloZenad na ionizaci elektrosprejem (viz
instrumentaci umoznily analyzovat pomoci hmotnostni spektrometrie i nekovalentni
interakce biomolekul, napf. komplexy mezi proteiny ¢i protein-ligandové komplexy.
Hlavnim rozdilem mezi konvencni a nativnhi hmotnostni spektrometrii je vyuziti
nedenaturujicich rozpoustédel, coz vede k zachovani kvarterni struktury i v plynné fazi
(viz obr. 6). Pravé diky tomu, Ze v pribéhu experimentu nedochazi k poruseni intaktni
struktury biomolekul, se technika nazyva nativni hmotnostni spektrometrii. Piesto zde neni
pojem nativni pouzit ve svém puvodnim vyznamu, tedy pro biomolekuly nachdzejici

se ve svém prirozeném prostiedi, v bunce.
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Obrazek 6 Rozdil mezi denaturujicim (A) a nativnim (B) hmotnostnim spektrem ureasy
Helicobacter Pyroli. Pro ziskani MS spektra A byl ke sprejovani vyuzit 50% roztok acetonitrilu
s 1% kyselinou octovou, tyto podminky vedly ke ztraté kvarterni struktury, jelikoz byly detekovany
samostatné o, (oranzovad) a f (fialova) podjednotky. V pripadé B byl vzorek ionizovan z 200 mM
(mmol/l) vodného roztoku octanu amonného, diky cemuz byla zachovana kvarterni struktura protein-
proteinového komplexu a;sf2. Prevzato z [27] a upraveno.
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Ackoliv byly na prelomu 20. a 21. stoleti pomoci nativni hmotnostni spektrometrie
popsany nekovalentni interakce mezi biomolekulami, panovaly nejen v komunité zabyvajici
se MS debaty, zda je opravdu mozné zachovat kvarterni strukturu biomolekul 1 v plynné
fazi [43]. Prvnim dukazem strukturni odliSnosti biomolekul, jeZ jsou ionizovany
elektrosprejem z nedenaturujicich rozpoustédel, byla odlisné distribuce nabojovych stavii
pozorovand u stejného analytu ionizovaného za denaturujicich a nedenaturujicich
podminek [44]. Pti nativni ESI jsou zpravidla ziskavany nizsi nabojové stavy proteint (tudiz
vys$i m/z). V duasledku interakce s rozpoustédlem mohou byt ionizovana pouze piistupna
rezidua na povrchu proteinu. Zisk nizkych nabojovych stavli proto odpovida globularnimu
usporddani proteind, které mad nejmensi povrch. Zatimco u denaturujici ESI dochazi
k rozbaleni proteinu, diky ¢emuz je vice reziduji vystaveno rozpoustédlu a tudiz ionizovano
(viz obr. 6 na str. 24). Diky odli§né distribuci ndbojovych stavli rozbalené¢ho a sbalené¢ho
proteinu bylo hmotnostni spektrometrii popsano rozbalovani myoglobinu (Mb) vlivem zmén

pH (obr. 7) [45].
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Obrazek 7 Hmotnostni spektra zachycujici rozbalovani myoglobinu pri zmeéné pH z 6,5 na 3,2.
Obrazky A—C zachycuji 3 casové intervaly (0,07; 0,34 a 15,1 s), od doby smiseni holomyoglobinu
(hMb) ve vodném roztoku (pH 6,5) se 45% kyselinou octovou, tak aby bylo dosazeno pH 3,2. Zkratky
aMb znaci apomyoglobin.

Ptimy dilkkaz toho, ze je pii nativni MS zachovana struktura proteint, byl ziskan
skenovaci tunelovaci mikroskopii (STM) [46]. Molekuly cytochromu C (obr. 8 na str. 26)
byly ionizovany elektrosprejem, po priichodu ToF hmotnostnim spektrometrem deponovany
na kolektor a analyzovany STM. V =zavislosti na pouzitém sprejovacim pufru byly
pozorovany nejen odliSné distribuce naboji, ale také rozdilné konformace proteinu (obr. 8
na str. 26). V ptipadé pouziti 0,1% vodného roztoku kyseliny mravenci byly zaznamenany
sbalené globule cytochromu. Naopak u 5% kyseliny mraven¢i ve vodném roztoku

methanolu, byly pozorovany extendované rozbalené formy analyzovaného proteinu.
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Zachovani nativni struktury v plynné fazi iu velkych a flexibilnich proteini potvrzuje
podobny experiment provedeny na monoklondlnich protilatkach [47]. Dal§im z dikazd,
ze je pii ESI mozné zachovat strukturu komplexti biomolekul, byl experiment na virech Zluté
skvrnitosti ryze a tabakové mozaiky [48]. Virové ¢astice byly ionizovany elektrosprejem
a po pruchodu hmotnostnim spektrometrem sbirany na kolektor. Nasledn¢ byly tyto viry
inokulovany do rostlin a bylo prokézano, ze jsou schopny pisobit infekci. Je tedy patrné,
ze byly 1 po ionizaci elektrosprejem zachovany nekovalentni interakce a kvarterni struktura

biomolekul, ktera je nezbytna pro spravnou funkci viru.
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Obrazek 8 Topografie ze skenovaci tunelovaci mikroskopie (STM) pro cytochrom C ionizovany
elektrosprejem a deponovany na kolektoru po priicchodu hmotnostnim spektrometrem.
Al — hmotnostni spektrum cytochromu C ionizovaného z 0,1% kyseliny mravenci a (A2) STM
topografie izolovanych nizsich nabojovych stavii (10+ a nizsi) téhoz vzorku. Bl — hmotnostni
spektrum cytochromu C ionizovaného z 5% kyseliny mravenci v roztoku voda methanol a (B2) STM
topografie izolovanych vyssich nabojovych stavii (12+ az 18+) téhoz vzorku. Prevzato z [46]
a upraveno.
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Prestoze poskytuje nativni hmotnostni spektrometrie strukturni informaci, mtize byt
jeji aplikace na heterogenni komplexy limitovana [49]. Znalost intaktni molekulové
hmotnosti je ¢asto nedostatecnd pro charakterizaci heterogennich komplexti. Proto nachazi
disocia¢ni techniky (popsané v kap. 1.2.1 na str. 15) své uplatnéni i1 v nativni hmotnostni
spektrometrii. Vyuzijeme-li tandemovou hmotnostni spektrometrii pro studium nativnich
biomolekul, mizeme napft. disociovat jednotlivé podjednotky komplexu a lokalizovat vazbu
ligandu. Své vyuziti nachazi nativni hmotnostni spektrometrie ve spojeni fragmentacnimi
technikami 1 ve studiu posttransla¢nich modifikaci [50].

Jeden z hlavnich rozdild mezi konvenéni ESI-MS a nativni MS je v piiprave
vzorki [27]. V ptipadé konvencni ESI-MS jsou pro optimalni sprejovani pouzivany 50%
roztoky organickych rozpoustédel (napi. methanol ¢i acetonitril), které jsou pro snazsi
protonaci vzorku okyseleny. Pro zachovéni intaktni kvarterni struktury je ale tfeba vyuzit
nedenaturujici rozpoustédla s uzce definovanou iontovou silou a pH [51]. AvSak zdaleka
ne vSechny pufry splitujici tyto podminky, jsou kompatibilni s MS analyzou. Kviili potlaceni
signalu (jak je uvedeno v kap. 1.2.1.1 na str. 17) je problematicky zejména obsah soli,
detergentd (SDS apod.) a dalSich interferujicich latek, které jsou obsaZzeny v béZné
uzivanych pufrech (napt. HEPES). Proto jsou standardné pro nativni MS pouzivany SmM
az 1M vodné roztoky octanu amonného [27] s pH 68 obsahujici 1-20uM vzorek [51].
Vzhledem k pKa(NH4") = 9,25 a pKa(COOH) = 4,75 neni octan amonny v neutralni oblasti
dobrym pufrem. Z toho diivodu mohou byt pouZivany roztoky na bazi uhli¢itanu amonného,
ktery kolem neutralniho pH pufruje 1épe [52]. Ptesto bylo zaznamenéno, ze tento pufr
zpusobuje rozbalovani biomolekul. Pravdépodobné se tak déje kviili unikani molekul oxidu
uhli¢itého pfi ionizaci vzorku, k ¢emuZ v piipadé octanu amonného nedochéazi. Dal§im
volatilnim roztokem, pouZitelnym pro MS, je mraven¢an amonny. Ten je ale kvili nizké pKa
kyseliny mravenc¢i pfi neutrdlnim pH je$t€ horSim pufrem neZ zminény octan. Proto jsou
1 ptes své nevyhody vodné roztoky octanu amonného nejbeznéjSimi solventy pouzivanymi
pro nativni MS. Proto musi byt pfed analyzou vzorek do octanu amonného pieveden [51].
Pro vyménu pufri se obvykle pouzivaji miniaturizovand gelova filtrace ¢i mikrodialyza.
Jiz bylo zminéno, Ze je pro nativni MS pouZivéna spiSe ionizace nanoelektrosprejem nez
béznd ESI. V porovnani ESI a nESI je niZsi citlivost ionizace nanoelektrosprejem viici solim

jednim z divodu jejiho pouziti [24].
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Analyza vzorkdi nativni hmotnostni spektrometrii pifindsi fadu vyhod [27].
V porovnani s jinymi strukturné-biologickymi technikami je pifi pouziti velmi malého
mnozstvi vzorku (pro analyzu staci fadoveé pikomoly) mozné zjistit informace o topologii
a stechiometrii uspofadani biomolekul v komplexu. Diky vyuziti MS jsou vyhodami téz
rychlost, selektivita a schopnost analyzovat vice komponent obsazenych v jednom vzorku.
Navic pfi spojeni iontové mobility s nativni hmotnostni spektrometrii ziskdvame v jednom

IM-MS experimentu i strukturni informaci.

1.2.2.3 lontova mobilita ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Iontova mobilitni spektrometrie (IMS) je analytickou technikou, ktera nachazi uplatnéni
jak samostatn¢, napt. pro detekci vybusnin ¢i drog na letistich, tak i ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii (IM-MS [53], n¢kdy také znaceno jako IMS-MS [54] ¢i IMMS [55]),
kde je pouzivana pro strukturni analyzu komplexnich vzorkli napf. v proteomice
a metabolomice [55]. Z pohledu integrativni strukturni biologie nabizi IM-MS informace
o struktufe a konformaci jednotlivych proteind, ale také o podjednotkovém slozeni
a topologii komplexti biomolekul (viz obr. 2 na str. 13). Jedna se tak o komplementarni
techniku ke gelové permeacni chromatografii ¢i nativni gelové elektroforéze, které na rozdil
od IMS pracuji se vzorky v kapalné fazi.

Propojeni iontové mobility s hmotnostni spektrometrii je vyhodné, nebot’ jsou tyto dveé
instrumentace vzajemné kompatibilni [56]. V obou pfipadech jsou analyzovany ionty
v plynné fazi, kdy je pro ionizaci vzorku nejbéZnéji uZzivana ionizace elektrosprejem
¢i nanoelektrosprejem. Z toho divodu Ize z6énu iontové mobility snadno zatadit
do hmotnostniho spektrometru (viz obr. 10 na str. 30) a ziskat tak nejen informaci o m/z
analyzovanych molekul, ale i o poméru jejich kolizniho priafezu (CCS) ku naboji. Ten je
v pripad¢ nejjednodussi instrumentace: iontové mobility v driftové trubici (DTIMS) ziskan
pfepoctem z ,,drift time* [57]. ,,Drift time* je doba, za jak dlouho projde analyzovany ion
trubici naplnénou inertnim plynem. Maji-li dva ionty stejnou hmotnost i naboj (m/z),
ale jinou velikost dojde u vétSiho iontu k vysSimu poctu srazek s plynem, coz vede k jeho
zpomaleni, a tudiz del$imu ,,drift time* (viz obr. 9 na str. 29). Naopak mensi iont proleti
trubici kviili mensimu poctu srazek rychleji. Z naméfeného ,.drift time* 1ze vypocist CCS

Mason—Schampovou rovnici. Nevyhodou DTIMS je velikost této instrumentace, nebot
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schopnost rozliSit molekuly zavisi na délce driftové trubice. Proto byly vyvinuty jiné IMS
instrumentace, které tuto nevyhodu ptekondvaji, jako napt. iontova mobilita s putujici vinou
(TWIMS). V ptipadé¢ TWIMS stejné jako u DTIMS putuji ionty trubici napIlnénou inertnim
plynem [55]. Rozdil je v elektrickém poli, ve kterém se ionty pohybuji. U DTIMS je pomoci
série elektrod vytvofeno homogenni kontinudlni elektrické pole. Zatimco u TWIMS,
jak ndzev napovida, tvoii elektrody nehomogenni pole, které zpiisobuje zpozd'ovani vétsich
iontd, oproti t€ém mensSim. Vyhodou TWIMS je tudiz lepsi separace iontl pfi stejné délce
trubice. Nevyhodou pak, ze kviili nehomogennimu elektrickému poli neni mozné pii pouziti
TWIMS vypocitat kolizni prafez ptimo z ,,drift time* Mason—Schampovou rovnici, ale je

nutné provést kalibraci [58].
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Obrazek 9 Schéma iontové mobility v driftové trubici. Na obr. A je zndzornéna DTIMS,
sbaleného (Cerveného) a rozbalené¢ho (modrého) proteinu, pricemz rozbaleny protein ma veétsi
kolizni priifez nez sbaleny. V diisledku vétsiho poctu srazek s inertnim plynem (helium) putuje
modry rozbaleny protein v gradientu elektrického pole pomaleji nez cerveny. Coz je patrné
na obrazku B, kde jsou zaznamendny a vyneseny ,,drift time** pro oba proteiny. Prevzato z [53]
a upraveno.
NejbéZnéji jsou pro spojeni s iontovou mobilitou pouzivany hmotnostni spektrometry
s analyzatorem doby letu (ToF-MS) (viz obr. 10 na str. 30) [55] Toto spojeni je vyhodné,
nebot’ ToF analyzatory pracuji na sub-mikrosekundové Skale, zatimco bézny IMS
experiment trva cca milisekundu. Pro kazd¢é IM spektrum tak ziskdme az tisic MS skeni,
které zobrazuji hodnoty m/z pro ionty se stejnymi ,,drift time*. Diky tomu mizeme vytvofit
2D mapu, kde jsou jednotlivym m/z pfifazeny odpovidajici iontové mobility a ziskat

tak strukturni informaci o jednotlivych komponentech obsazenych ve vzorku [55], [59].
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Obrazek 10 Schéma ToF hmotnostniho spektrometru s iontovou mobilitou (Waters Synapt G2).
Ze schématu je patrné, Ze jsou nejprve ionty ionizovany elektrosprejem ci nanoelektrosprejem,
nasledné putuji skrz iontovou optiku do kvadrupolového hmotnostniho filtru a nasledné zonou
iontové mobility, az do analyzatoru doby letu. Prevzato z [60] a upraveno.

1.2.2.4 Technika zahrivani sprejovaného roztoku

Nativni struktura biomolekul mtze byt ovlivnéna mnoha faktory, jakymi jsou: zmény pH,
pfitomnost chaotropnich c¢inidel nebo teplotni zmény [61]. Iontovou mobilitou ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii 1ze zachytit jak zmény ve slozeni vzorku, tak konformacni
zmény [62]. Je tudiz vhodnou technikou pro sledovani vlivu perturbace nékterym
z uvedenych faktorti na nativni strukturu proteind. Strukturni charakterizace nenativnich
i ¢asteCné rozbalenych forem proteinit miize napomoci pochopeni onemocnéni
zpisobenych Spatnym sbalovanim proteinti, jako jsou Parkinsonova a Alzheimerova
choroba [61]. Proto jsou techniky poskytujici informaci o struktufe a slozeni biomolekul
pfi jejich perturbaci dilezite.

Technika zahtivani sprejovaného roztoku je v odborné literatuie oznaCovana riznym
nazvy, jako: ,,Variable-Temperature ESI*“ (vT-ESI) [62], [63] ,,Variable-Temperature Native
MS* [64], ,,Solution thermal melting coupled with ESI mass spectrometry* (STHEM-ESI)
[65] nebo ,,Temperature-Controlled Electrospray lonization* (TC-ESI) [66]. I ptes odlisnou
terminologii pouZivanou riznymi skupinami se principidlné jednd o stejnou techniku

zaloZenou na nativni hmotnostni spektrometrii. Ve vSech ptipadech je vzorek v ESI,
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analyzovan hmotnostni spektrometrii. Jelikoz neni aparatura pro zahtivani sprejovaného
roztoku komer¢né dostupnd, existuje stejné jako nékolik nazvii i nékolik experimentalnich
uspotadani. Ta byla vyvinuta v jednotlivych vyzkumnych skupinach vyuzivajici techniku
vT-ESI. Obecné je ESI ¢i nESI emitor (viz obr. 11) umistén do tepeln¢ vodivého téla,
nejbéznéji kovového, které je pomoci Peltierova ¢lanku [62], [63] ¢i pomoci spinaciho

odporového dratu [65] zahtfivano na pozadovanou teplotu kontrolovanou termoclankem.

Peltiertv ¢lanek
Ventilator
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Vodivé spojeni nESI kapilara
Obrazek 11 Schéma aparatury pro zahiivani sprejovaného roztoku, ktera vyuziva Peltieriiv clanek.
Prevzato z [67] a upraveno.

Jeden z prvnich experimentl, pii kterém byl zahiivan vzorek ionizovany
elektrosprejem, byl publikovan v roce 1999 na proteinu thioredoxinu [68]. Autofi ohfivali
analyzovany roztok pomoci nastfikové kapildry umisténé v temperované vodni lazni.
Pozorovali, Ze se zvySujici se teplotou dochazi ke zméné v distribuci nabojovych stavil
proteinu. Pii zvySeni teploty se objevila ,,rozbalend* populace majici vyssi nabojové stavy,
tudiz niz8i m/z (obr. 12 A na str. 32). Z toho diivodu popsali pribéh experimentu vypoctem

pramérného nabojového stavu:

Ylzz
Zavg = S, (1)

ktery vynesli v zavislosti na teploté¢ (obr. 12 B na str. 32). Ukazali tak, Ze lze pomoci
hmotnostni spektrometrie ziskat podobnou informaci o rozbalovani proteind, jako v ptipadé
pouziti konvenénich biofyzikalnich technik, jako napt. cirkularniho dichroismu. Pozdéji
byla aparatura pro zahtivani vylepsena pfimym umisténim nESI emitoru do vyhtivaného
kovového téla (obr. 11). Funk¢nost aparatury a spolehlivost dosazené teploty byla ovéiena

srovnanim s fluorescen¢ni spektroskopii a dale aplikovana na studium disociace komplexu
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malého proteinu teplotniho Soku (TaHSP16.9) [67]. Dalsim krokem v charakterizaci
biomolekul pomoci vT-ESIMS bylo jeji spojeni s iontovou mobilitou. To umoznilo studovat
nejen zmeény ve slozeni zahiivaného vzorku, ale zaroven ziskat informaci o struktuie
a strukturnich zménach analyzovanych molekul [69]. Vyhodnost vT-ESI IM-MS byla
demonstrovana na teplotni denaturaci myohemerythrinu, pii niz dochazi ke dvoukrokovému
procesu rozbaleni a opétovnému sbaleni proteinu v diisledku formace nenativniho disulfidu.

Takové zmény by nebyly jinou biofyzikalni metodou, jako napi. cirkuldrnim dichroismem,

zachytitelné.
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Obrazek 12 Experiment zahiivani sprejovaného roztoku thioredoxinu. Na obr. A
jsou hmotnostni spektra pri 18, 65 a 82 °C, zachycujici zmenu distribuce nabojovych stavii proteinu
pri zahvivani. Na obr. B je vynesen priimérny ndabojovy stav (zag) v zavislosti na teploté (Cerné
trojuhelniky V). Nabojové stavy 6+ az 9+ byly oznaceny jako sbalené (F) a ostatni vyssi,
jako rozbalené (U). Pomér sbaleného viici veskerému proteinu ve vzorku byl vynesen v zavislosti
na teploté (bilé trojuhelniky A). Prolozenim sigmoidou byla ziskana teplota taveni T, = 64 °C.
Prevzato z [68] a upraveno.

Novym pfiistupem ke studiu rozbalovani proteini pomoci hmotnostni spektrometrie,
je zahtivani sprejovanych kapicek pied vstupem do hmotnostniho spektrometru (kapicky
vzniklé odtrZzenim z Taylorova kuzele viz obr. 3 na str. 16) [70], [71]. K perturbaci vzorku
je vyuzit infracerveny laser s laditelnym vykonem. Vyhodou tohoto pfistupu je zejména
rychlost ohtivani, ktera se pohybuje na mikrosekundové Skale. Oproti vT-ESI, kde zahtivani
probiha fadové minuty, tak umoznuje zachytit pfechodné, ¢aste¢né rozbalené, struktury,
které by byly jinymi technikami nezachytitelné a studovat tudiz dynamiku rozbalovani

proteind.
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Jak jiz bylo nastinéno vySe, vI-ESI ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je
komplementarni technikou k biofyzikélnim technikam jako napft. cirkuldrnimu dichroismu
(CD) ¢i diferencni skenovaci fluorimetrii (DSF). Oproti zminénym biofyzikalnim technikdm
nabizi hmotnostn¢ spektrometricky pfistup vyhodu pfi analyze komplexnéjSich vzork,
jelikoz umoznuje studovat jednotlivé komponenty vzorku oddélen€ [66]. Pii spojeni
s iontovou mobilitou poskytuje vT-ESI strukturni informaci o analyzovanych molekulach,
ktera by byla jinymi technikami obtizn¢ dostupna [69]. Prave diky zminénym vyhodam nasla
technika zahfivani sprejovaného roztoku své uplatnéni zejména pii analyze proteint
a proteinovych komplexii [72]. Bylo téz popséano pouziti této techniky na nukleové kyseliny,

pro charakterizaci G-kvadruplext [66].

33



2. CiLE PRACE

1. Rekombinantni exprese a purifikace DNA-vazebné domény transkripéniho faktoru
TEADI (TEAD1-DBD)

2. Studium DNA-vazebnych domén transkripcnich faktort TEADI a FOXO4 a jejich
protein-DNA komplexii pomoci iontové mobility ve spojeni s hmotnostni

spektrometrii s vyuzitim aktivace zahiivanim sprejovaného roztoku (vT-nESI).
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3. MATERIAL

3.1 Chemikalie

Agar, Oxoid technicky

Akrylamid, pro elektroforézu >99,5

Azid sodny, P. A. (min. 99%)

B-laktoglobulin A, kravské mléko, >95%
Bromfenolova modr, P. A.

Coomassie Brilliant Blue R-250, ultracisté >65%
Cytochrom C, koniské srdce, >95%
1,2-bis(dimethylamino)ethan (TEMED), P. A.
Dithiotreitol (DTT), min. 99.0%, analyticka kvalita
Dodecylsiran sodny (SDS), >98.5% (GC)

Ethanol:
96% pro UV spektroskopii
LC-MS, LiChrosolv
Extrakt z kvasnic (yeast extract), pro biochemii

Glycerol, >99.5%, ACS kvalita

Hydroxid sodny, >98.0%, pelety
Chloramfenikol, spliuje USP specifikaci
(United States Pharmacopedia)

Chlorid sodny, kvalita pro molekularni biologii
Imidazol, >99.5% (GC)

Isopropyl f-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG),
min. 98.0%

Kyselina (4-(2-hydroxyethylamino)-1-piperazin)
ethansulfonova (HEPES), >99.0%

Kyselina chlorovodikova, P.A. min 35%
Kyselina octova, P.A.

2-merkaptoethanol (BME), >99.0%

Methanol, LC-MS, LiChrosolv

Thermo Fisher Scientific, USA

Merck KGaA, Némecko
SERVA, Némecko
Merck KGaA, Némecko
SERVA, Némecko
Avantor, USA

Merck KGaA, Némecko
Bio-Rad, USA

SERVA, Némecko
Merck KGaA, Némecko

Avantor, USA
Merck KGaA, Némecko

Thermo Fisher Scientific, USA

Avantor, USA
Honeywell, USA
Merck KGaA, Némecko

SERVA, Némecko
Merck KGaA, Némecko
Avantor, USA

Carl Roth, Némecko

Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Merck KGaA, Némecko
Merck KGaA, Némecko
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N,N-methylen-bis-akrylamid, 97% Merck KGaA, Némecko

Octan amonny (pro MS a LC-MS, LiChropur) Merck KGaA, Némecko
Peroxodisiran amonny (APS), P. A. Bio-Rad, USA
SeeBlue Pre-stained Protein Standard Invitrogen, USA
Siran kanamycinu, >750 [.U./mg, pro biochemii Carl Roth, Némecko
Thrombin, >1000 NIH units/mg Merck KGaA, Némecko
Trifluoracetat sodny, 98% Merck KGaA, Némecko
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), >99.9% Carl Roth, Némecko
Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP), P. A. Merck KGaA, Némecko
Tris-Glycin SDS pufr; 10x koncentrovany Bio-Rad, USA
Tris-HCI, >99% (titrace) Merck KGaA, Némecko
Trypton, Oxoid technicky Thermo Fisher Scientific, USA
Ubiquitin, kravi erytrocyty, min. 90% Merck KGaA, Némecko
Voda
deionizovana Dostupna v centru Biocev
LC-MS, LiChrosolv Merck KGaA, Némecko

3.1.1 Roztoky a pufry

VSechny roztoky pro chromatografii byly pfed pouzitim filtrovany (45 um) a odvzdusnény

v ultrazvukové lazni (5 min; 25 °C).

Afinitni chromatografie (IMAC):
e A (ekvilibra¢ni) — 20mM HEPES; 0,5M NaCl; 20mM imidazol; ImM BME; pH 7,5
e B (elucni) — 20mM HEPES; 0,5M NacCl, 0,5M imidazol; ImM BME; pH 7,5
Druha afinitni chromatografie:
e A (ekvilibra¢ni) — 20mM HEPES; 0,25M NaCl; 20mM imidazol; ImM BME; pH 7,9
e B (elucni) — 20mM HEPES; 0,25 M NacCl; 0,5M imidazol; ImM BME; pH 7,9
Chromatografie na iontoménici (IEX):
e A (ekvilibra¢ni) — 20mM HEPES; 75mM NaCl; ImM BME; pH 7,9
e B (elucni) — 20mM HEPES; 1M NaCl; ImM BME; pH 7,9
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Gelova permeacni chromatografie (GPC): 20mM HEPES; 150mM NaCl; 1mM TCEP;
pH 7,5
LB agar: LB médium; 1,25% (w/v) agar; sterilizovano
LB médium: 1% (w/v) trypton; 0,5% (w/v) extrakt z kvasnic (yeast extract); 1% (w/v)
NaCl; pH 7,4; sterilizovano
SDS-PAGE:
e Akrylamidova smés (30%) — 70% (v/v) H20; 29% (w/v) akrylamid;
1% (w/v) N,N-methylen-bisakrylamid
e Barvici roztok — 45% (v/v) methanol; 10% (v/v) kyselina octové; 0,25% (w/v)
Coomassie Brilliant Blue R-250
e (QOdbarvovaci roztok — 55% (v/v) H20; 35% (v/v) ethanol; 10% (v/v) kyselina octova
e Vzorkovy pufr (redukujici), 5% koncentrovany — 250mM Tris-HCl (pH 6,8);
10% (w/v) SDS; 30% (v/v) glycerol; 100 mM DTT; 0,05% (w/v) bromfenolova
modf
Nativni hmotnostni spektrometrie: 150 mM octan amonny; pH 6,8; LC-MS kvalita

chemikalii

3.1.2 Vektory a oligonukleotidy

pET-28a(+)-TEAD1-DBD Generey, Cina
C-MYC enhancer F:5-GCAATCCTTAAAGCT-3’ IDT, USA
R: 5'-AGCTTTAAGGATTGC-3’
C-MYC exon F: 5"-GTAGTAATTCCAGCG-3" IDT, USA
R: 5"-CGCTGGAATTACTAC-3’
DAF-16 F: 5"-TTGGGTAAACAAG-3’ IDT, USA

R: 5"-CTTGTTTACCCAA-3’

3.1.3 Bakterialni kmeny
E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL Agilent, USA

Genotyp: F- ompT hsdS(rs'mg’) dem” Tet" gal MDE3) endA hte [argU
proL Cam'] [argU ileY leuW strep/Spec']
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3.2 Pristroje a vybaveni

Analytické vahy AL54-1C

Automatické pipety RAININ (rozsah objemu 0,1 pl
az 5 ml) s kompatibilnimi pipetovacimi Spickami

Centrifuga Avanti J-26 XP, vyménné rotory
Uhlovy rotor JA-25.50
Uhlovy rotor JLA-9.1000

Centrifuga MiniSpin, rotor F-45-12-11 (» = 6 cm)

Centrifuga 5920 R, vykyvny rotor s-4x1000
Centrifuga 5415 R, rotor F-45-24-11

Centrifugacni kolony pro vyménu pufrt

Micro Bio-Spin P-6 limit molekulové hmotnosti

(MWCO) 6 kDa

Centrifugacni koncentratory Amicon Ultra
15 ml; 3000 MWCO
4 ml; 3000 MWCO
0,5 ml; 3000 MWCO
Centrifugacni kyvety
11, J-lite, PP
50 ml, se Sroubovacim uzavérem, PP
Centrifugacni zkumavky (50 ml; 15 ml)

Dialyzacni trubice SnakeSkin 3.5K MWCO, 16 mm

Dratek na ¢isténi mikrostiikacky

Drzak nESI emiteru

Filtra¢ni membrany Durapore (0,45 pm)

Fotodokumentac¢ni box ChemiDoc MP
Universal Hood III

Hmotnostni spektrometr s iontovou mobilitou
Synapt G2-Si

Hlubokomrazici box MDF-DU500VH-PE

Hmotnostni spektrometr solariX 15T
Chladnicka s mraznickou KG49EAI40
Chromatograficky systém NGC Quest 10

Mettler Toledo, Svycarsko
Mettler Toledo, Svycarsko

Beckman Coulter, USA

Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
Bio-Rad, USA

Merck KGaA, Némecko

Beckman Coulter, USA

Corning, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Hamilton, USA

Vyroben v laboratofi technikou
3D tisku

Merck KGaA, Némecko

Bio-Rad, USA

Waters Corp, USA

Panasonic, Japonsko
Bruker, USA
Siemens, Némecko

Bio-Rad, USA
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Inkubator IncuSafe MCO-170AICUV-PE
Kapilary (kfemenné sklo) Q100-70-7.5

Kolona Bio-Scale mini Nuvia IMAC Ni-charged
Sml
1 ml

Kolona ENrich SEC 70 10 x 300 mm

Kolona Mono S 5/50 GL

Kyveta VIS spektrofotometrickd, 10 mm
(PS; 1,5 ml)
Lazen ultrazvukova Elmasonic S 30 H

Ledovac¢ Powericer XL

Magneticka michacka C-MAG HS 10 digital
Membranové filtry na injekéni stiikacku (0,2 pm)
Mikroskop OSP 439; 40 x

Mikrostiikacka (1000 pl)

Mikrozkumavky (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)

Péska lepici, oboustranna

Petriho miska, polystyren; 60 mm

pH elektroda InLab Expert

pH metr Orion Star A111

Pipeta serologicka sterilni plastova, 10 ml a 25 ml
Pipetovaci Spicky GELoader (0,5-20 pl)
Predvazky HF 1200G

Pumpa HPLC 515

Sbérac frakci BioFrac

Sonika¢ni sonda UP200S (200 W; 24 kHz)
Souprava pro SDS-PAGE

Spektrofotometr DS-11 FX+

Stiikacka Injekt Solo luer (5 ml, 10 ml, 20 ml)
Termostat s tfepackou Thermomixer comfort
Trha¢ kapilar P-2000

Ttepacka Multitron Pro

Panasonic, Japonsko
Sutter Instrument, USA
Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA
Danaher Corporation, USA
Verkon, CR

Elma Schmidbauer, Némecko
Klarstein, Némecko
IKA-Werke, Némecko
Avantor, USA

Kern, Némecko

Hamilton, USA

Corning, USA

BOMA, Italie

Eppendorf, Némecko

Mettler Toledo, Svycarsko
Thermo Fisher Scientific, USA
Verkon, CR

Eppendorf, Némecko

AND, USA

Waters Corp, USA

Bio-Rad, USA

Hielscher Ultrasonics, Némecko
Bio-Rad, USA

DeNovix, USA

B. Braun, Némecko
Eppendorf, Némecko

Sutter Instrument, USA

Infors HT, Svycarsko
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vT-nESI aparatura Vyvinuta v nasi laboratofi
Mgr. J. Fialou, Ph.D. a
RNDr. D. Kavanem, Ph.D.
Zdroj napéti PowerPac Bio-Rad, USA

Zdroj vysokého napéti (externi) Series 230 Bertan Spellman, USA

3.3 Softwarové nastroje

Editace textu: Microsoft Word 365

Zobrazeni a analyza MS a IM-MS dat: Waters MassLynx V4.1; Bruker Compass
DataAnalysis 5.0 SR1; UniDec 5.0.2

Tvorba a zpracovani obrazki a priloh: GIMP 2.10.28; Inkscape 1.1.1; CoreIDRAW X7;
BioRender.com; Microsoft PowerPoint 365

Vypocet koliznich priirezi: IMPACT v.0.9.1 [73]; DriftScope v2.8

Vizualizace molekul: The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger,
LLC.

Tvorba grafi, teplotnich map, vypocty: OriginPro 2015; Microsoft Excel 365

Prace se sekvenci proteintii: GPMAW 8.0

Fotodokumentace a analyza vysledki elektroforézy: Image Lab, Bio-Rad, USA
Ovladani vT-nESI aparatury: Arduino IDE 1.8.19
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4. METODY

4.1 Rekombinantni exprese a purifikace TEAD1-DBD

Rekombinantni exprese a purifikace DNA-vazebné domény proteinu TEADI, jiz byla
optimalizovana v diplomové praci Be. R. Liskové [74] a provedena v bakalaiské praci [75].
Vramci této prace byly zavedeny zmény v purifikacnim protokolu, pfi afinitni
chromatografii byla vyuzita kolona Bio-Rad Bio-Scale mini Nuvia s imobilizovanymi
nikelnatymi ionty a eluce byla provedena gradientem imidazolu (20500 mM) (kap. 4.1.2.1
na str. 43). Byla téz zafazena chromatografie na iontoménici (kap. 4.1.2.2 nastr. 43).

Sekvence purifikovaného proteinu je uvedena v pfiloze 1.

4.1.1 Rekombinantni exprese TEAD1-DBD

Rekombinantni exprese DNA-vazebné domény proteinu TEADI1 byla provedena
v E. Coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL, jez byly transformovéany plasmidem pET-28(+)-
TEADI1-DBD. Nejprve bylo 200 ul bakteridlni suspenze pieneseno z hlubokomraziciho
boxu (-80 °C) na led, kde bylo rozmrazeno. Ke 100 pl rozmrazené suspenze bylo ptfidano
0,5 pl vektoru pET-28a(+)-TEAD1-DBD (0,5 pg/ul). Zbylych 100 ul bakteridlni suspenze,
ke kterym nebyl pfidan plasmid, slouzilo jako negativni kontrola. Po 20 minutach inkubace
na ledu byl proveden teplotni Sok. Obé zkumavky s bakterialni suspenzi byly inkubovany
v termostatickém bloku (42 °C; 45 s) a néasledné opét pieneseny na led, kde byl k obéma
bakterialnim suspenzim pfidan 1 ml LB média. Takto pfipravené kultury byly inkubovany
v termostatickém bloku s ttepackou (550 ot/min; 37 °C; 1 h). Nasledn¢ bylo provedeno
odstfedéni na stolni minicentrifuze (1000x g; 5 min). Ze vzniklého supernatantu bylo
odebrano 600 ul, ve zbytku byla resuspendovéna peleta. Ze vzniklé suspenze bylo
pod kahanem odebrano 30 ul a rozetieno na Petrtho miskus LB agarem a antibiotiky
(kanamycin 50 pg/ml; chloramfenikol 35 pg/ml), jak pro transformované buriky,
tak pro negativni kontrolu. Takto pfipravené Petriho misky byly pfeneseny do inkubétoru

(37 °C), kde byly ponechany ptiblizné 16 h (pfes noc).
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Po vyjmuti Petriho misek zinkubatoru byl pozorovan rozdil mezi miskou
s transformovanymi bufikami a netransformovanou kulturou. Miska s transformovanymi
bakteriemi obsahovala kolonie, zatimco negativni kontrola nikoliv. Dale bylo pracovano
pouze s Petriho miskou s transformovanymi bakteriemi, kde doSlo k ristu kolonii.
LB médium s antibiotiky (20 ml; kanamycin 50 pg/ml; chloramfenikol 35 pg/ml) bylo
inokulovéano kolonii z Petriho misky. Inokulace byla provedena sterilnim paratkem
pod kahanem. Takto pfipravena bakterialni kultura byla inkubovana v tfepacce Multitron
Pro (200 ot/min; 37 °C; 16 h).

Po vyjmuti kultury ze ttepacky bylo do ¢tyfech 21 Erlenmayerovych ban¢k se zahyby
s 1 1 LB média s antibiotiky (kanamycin 50 pg/ml; chloramfenikol 35 pg/ml) inokulovano
5 ml pfipravené kultury (do kazdé z ban¢k). Inokulace byla provedena pod kahanem sterilni
plastovou pipetou. Erlenmayerovy baiiky s inokulovanou kulturou byly inkubovany
v ttepacce (200 ot/min; 37 °C) a prubézné byla méfena opticka denzita (OD) pii 600 nm.
Meéfteni byla provedena v polystyrenové kyveté s optickou drahou 1 cm na spektrofotometru
DS-11 FX+. Kdyz bylo dosazeno OD 0,6 (pfiblizn€ po 3 h) byla sniZena teplota v tfepacce
na 18 °C a do kazdé¢ Erlenmayerovy baiiky bylo pfidano IPTG (100 pg; 1 M), tak aby bylo
dosazeno 0,2mM koncentrace v médiu. Néasledné byly vSechny Erlenmayerovy banky

inkubovany v tfepacce (200 ot/min; 18 °C) zhruba 15 h.

4.1.2 Purifikace TEAD1-DBD

Po wukonceni inkubace byly kultury z Erlenmayerovych banck ptelity do ctyfech
centrifugacnich kyvet (1 1) a odstfedény na centrifuze Avanti J-26 XP s rotorem JA-9.1000
(3 000% g; 4 °C; 15 min). Po centrifugaci byly supernatanty slity a dale bylo pracovéno
pouze s bakterialnimi peletami. Kazda z pelet byla resuspendovana ve 20 ml pufru A
pro afinitni chromatografii (20 mM HEPES; 0,5 M NaCl; 20 mM imidazol, ImM BME;
pH 7,5). Vzniklé suspenze byly rozdéleny do ¢ty 50ml centrifugacnich zkumavek, v nichz
prob&hla dezintegrace sonikaci. Kazdéa ze zkumavek byla dezintegrovana 3x5 min pomoci
sondy Ultrasonic Homogeniser UP200S (cyklus 0,75; amplituda 75 %). Po celou dobu
sonikace byly vSechny zkumavky umistény na ledu. Po dezintegraci byly obsahy
jednotlivych zkumavek prevedeny do 50ml centrifugacnich kyvet a odstfedény na centrifuze

Avanti J-26 XP s rotorem JLA-25.50 (40 000% g; 4 °C; 20 min).

42



4.1.2.1 Afinitni chromatografie

Pro afinitni chromatografii byla pouzita 5ml kolona Bio-Scale mini Nuvia IMAC
s imobilizovanymi nikelnatymi ionty, se kterymi interagovala histidinova kotva
(6 histidinovych rezidui) zafazend na N-konci sekvence exprimované DNA-vazebné
domény. Histidinova kotva a vlastni sekvenci TEAD1-DBD byla odd¢lena §t€pnym mistem
pro thrombin (viz ptiloha 1).

Nejprve byla kolona s imobilizovanymi nikelnatymi ionty pfipojena k externi HPLC
pumpé Waters 515 a promyta 50 ml (pratok 1,5 ml/min) pufru A pro afinitni chromatografii
(20mM HEPES; 0,5M NaCl; 20mM imidazol; ImM BME; pH 7,5). Nasledné byl na kolonu
nanesen supernatant vznikly centrifugaci (kap. 4.2.1 nastr. 42) (pratok 1 ml/min)
a po naneseni byla kolona promyta 100 ml pufru A (pratok 1,5 ml/min), po celou dobu byly
nezachycené frakce jimany do 50ml centrifugacnich zkumavek. Po promyti byla kolona
pfipojena ke chromatografickému systému NGC Quest 10 s automatickym sbéracem frakci
BioFrac. Eluce proteinu byla provedena linedrnim gradientem pufru B (20mM HEPES;
0,5M NaCl; 0,5mM imidazol; 1mM BME; pH 7,5), pfi prutoku 1,5 ml/min, délce gradientu
100 ml (0-100% B) a velikosti frakce 2,5 ml. Jednotlivé frakce byly sbirdny automatickym
sbératem BioFrac. Pribéh chromatografie byl zaznamenan pomoci méfeni absorbance
pii 280 nm a konduktivity. Po skonCeni gradientu byla kolona promyta 20 ml pufru B
a eluované frakce byly manualné¢ jiméany.

Z frakci se zvySenou absorbanci pti 280 nm (15, 19 a 22 viz obr. 14 na str. 54), dale
pak sesbirané nezachycené frakce pii nandSce a promyti pufrem A, a frakce po promyti B
(po skonceni gradientu) bylo do mikrozkumavek odebrano 10 pl, které byly analyzovany
diskontinualni elektroforézou v polyakrylamidovém gelu SDS (SDS-PAGE) (kap. 4.1.2.5
na str. 45).

4.1.2.2 Chromatografie na iontoménici

Vybrané frakce, u kterych byla zaznamenana zvySena absorbance pii 280 nm (15-22, viz
obr. 14 na str. 54) z afinitni chromatografie o celkovém objemu ptiblizné 20 ml (1,45 mg/ml
TEADI-DBD s histidinovou kotvou) byly smiseny a pomoci sterilni pipety pievedeny
do dialyzacni trubice (MWCO 3000 Da). Hmotnostni koncentrace proteinu byla stanovena
meéfenim absorbance pifi 280 nm pro mikroobjem na spektrofotometru DS-11 FX+,
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dle molarniho absorp¢niho koeficientu vypocten¢ho online néstrojem ProtParam [76].
Dialyzac¢ni trubice se vzorkem byla umisténa do 21 pufru A pro chromatografii
na iontoménici (20mM HEPES; 75SmM NaCl; ImM BME; pH 7,9) spolu s 20 pl thrombinu
(1 U/ul) a za stalého michani bylo dialyzovéano (4 °C; 17 h). Po dialyze byl vzorek odstiedén
na centrifuze 5920 R (40 000x g; 4 °C; 15 min) a filtrovan pfes membranovy filtr (0,45 um),
aby byly odstranény precipitaty.

Kolona pro chromatografii na iontoménic¢i (silny katex; Mono S) byla pfipojena
k chromatografickému syst¢ému NGC Quest a ekvilibrovana pufrem A pro chromatografii
na iontoméni¢i (20mM HEPES; 75mM NaCl; ImM BME; pH 7,9) (1 ml/min; 40 ml).
Nasledné byl na kolonu pomoci 20ml nastiikové smycky aplikovan vzorek po dialyze
obsahujici purifikovany protein. Po naneseni vzorku byla kolona promyta 15 ml pufru A.
Eluce byla provedena linedrnim gradientem pufru B (20mM HEPES; 1M NaCl; ImM BME;
pH 7,9), pii prutoku 1 ml/min a délce gradientu 40 ml (0—100 % B). Jednotlivé frakce
o velikosti 1 ml byly sbirdny pomoci automatického sbérace frakei. Priibéh chromatografie
byl zaznamenan métenim konduktivity a absorbance pti 280 nm.

Z vybranych frakci se zvySenou absorbanci pti 280 nm (3, 4, 6, 7, 9 a 13 viz obr. 15
na str. 55) bylo do mikrozkumavek odebrano 10 pl, které byly analyzovany diskontinudlni

elektroforézou v polyakrylamidovém gelu za pritomnosti SDS (kap. 4.1.2.5 na str. 45).

4.1.2.3 Druha afinitni chromatografie

Vybrané frakce se zvySenou absorbanci pii 280 nm (6 a 7 obr. 15 na str. 55)
po chromatografii na iontoménici, které byly analyzovany SDS-PAGE (obr. 16. na str. 56),
byly smiseny a déle purifikovany druhou afinitni chromatografii. Pro druhou afinitni
chromatografii byla pouzita 1ml kolona Bio-Scale mini Nuvia IMAC s imobilizovanymi
nikelnatymi ionty. Kolona byla pfipojena kexterni HPLC pumpé Waters 515
a ekvilibrovana 10 ml (1 ml/min) pufru A pro druhou afinitni chromatografii (20mM
HEPES; 250 mM NaCl; 20mM imidazol; ImM BME; pH 7,9). Nésledné byl nanesen vzorek
obsahujici purifikovany protein a kolona byla promyta 10 ml pufru A, veskeré eluované
frakce obsahujici purifikovany protein bez histidinové kotvy, byly jimany. Nasledné byla
kolona promyta pufrem B (20mM HEPES; 250mM NaCl; 500mM imidazol; ImM BME;
pH 7,9).
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4.1.2.4 Gelova permeacni chromatografie

Jimana frakce z druhé afinitni chromatografie (12 ml), kterd byla eluovana pufrem A,
obsahujici purifikovany protein byla zakoncentrovana. To bylo provedeno
na centrifuga¢nim koncentratoru Amicon Ultra (15 ml; 3000 MWCO) na centrifuze 5920 R.
Koncentrator byl nejprve promyt 10 ml pufru pro gelovou permeacni chromatografii
(20mM HEPES; 150mM NaCl; 1mM TCEP; pH 7,5) (4 000x g; 4 °C; 30 min). Néasledn¢
byl nanesen vzorek obsahujici protein a bylo centrifugovano po dobu zhruba 2 h, nez doslo
k redukci objemu na méné¢ nez 1 ml. Takto pfipraveny vzorek byl purifikovan gelovou
permeacni chromatografii na kolon¢ ENrich SEC 70 10 x 300 mM. Ta byla pfipojena
k chromatografickému systému NGC Quest a nejprve ekvilibrovana (60 ml; pritok
I ml/min) pufrem pro GPC. Nésledné byl do 1ml nastfikové smycky mikrostiikackou
aplikovéan zakoncentrovany vzorek obsahujici protein (0,9 ml). Nastfik na kolonu probihal
2 min pfi prutoku 1 ml/min. Eluce byla provedena pii priitoku 1 ml/min, jednotlivé frakce
oobjemu 1 ml byly jimany automatickym sbéraCem BioFrac. Z frakci se zvySenou
absorbanci pii 280 nm (1-7 na obr. 17 na str. 57) bylo odebrano 10 ul pro analyzu
SDS-PAGE. Nasledné byly frakce 1-3 smiseny a pomoci spektrofotometru DS-11 FX+
v modu pro mikroobjem a vinové délce 280 nm byla stanovena hmotnostni koncentrace
proteinu (1,14 mg/ml). Molarni absorpéni koeficient byl stanoven online nastrojem
ProtParam [76]. Protein byl nafedén pufrem pro gelovou permeacni chromatografii
na hmotnostni koncentraci 1 mg/ml (pfiblizné¢ 100 uM) arozdélen do mikrozkumavek
po 100 ul. Vzorky s purifikovanym proteinem byly nasledné¢ zmrazeny v kapalném dusiku

a uchovavany v hlubokomrazicim boxu (-80 °C).

4.1.2.5 Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za

pritomnosti SDS

Pribéh jednotlivych purifika¢nich krokd, prvni afinitni chromatografie, chromatografie
na iontomenici a gelové permeacni chromatografie (kap. 4.1.2.1 na str. 42, kap. 4.1.2.2
na str. 43 a kap. 4.1.2.4 na str. 45) byl sledovan pomoci SDS-PAGE. Ve vSech piipadech byl
pouzit 15% separacni (maloporovy) a 5% zaostiovaci (velkopdrovy) polyakrylamidovy
gel o tloustce 1,0 mm. Gely byly ptipraveny ze 30% akrylamidové smési (70% H2O;
29% akrylamid; 1% N, N-methylen-bisakrylamid).
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Pro ptipravu jednoho 15% separacniho gelu bylo smiseno 1,1 ml H>O (deionizovand);
2,5 ml 30% akrylamidové smési; 1,3 ml 1,5M Tris (pH 8,8) a 50 ul 10% (w/v) SDS.
Nésledné byly ptidany 2 ul TEMED a 50 ul 10% (w/v) APS, pro zahéjeni polymerace. Smés
byla dikladn€ promichdna a nanesena mezi ocisténa skla elektroforetické aparatury, tak aby
hladina dosahovala zhruba 1,5 cm pod okraj. Nésledné byl separacni gel prevrstven
deionizovanou vodou a ponechan 30 min tuhnout. Po ztuhnuti, které bylo doprovozeno
vytvoienim pozorovatelné hranice mezi gelem a vodou, byla vSechna voda slita a odsata
pomoci buniciny. Dale byl pfipraven zaostiovaci gel smisenim: 680 ul H>O (deionizovana);
170 pl 30% akrylamidové smési; 130 pl 1M Tris (pH 6,8) a 10 ul 10% (w/v) SDS. Nasledné
byl ptidan 1 ul TEMED a 10 ul 10% (w/v) APS, pro zahdjeni polymerace. Smés byla
dikladné promichéna a nanesena na ztuhly separacni gel, tak aby byl vyplnén veskery zbyly
prostor mezi skly aparatury. IThned poté byl do zaostfovaciho gelu vlozen hieben s 10 ¢i 14
vystupky pro vytvoreni jamek a ponechan 30 min tuhnout. Po ztuhnuti byl hfeben opatrné
vyjmut a jamky gelu byly promyty deionizovanou vodou.

Vzorky pro SDS-PAGE byly pfipraveny smisenim 10 pl vzorku odebraného
pfi jednotlivych purifikacnich krocich (kap. 4.1.2.1 na str. 42, kap. 4.1.2.2 na str. 43
akap. 4.1.2.4 na str. 45) s 2,5 pl 5% koncentrovaného vzorkového pufru (250mM Tris-HCI
pH 6,8; 10% SDS; 30% glycerol; 100 mM DTT; 0,05% bromfenolovd modi). Tato smés
byla zahtata v termostatickém bloku (95 °C; 5 min) a néasledn€ ponechana vychladnout pfi
pokojové teploté. Po zchladnuti byly vzorky odstfedény na stolni minicentrifuze MiniSpin
(2000% g; 1 min) a nasledné bylo 10 pl z kazdého vzorku naneseno automatickou pipetou
do jamky polyakrylamidového gelu. Jako standard molekulové hmotnosti byl pouzit
SeeBlue Pre-stained Protein Standard, kterého bylo do jamky naneseno 5 pl.

Diskontinuélni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti SDS byla
provedena v Tris-glycin SDS pufru (200 V; 60 min). Po jejim skonceni byl gel inkubovéan
10 min v barvicim roztoku (45% methanol; 10% kyselina octova; 0,25% Coomassie
Brilliant Blue R-250) a nasledné¢ odbarvovan 16 h odbarvovacim roztokem (55% H»O;
35% ethanol; 10% kyselina octovd). Po odbarveni byl gel pfesunut do 1% (v/v) kyseliny
octové a zdokumentovan v ChemiDoc MP Universal Hood III. Vysledky byly zobrazeny

pomoci programu Image Lab.
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4.2 Studium protein-DNA komplexd hmotnostni

spektrometrii

V ramci této diplomové prace (DP) byly hmotnostni spektrometrii a iontovou mobilitou
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii studovany DNA-vazebné domény dvou
transkripcnich faktorti a jejich komplexy s dvouvldknovou DNA (dsDNA). TEADI
pripraveny dle (kap. 4.1 na str. 41) a FOXO4 piipraveny Ing. A. Hnizdou, Ph.D. s Mgr. V.
Brinsou, dle [77]. VSechny tii pouzité dsDNA byly piipraveny smisenim piislusnych
jednovlaknovych DNA (ssDNA), které byly dodany vyrobcem IDT.

4.2.1 Priprava vzorku pro analyzu

Pred hmotnostné spektrometrickou analyzou musely byt vzorky jak proteind,
tak dvouvldknovych DNA, ptfevedeny do vhodného pufru. Konkrétné octanu amonného
(150 mM; pH 6,8; LC-MS kvalita chemikalii), ktery je kompatibilni s MS analyzou.
Dvouvldknova DNA byla pfipravena smisenim 200 pM R- a F- jednovldknové DNA (roztok
v LC-MS vod¢€) v molarnim poméru 1:1. Smés DNA byla zahtata (95 °C; 5 min) a nasledné
ponechana pii laboratorni teplot¢ vychladnout (20 min). Vzorek proteinu (1 mg/ml) byl
vyjmut z hlubokomraziciho boxu (-80 °C) a rozmrazen pii teploté 37 °C, po rozmrazeni byl
pfenesen na led.

Pro vyménu pufri, jak u obou DNA-vazebnych domén, tak u vSech dvouvlaknovych
DNA byly pouzity centrifugacni koncentratory Amicon Ultra (0,5 ml; MWCO 3000 Da).
Do koncentratorit bylo pted nanesenim vzorku ptfiddno 500 pl octanu amonného
a centrifugovano na Eppendorf 5415 R (14 000x g; 4 °C; 30 min), tak aby doslo k promyti
membrany. Dale bylo k roztoku pifidano 450 pl octanu amonného a 50 pl vzorku proteinu
(1 mg/ml) nebo dvouvlaknové DNA (100 uM). Nasledné bylo centrifugovano (14 000x g;
4 °C; 30 min), aby doslo k redukci objemu na méné nez 50 pl. Poté bylo opét pfidano 450 pl
octanu amonného a tento postup byl zopakovan jesté dvakrat (tj. celkem tfi cykly vymény
pufrtr). Koncentrator se vzorkem byl po tfeti centrifugaci prevracen do nové mikrozkumavky
a centrifugovan (1000x g; 4 °C; 2 min) pro ptevedeni vesSkerého obsahu. U takto
pfipravenych vzorku byla na spektrofotometru DS-11 FX+ zméfena absorbance v modu

pro mikroobjem pii 280 nm ¢i 260 nm (v piipad€ proteinu, respektive dsSDNA). Koncentrace
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proteinu byla vypocCtena pomoci molarnich absorpcnich koeficientl ziskanych online
nastrojem ProtParam [76]. Koncentrace dvouvlaknové DNA byla stanovena na zékladé
molarnich absorpcnich koeficientli vypoctenych pomoci IDT OligoAnalyzer [78]. Pro MS
1 IM-MS analyzu byly fedénim octanem amonnym pfipraveny 5 uM vzorky proteint
a DNA. Vzorek protein-DNA komplexu byl pfipraven smisenim 10 pM roztokt ptislusného
proteinu a DNA v poméru 1:1. Takto pfipravené vzorky (10 ul) byly bezprostredné pred
analyzou pomoci pipetovacich Spicek GELoader aplikovany do nESI emitorti umisténych

v drzéku a nasledné centrifugovany (1450% g; 15 s).

4.2.2 Vyroba emitorli pro ionizaci nanoelektrosprejem

Emitory pro ionizaci nanoelektrosprejem, jez byly pouzity pro vSechny experimenty
uvedené v této diplomové praci, byly vyrobeny zkiemennych kapilar Q100-70-7.5
na laserovém trhaci kapilar Sutter Instrument P-2000. Trha¢ kapilar byl nejprve zapnut
a ponechan 20 min ptfedehiat. Nasledné byl zvolen dvoukrokovy program (viz tab. 1),
ureny pro tvorbu nESI emitorli, ktery vznikl upravou programu vytvoieného Mgr. J.
Fialou, Ph.D. Do trhace byla vlozena kifemenna kapilara a byl spustén ptislusny program.
Emitory byly pouzity pouze v piipadé, ze program probéhl pouze jednou (oba fadky uvedené
v tab. 1) atrval pro jednotlivé kapilary ptiblizné 2,6-2,8 s. Vytazené emitory (kapilara
roztrzena na dva dily) byly vyjmuty a vloZeny do Petriho misky s oboustrannou lepici

paskou. Pted aplikaci vzorku byl emitor zkontrolovan pod mikroskopem Kern OSF 439.

Tabulka 1 Parametry laserového trhace kapilar pro vyrobu nESI emitori. V tabulce jsou
zaznamendny parametry programu nastavené na trhaci P-2000. Vyznam jednotlivych parametrii
uvedenych vyrobcem [79] s rozsahem nastaveni: HEAT [0-999] — vystupni vykon laseru, energie
dodand kapilare; FIL (FILAMENT) [0-15] — ovliviiuje osviceni kapilary laserem pomoci
rotace skenovaciho zrcatka,; VEL (VELOCITY) [0-255] — rychlost jakou se musi pohybovat uchyceni
kapilary, nez dojde kvypnuti laseru. Odpovida viskozité skla, a tudiz neprimo jeho teploté;
DEL (DELAY) [0-255] — cas mezi deaktivaci laseru (dosazeni pozadovaného parametru VEL)
a vytazenim kapilary pomoci PUL; PUL (PULL) [0-255] — sila, jakou je emitor vytaZen.

Radek HEAT FIL VEL DEL PUL
1. 770 4 65 128 50
2. 640 4 65 128 50
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4.2.3 Analyza na Bruker solariX FT-ICR

Na hmotnostnim spektrometru Bruker solariX 15T FT-ICR byla v pozitivnim a negativnim
modu ionizace provedena vT-nESI MS analyza proteini, DNA a protein-DNA komplext.
Konkrétné DNA-vazebnych domén TEAD1 a FOXO4, dvouvlaknovych DNA (C-MYC
exon, C-MYC enhancer a DAF-16) a protein-DNA komplexti (TEADI a C-MYC
exon/enhancer, FOXO4 a DAF-16). Hmotnostni spektrometr byl nejprve kalibrovan
na trifluoracetat sodny (0,1% (w/v); 50% (v/v) methanol v LC-MS H;0). Pro kalibraci
i vlastni méfeni byla pouzita stejnd metoda, jejiz parametry jsou uvedeny pro pozitivni

a negativni mod ionizace v piiloze 2, respektive piiloze 3.
4.2.3.1 Zahrivani sprejovaného roztoku

Pro experiment zahtivani sprejovaného roztoku byla vyuzita aparatura na obr. 13 na str. 50,
kterd byla vyvinuta v naSi laboratoii zejména RNDr. D. Kavanem, Ph.D. a Mgr. J.
Fialou, Ph.D. Mosazné télo aparatury je vyhiivano spinacim odporovym dratem. Teplota je
kontrolovana pomoci termistoru umisténého uvniti vyhtfivaného mosazného bloku.
Aparatura je ovladana vyvojovou deskou Arduino Nano pomoci Arduino IDE skriptu
vytvofeného RNDr. D. Kavanem, Ph.D.

Na vstup do hmotnostniho spektrometru byla pfipevnéna redukce pro nESI ionizaci
a teplota susiciho plynu byla nastavena na 70 °C. Nasledné bylo ¢ekano 40 min, aby doSlo
k ekvilibraci sklenéné kapilary iontového zdroje hmotnostniho spektrometru
na pozadovanou teplotu. Poté byla pfed vstup do hmotnostniho spektrometru umisténa
aparatura pro zahfivani sprejované¢ho roztoku (obr. 13 na str. 50) s nESI emitorem
obsahujicim vzorek, tak aby byl emitor zhruba 5 mm od vstupu do hmotnostniho
spektrometru. Do emitoru byl zasunut kovovy dratek, na ktery bylo pfivedeno vysoké napéti
(0,5-1 kV) z externiho zdroje Bertan 230 Series. Nasledn¢ bylo kovové télo aparatury
zahtivano v rozsahu 25-95°C po 5°C krocich. Pro vzorek dsDNA a protein-DNA komplexu
bylo kolem bodu taveni postupovéno po 2,5 °C krocich (viz tab. 2 na str. 50). Aparatura byla
pii kazdé teplot¢ 3 min ekvilibrovéna, dle publikace [69]. Po dosazeni teploty 95 °C
(ukonceni experimentu) byla nastavena teplota aparatury na 15 °C, ¢imz doSlo k vypnuti

ohfevu azapnuti vétrdku. Mezi analyzou jednotlivych vzorkd bylo vzdy vyckano

49



miniméln¢ 30 min, aby doslo ke zchladnuti celé aparatury. Méteni bylo pro vzorky dsDNA

a protein-DNA komplext provedeno v triplikatu.

A B

Kovovy kuzel nESI emitor Vyhrivané télo Zakryti emitoru nESI emitor Vétrak

Obrazek 13 vT-nESI aparatura. Na obrazku A je nESI emitor umistény v mosazném kuzelu,
ktery byl umistén do vyhrivaného téla aparatury B, tak aby byl cely emitor zakryt. V pripadé
nutnosti ochladit aparaturu dochazi ke spusteni vetraku ve spodni casti.

Tabulka 2 Vzorek a teplotni rozsah, kdy byly pouZity 2,5°C kroky, pii vI-nESI experimentu.
Pro zbytek teplotniho intervalu 25-95 °C byly pouzity 5°C kroky.

Vzorek Mod ionizace Teplotni rozsah (°C)
C-MYC exon/ Pozitivni 55-70
C-MYC enhancer Negativni 55-70
Pozitivni 40-50
DAF-16 Negativni 40-55
TEAD1 + C-MYC exon/ Pozitivni 50-70
TEAD1 + C-MYC enhancer Negativni 50-70
Pozitivni 40-50
FOXO4 + DAF-16 Negativni 40-55
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4.2.4 Analyza na Waters Synapt G2-Si

Na hmotnostnim spektrometru Waters Synapt G2-Si byla v pozitivnim a negativnim moédu
ionizace provedena vT-nESI IM-MS analyza proteinli, dSDNA a protein-DNA komplext.
Hmotnostni spektrometr s analyzatorem doby letu byl v pozitivnim i1 negativnim modu
ionizace kalibrovan na trifluoracetdt sodny (0,1% (w/v); 50% (v/v) methanol
v LC-MS H20). Mg¢éfeni bylo provedeno v hmotnostnim rozsahu 500-5000 m/z
v ,,sensitivity* (citlivostnim) modu. Ostatni parametry nastaveni hmotnostniho spektrometru
jsou pro oba mody ionizace uvedeny v ptilohach 4 a 5. IM-MS experimenty mohly byt
provedeny, nebot’ je hmotnostni spektrometr Synapt G2-Si vybaven iontovou mobilitou

s putujici vlnou, ktera musela byt nejprve kalibrovana.

4.2.41 Kalibrace iontové mobility

Kalibrace iontové mobility s putujici vinou byla provedena pii stejném nastaveni
hmotnostniho spektrometru, jaké bylo pouzito pro vSechny IM-MS experimenty v této
diplomové préci. Pro pozitivni mod ionizace byl nastaven pratok IMS Nz 60 ml/min,
rychlost IMS viny 750 m/s a vyska viny 25,0 V. Pro negativni mod ionizace byl nastaven
pratok IMS N> 55 ml/min, rychlost IMS viny 750 m/s a vySka viny 30,0 V. Ostatni
parametry nastaveni hmotnostniho spektrometru Waters Synapt G2-Si jsou pro oba mody
ionizace uvedeny v ptilohach 4 a 5.

Pro ucely kalibrace byly vyuzity nativni proteiny se zndmymi koliznimi priiezy
v He pro pozitivni [80] 1 negativni [81] mod ionizace. Proteiny cytochrom C,
B-laktoglobulin a ubiquitin byly rozpustény ve 150 mM octanu amonném (vysledna
koncentrace proteinu 1 mg/ml). Nasledné byla provedena vyména pufrli na centrifugacnich
kolonach Micro Bio-Spin P-6, které byly nejprve centrifugovany na Eppendorf 5415 R
(1 000x g; 4 °C; 2 min), pro odstranéni skladovaciho pufru. Poté bylo na povrch nosice
naneseno 500 pl octanu amonného a centrifugovano (1 000x g; 4 °C; 1 min), tento postup
byl opakovan celkem pétkrat. Nasledné byla kolona pfesunuta do nové mikrozkumavky,
na povrch nosic¢e naneseno 50 ul vzorku a centrifugovano (1 000x g; 4 °C; 4 min). U takto
pripravenych vzorka byla zméfena absorbance pii 280 nm na spektrofotometru DS-11 FX+
a pomoci molarnich absorp¢nich koeficientli stanovenych online nastrojem ProtParam [76]

byla vypoctena koncentrace jednotlivych vzorkli. Analyzovany byly SuM vzorky proteinti
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a mefeni bylo provedeno v triplikatu. Ze ziskanych ,,drift time* pro jednotlivé nabojové
stavy proteini (monomeru a dimeru v piipadé¢ P-laktoglobulinu) byla provedena

logaritmicka kalibrace TWIMS [80], [82].

4.2.4.2 Zahrivani sprejovaného roztoku

Experiment zahiivani sprejovaného roztoku na Waters Synapt G2-Si byl proveden
obdobn¢, jako na hmotnostnim spektrometru Bruker solariX FT-ICR (kap. 4.2.3.1
na str. 49). Teplota iontového zdroje byla nastavena teplota na 70 °C a aparatura pro
vT-nESI byla umisténa cca 5 mm pted vstup do hmotnostniho spektrometru. Analyza byla
provedena pro oba proteiny, tfi dsDNA a tfi protein-DNA komplexy, v pozitivnim
1 negativnim modu ionizace stejné jako v kap. 4.2.3.1 na str. 49. VSechny experimenty byly
provedeny v IM-MS médu. Vysledky byly vizualizovany formou teplotnich map. Ty byly
vytvofeny v programu OriginPro 2015 z IM spekter vyhlazenych v programu MassLynx
pomoci Savitzky-Golay algoritmu (velikost okna — pocet skenli 3; pocet vyhlazeni 2).
Vyhlazené IMS spektrum bylo nésledné¢ normalizovano (0-100 %) a pouzito pro tvorbu
teplotni mapy. Kolizni prifezy byly z IMS spekter ziskany prolozenim Gaussovou kiivkou
(pomoci dopliku fesitel pro Excel 365). V pripad¢ sirsi distribuce koliznich prifezi, jako
napt. u FOX0O4-DBD NS 8+ a 9+, byla ziskana IMS spektra prolozena n¢kolika Gaussovymi
ktivkami. Vysledné kolizni prifezy byly stanoveny ze stfedni hodnoty Gaussovy kiivky.

4.2.4.3 Teoreticky vypocet koliznich prurezu

Z dostupnych strukturnich modeli byly vypocteny teoretické kolizni prifezy analyzovanych
biomolekul. Vypocet byl proveden softwarovym néstrojem IMPACT [73], ktery pro vypocty
vyuzivd projekéni aproximaci (PA). Polomér &astice IMS plynu byl zvolen 1,0 A2,
odpovidajici atomu He. Na helium byly piepocteny kolizni prifezy analyzovanych molekul
pii kalibraci iontové mobility (kap. 4.2.4.1 nastr. 51). Relativni mez konvergence byla
nastavena na 0,001, ostatni parametry nebyly ménény z vychoziho nastaveni. Takto byly
vypocteny kolizni prifezy pro TEAD1-DBD komplex s C-MYC exon a enhancer dle modelil
z publikace [8]. Pro FOXO4-DBD s DAF-16 byl vyuzit model (3L2C — PDB kd&d) [83].
Pro vypocet koliznich prifezi DNA byly vyuzity dsDNA z modelt protein-DNA komplext.
Pro teoreticky vypocet koliznich prufezil proteinti byly vyuZity struktury deponované v PDB

TEADI-DBD (2HZD - PDB kéd) [84] a FOXO4-DBD (1E17 — PDB kéd) [85].
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5. VYSLEDKY

Tato kapitola shrnujici vysledky diplomové prace byla rozdélena na dvé casti, které
odpovidaji ciliim préace. Prvni ¢ast je vénovana purifikaci DNA-vazebné domény proteinu
TEADI (kap. 4.1 na str. 41), druha pak studiu DNA-vazebnych domén proteinti a jejich

interakci s dSDNA pomoci nativni hmotnostni spektrometrie (kap. 4.2 na str. 47).

5.1 Purifikace TEAD1-DBD

Pro purifikaci proteinu TEADI-DBD byly vyuzity Ctyfi chromatografické kroky, afinitni
chromatografie, chromatografie na iontomeénici, druha afinitni chromatografie a gelova
permeacni chromatografie. V této kapitole jsou uvedeny chromatografické zaznamy
a vysledky SDS-PAGE pro vSechny chromatografie uvedené v kap. 4.1.2 na str. 42, vyjma
druhé IMAC, jez byla provedena na externi HPLC pumpé bez spektrofotometrické

a konduktometrické detekce.

5.1.1 Afinitni chromatografie

Purifikace TEADI-DBD zacinala afinitni chromatografii na koloné s imobilizovanymi
nikelnatymi kationty (mini Nuvia IMAC) se kterou interagovala hexahistidinova kotva
zatazend na N-konec exprimovaného proteinu (pfiloha 1). Histidinova kotva byla od vlastni
sekvence proteinu oddé€lena Stépnou sekvenci pro thrombin. Po naneseni bakteridlniho
lyzatu a promyti kolony byla provedena eluce proteinu gradientem imidazolu (20-500 mM).
Vysledny chromatogram z eluce znazornuje obr. 15 na str. 54, kde nejintenzivngjsi signal
(zvySena absorbance pifi 280 nm u frakci 10-25) odpovidd exprimovanému proteinu.
Ze zaznamu (modra kiivka) je patrné, Ze eluce proteinu zacala zhruba pifi 50% podilu
pufru B (~260mM imidazol) a probihala pfiblizn¢ do 75% podilu pufru B (~380mM
imidazol). Z chromatogramu je téZ patrny ndrGst konduktivity (Cervena kiivka), ktery
odpovida gradientu pufru B a je zplisoben obsazenym imidazolem. Dusledkem pfitomnosti

imidazolu v elu¢nim pufru B je téz zvySovani absorbance pii 280 nm s elu¢nim objemem

frakce. Tato skutecnost je patrnéa z porovnani Azs0;20m= 77 mAU a Azs0;110m= 338 mAU.
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Obrazek 14 Zaznam 7 afinitni chromatografie na koloné mini Nuvia IMAC. Na ose x vynesen
elucni objem v ml; na ose y vynesena absorbance pri 280 nm v mAU (modra osa a krivka),
konduktivita v mS/cm (Cervena osa a krivka) a podil pufru B v % (Cerna osa a krivka). Byly téz
vyznaceny frakce 1-28 o objemu 2,5 ml, které byly jimany automatickym sbéracem frakci
a vybrané dale analyzovany SDS-PAGE.

5.1.2 Chromatografie na iontoménici

Po afinitni chromatografii nasledovala chromatografie na iontoménici. Jelikoz byla eluce
provedena linearnim gradientem chloridu sodného (75SmM-1M), musel byt purifikovany
protein nejprve dialyzovan do pufru s niz§i koncentraci chloridu sodného. Zaroven
s dialyzou byla thrombinem Stépena histidinova kotva. Iontoménicova chromatografie byla
provedena na koloné¢ Mono S, jejiz stacionarni faze je silnym katexem. Proto byla
exprimovand DNA-vazebnd doména TEADI1 (po Stépeni thrombinem jiZ bez histidinové
kotvy) s pI = 9,84 [76] v pufru A s nizkou iontovou silou zachycena pii pH 7,9 na kolong¢.

Zaznam z eluce pifi chromatografii na iontoménici je uveden na obr. 15 na str. 55.
Jak je patrné z chromatogramu, spolu s podilem pufru B (¢ernd kiivka) rostla kvili vy$§imu
obsahu NaCl v pufru B i konduktivita vzorku (Cervena kiivka). Ze zdznamu absorbance pii
280nm (modré ktivka) je patrnych pét pikli o elu¢nim objemu piiblizné 14; 17,5; 22; 28
a 30 ml, z nichZ byly pomoci SDS-PAGE analyzovany prvni tfi, a to frakce 3;4; 6;7; 9 a 10,
které byly eluovéany pftiblizn€ mezi 25-45% podilem pufru B (viz obr. 15 na str. 55).
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Obrazek 15 Zaznam 7 chromatografie na iontoménici, kterd byla provedena na katexu Mono S.
Na ose x vynesen elucni objem v ml; na ose y vynesena absorbance pri 280 nm v mAU (modra osa
a kiivka), konduktivita v mS/cm (Cervend osa a kiivka) a podil pufru B v % (Cerna osa a kiivka).
Byly téz vyznaceny frakce 1—12 o objemu 1 ml, které byly jimany automatickym sbéracem frakci
a vybrané dale analyzovany SDS-PAGE.

Vybrané frakce z prvni afinitni chromatografie a chromatografie na iontoménici byly
analyzovany diskontinudlni elektroforézou v polyakrylamidovém gelu (obr. 16 na str. 56).
Stiedni molekulovda hmotnost DNA-vazebné domény proteinu TEADI s histidinovou
kotvou je 11,2 kDa, a 9,9 kDa bez histidinové kotvy (stanoveno programem GPMAW).
Vzorky odpovidaji zleva nejprve frakcim z afinitni chromatografie a jsou standardem
odd¢leny od frakci 3, 4, 6, 7, 9 a 10 z chromatografie na iontoméniéi. V draze 1, na kterou
byl nanesen vzorek nezachycené frakce z nanaSky na kolonu a néasledném promyti pufrem
A, je patrné velké mnozstvi pruhi, které odpovidaji proteinim bakteridlniho lyzétu,
bez vyrazného pruhu mezi 6 a 14 kDa standardem, pro TEADI-DBD (s histidinovou
kotvou). V porovnani s ostatnimi drdhami jsou pruhy v draze 1 méné¢ intenzivni, nebot’ doslo
k ztedéni nezachycené frakce z nanasky pii promyvani kolony. Do drahy 2—4 byly naneseny
vzorky z frakci 15, 19 a 22 z obr. 14 na str. 54, ve kterych nejintenzivnéjsi pruh nachézeji se
mezi 6 a 14 kDa standardem patii TEAD1-DBD s histidinovou kotvou. Ve vzorku jsou téz
patrné slabS8i pruhy proteinii bakterialniho lyzatu, které byly schopné interagovat
s nikelnatymi ionty imobilizovanymi na kolong. V dréze 5, kam byl nanesen vzorek z frakce
po promyti kolony pufrem B nejsou patrné Zadné proteiny. Do drah 6—11 byly naneseny
vzorky z chromatografie na iontoménici (zleva frakce: 3,4, 6, 7,9 a 10 z obr. 15). Ve vSech
frakcich jsou patrné pruhy mezi 6 a 14 kDa standardem, patfici exprimovanému proteinu jiz
bez histidinové kotvy (9,9 kDa). Z porovnani vzorkli v drahdch 2—4 a 8-9 je patrné, Ze

ve frakcich po IEX se nachazelo mén¢ pruhti patficich kontaminacim z bakterialniho lyzatu.
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Obrazek 16 SDS-PAGE analyza vzorkii po afinitni chromatografii a chromatografii
na iontoménici. S — proteinovy standard; 1 — IMAC nezachycena frakce pri nandasce a promyti
pufrem A; 2—f. 15 IMAC; 3—f. 19 IMAC; 4—f- 22 IMAC; § — IMAC frakce po zavérecném promyti
pufrem B; 6 —f. 3 IEX; 7—f 4 IEX; 8 —f 6 I[EX; 9—f 7 IEX; 10 —f. 9IEX; 11 — f 10 IEX.
Exprimovanému proteinu (TEADI-DBD) patii pruhy nachazejici se mezi standardem pro 6
a 14 kDa. Pouzité zkratky: IMAC — afinitni chromatografie, IEX — chromatografie na iontoméenici.

5.1.3 Gelova permeacni chromatografie

Po druhé¢ afinitni chromatografii nasledoval zavérecny purifikacni krok, gelovd permeacéni
chromatografie. GPC byla provedena na kolon¢ ENrich SEC 70 10x 300 mm.
Na chromatogramu (obr. 17 na str. 57) byla vynesena absorbance pii 280 nm (modra kiivka)
a konduktivita (Cervena ktivka). Na zdznamu je patrny vyrazny pik pro elu¢ni objem 11—
13 ml, ktery odpovida purifikované DNA-vazebné doméné¢ TEADI. Déle je patrny narist
konduktivity a absorbance pii elu¢nim objemu zhruba 17 ml, kdy doslo k eluci imidazolu.
Pro vybrané frakce z GPC byla provedena analyza pomoci diskontinuélni elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu viz obr. 18 na str. 57. Do prvni drédhy byl aplikovan vzorek
z nanasky na gelovou permeacni chromatografii, do drah 2-8 pak frakce 1-7 z GPC (obr. 17
na str. 57). V draze 1 jsou vyjma intenzivniho pruhu mezi standardem pro 6 a 14 kDa, ktery
patii TEAD1-DBD také dva slabsi pruhy nad a jeden pod proteinem. Ve frakcich po GPC
(drahy 2-8) jsou tyto pruhy slabsi. Kromé¢ SDS-PAGE byl vzorek po poslednim
purifikacnim kroku analyzovan nativni hmotnostni spektrometrii (obr. 23 na str. 63),
kdy pozorované signaly odpovidaji stfedni molekulové hmotnosti 9942 Da, tedy sekvenci

exprimovaného proteinu bez histidinove kotvy.
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Obrazek 17 Zaznam z gelové permeacni chromatografie, provedené na koloné ENrich SEC 70
10 x 300 mm. Na ose x vynesen elucni objem v ml; na ose y vynesena absorbance pri 280 nm v mAU
(modra osa a krivka) a konduktivita v mS/cm (Cervena osa a kiivka). Byly téz vyznaceny frakce 1—
12 0 objemu 1 ml, které byly jimdany automatickym sbéracem frakci a vybrané dale analyzovany

SDS-PAGE.
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Obrazek 18 SDS-PAGE analyza vzorkic po gelové permeacni
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chromatografii.

S — proteinovy standard;, 1 — nandaSka na GPC; 2-8 — frakce 1-7 zgelové permeacni

chromatografie. Exprimovanému proteinu bez histidinové kotvy (TEADI-DBD) patii pruhy
nachdzejici se mezi standardem pro 6 a 14 kDa.
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5.2 Nativni hmotnostni spektrometrie

DNA-vazebné domény exprimovaného proteinu TEADI a proteinu FOXO04 byly studovany
nativni hmotnostni spektrometrii a nativni IM-MS. V této kapitole jsou uvedeny vysledky
ziskané na hmotnostnim spektrometru Bruker solariX 15T FT-ICR. Veskeré uvedené
experimenty byly provedeny v obou moddech ionizace. Pro dsDNA a protein-DNA

komplexy bylo méfeno v triplikatu. Pro oba proteiny bylo méfeni provedeno pouze jednou.

5.2.1 Zahfivani sprejovaného roztoku

Experiment zahtivani sprejovaného roztoku byl pro jednotlivé vzorky proveden v rozsahu
teplot (25 — 95 °C). Pro ndzornost jsou vzdy uvedena tfi hmotnostni spektra zachycujici
zmény analyzovaného vzorku pfi jeho zahtivani. Vzdy bylo vybrano MS spektrum pti 25 °C,
druhé odpovidajici stanovené teploté taveni a posledni pii teploté, po které uz nebyly
zaznamenany vyrazné zmény v kompozici vzorku. Kompletni piehled ziskanych MS
spekter, ze kterych byly vypocteny primérné ndbojové stavy proteind (zag) a pomery y;
pro dsDNA a protein-DNA komplexy, je dostupny v piilohach prace: dsDNA (ptilohy 6—
11); proteiny (pfilohy 12—15), protein-DNA komplexy (ptilohy 16-21).

5.2.1.1 Zahfivani sprejovaného roztoku dvouviaknové DNA

U vT-nESI experimentu byl pro vSechny tfi pouzit¢ DNA (C-MYC exon, C-MYC enhancer,
DAF-16) v obou mddech ionizace pozorovan rozpad dsDNA na jednovldknové DNA,
viz obr. 19-21 na str. 59, 60 a 61. Pfi teploté 25 °C odpovidal nejintenzivngjsi signal
v pozitivnim mddu ionizace u C-MYC exonu (obr. 19 A na str. 59) dvouvlaknové DNA
v nabojovém stavu 5+ (1829,8 m/z). U stejného vzorku v negativnim moddu ionizace
(obr. 19 B) pattil téz nejintenzivnéjsi signdl dvouvldknové DNA v NS 5- (1827,8 m/z).
Se zvySujici se teplotou byl v obou mddech ionizace pozorovan nartist intenzity signalu
pfislusnych F- a R- jednovldknovych DNA v nabojovych stavech 3+ a 4+, respektive 3- a 4-.
Pti teploté 80 °C a vysSich byly v hmotnostnim spektru patrné zejména signaly patfici

jednovlaknové DNA.
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Obrazek 19 Hmotnostni spektra 7 vI-nESI pro C-MYC exon: A pozitivni B negativni mod
ionizace. Uvedeny vysledky pro 25; 60 a 80 °C Na ose x uveden hmotnostni rozsah 500-2500 m/z,
na ose y uvedena intenzita v arbitrarnich jednotkach. V hmotnostnim spektru byly oznaceny piky
pro jednotlivé nabojové stavy dvouviaknové DNA (A ds 4+ 2287,0 m/z; ds 5+ 1829,8 m/z; ds 6+
1525,0m/za B ds 5- 1827,8 m/z; ds 6- 1523,0 m/z) a jednoviaknové DNA pro F- i R- vidkno (A ssF
3+ 1531,7 m/z; ssR 3+ 15183 m/z; ssF 4+ 1149,0 m/z; ssR 4+1139,0 m/z a B ssF 3-
1529,7 m/z; ssR 3- 1516,3 m/z; ssF 4- 1147,0 m/z; ssR 4-1137,0 m/z).

U C-MYC enhanceru (obr. 20 na str. 60) patfil stejn¢ jako u C-MYC exonu (obr. 19)
pii 25 °C v obou modech ionizace nejintenzivngjsi signal NS 5+ (1829,6 m/z), respektive
5- (1827,6 m/z), zatimco signaly jednovlaknové DNA nebyly patrné. Se zahtivanim vzorku
dochdzelo k rozpadu dsDNA na jednovldknové DNA, zhruba pii teplot¢ 60 °C byly
intenzity signdlti patfici ssDNA podobné jako u pikd patiicich dvouvldknové DNA.
Pti teploté 80 °C doSlo k rozpadu vétSiny dvouvlaknové DNA, a proto byly pozorovany

pouze signaly odpovidajici jednovldknové DNA v NS 3+ a 4+, respektive 3- a 4-.
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Obrazek 20 Hmotnostni spektra 7 vI-nESI pro C-MYC enhancer: A pozitivni B negativni mod
ionizace. Uvedeny vysledky pro 25; 60 a 80 °C. Na ose x uveden hmotnostni rozsah 500—2500 m/z,
na ose y uvedena intenzita v arbitrarnich jednotkdach. V hmotnostnim spektru byly oznaceny piky
pro jednotlivé nabojové stavy dvouviaknové DNA (A ds 4+ 2286,8 m/z; ds 5+ 1829,6 m/z; ds 6+
1524, 8 m/za B ds 5- 1827,6 m/z; ds 6- 1522,8 m/z) a jednovlaknové DNA pro F- i R- vidkno (A ssF
3+ 1513,0 m/z; ssR 3+ 1536,7 m/z; ssFF 4+ 11350 m/z; ssR 4+ 1152,8 m/z a B ssF
3-1511,0 m/z; ssR 3- 1534,7 m/z; ssF 4- 1133,0 m/z; ssR 4- 1150,8 m/z).

Pti vT-nESI experimentu pro DAF-16 dochazelo obdobné, jako v piipadé obou
C-MYC oligonukleotidll k rozpadu dvouvlaknové DNA na DNA jednovladknovou (obr. 21
nastr. 61), avSak v ptipad€ DAF-16 byl rozpad pozorovan pii nizsich teplotach (50 °C oproti
60 °C pro C-MYC). Pii teploté 25 °C patfil nejintenzivnéjsi signal dsDNA v nabojovém
stavu 4+ (obr. 21 A), respektive 5- (obr. 21 B). Se zahtivanim vzorku dochéazelo k zvySovani
intenzity ssDNA, a naopak k poklesu signalu dsDNA, jak je patrné z obr. 21, pfi teploté
50 °C m¢ély jednovldknové DNA podobné intenzity signdlu jako dvouvlaknové DNA.

Pti teploté 70 °C byly v hmotnostnim spektru patrné piedevsim signaly ssDNA.
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Obrazek 21 Hmotnostni spektra 7 vI-nESI pro DAF-16: A pozitivni B negativni mod ionizace.
Uvedeny vysledky pro 25; 50 a 70 °C. Na ose x uveden hmotnostni rozsah 500-2500 m/z, na ose y
uvedena intenzita v arbitrarnich jednotkach. V hmotnostnim spektru byly oznaceny piky pro
Jjednotlivé nabojové stavy dvouvidknové DNA (A ds 4+ 1976,9 m/z; ds 5+ 1581,7 m/z a B ds
4-1974,9 m/z; ds 5- 1579,7 m/z) ajednovidknové DNA pro F- i R- vidkno (A ssF 3+
1341,2 m/z; ssR 3+ 1295,2 m/z a B ssF 3- 1339,2 m/z; ssR 3- 1293,2 m/z).

Nasledn¢ byly pro vSechny tfi oligonukleotidy v obou mddech ionizace stanoveny
teploty taveni. Z naméfenych hmotnostnich spekter byly pro vSechny analyzované teploty
v rozsahu (25-95 °C) vypocteny yr, dle rovnice:

Vr=—re oo @)
kde Ii zna¢i intenzitu dvouvldknové DNA, Iir a Ik znaci intenzitu F-, potazmo
R- jednovldknové DNA. Pro vypocet byly vyuzity piky nejintenzivnéjSiho izotopu
(pfi25°C pro dsDNA, respektive 60 °C pro ssDNA) dvou nejabundantnéjSich
nabojovych stavil jednovldknovych, potazmo dvouvldknovych DNA. Vypoctené yr byly
pro jednotlivé teploty vyneseny do grafu na obr. 22 na str. 62, a to pro pozitivni i negativni

mod ionizace pro vSechny tfi analyzované dsDNA. Vypoctené body yr byly v programu
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OriginPro prolozeny Boltzmannovou sigmoidalni funkci (Levenberg Marquardt iteracni

algoritmus) a z jejiho inflexniho bodu byly uréeny body taveni v pozitivnim, respektive
negativnim moédu ionizace pro C-MYC exon Tp+: 59,8 £ 0,5 °C; T,-: 61,3 £ 0,1 °C, C-MYC
enhancer Tn+: 59,8 = 0,1°C; Tn: 60,9 £ 0,1 °C aDAF-16 Twu+: 51,6 £ 0,1 °C;
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Obrazek 22 Vysledky vT-nESI experimentit pro dsDNA. A: C-MYC exon, B: C-MYC enhancer
a C: DAF-16. Do grafii A—C byly pro pozitivni (Cernd) a negativni (Cervend) mod ionizace
vyneseny yr vypoctené dle (2) v zavislosti na teploté vzorku T (°C). V grafech byly téz vyznaceny
smérodatné odchylky triplikatu. Cervend a Ccernd kiivka znaci proloZeni Boltzmannovou
sigmoidalni funkci, pomoci niz byly urceny uvedené teploty taveni.
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5.2.1.2 Zahfivani sprejovaného roztoku proteint

Déle byla technikou vT-nESI sledovdna tepelnd denaturace proteini. U vzorku obou
proteint TEAD1-DBD i FOX04-DBD byla v pozitivhim modu ionizace pozorovana zmeéna
v distribuci nabojovych stavl. U proteinu TEAD1-DBD (obr. 23 A pro pozitivni mod
ionizace) patfil pii teploté 25 °C nejintenzivnéjsi signal NS 7+, nejvyssi patrny
nabojovy stav byl 8+. Se zvySujici se teplotou dochazelo ke snizovani intenzity signalu
nizSich nabojovych stavii (vysSich m/z), coz je patrné zejména u NS 6+. Soucasn¢ byl
pozorovan narust intenzit vyssich nabojovych stavli 8+ az 10+ (oblast nizsich m/z). Zatimco
v pozitivhim modu ionizace byly pfi vI-nESI experimentu u proteinu TEADI-DBD
pozorovany zmény v distribuci ndbojovych stavil, v negativnim modu nebyly takové zmény
pozorovany. Pti teploté 25 °C i 80 °C na obr. 23 B patfil nejintenzivngjsi signal NS 5-,
nejvyssi pozorovany byl v obou piipadech NS 6-.

A 10+ 948+ 7+ 6+ 5+ B 6- 5- 4-
Intenz. Intenz.
x10° 7 25 °c X108- 25 °C
44 4
0-- ] O- X L N A
x10° x10°
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44 4
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9Cl 0.0
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{80 °C x10°3 80 °C
i 1.0
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0.5§
0....-.:.‘....].............. (Y NN G
500 1000 1500 2000 2500 m/z 500 1000 1500 2000 2500 m/z

Obrazek 23 Hmotnostni spektra 7 vI-nESI pro TEADI-DBD: A pozitivni B negativni mod
ionizace. Uvedeny vysledky pro 25; 45 a 80 °C. Na ose x uveden hmotnostni rozsah 500-3000 m/z,
na ose y uvedena intenzita v arbitrarnich jednotkdch. V hmotnostnim spektru byly oznaceny piky
pro jednotlivé nabojové stavy proteinu (A 5+ 1989,5 m/z; 6+ 1658,1 m/z; 7+ 1421,8 m/z;
8+ 1243,8 m/z; 9+ 1103,7 m/z; 10+ 995,2 m/z a B 4- 2484,6 m/z; 5- 1987,5 m/z; 6- 1656,1 m/z).
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U proteinu FOXO4-DBD byl v pozitivnim moddu ionizace nejzastoupenéjSim
nabojovym stavem pii teploté 25 °C 7+, nejvyssSim pozorovanym byl NS 8+ (obr. 24 A).
Obdobné¢, jako u proteinu TEAD1-DBD dochazelo se zvysujici se teplotou k poklesu
intenzit NS 6+ a narlstu intenzit vysSich nabojovych stavi (nizSich m/z), pii teploté
55180 °C byly patrné signdly odpovidajici nédbojovym stavim 9+ az 13+ proteinu.
V negativnim moédu ionizace (obr. 24 B) nebyl pfi experimentu, obdobné jako v ptipadé
TEADI1-DBD, pozorovan posun k vy$§Sim nabojovym staviim. Pfi teploté 25 °C byl
nejabundantnéj$i NS 6-, dale byl pozorovan nabojovy stav 5-. Pii teploté 80 °C byl NS 5-,

pticemz jediny dalsi pozorovany nabojovy stav proteinu byl 6-.
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Obrazek 24 Hmotnostni spektra 7 vI-nESI pro FOX04-DBD: A pozitivni B negativni mod
ionizace. Uvedeny vysledky pro 25; 55 a 80 °C. Na ose x uveden hmotnostni rozsah 500-3000 m/z,
na ose y uvedena intenzita v arbitrarnich jednotkdach. V hmotnostnim spektru byly oznaceny piky
pro jednotlivé nabojové stavy proteinu (A 6+ 1966,2 m/z; 7+ 1685,5 m/z; 8+ 1474,9 m/z; 9+
13111 m/z; 10+ 1180,1 m/z; 11+ 1072,9 m/z; 12+ 983,6 m/z; 13+ 908,0 m/z a B 5- 2357,2 m/z;
6- 1964,2 m/z).
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Pti vT-nESI MS obou proteinl v pozitivnim modu ionizace byla pozorovana zména
v distribuci ndbojovych stavli, obdobné¢ jako v publikacich [67], [68]. Proto bylo jejich
chovani pii zahtivani popsano vypoctem primeérného ndbojového stavu:

Xz
Zavg = Z_IZ > (1)

kde . znaci intenzitu nejzastoupenéjSiho izotopového piku daného nabojového stavu a z jeho
naboj. Pro tento vypocet byly vyuzity ndbojové stavy 5+ az 12+ u proteinu TEADI a 6+
az 15+ u FOXO. Primérny nabojovy stav byl ndsledn¢ vynesen pro TEADI-DBD
a FOXO4-DBD do grafu na obr. 25. Z grafu je patrné, ze se zvysujici se teplotou dochazelo
uobou proteini ke zvySovani primérného nabojového stavu. Body byly prolozeny
v programu OriginPro Boltzmannovou sigmoidéalni zévislosti (Levenberg Marquardt
iteracni algoritmus), zjejihoz inflexntho bodu byly stanoveny teploty taveni:
Tn+;1Eap1 =43 £ 1 °C a Ti+;roxo4 = 56 £1 °C. V negativnim modu ionizace nebyla zména

v distribuci ndbojovych stavli pozorovana. Proto nebyly na obr. 25 pro tento méd ionizace

vyneseny zavg, respektive stanoveny teploty taveni.

4341, 561,
27 : A: TEAD1-DBD "7 5 B: FOX04-DBD

. 76
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avg
-
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6.8 /
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T(C) T(°C)
Obrazek 25 Vysledky vT-nESI experimenti pro proteiny. A: TEADI-DBD a B: FOXO4-DBD.
Do grafit A a B byly pro pozitivni mod ionizace vyneseny za,, vypoctené dle (1) v zavislosti
na teploté vzorku T (°C). K¥ivka znazornuji proloZeni Boltzmannovou sigmoidalni funkci, pomoci

8.6

které byly urceny uvedené teploty taveni
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5.2.1.3 Zahfivani sprejovaného roztoku protein-DNA komplexu

Pti experimentu zahiivani sprejovaného roztoku byl u v§ech protein-DNA komplexti v obou
modech ionizace pozorovan rozpad komplexii na jednotlivé komponenty. V piipade
komplexu DNA-vazebné domény proteinu TEAD1 s C-MYC exonem patfil pii 25 °C
v pozitivnim (obr. 26 A na str. 67) i negativnim modu ionizace (obr. 26 B) nejintenzivngjsi
signal v hmotnostnim spektru protein-DNA komplexu (NS 9+, respektive 8-). Se zahtivanim
vzorku byl v pozitivnim modu ionizace pozorovan narist intenzity volného proteinu NS 6+,
7+ a 8+ a jednovldknové DNA NS 4+. Pii teploté 70 °C uz nebyly patrné signaly patiici
protein-DNA komplexu, pouze signaly ssDNA a proteinu. V negativnim médu ionizace byl
pti teploté 55 °C pozorovan nariist intenzity signalu proteinu (NS 5-), dvouvlaknové DNA
(NS 5- a 6-) a DNA jednovlaknové (NS 4- a 3-). Pii teploté¢ 70 °C uz nebyl pozorovan signal
odpovidajici protein-DNA komplexu, ani dsDNA, byl pozorovan pouze protein
a jednovlaknovd DNA.
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Obrazek 26 Hmotnostni spektra 7 vI-nESI pro komplex TEADI-DBD s C-MYC exonem:
A pozitivni B negativni mod ionizace. Uvedeny vysledky pro 25; 55 a 70 °C. Naose x
uveden hmotnostni rozsah 500-3500 m/z, na ose y uvedena intenzita v arbitrarnich jednotkach.
V hmotnostnim spektru byly oznaceny piky pro jednotlivé nabojové stavy protein-DNA komplexu
(A K8+ 2386,8 m/z; K9+ 2121,7 m/z; K10+ 1909,6 m/z, B K7- 2725,6 m/z; K8- 2384,8 m/z),
proteinu (A T7+ 1685,5 m/z; T8+ 1474,9 m/z, B T5- 1987,5 m/z), dvouviiknové DNA (B ds5-
1827,8 m/z; ds6- 1523,0 m/z) a jednoviaknové DNA (A ss4+ F: 1149,0 m/z; ss4+ R: 1139,0 m/z,
B ss3-F:1529,7m/z; ss3-R: 1516,3 m/z; ss4- F: 1137,0m/z; ss4- R: 1147,0 m/z). Na obr. A nebyly
pri teploté 70 °C popsany signaly 1809,9 m/z; 1990,7 m/z a 2211,8 m/z, patFici dimeru proteinu
TEADI-DBD (NS 9+ a% 11+).

Pti vT-nESI MS TEAD1 C-MYC enhancer komplexu (obr. 27 na str. 68) bylo
pozorovano podobné chovani, jako u komplexu s C-MYC exonem (obr. 26). Rozdil mezi
obéma komplexy byl patrny v podilu vézanych a nevazanych komponent pii 25 °C.
U C-MYC exonu patfily nejintenzivnéjsi signaly MS spektra protein-DNA komplexu.
Zatimco v pfipadé TEADI C-MYC enhancer komplexu byly v pozitivnim (obr. 27 A)
1 negativnim (obr. 27 B) modu ionizace pozorovany podobné intenzivni signaly protein-
DNA komplexu (NS 8+ az 10+, respektive 7- a 8-) a nevazanych komponent komplexu,
zejména proteinu (NS 6+ a 7+, potazmo 5- a 6-). Se zahiivanim vzorku (52,5 °C) byl

v pozitivnim moédu ionizace pozorovan narlst intenzity signalu volného proteinu
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a dvouvlaknové DNA, spolu s poklesem intenzity signalu protein-DNA komplexu.
Pti teploté 70 °C odpovidaly signaly v hmotnostnim spektru nevazanému proteinu a ssDNA.
V negativnim modu ionizace byl pii vI-nESI experimentu pozorovan pokles intenzity
protein-DNA komplexu, doprovazeny nartistem intenzity signalu zejména u proteinu (NS 5-

ao6-).

A 4+ ds7 d563+/ ds5+ K10+ K8 B
ssd+ ds/+ sS3+ aso+ + + 554- T6- K8- K7-
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Obrazek 27 Hmotnostni spektra 7 vI-nESI pro komplex TEADI-DBD s C-MYC ehnancerem:
A pozitivni B negativni mod ionizace. Uvedeny vysledky pro 25; 52,5 a 70 °C. Na ose x
uveden hmotnostni rozsah 500-3500 m/z, na ose y uvedena intenzita v arbitrarnich jednotkdch.
V hmotnostnim spektru byly oznaceny piky pro jednotlivé nabojoveé stavy protein-DNA komplexu
(A K8+ 2386,7 m/z; K9+ 2121,6 m/z; K10+ 1909,6 m/z, B K7- 2725,5 m/z; K8- 2384,7 m/z),
proteinu (A T6+ 1658,1 m/z; T7+ 1685,5 m/z, B T4- 2484,6 m/z; T5- 1987,5 m/z; T6- 1656,1 m/z),
dvouvlaknové DNA (A ds5+ 1829,6 m/z; ds6+ 1524,9 m/z; ds7+ 1307,2 m/z, B ds6- 1523,0 m/z)
a jednoviaknové DNA (A ss3+ F: 1513,0 m/z; ss3+ R: 1536,7 m/z; ss4+ F: 1135,0 m/z; ss4+ R:
1152,8 m/z; B ss3- F: 1511,0 m/z; ss3- R: 1534,7 m/z; ss4+ F: 1133,0 m/z; ss4+ R: 1150,8 m/z).
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V ptipadé¢ FOXO4-DBD komplexu s DAF-16 patftil pii 25 °C v pozitivnim (obr. 28 A)
i negativnim (obr. 28 B) moddu ionizace nejintenzivngjs$i signal v hmotnostnim spektru
protein-DNA komplexu (NS 8+, respektive 7+). Obdobné, jako v ptipadé TEAD1-DNA
komplexti byl piiteplot¢ kolem 50 °C pozorovan rozpad protein-DNA komplexu
na komponenty. V obou moédech ionizace doslo pfi 50 °C k patrnému poklesu signéalu
komplexu, zatimco vzrostla intenzita zejména ssDNA (NS 3+, potazmo 3-), dsSDNA (NS 4+
a 5+, respektive 5-) a proteinu FOX0O4-DBD v nébojovych stavech 7+ v pozitivnim a 6- a 5-
v negativnim modu ionizace. Pii teploté¢ 80 °C patfily nejintenzivnéjsi signaly

jednovlaknové DNA, signdly dsDNA a protein-DNA komplexu nebyly patrné.
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Obrazek 28 Hmotnostni spektra z vI-nESI pro komplex FOXO4-DBD s DAF-16: A pozitivni
B negativni mod ionizace. Uvedeny vysledky pro 25; 50 a 80 °C. Na ose x uveden hmotnostni
rozsah 500-3500 m/z, na ose y uvedena intenzita v arbitrarnich jednotkach. V hmotnostnim
spektru byly oznaceny piky pro jednotlivé ndbojové stavy protein-DNA komplexu (A K7+
2814,5 m/z; K8+ 2462,8 m/z; K9+ 2189,3 m/z, B K7- 2815,5 m/z; K8- 2460,8 m/z), proteinu
(A F7+ 1685,5 m/z, B F5- 2357,2 m/z; F6- 1964,2 m/z), dvouvidknové DNA (A ds4+ 1976,9 m/z;
ds5+ 1581,7 m/z, B ds5- 1579,7 m/z) a jednovilaknové DNA (A ss3+ F: 1341,2 m/z; ss3+ R:
1295,2 m/z, B ss3- F:1339,2; ss3- R: 1293,2 m/z).
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Ze ziskanych vysledkl byly pro vSechny protein-DNA komplexy v obou modech
ionizace stanoveny teploty taveni. Z naméfenych hmotnostnich spekter byly, analogicky
jako v ptipadé dsDNA (rovnice 2 na str. 61), pro analyzované teploty v rozsahu (25-95 °C)
vypocteny yr, dle rovnice:

V1= Tt 3)

IK+2+4+4

kde Ix znaci intenzitu protein-DNA komplexu, /s znaci intenzitu dvouvldknové DNA, Iir
a Iz znadi intenzitu F-, potazmo R- jednovlaknové DNA. Pro vypocet byly vyuzity piky
nejintenzivngjsiho izotopu (pii 25 °C pro protein-DNA komplex, protein a dsDNA; pii 60 °C
pro ssDNA) tfech nejzastoupenéjSich NS pro protein a protein-DNA komplex a dvou
nejabundantnéjSich nabojovych stavii dvouvlaknové a jednovlaknové DNA. Vypoctené yr
byly pro jednotlivé teploty vyneseny do grafu na obr. 29 na str. 71, a to pro pozitivni
1 negativni mod ionizace pro vSechny tfi analyzované protein-DNA komplexy. Dale byly
v programu OriginPro proloZeny Boltzmannovou sigmoidalni funkci (Levenberg Marquardt
iteracni algoritmus) a z jejiho inflexniho bodu byly urceny body taveni pro TEAD1-DBD
C-MYC exon Tp+: 56,8+ 0,6 °C; T,: 57,7 £ 0,5°C, TEADI-DBD C-MYC enhancer
Tn+: 55,5+ 0,3 °C; Tp: 51 £ 1 °C a FOXO04 DAF-16 Ty+: 52,1 £0,2 °C; Tip: 51,8 £ 0,5 °C.
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Obrazek 29 Vysledky vT-nESI experimentii pro protein-DNA komplexy. A: TEADI-DBD
a C-MYC exon, B: TEADI-DBD a C-MYC enhancer a C: FOX04 a DAF-16. Do grafiit A—C byly
pro pozitivai (Cernad) a negativni (Cervend) mod ionizace vyneseny yr vypoctené dle (3) v zavislosti
na teploté vzorku T (°C). V grafech byly téZ vyznaceny smérodatné odchylky triplikatu. Cervend
a cernd kiivka znaci prolozeni Boltzmannovou sigmoidalni funkci, pomoci niz byly uréeny uvedené
teploty taveni.
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5.3 Nativni hmotnostni spektrometrie ve spojeni s iontovou

mobilitou

V piedchozi kapitole (kap. 5.2 na str. 58) jsou uvedeny vysledky z vT-ESI MS experimentu,
ktery umoznil sledovat zmény ve slozeni vzorku pii jeho perturbaci v kapalné fazi
zahfivanim. Vysledky, uvedené v této kapitole, byly naméfeny na hmotnostnim
spektrometru s TWIMS Waters Synapt G2-Si. lontova mobilita byla vyuzita pro studium
strukturnich zmén vzorkli pfi aktivaci zahfivanim sprejovaného roztoku (vT-nESI).
Vysledky jsou prezentovany pomoci tzv. teplotnich map, kde byla na osu x vynesena teplota
pro vT-nESI, osu y pak kolizni prifezy. Relativni intenzita signalu je vyjadiena pomoci

barevné skaly.
5.3.1 Kalibrace iontové mobility

Iontovd mobilita s putujici vinou byla kalibrovana pro oba mody ionizace pomoci tii
nativnich proteint: cytochromu C, B-laktoglobulinu a ubikvitinu (viz tab. 3 na str. 73).
Ze ziskanych ,drift time* pro jednotlivé ndbojové stavy proteinti (monomeru a dimeru
v ptipadé B-laktoglobulinu) byla stanovena logaritmickd kalibrace TWIMS [80], [82].
Vsechna IM-MS méfeni u kalibrantli 1 vzorkil byla provedena v N2, ale pro kalibraci byly
vyuzity experimentalné ziskané kolizni prifezy v He (pozitivni [80] a negativni [81]).

Proto jsou viechny vysledky v této praci uvedeny jako: ™WCCSna—ne [86].
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Tabulka 3 Kalibrace iontové mobility s putujici vinou, pro pozitivni a negativni mod ionizace.
V tabulce uvedeny zkratky pro proteiny: bLG monomer/dimer — monomer/dimer f-laktoglobulinu,
CytC — cytochrom C, UBQ — ubiquitin. Ddle byly zaznamenany zaokrouhlené stiedni molekulové
hmotnosti (kDa), z — ndboj, m/z, CCSn. — referencni kolizni priifezy pro He (4°) a tp ,, drift time*
namérené pro dané nabojove stavy kalibrantii.

. Moavg Pozitivni méd ionizace Negativni mod ionizace
Protein
(kDa) | z m/z CCSue(A?) to(ms)| z m/z CCSue (A% tp(ms)
17,529 14,284
11 3340 2850 17,457 | 9 4080 2790 14,284
17,464 14,305
bLG 15,369 11,663
37 12 3062 2900 15,268 | 10 3671 2790 11,672
dimer 15,276 11,677
13,873
13 2826 2960 13,767
13,737
14,452 10,638
7 2624 1660 14,328 | 6 3060 1660 10,627
14,333 10,612
bLG 11,791 7,989
18 8 2296 1690 11,730 | 7 2622 1660 7,967
monomer 11,682 7,956
10,330
9 2040 1780 10,300
10,330
11,270 8,635
6 2061 1240 11,257 | 5 2417 1240 8,633
11,252 8,644
Cyte 12 8,887 6,164
7 1767 1280 8,882 | 6 2059 1250 6,171
8,874 6,167
9,775 8,061
5 1714 983 9,784 | 4 2140 950 8,099
9,794 8,096
usa 86 7,483 5,310
6 1429 1000 7,509 | 5 1712 960 5,318
7,510 5,287
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5.3.2 Zahfivani sprejovaného roztoku

5.3.2.1 Zahfivani sprejovaného roztoku dvouvlaknovych DNA

Pro reprezentaci vysledki vI-nESI IM-MS u dvouvlaknové DNA byly vybrany nejnizsi
pozorované nabojové stavy prislusnych oligonukleotidl (obr. 30), teplotni mapy pro ostatni
nabojové stavy jsou uvedeny v pfiloze 22 a jejich kolizni prifezy pii 25°C byly
zaznamenany do tab. 4 na str. 75. Jak je patrné z obr. 30 pii perturbaci C-MYC exonu
a C-MYC enhanceru zahfivanim nebyly v pozitivhim ani negativhim modu ionizace
pozorovany strukturni zmény u dsDNA, pokud nedoSlo kjejich rozpadu
na jednovlaknové DNA. Jednotlivé dsSDNA mély pii 25 °C i pti 60 °C CCS piiblizné 900 A2
U DAF-16 t¢z nebyly pozorovany zmény kolizniho prifezu se zménou teploty, v rozsahu

teplot 25 az 55 °C méla dsDNA kolizni priifez zhruba 800 A2
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Obrazek 30 Teplotni mapy 7 vI-nESI IM-MS experimentu pro dsDNA. Pro C-MYC exon (EX)
a C-MYC enhancer (ENH) jsou uvedeny teplotni mapy pro NS 5+, respektive 5- s teplotnim
rozsahem 25—60 °C. Pro DAF-16 (DAF) jsou uvedeny teplotni mapy pro ndabojovy stav 5+ a 4-
v teplotnim rozsahu 25-55 °C. Na ose y byl vynesen rozsah koliznich privezii 400—1400 A°.
Na obrazku jsou uvedeny nejnizsi pozorované NS prislusnych dsDNA, teplotni mapy ostatnich NS
Jjsou uvedeny v priloze 22.

74



Tabulka 4 Kolizni pritiezy dsDNA pii 25 °C. V tabulce jsou uvedeny kolizni priifezy (4°)

pro vSechny pozorované nabojové stavy (z) dsDNA v pozitivnim a negativnim modu ionizace.

Vzorek Mod ionizace z CCS (A?)
e 5+ 890
Pozitivni 6+ 960
C-MYC exon
Negativni 5> 910
9 6- 950
e 5+ 900
Pozitivni 6+ 990
C-MYC enhancer
Negativni o 910
9 6- 940
e, 5+ 830
Pozitivni 6+ 930
DAF-16
Negativni 4- 810
9 5- 830

5.3.2.2 Zahfivani sprejovaného roztoku proteint

Pti vT-nESI obou proteind, byly na rozdil od dsDNA, pozorovany strukturni zmény v rdmci
jednoho nabojového stavu. U proteinu TEAD1-DBD (obr. 31 na str. 77) v negativnim modu
ionizace u NS 4- byly pii teploté 25 °C patrné dvé populace, jedna odpovidajici CCS zhruba
900 A? a druh4 s vét§im koliznim priifezem cca 1100 A2, Pii zvyseni teploty nad 80 °C
uzbyla patrnda pouze populace s niz§im koliznim priifezem, zhruba 900 AZ.
U nébojového stavu 5- 1 6- nebyly u DNA-vazebné domény TEAD1 pozorovany strukturni
zmény, jelikoz nedoslo ke zméné& kolizniho priifezu, ktery byl pfiblizné 1100 A? pti 25
195 °C. V pozitivnim modu ionizace byly u TEAD1-DBD pozorovany vyrazné zmeény
v koliznim prifezu u NS 7+ a 8+. U NS 6+, ktery mél obdobné jako v negativnim modu
ionizace CCS piiblizné 1100 A?, je patrna zména pouze pfi teploté nad 90 °C.

P11 vT-nESI IM-MS u FOXO4-DBD (obr. 32 na str. 77) byly obdobnég, jako pro protein
TEADI1 zaznamenany strukturni zmény v obou moddech ionizace. V pozitivhim modu
ionizace nebyly u NS 6+ a 7+ s CCS priblizné 1200 A? zaznamenany vyrazné zmény
v koliznim prifezu. Zatimco u vy$$ich nabojovych stavii 8+ a 9+ byla patrna Sirsi distribuce
koliznich priifez, pficemz byly pozorovany 1 jeji zmény. U nébojového stavu 9+ byla pii
teploté 25 °C intenzita signalu odpovidajictho CCS piiblizné 2000 A% nizsi nez 50 %.
Se zvySujici se teplotou dochazelo k naristu intenzity tohoto signalu, az na vice nez 75 %
pfi 90 °C. V negativnim moddu ionizace byly u NS 5- pfi teplote 25 °C patrné dvé
populace s CCS piiblizné 1000 a 1200 A2, se zvysujici se teplotou byl pozorovan ubytek
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intenzity signalu u mensiho kolizniho prifezu. Stanovené kolizni prufezy vSech nabojovych

stavi obou proteind jsou uvedeny v tab. 5.

Tabulka 5 Kolizni priezy proteinii pii 25 °C. V tabulce jsou uvedeny kolizni priiiezy (A°)
pro vSechny pozorované ndbojové stavy (z) proteinii TEADI-DBD a FOXO4-DBD
v pozitivnim a negativnim modu ionizace. V pripade, Ze je pro jeden nabojovy stav uvedeno
vice hodnot CCS, bylo treba prolozit IMS spektrum nékolika Gaussovymi krivkami.

Vzorek Méd ionizace z CCS (A?)
6+ 1110
1190
Pozitivni ” 1270
1370
8+ 1380
870
Neaativni . 1060
egativni 5 1070
6- 1110
6+ 1210
1250
is 1310
1400
Pozitivni 8+ 1540
1670
1570
FOX04-DBD 9+ 1760
1980
1020
5 1180
Negativni 1200
6- 1240
1440
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Obrazek 31 Teplotni mapy 7 vI-nESI IM-MS experimentu pro TEADI-DBD. Uvedeny teplotni
mapy pro NS 6+ az 8+ a 4- az 6-, v teplotnim rozsahu 25-95 °C. Na ose y byl vynesen rozsah
koliznich priirezii 500-2000 A°, pro viechny ndbojové stavy proteinu. Na obrdzku jsou uvedeny
vSechny pozorované NS proteinu TEADI1-DBD.
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Obrazek 32 Teplotni mapy 7 vI-nESI IM-MS experimentu pro FOX0O4-DBD. Uvedeny teplotni
mapy pro NS 6+ az 9+ a 5-, 6-, v teplotnim rozsahu 25-95 °C. Na ose y byl pro NS 9+ vynesen
rozsah koliznich privezii 500—2500 A°, pro viechny ostatni nabojové stavy proteinu rozsah 500—
2000 A°. Na obrdzku jsou uvedeny vsechny pozorované NS proteinu FOXO4-DBD.
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5.3.2.3 Zahfivani sprejovaného roztoku protein-DNA komplexu

Vysledky IM-MS experimentu zahtivani sprejovaného roztoku pro protein-DNA komplexy
protein-DNA komplexii v obou moddech ionizace, které byly pozorovany. Teplotni mapy
zachycujici prabeh experimentu pro ostatni NS jsou uvedeny v ptilohach 23 a 24. Kolizni
prifezy ziskané z IMS spekter pro 25 °C jsou uvedeny v tab. 6 na str. 9. Z obr. 33 je patrné
odlisné chovani u TEAD1 a FOX0O4-DNA komplext. Pokud nedoslo k rozpadu komplexu
v disledku perturbace, mély TEADI-DNA komplexy v pozitivnim i1 negativnim mddu
ionizace kolizni prifezy piiblizné 1600 A%. V pribéhu zahfivani nebyly u Zadného
z TEAD1-DNA komplexti zaznamendny vyrazné zmény v CCS. AvSak u komplexu
FOXO04 s DAF-16 byly v negativnim modu ionizace pii 25 °C (F+DAF 6-) pozorovany dvé
populace CCS, odpovidajici piiblizné 1400 a 1600 A%. Se zvysujici se teplotou dochazelo

ke zvySovani intenzity signalu mensiho kolizniho priifezu z cca 25 % na vice nez 75 %.

Intenzita (%)
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T+EX 8+
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Intenzita (%)
100
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CCS (A

40
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Obrazek 33 Teplotni mapy zvT-nESI IM-MS experimentu pro protein-DNA komplexy.
Pro komplex proteinu TEADI s C-MYC exonem (T+EX) jsou uvedeny NS 8+ a 7-, pro TEADI
a C-MYC enhancer (T+ENH) NS 7+ a 7-. Pro oba TEAD1-DNA komplexy v teplotnim rozsahu 25—
60 °C. Pro FOXO4-DBD komplex s DAF-16 jsou uvedeny teplotni mapy pro NS 7+ a 6- v teplotnim
rozsahu 25—55 °C. Na ose y byl ve vSech piipadech vynesen rozsah koliznich priiezii 500-2200 A°.
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Tabulka 6 Kolizni priiezy protein-DNA komplexit pii 25 °C. V tabulce jsou uvedeny kolizni
prirezy (4°) pro vSechny pozorované ndbojové stavy (z) protein-DNA komplexii v pozitivnim
a negativnim modu ionizace. V pripade, Ze je pro jeden nabojovy stav uvedeno vice hodnot CCS, bylo
treba prolozit IMS spektrum nékolika Gaussovymi krivkami.

Vzorek Mad ionizace z CCS (A?)
8+ 1620
Pozitivni o ool
1730
10+
TEAD1-DBD 1850
C-MYC exon 7 1420
Neqativni i 1600
egativni 8 1610
9- 1650
7+ 1570
TEAD1-DBD Pozitivni g: 1228
C-MYC enhancer
Negativni 7= 1580
9 8- 1810
7+ 1600
Pozitivni 8+ 1620
ozitivni o 1670
FOX04-DBD 1740
DAF-16 5 1400
o i 1620
Negativni 7. 1620
8- 1640
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5.3.3 Teoreticky vypocet koliznich prafezi

Pomoci softwarového nastroje IMPACT [73], ktery vyuziva projekcéni aproximaci, byly
stanoveny kolizni prifezy pro vSechny tfi dsDNA, oba proteiny a protein-DNA komplexy
(tab. 7). Byla téz provedena korekce vypoctu projekéni aproximace na experimentalni
hodnoty vynasobenim 1,14 — dle publikace [87]. V ptipadé¢ TEADI1-DBD a FOXO4-DBD,
u nichz byla pro vypocet vyuzita struktura vyfeSena NMR, a tudiz bylo v PDB deponovano

vice uspofadani, je uveden aritmeticky prumér vSech vypoctenych CCS.

Tabulka 7 Vypoctené hodnoty koliznich priiezii, pro vSechny studované vzorky spolu s modelem,
ktery byl pro vypocet pouzit. V tabulce jsou uvedeny vypoctené hodnoty CCSps pro He u vsech
vzorku, studovanych v této prdci. Byly téz uvedeny kolizni priiFezy vynasobené korekcnim faktorem
1,14; ktery slouzi jako korekce projekcni aproximace na experimentalné stanovené hodnoty [87].

Vzorek / Model CCSpa (A?) CCSpa (A?) * 1,14
TEAD1-DBD / 2HZD 1280 1460
FOX04-DBD / 1E17 1130 1290
C-MYC exon / [8] 1030 1180
C-MYC enhancer / [8] 1140 1180
DAF-16/ 3L2C 930 1060
TEAD1 + C-MYC exon / [8] 1590 1820
TEAD1 + C-MYC enhancer / [8] 1600 1830
FOXO4 + DAF-16 / 3L2C 1470 1670
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6. DISKUZE

Prvnim z cilt této diplomové prace byla rekombinantni exprese a purifikace DNA-vazebné
domény proteinu TEAD1, u niz byla v porovnéni s bakalatskou praci (BP) [75] provedena
optimalizace protokolu. Zmény se tykaji: objemu LB média a teploté pifi expresi proteinu
(21 — BP a 41 — DP; 32°C — BP a 18°C — DP), pouziti kolony Nuvia IMAC
s imobilizovanymi nikelnatymi ionty pro obé afinitni chromatografie (v BP byla pouzita
kolona naplnéna Talon Superflow s imobilizovanymi kobaltnatymi kationty), gradientové
eluce pfi prvni afinitni chromatografii a zafazeni chromatografie na iontoménici.

Vytézek po prvni afinitni chromatografii byl 9,9 mg (11 ml; 0,9 mg/ml) v BP,
v porovnani s 29 mg (20 ml; 1,45 mg/ml) v této praci. Divodem vétsiho vytézku je
predevsim provedeni exprese ve 41 LB média (oproti pivodnim 2 1). Jako v BP bylo
pracovano ve ctyfech Erlenmayerovych batikach o stejné velikosti, av§ak v tomto ptipad¢ se
zahyby ve sténach, které umoznuji lepsi aeraci a michdni kultury [88]. Bylo tudiZ mozné
zachovat pocet lahvi, ale zvétsit objem LB média. Dal§im faktorem ovliviiujicim vytézek
muze byt zména teploty piiexpresi proteinu z 32 °C na 18 °C [89]. Vytézek mohl byt
ovlivnén také odlisSnym provedenim IMAC, pouZitim jiné kolony a eluce gradientem. Jak je
patrné porovnanim obr. 16 na str. 45, drdha 4 v BP (téZ uveden jako pfiloha 25) a obr. 16
na str. 56, v obou ptipadech protein po prvni IMAC obsahoval kontaminace z bakterialniho
lyzatu o nizSich 1vySSich relativnich molekulovych hmotnostech. Vzhledem k tomu,
Zze vobou drahach nebylo naneseno stejné mnoZstvi proteinu, neni mozné obsah
kontaminaci pfimo porovnat.

Hlavni zménou v optimalizovaném purifikanim protokolu bylo zafazeni
chromatografie naiontoméni¢i (zdznam viz obr. 15 na str. 56). Vysledek tohoto
purifika¢niho kroku je zfejmy z porovnani nanasky na gelovou permeacni chromatografii
v BP (obr. 16 na str. 45, dradha 5; téZ uveden jako pfiloha 25) a DP (obr. 18 na str. 57,
draha 1). V ptipad¢ drahy 5 (pfiloha 25) bylo pozorovano velké mnozstvi kontaminujicich
proteind z bakteridlniho lyzatu o nizSich a vysSich relativnich molekulovych hmotnostech,
zatimco v piipadé drahy 1 (obr. 18 na str. 57), po IEX, byly pozorovany pouze tfi vyrazné
pruhy kontaminujicich proteinti, dva s vyssi a jeden s niZsi relativni molekulovou hmotnosti.
Je téz patrny rozdil v chromatogramu z gelové permeacni chromatografie (v obou ptipadech
absorbance pfi 280 nm — modré kiivka). Zatimco v BP (obr. 15 na str. 44, téz uveden jako
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ptiloha 26) byly pozorovany tfi piky, s elu¢nimi objemy 9; 13 a 18 ml, pficemZ prvni patfil
kontaminujicim proteinim z bakteridlniho lyzatu, druhy purifikovanému TEAD1-DBD
a tieti imidazolu, jelikoz zaroven doslo k nartstu konduktivity. V této praci (obr. 17
na str. 57) byly pozorovany pouze dva piky seluénimi objemy 12,5 a 17,5 ml,
pro exprimovany protein, respektive imidazol. Jelikoz na chromatogramu nejsou piky
kontaminant z bakteridlniho lyzatu, je zfejmé, ze byly odstranény diky chromatografii
na iontoménici. Celkovy vytézek DNA-vazebné domény TEADI ¢inil 3,4 mg (0,9 mg
proteinu pfed nanesenim na GPC 1 vyssi vytézek. Kromé€ jiz zminénych zmén pfi expresi
mohlo k vys$simu vytézku ptispét i pouziti kolony o mensim objemu pro druhou afinitni
chromatografii. Zatimco v BP byla pouzita v laboratofi plnénd kolona s 5 ml nosice pro ob&
afinitni chromatografie, v pfipad¢ druhé¢ IMAC byla v této praci pouzita kolona o objemu
1 ml. Diky tomu mohlo dojit ke sniZeni ztraty pii tomto purifikacnim kroku a zaroven bylo
zamezeno riziku opétovné kontaminace TEAD1-DBD proteiny bakteridlniho lyzatu.
Druhym zcild této diplomové prace bylo studovat protein-DNA komplexy
exprimované¢ho proteinu TEAD1-DBD, a také DNA-vazebnou doménu transkripéniho
faktoru FOXO4 a jeji komplexy s DAF-16. Pro charakterizaci TEAD1-DNA komplexu bylo
pracovano se dvéma dsDNA, zexonu a enhanceru genu C-MYC, které byly vybrany
na zakladé publikace [8]. Oba oligonukleotidy obsahuji stejny vazebny motiv (M-CAT)
ATTCC [90], [91], ale v opacné orientaci. U C-MYC exonu se M-CAT motiv nachdzi
vorientaciod 5" k 3" 5'-GTAGTAATTCCAGCG-3, zatimco u C-MYC enhanceru v opacné
5"-GCAATCCTTAAAGCT-3". Pravé tato dvojice byla vybrana, jelikoz byla interakce
TEADI-DBD a C-MYC enhancer nejsilnéjsi ze studovanych oligonukleotidi, které mély
vazebny motiv v orientaci od 3" k 5" [8]. FOX0O4-DBD spolu s DAF-16 (vazebny motiv
TTGTTTAC v orientaci od 5" k 3) je téZ systétmem, ktery byl v naSi laboratofi tézZ
studovan [77]. DNA-vazebnd doména TEADI se strukturné fadi mezi helix-otocka-helix
homeodomény [92] a svou ucasti v Hippo signalni draze ovliviluje napi. proliferaci
a apoptdzu [90]. Proteiny z FOXO rodiny, mezi které patii i FOXO4, jsou transkrip¢nimi
aktivatory, reagujicimi na vnéjs$i podnéty (napf. insulin a oxidativni stress) [93]. Strukturné
maji FOX (,,forkhead box* transkripéni faktory) konzervovanou ,wing-helix*“ DNA-
vazebnou doménu [94]. Cilem této diplomové prace bylo porovnat interakci DNA-vazebné

domény TEAD1 s M-CAT motivem v kanonické orientaci od 5" k 3" s opacnou, od 3" k 5°.
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Zaroven také porovnat TEAD1 a FOX0O4-DNA komplexy, s cilem studovat, zda ma odli$na
struktura DNA-vazebné domény vliv na chovani protein-DNA komplexu pfi jeho perturbaci
teplotnimi zménami.

Pro charakterizaci téchto protein-DNA komplexti byla zvolena nativni hmotnostni
spektrometrie, potazmo nativni hmotnostni spektrometrie ve spojeni s iontovou mobilitou
v obou mddech ionizace. Zatimco MS analyza nukleovych kyselin se b&zné provadi
v negativnim modu ionizace, pro nativni hmotnostni spektrometrii proteinii je vétSinove
uzivan pozitivni mod [20]. Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat protein-DNA
komplexy, proto byla méfeni provedena v obou mddech ionizace. Tepelnd denaturace
analyzovanych biomolekul byla studovana metodou zahtfivani sprejovaného roztoku
(vT-nESI). Jedna se o techniku, kdy je roztok pted MS (IM-MS) analyzou zahtivan, a tudiz
je mozné zachytit zmény ve slozeni, ale i strukturni zmény jednotlivych komponent vzorku.
V bakalaiské praci [75] bylo ukazano, ze je mozné tuto techniku aplikovat na dsDNA
a protein-DNA komplexy v pozitivnim moédu ionizace. Avsak byl pozorovan velky rozdil
ve zjisténych teplotach taveni mezi C-MYC exon a C-MYC enhancer, ktery nebyl v souladu
s teoreticky vypoctenymi, ani experimentalné zjisténymi vysledky (bylo diskutovano v BP).
Proto bylo pro dosazeni druhého cile prace nutné nejprve optimalizovat vT-nESI
experiment, tak aby byl reprodukovatelny a ziskané vysledky korespondovaly
se zavedenymi biofyzikalnimi technikami, cirkularnim dichroismem a diferen¢ni skenovaci
fluorimetrii.

Funkc¢nost a spolehlivost vT-nESI aparatury byla testovana na dsDNA, konkrétné
stanoveni jejiho bodu taveni, ktery lze urcit 1 jinymi technikami a teoreticky vypocist.
Teploty taveni byly stanoveny IDT OligoAnalyzer [95], pro C-MYC exon 56,7 °C; C-MYC
enhancer 56,9 °C a DAF-16 51,1 °C. Optimalizace byla provedena na hmotnostnim
spektrometru Bruker SolariX 15T. JelikoZ se jedn4 o FT-ICR hmotnostni spektrometr, ktery
dosahuje fadové lepsiho rozliSeni nez ToF [96], pfekondva problém s izotopovym rozliSenim
u dsDNA, ale i protein-DNA komplexti, ktery byl nastinén v diskusi BP. Tedy, Ze na
hmotnostnim spektrometru Synapt G2-Si nebylo u dsDNA (potaZzmo proteind a protein-
DNA komplexit), na rozdil od ssDNA dosazeno izotopového rozliSeni. Proto musela byt
hmotnostni spektra pied vypoctem vyhlazena, coz pravdépodobné vnasi nepiesnosti
do vypoctu (intenzita piku po vyhlazeni je zavisld na izotopovém rozliSeni). U vysledkl

z FT-ICR, které jsou uvedeny v této praci, bylo mozné poméry y;, potaZmo zay pro proteiny
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vypo€ist piimo ze signdlu nejintenzivnéjSiho izotopu a prekonat tak problém
s vyhlazovanim MS spekter. Po dokonceni optimalizace byly téz provedeny IM-MS
experimenty na Waters Synapt G2-Si. V rdmci optimalizace experimentu byla aparatura
upravena, tak aby byla zakryta a vyhfivana celd kapilara, pfidanim vysuvného dilu,
ktery zakryva tplny konec nESI emitoru, aby nedochézelo k jeho ochlazovani (vysunuty
cerveny dil na obr. 13 na str. 50). Déle byla stanovena doba vyhfivani mezi méfenimi pro
jednotlivé teploty na minimalné¢ 3 min, a téz zarazeny 2,5°C kroky (misto 5°C) v okoli
teploty taveni, v souladu s [62]. Pomoci optimalizované aparatury byly stanoveny teploty
taveni dsDNA (viz obr. 22 na str. 62). Ty byly porovnany s 75, stanovenymi biofyzikalnimi
technikami CD a DSF Mgr. A. Hnizdou, Ph.D. a Mgr. V. Brinsou (obr. 34 na str. 85).
V porovnani s BP, kde byl pozorovan rozdil 9 °C, se nové stanovené teploty taveni
pro C-MYC exon a C-MYC enhancer v souladu s ostatnimi metodami vzajemné vyrazné
nelisi, a to v obou mddech ionizace. Z vysledk vT-nESI MS je téz patrny rozdil v 75, mezi
C-MYC dsDNA s patnacti pary bazi a DAF-16, ktery ma pouze tfinact pari bazi, a nizsi
teploty taveni. Z uvedenych vysledki je patrné, Ze teploty taveni stanovené hmotnostni
spektrometrii odpovidaji hodnotam z CD a jsou nizs$i, nez je tomu u DSF. V piipadé¢ DSF
muze byt vyssi vysledna teplota ovlivnéna piitomnosti interkala¢niho ¢inidla a odlisSnymi

podminkami provedeni experimentu (pii DSF byla pouzita nejvyssi koncentrace vzorku).

84



[C1DSF (protein) [ CD (protein) M DSF (ONA)  CD(ONA)  [MMs+  [MS-|
70 —

60

50 4
G a0+ il B
R
304 - B
20 - - B
10 L B
| Bsg g8 e
0 'J 'J 'J
. L Q. .
& & LE
. N . e N - o
. . N
S S GO
P S o <o

.
Obrazek 34 Porovndani teplot taveni stanovenych vI-nESI MS, DSF a CD. Na obrazku jsou
uvedeny teploty taveni analyzovanych vzorki, které byly v této diplomové praci stanoveny vI-nESI
MS v pozitivnim (MS+), respektive negativnim modu ionizace (MS-). Ddale byly pouzity hodnoty
pro biofyzikdlni techniky DSF a CD, které byly ziskany Mgr. A. Hnizdou, Ph.D. a Mgr. V.
Brinsou. Pro cirkularni dichroismus byly T, proteinu (CD protein) ziskany z elipticity pri
222 nm, pro dsDNA (CD DNA) pri 249 nm. Diferencni skenovaci fluorimetrie proteinu
(DSF protein) vyuzivala SYPRO orange a SYBR green pro dsDNA (DSF DNA). Vsechny
experimenty byly provedeny ve 150 mM octanu amonném, pro 5uM (MS), 25uM (DSF)
a 20uM (CD) vzorky.

Jelikoz byla méfeni pro dsDNA s upravenou vT-nESI aparaturou provedena
1 na hmotnostnim spektrometru s TWIMS, byl v této praci zachycen vliv teploty na strukturu
dsDNA (obr. 30 na str. 74). Z teplotnich map je patrné, ze pti zahtivani dsSDNA nedochézelo
ke strukturnim zménam. Ziskané CCS v pozitivnim médu pro vSechny tfi oligonukleotidy
odpovidaji tém, jez byly ziskdny v negativnim médu ionizace. Experimentalné ziskané CCS
dsDNA jsou niz$i nez ty vypoctené (tab. 4 na str. 74). To mize byt zplisobeno nékolika
faktory. Prvnim je strukturni deformace dsDNA v plynné fazi. V publikaci [97] bylo
u dsDNA s dvanécti pary bazi pozorovano zmenSeni kolizniho prifezu o zhruba 20 %,
pro 36 part bazi tato hodnota dosahla az 30 %. V této praci, byly experimentalné stanoveny
kolizni priitezy obou C-MYC dsDNA piiblizng 900 A2, oproti teoreticky vypo&tenym
1250 A% (po vynasobeni korekénim faktorem pro PA 1,14 [87]), byl tudi? zaznamenan
zhruba 28 % rozdil. V ptipadé DAF-16 je tento rozdil pfiblizné¢ 26 %. Pro studované

oligonukleotidy s tfinacti, respektive patnacti pary bazi byly pozorovany vyssi hodnoty,
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nez pro dvanactimer v [97], avSak trend zvySovani rozdilu experimentaln¢ stanoveného
a vypocteného kolizniho prifezu s délkou dsDNA souhlasi. VEtSi rozdil mezi
experimentalné ziskanymi a teoreticky vypoctenymi vysledky, nez v [97] by mohl byt
zpusoben odlisSnym experimentalnim uspotradanim. V [97] byla pouzita iontova mobilita
v driftové trubici, umoznujici pfimé stanoveni koliznich prafezi. V této praci byla pouzita
TWIMS, kalibrovana na nativni proteiny, coz mohlo vnést do stanoveni koliznich priufezi
dsDNA nepfesnost [98]. Dalsim divodem odliSnosti teoreticky vypoctenych
a experimentaln¢ stanovenych koliznich prifezi, mize byt prepocet teoreticky vypoctenych
CCSpa. Experimentalné¢ urcena konstanta 1,14 pro piepocet koliznich priafezi byla
stanovena pro proteiny a proteinové komplexy [87], proto nemusi byt pro DNA vhodna.
Diky tomu, Ze byly pomoci vT-ESI MS, respektive IM-MS dosaZeny konzistentni
vysledky pro triplikdity dsDNA v obou moddech ionizace, mohla byt technika vyuzita
pro studium proteinu a protein-DNA komplexi. Teplota taveni byla pro oba studované
proteiny stanovena pouze v pozitivnim moddu ionizace (obr. 25 na str. 65), vypoctem
primé&rného nabojového stavu zay, jako 43 °C a 56 °C, pro TEADI-DBD, respektive
FOXO4-DBD. V negativnim mddu ionizace nebylo mozZné teploty taveni stanovit, nebot’
nedoslo ke zméné v distribuci nabojovych stavli. Zména primérného nabojového stavu
v pozitivnim moddu ionizace byla pozorovana, jelikoz v disledku strukturnich zmén
zpisobenych perturbaci zahtivanim doslo k odhaleni bazickych rezidui, kterda mohla byt
ionizovana [44]. Pozorovani koresponduje s jiz publikovanymi vT-nESI pracemi [99],
ve kterych byly proteiny studovany vyhradné v pozitivnim moédu ionizace. V ptipadé
TEADI a FOX0O4 DNA-vazebnych domén, mize byt pozorovand zmeéna primeérného
nabojového stavu pouze v pozitivnim moédu ionizace ovlivnéna i pfevahou pozitivné
nabitych rezidui v primarni struktufe obou proteini. U FOXO0O4 s teoretickym pl = 10,06
se v sekvenci nachazi osm negativné nabitych rezidui, dvé kyseliny asparagové a Sest
glutamovych kyselin v porovnani s celkem Sestnacti bazickymi lysiny a argininy [76].
Pro protein TEADI je teoretické pl = 9,84 a pomér negativné a pozitivné nabitych rezidui
11:17, ve prospéch pozitivné nabitych. Z porovnani obr. 23 na str. 63 pro TEAD1-DBD
aobr. 24 na str. 64 pro FOX0O4-DBD a obr. 12 na str. 32 je patrné, Ze u obou proteinil
studovanych v této praci nebyly pozorovany tak vyrazné zmény v ndbojové distribuci, jako
v piipad¢ thioredoxinu. Tato skutecnost mize byt disledkem toho, Ze jsou ob& DNA-

vazebné domény znacné flexibilni [100], [101], a proto se pfi rozbalovani mohou chovat
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odlisn€ nez jiné, globularni, proteiny, kterym se vétSina dosavadnich publikaci v tomto
oboru zabyvala. Diivodem odlisnosti teplot taveni stanovenych CD, DSF a vT-nESI MS
pro proteiny (obr. 34 na str. 85), je patrné zpisob, jakym tyto techniky na perturbovany
protein nahlizi. V ptfipadé MS byla studovana jiz zminénd zména primérného nabojového
stavu, zpisobena odhalenim bazickych rezidui. Pfi DSF dochazi v dusledku ztraty terciarni
struktury k interakci fluorescen¢ni znacky s hydrofobnimi rezidui [102], zatimco cirkuldrni
dichroismus studuje vyhradné zmény v sekundarnich strukturach [103]. Jelikoz dochazi pti
rozbalovani proteinti nejprve ke ztraté terciarni struktury ve stavu tzv. ,,roztavené globule*
a poté¢ az k rozpadu sekundarnich struktur [104], je patrné, ze kazda z vySe uvedenych
technik stanovi odlisnou 7.

Jiz bylo nastinéno, ze se pii vyssich teplotach (obr. 23 na str. 63 pro TEAD1-DBD
a obr. 24 na str. 64 pro FOX0O4-DBD) u obou proteinti v pozitivnim modu ionizace objevila
rozbalena distribuce s vysSimi nabojovymi stavy. To, ze se v pfipad¢ vyssich nabojovych
stavii pravdépodobné jednd o rozbaleny protein je nejen v souladu s dostupnymi
publikacemi [99], ale i1 patrné z vysledki IM-MS experimentu (obr. 31 — TEAD1-DBD
a 32 - FOXO04-DBD oba na str. 77 a tab. 6 na str. 76). Pro oba proteiny v pozitivhim modu
ionizace byly pozorovany jak strukturni zmény v ramci jednoho nabojového stavu (NS 7+
a 8+ pro TEADI na obr. 31, respektive NS 8+ a 9+ pro FOXO4 na obr. 32, oba na str. 77),
tak narist CCS se zvySujicim se nabojovym stavem. U proteinu TEAD1 byl kolizni priiez
NS 6+ 1110 A%, zatimco nejvétsi CCS v NS8+ byl stanoven 1680 A (hodnoty z tab. 5
na str. 76). Dale je zejména u FOXO4-DBD (NS 8+ a 9+ na obr. 32 na str. 77, kde byl
pozorovan Siroky pas CCS s vice maximy) patrné, ze protein ve vysSich nabojovych stavech
neni strukturné homogenni, ale vyskytuje se ve vice konformacich. Strukturni zmény byly
zaznamenany u obou proteinll i v negativnim mddu ionizace a to u (NS 4- a 5-). Kolizni
prifez pro TEAD1-DBD byl experimentalng stanoven 1100 A> (NS 6+ a 6-), ktery Iépe
odpovida hodnoté CCSpa bez uZiti prepodtu s uzitim konstanty 1,14 (1280 A?). Coz by
mohlo znacit nevhodnost pouziti tohoto piepoctu. AvSak pro DNA-vazebnou doménu
FOXO04 teoreticky stanovena hodnota kolizniho prifezu po prepoétu (1290 A?) 1épe
odpovida ziskanym vysledkiim, pro NS6+ a 7+, potazmo 6- (viz tab. 7 na str. 80). Divodem
odliSnosti experimentalné stanovenych vysledkii pro TEADI-DBD, oproti vypoétenym
hodnotam, mize byt ¢astecna odliSnost sekvence modelu 2HZD [84] oproti studované.

Model 2HZD je o pét aminokyselin kratsi a sekvence zaCind na devaté aminokyseling
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exprimovaného proteinu. Druhou moznou pfi€inou je jiz zminéna flexibilita proteinu [100],
zejména pak ptitomnost dynamické L1 smycky, kterd je v NMR strukturach extendovana.
Hlavnim cilem prace bylo charakterizovat protein-DNA komplexy technikou
zahtivani sprejovaného roztoku. Jedna se o komplexnéjsimi vzorky nez v ptipad¢ volnych
proteini a dsDNA, u nichZ jsou patrné vyhody této techniky. Z porovnani vT-ESI MS
vysledkl pro dsDNA a protein-DNA komplexy (obr. 34 na str. 85) vyplyva, Ze u volné DNA
byly mensi rozdily v teplotach taveni stanovenych v pozitivnim a negativnim modu
ionizace. Presto je z vysledki pro protein-DNA komplexy mozné usuzovat, zZe nejstabilngjsi
z analyzovanych protein-DNA komplexi byl TEAD1 C-MYC exon, s teplotou taveni kolem
57 °C pro oba médy ionizace. Je tudiz patrné, ze interakce DNA-vazebné domény proteinu
TEADI1 s M-CAT vazebnou sekvenci v orientaci od 5" k 3" je pfi perturbaci zahtivanim
stabilnéjsi, nez je tomu v piipadé¢ 3" k 5°. Tyto vysledky, poukazujici na vyssi stabilitu
komplexu s vazebnym motivem od 5" k 3’, koresponduji s HDX a nativni hmotnostni
spektrometrii, které byly publikovany [8]. Uvedené publikaci odpovidaji téz poméry y; pro
25 °C obou protein-DNA komplexti, popisujici podil komponent vazanych v protein-DNA
komplexu. Pro komplex s C-MYC exonem byly vypocteny y; v rozmezi 0,65 a 0,95, zatimco
pro C-MYC enhancer 0,5-0,7, které naznacuji ze ve vzorku s C-MYC exonem bylo vice
komponent vazano ve forme komplexu. Z vysledki je téZ patrné, ze stejné, jako byl DAF-16
mén¢ stabilni, neZ oba C-MYC oligonukleotidy, byl i FOXO4-DNA komplex s T ~ 52 °C
pro oba mody ionizace méné teplotné stabilni. V ptipadé¢ TEAD1-DNA komplexu je z vT-
nESI experimentu patrna stabilizace proteinu vazbou na DNA. Zatimco samotny protein ma
teplotu taveni 43 °C, oba protein-DNA komplexy se rozpadaji pii teplotach vySSich nez
50 °C. K rozpadu komplexu tak patrné dochazi v disledku strukturni perturbace proteinu.
Z teplot taveni samotné DNA a hmotnostnich spekter (obr. 26 na str. 67 a obr. 27 na str. 68,
pro komplex TEADI1-DBD sC-MYC exonem, respektive enhancerem) je patrné,
ze se protein-DNA komplex rozpada na protein a dsDNA, kterd az pti teplotach vysSich nez
60 °C disociuje na ssDNA. AvsSak pokud je TEAD1-DNA komplex pfitomny, zachovava
si svou strukturu, to je ziejmé z teplotnich map (obr. 33 na str. 78), kde nebyly pro TEADI1
DNA-komplexy zaznamenany strukturni zmény. Na rozdil od TEAD1-DNA komplexd,
u komplexu FOXO04 s DAF-16 nebyla stabilizace proteinu pozorovana. Volny protein
FOXO04-DBD ma teplotu taveni 56 °C, avSak rozpad protein-DNA komplexu nastal jiz pfi

~ 52 °C, coz odpovida teploté taveni volné dsDNA. Oproti TEAD1-DNA komplextim, byly
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zaznamenany i strukturni zmeény pii perturbaci zahfivanim v obou médech ionizace (obr. 33
na str. 78), je tudiz mozné, ze byl rozpad komplexu zptisoben strukturni perturbaci u proteinu
¢1 dsDNA, nebo v diisledku nizsi stability dsDNA. Z vysledkl je zifejma odliSnost mezi
komplexy obou DNA-vazebnych domén transkripcnich faktorti. U FOXO4 DAF-16 nebyla
pozorovana vyrazna stabilizace tvorbou protein-DNA komplexu, navic si pii zahfivani
nezachoval protein-DNA komplex svou konformaci.

Ze srovnani na obr. 34 na str. 85 je patrné, ze pro TEAD1-DNA komplexy vysledky
ziskané biofyzikalnimi technikami odpovidaji vT-ESI MS experimentu. Pro oba protein-
DNA komplexy doslo k stabilizaci proteinu vazbou na dsDNA, pficemz pro komplex
s C-MYC exonem je tato stabilizace vyraznéjsi. Téz potvrzuji navrhovany mechanismus
rozpadu komplexu, tedy Ze nejprve dochdzi k rozvolnéni proteinu a uvolnéni dsDNA, ktera
az pti teplotach vysSich nez 60 °C disociuje ssDNA. Na druhou stranu, pro FOXO4 DAF-16
byl zaznamenan takika 10 °C rozdil mezi teplotami taveni stanovenymi MS a biofyzikalnimi
technikami (obr. 34 na str. 85). Vysvétleni tohoto jevu by mohlo byt dano rozdilem
v metodach, jimz byly protein-DNA komplexy studovany. Zatimco biofyzikdlni techniky
umoznuji sledovat pouze jednotlivé komponenty, zahfivani sprejovaného roztoku, jako
jedina z pouzitych technik opravdu nahlizi na rozpad komplexu. Je tak mozné, ze v pripadé
FOXO04 DAF-16 komplexu (obr. 33 na str. 78) doslo vlivem strukturnich zmén na strané
proteinu ¢i DNA k jeho rozpadu, avSak obé komponenty byly v roztoku stale ptfitomné
v strukturné perturbované formé, ktera ale nebyla biofyzikalnimi technikami zachytitelna.
Vzhledem k nizké teplotni stabilit¢ DAF-16, je mozné, Ze oligonukleotid s pouze tfinacti
pary bazi nemusi byt idedlnim modelem pro studium a bylo by vhodné toto chovani ovéfit
na FOXO04-DNA komplexu, s DNA s vyssi teplotou taveni.

Zahiivani sprejovaného roztoku ve spojeni s IM-MS je relativné novou technikou,
nabizejici alternativu k biofyzikalnim metoddm DSF a CD. Jak bylo ukazano v této praci,
zatimco pomoci vT-nESI IM-MS mutzeme z jednoho experimentu stanovit teplotu taveni
protein-DNA komplexu, zachytit pfipadné strukturni zmény pfii jeho zahtivani a sledovat
zastoupeni jednotlivych komponent ve vzorku, v ptipad€ DSF je pro studium protein-DNA
komplexu tfeba provést dva oddélené experimenty. Jeden s interkala¢nim barvivem
pro dsDNA a druhy s fluorescencnim ¢inidlem interagujicim s hydrofobnimi rezidui.
V ptipadé CD staci provést pouze jeden experiment, avSak stejné jako v pripadé¢ DSF je

ziskana separatni informace o proteinu a o DNA, nikoli o celém protein-DNA komplexu.
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Je tudiz patrné, Ze pomoci vI-nESI mGzeme ziskat informace, které by byly biofyzikalnimi
technikami jen tézko dostupné, nebo vyzadovaly vyuziti dalSich metod, jako napt. SAXS,
pro ziskdni strukturni informace. V kontextu této diplomové prace, zabyvajici
se transkripCnimi faktory, je perspektivni potencialni aplikace na kolokalizaci dvou
transkripcnich faktord na jedné dsDNA, ktera byla pro TEAD1 a FOXO4 pozorovana [105].
V piipad¢ ternarniho komplexu dvou proteinti s DNA by mohla technika vT-ESI pomoci
charakterizovat slozeni vzorku jednotlivych protein-DNA komplexi v porovnani
s ternarnim komplexem, pticemz vT-nESI MS umoziiuje stanovit, ktery z proteinti disociuje

z komplexu nejprve (predbézné vysledky ziskané v nasi laboratofi na obr. 35).
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Obrazek 35 vI-nESI dvou transkripcnich faktorii na jedné dsDNA. Graf zndzornuje relativni
zastoupeni (rel. zast.) komponent vzorku v zavislosti na teploté. Vypoctené body byly pro
prehlednost spojeny primkami. TH+F+dsDNA znaci terndrni komplex dvou proteinii
interagujicich s jednou dsDNA, F+dsDNA a T+dsDNA je FOXO, respektive TEADI-DNA
komplex, FOXO0 a TEAD nevazané proteiny, dsDNA volnou dvouvldknovou DNA a ssDNA R
a F prislusné jednovidknové DNA.

Experiment byl proveden na Bruker solariX 15T, stejné jak je uvedeno v kap. 4.2.3 na str. 49.
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7. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat protein-DNA komplexy nativni
hmotnostni spektrometrii ve spojeni s iontovou mobilitou, konkrétn¢ technikou zahtivani
sprejovan¢ho roztoku (vT-nESI). Nejprve byla provedena rekombinantni exprese jednoho
ze studovanych proteini: DNA-vazebné domény TEADI1. Protein byl nasledné purifikovan
afinitni chromatografii, chromatografii na iontoménici a gelovou permeacni chromatografii
s vytézkem 3,4 mg, ¢imZ byl splnén prvni cil prace.

Druhym cilem prace bylo studovat exprimovany protein TEADI-DBD spolu
s dvouvlaknovymi DNA zexonu aenhanceru genu C-MYC hmotnostni spektrometrii
a hmotnostni spektrometrii ve spojeni s iontovou mobilitou v pozitivnim a negativnim modu
ionizace. Obdobn¢ téz charakterizovat i DNA-vazebnou doménu FOXO4 a jeji
interakci s DAF-16. Nejprve byly pomoci vI-nESI MS v pozitivhim a negativhim modu
ionizace stanoveny teploty taveni C-MYC exon (Tn+ 59,8 = 0,5 °C; T 61,3 £0,1 °C),
C-MYC enhancer (T+ 59,8 £ 0,1 °C; Tp- 60,9 = 0,1 °C) a DAF-16 (T»+ 51,6 £ 0,1 °C;
Tm-53,1 £ 0,1 °C). Déle byly pomoci vypoctu primérného nabojového stavu v pozitivnim
médu  ionizace stanoveny T+ 7eap1 =43 £1°C  a Tp+roxo4=56+1°C a IM-MS
zaznamenany strukturni zmény pii zahfivani obou proteinii v obou modech ionizace.
V neposledni fad¢ byla technika zahtivani sprejovaného roztoku aplikovana na protein-DNA
komplexy TEAD1-DBD C-MYC exon (Tm+ 56,8 + 0,6 °C; T,,- 57,7+ 0,5 °C), TEAD1-DBD
C-MYC enhancer (T+ 55,5+ 0,3 °C; — 51 £1°C) a FOXO4 DAF-16 (Twm+ 51,8 £ 0,5 °C;
Tn-52,1 £0,2 °C). Z vysledkt je patrné, ze TEAD1 C-MYC exon je stabilnéjsi nez komplex
s ehnancerem. TéZ byl zaznamendn rozdil mezi TEAD]1 a FOXO4-DNA komplexy,
u TEAD1-DBD byla v piipadé¢ obou komplexti pozorovana stabilizace proteinu vazbou
na DNA, zatimco u FOXO4 tento efekt patrny nebyl. Zatimco si oba komplexy TEAD1-
DBD zachovévaly pii vI-nESI svou strukturu, u FOXO1-DBD DAF-16 byly vlivem
perturbace pozorovany strukturni zmény v obou moddech ionizace. Experimentalné
stanovené kolizni prifezy byly porovnany s teoreticky hodnotami vypoctenymi programem

IMPACT pracujicim na zakladé¢ projekéni aproximace.
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