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Abstrakt

Transkripcni faktory jsou proteiny, které reguluji expresi genti skrze svou interakci s DNA a
dalSimi faktory. Tim buiice umoznuji reagovat na riizné vnitini i vné&j$i podnéty a hraji proto
dilezitou roli v mnoha bunécnych dé&jich jako je naptiklad regulace bunééného cyklu,
diferenciace bun¢k béhem vyvoje organismu nebo imunitni reakce. K pochopeni téchto déji je
nezbytnd nejen znalost 3D struktury samotnych transkripcnich faktort, ale i mechanismii jejich
vazby na DNA. Nicménég, nékteré typické vlastnosti transkripénich faktord, jako je naptiklad
pritomnost nestrukturovanych oblasti, zptisobuji, Ze je velmi obtizné uréovat jejich 3D strukturu
klasickymi metodami s vysokym rozliSenim. Z téchto diivodii mohou byt pro popis struktury
komplext transkripénich faktorit s DNA s vyhodou vyuzity metody s niz8§im rozliSenim, jako
je naptiklad strukturni hmotnostni spektrometrie, ktera byla pouzita v této praci.

V prvni ¢asti této prace byl nejprve optimalizovan soubor metod strukturni hmotnostni
spektrometrie se zaméfenim hlavné na optimalizaci podminek vodik/deuteriové vymény
(HDX-MS) pro jejich vyuziti k analyze komplexti transkripénich faktord s DNA. Nasledné pak
byly pomoci téchto metod charakterizovany dva komplexy transkrip¢nich faktoru s jejich DNA
vazebnymi motivy, ¢imz byla potvrzena schopnost testovanych metod poskytnout informace
nejen o oblastech proteinu nedostupnych obvykle pouzivanymi metodami ale také o strukturni
dynamice celého komplexu.

Ve druhé casti disertacni prace pak byly metody strukturni hmotnostni spektrometrie
spolec¢né s dal§imi technikami jako je smFRET, nativni gelové elektroforéza nebo fluorescencni
anisotropie vyuZzity v ramci studie zabyvajici se vlivem sekvence v okoli M-CAT vazebného
motivu a jeho orientace na interakci tohoto motivu s DNA vazebnou doménou transkripéniho
faktoru TEAD1 (TEAD1-DBD). Bylo zjisténo, Ze sekvence DNA v okoli vazebného motivu
ma vliv na jeho afinitu k TEADI1-DBD proteinu, a navic je tento protein schopen, i kdyZ s nizsi
afinitou, se vazat 1 na invertovanou verzi svého vazebného M-CAT motivu (5’-CCTTA-3’).
Schopnost tohoto transkripéniho faktoru tvofit nizkoafinni interakce s jinym vazebnym
motivem muze poukazovat na potencidlni dalsi zplisob regulace jeho aktivity, a proto byla
nasledné také popsana strukturni podstata této interakce. V zavéru prace byla také zkouména
moznost kooperativni vazby transkripénich faktori FOXO04 a TEADI1 za vyuziti

oligonukleotidi obsahujicich sousedici DNA vazebné motivy obou proteind.



