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Abstrakt

Transkripcni faktory jsou proteiny, které reguluji expresi gent skrze svou interakci s DNA
a dalSimi faktory. Tim bufice umoziiuji reagovat na rizné vnitini i vnéjs$i podnéty a hraji
proto dulezitou roli v mnoha bunécénych déjich jako je naptiklad regulace bunécného cyklu,
diferenciace bunck béhem vyvoje organismu nebo imunitni reakce. K pochopeni téchto deja
je nezbytna nejen znalost 3D struktury samotnych transkripénich faktord, ale i mechanismu
jejich vazby na DNA. Nicméné¢, nekteré typické vlastnosti transkripénich faktora, jako je
naptiklad pfitomnost nestrukturovanych oblasti, zptisobuji, Ze je velmi obtizné urcovat jejich
3D strukturu klasickymi metodami s vysokym rozliSenim. Z téchto diivodii mohou byt pro
popis struktury komplexi transkripcnich faktori s DNA s vyhodou vyuzity metody s niz§im
rozliSenim, jako je napftiklad 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 komplext transkripcnich faktorii s DNA. Nasledné
pak byly pomoci téchto metod charakterizovany dva komplexy transkripénich faktorii
sjejich 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 c¢asti disertacni prace pak byly metody strukturni hmotnostni spektrometrie
spolecné s dalsimi technikami jako je smFRET, nativni gelovd elektroforéza nebo
fluorescencni anisotropie vyuzity v ramci studie zabyvajici se vlivem sekvence v okoli M-
CAT vazebného motivu a jeho orientace na interakci tohoto motivu s DNA vazebnou
doménou transkripcniho 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, 1 kdyZ s niZ§i 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 miiZe poukazovat na potencialni dalsi zpisob regulace
jeho aktivity, a proto byla nasledné také popsana strukturni podstata této interakce. V zavéru
prace byla také zkoumana moznost kooperativni vazby transkripcnich faktort FOXO4 a
TEADI1 za vyuZiti oligonukleotidii obsahujicich sousedici DNA vazebné motivy obou

proteint.



1. Teoreticky uvod

1.1.Transkripéni faktory

Termin ,.transkripéni faktor se bézné pouziva pro proteiny, které jsou schopné jak vazby na
faze syntézy RNA podle DNA templatu, neboli regulace transkripce'™. Diky témto
vlastnostem umoziuji transkripcni faktory buiice reagovat na rozmanité stimuly ovlivnénim
exprese specifickych sad genti. Hraji tak klicovou roli v mnoha biologickych procesech, jako
jsou napiiklad kontrola bunécného cyklu, diferenciace buné¢k béhem vyvoje organismu,
imunitni odpovéd’, nebo udrZovani intracelularni metabolické rovnovahy*”’. Mezi
Polymerazou II, coZ je nutny piedpoklad pro za¢atek jakékoli genové exprese’.

Do roku 2018 bylo jako transkripéni faktor identifikovdno celkem 1639 lidskych
proteini®. PfestoZe se jejich &islo zd4 vysoké, proces, ktery reguluji je tak komplexni, Ze by
jednotlivé transkripcni faktory samy o sobé nebyly nikdy dostacujici pro jeho regulaci, a
také v podstaté nikdy osamocené nefunguji. Transkripéni faktory se mohou vazat na DNA
ve spolupréaci mezi sebou a také spolecné s mnoha kofaktory, které moduluji jejich vliv na
regulaci genové exprese tak, aby byla buitka schopna v pfesné dany cas vyprodukovat
proteiny, které pravé potiebuje®?®.

JelikoZ je regulace transkripce tak komplikovany proces, neni piekvapenim, Ze mutace
v genech transkripcnich faktor, v jejich vazebnych mistech, nebo chyby v jejich regulaci
pomoci kofaktorti mohou vést k fadé onemocnéni. Transkripcni regulatory a obecné proteiny
vazajici se na nukleové kyseliny jsou naptiklad vyrazné zastoupeny mezi onkogeny a
ptiblizné tietina lidskych vyvojovych poruch mtze byt pfipsana na vrub mutacim v genech
kédujicich transkripéni faktory>*1°.

Piesny zpusob, jak sit’ transkripénich faktori a jejich kofaktorti funguje a jak jejich
interakce ovliviuji jejich vazbu na DNA, nicméné zatim neni diikladn€ prozkouman. Z toho
divodu je objasnéni interakce transkripcnich faktori s DNA, zkoumané v této praci,

aktualné dilezitym a Casto studovanym tématem.

1.1.1. Struktura transkripcénich faktor

Pro transkripéni faktory je typickd modularni struktura, tzn. sklddaji se znékolika



strukturnich domén se specializovanymi funkcemi. Typicky transkripéni faktor se sklada
zjedné, nebo vice DNA vazebnych domén (DBD), které mu umoznuji vazat se na
specifickou sekvenci DNA, a jedné, nebo vice efektorovych domén, jez mohou bud’to
nékolika riznymi mechanismy zprostfedkovavat regulaci transkripce nebo slouzit k regulaci

aktivity samotného transkripéniho faktoru (Obr. 1)2.
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Obrazek 1: Struktura typického transkripcéniho faktoru. DNA vazebna doména rozpoznava a vaze specifickou
DNA sekvenci, zatimco efektorovda doména riiznymi mechanismy ovlivituje transkripci’.

DNA vazebna doména slouzi ptevdzné k navazani kontaktu se specifickou sekvenci
DNA, ale n¢které domény jsou schopné rovnéz interagovat s jinymi proteiny a vazat se na
DNA jako homo- nebo heteromultimery'!. Struktura DNA vazebné domény je také
parametrem, podle kterého je mozné transkripéni faktory rozdélit do rodin uplatiiujicich
stejny DNA vazebny mechanismus. Kazda rodina transkripénich faktori ma vlastni
strukturni motiv, ktery vyuzivd k vazbé na DNA. Vazba je obvykle zprostiedkovana
kombinaci nekovalentnich interakci mezi specifickymi (obvykle evolu¢né konzervovanymi)
aminokyselinami, Casto tvoficimi a-helix vmezeteny do velkého Zlabku DNA, a bazemi ¢i
pateti odpovidajiciho DNA vazebného motivu. K vazbé mohou nicméné pfispivat 1
nekovalentni interakce nezavislé na sekvenci proteinu nebo DNAS.

Skrze efektorovou doménu je poté aktivovana ¢i inhibovéna transkripce pomoci riznych
mechanismi, zahrnujicich remodelaci chromatinu, rekrutovani zékladnich stavebnich prvki
transkripéniho komplexu, nebo uvolnéni pozastavené RNA Polymerasy II. Specifické
efektorové domény, které interaguji s castmi preiniciaéniho komplexu se nazyvaji
transaktivacni domény. Z hlediska trojrozmérné struktury obsahuji transaktivaéni domény
Casto nestrukturované casti, které ziskavaji definovanou sekundérni strukturu teprve pfi

jejich vazbé€ s interakénim partnerem (obecnym transkripénim faktorem, jinym proteinem,



DNA nebo mensim ligandem), ktery slouzi jako piedloha pro jejich tvarovani. Vzhledem
k tomuto mechanismu se mohou nestrukturované regiony sklddat nékolika rGznymi
zpusoby, v zavislosti na typu ligandu nebo na jejich post-translaéni modifikaci'?!®. Kromg
interakce se zakladni transkripéni masinérii mohou nékteré efektorové domény rovnéz
interagovat skrze specifické interakéni rozhrani s enzymy modifikujicimi histony a tim

umoznit, nebo blokovat piistup k mistéim iniciace transkripce'*!>.

1.1.2. Nizkoafinni vazebna mista

Za nizkoafinni vazebné misto je obvykle povazovana sekvence, které vaze transkripéni
faktor az 1000 krat slabéji, nez optimalni vazebny motiv daného transkripéniho faktoru,
aviak stale silngji, nez ndhodn4 sekvence DNA!®. P¥itomnost nizkoafinnich vazebnych mist
v genomu nebyla dlouho povazovana za funkéné relevantni, nicméné ftada studii
v poslednich deseti letech prokdzala, Ze mohou hrat velmi ddlezitou roli pti vysvétleni
takzvaného ,,paradoxu specifity transkrip&nich faktorti '®'°. Tento paradox popisuje fakt,
ze rodiny transkripcnich faktorti vétSinou obsahuji paralogy s velmi podobnymi DNA
vazebnymi preferencemi, avSak ty pfesto ovliviiuji jiné sady gent. Tento jev miiZze byt
¢aste¢né vysvétlen specifickou expresi jednotlivych paralogl v riznych buiikach organismu,
ale nezfidka jsou rozdilné paralogy exprimovany ve stejnych bunikach, pfi¢emz je zachovéana
jejich schopnost odlisit cilové geny!®!7.

Existuje nékolik zplsobi, kterymi se mohou transkripéni faktory vazat k nizkoafinnim
vazebnym mistlim, nebo diky kterym je mohou dokonce preferovat pied misty optimalnimi.
Jednim z nich je vazba na DNA v komplexu s interakénim partnerem, kterd mtize vyvolat
zménu struktury transkripéniho faktoru a pozmeénit tak jeho vazebnou specifitu smérem

k ptedtim nepreferovanym sekvenénim motiviim!'”%,

Kombinace vazebnych mist
interaké&nich partnerti mtize také kompenzovat nizkou vazebnou afinitu jednoho z nich?!.

DalSim zplsobem jak upravit afinitu transkripéniho faktoru k DNA je epigeneticka
modifikace DNA, zejména CpG methylace, kterda mize pozménit vazebnou afinitu 1
v z4vislosti na specifickém paralogu®?. Vlastni tvar DNA ve vazebném misté pak mize byt
také zdrojem rozdilné specifity riznych paralogl transkripénich faktori navzdory tomu, Ze
struktura findlniho komplexu je totozna®*. Poslednim faktorem je pak lokalni koncentrace

transkripéniho faktoru. Obsazenost vazebného mista je vysledkem dvou jevi — afinity

k vazebnému mistu (popsané disociacni konstantou protein-DNA komplexu) a lokalni



koncentrace transkripéniho faktoru'®. To poskytuje vyhodny mechanismus pro regulaci
transkripce v zavislosti na koncentraci transkripéniho faktoru, kdy jsou pii nizké koncentraci
zaplnény jen vysokoafinni vazebna mista a pfi zvySeni lokalni koncentrace se transkripcni

faktor vaze i do mist nizkoafinnich?*2°.

1.2.TEAD rodina transkrip&nich faktor

»Iranscriptional enhancer associated (nebo ,activator”, ob¢ varianty jsou v literatuie
zastoupen¢) domain®“ (TEAD) je rodina transkripcnich faktor, kterda sdili evolucné
konzervovanou DNA vazebnou doménu TEA?®. U savcti se TEAD rodina sklada ze &yt
¢lentt pojmenovanych Teadl az Tead4?’. Vsichni &tyfi ¢lenové sdileji stejnou doménovou
strukturu a vykazuji vysokou miru homologie, zejména v DNA vazebné doménég a v oblasti
YAP vazebné domény?®. Mira exprese jednotlivych TEAD isoforem se nicméné lisi
v riiznych tkanich a b&hem riznych fizi vyvoje organismu?*-°.

Studie sledujici vliv inaktivace geni jednotlivych TEAD isoforem u mys$i poskytla urcity
vhled do jejich specifickych funkcei. Bylo zjisténo, ze Teadl je kli¢ovy regulator diferenciace
a ristu myokardu a je taktéz dilezity pro zachovani normdlni funkce dospélého srdce®! > a
7e Tead2 je zodpovédny za spravny vyvoj nervové soustavy>* a v kooperaci s Teadl a Tead4
také za vyvoj srdce’>®. Inaktivace Tead4 pak prokazala jeho aktivitu pfi diferenciaci
primarnich myoblasti*>. Pro Tead3 doposud nebyla 74dn4 inaktiva¢ni studie provedena.

Vzhledem k tomu, Ze deregulace bunécné proliferace, riistu, diferenciace nebo apoptosy
jsou dobfe zndmé vlastnosti nadorovych bun€k a TEAD proteiny se Gastni regulace vSech
téchto procesi, neni piekvapenim, ze TEAD proteiny byly v tomto kontextu dikladné
studovany®”?. Bylo zji§téno, ze TEAD proteiny zvySuji expresi fady gendl spojenych s

proliferaci, jako jsou CYT61 a CTGF*%37  anti-apoptotickych gent jako je AXL, Livin nebo

38,39 40,41

Survivin®®>”, onkogenl nebo dokonce tumor markert jako naptiklad MYC a Mesothelin™""",
nebo genti kddujicich glukosové transportéry GLUT1 a GLUT3, které jsou dilezité pro
rychle proliferujici butiky***. Zvysena aktivita TEAD proteinli byla p¥imo pozorovéana
v n&kolika typech nadort**7 a v n&kterych z nich byla jejich aktivita identifikovana jako
znak $patné prognézy*’**. Vzhledem k tomuto vlivu TEAD protein{i na vznik nadorového
bujeni neni pfekvapenim, Ze jejich aktivita musi byt v organismu striktné regulovéana, aby
nedoslo k nekontrolovanému riistu.

Brzy po prvotnim objeveni TEAD proteinti byla odhalena neobvykla vlastnost typicka



pro tuto rodinu transkripcnich faktorii. Pfestoze maji TEAD proteiny schopnost vazat se na
DNA, nejsou schopné samostatn¢ aktivovat transkripci a mohou tak ucinit jen v interakci
s jinymi proteiny — jejich koaktivatory*®*°. To predstavuje uzite¢ny mechanismus, kterym
muze byt aktivita TEAD proteinli regulovana v zavislosti na riznych signdlech a
podminkach. YAP (YES-associated protein) a jeho paralog TAZ (transcriptional coactivator
with PDZ-binding motif) jsou z koaktivatord TEAD proteinti ty nejvice prozkoumané®®>!,
Oba tvoii v jadie komplexy se vSemi znamymi TEAD proteiny a jsou hlavnimi efektory
Hippo signaliza¢ni dréhy regulujici riist organti, bunéénou proliferaci a tumorogenesi®’2,
Kromé Hippo signalizace mohou byt TEAD proteiny také regulovany jinymi (Hippo

nezavislymi) koaktivatory, nebo posttranslaénimi modifikacemi®*~>>.

1.2.1. Struktura TEAD protein(
Jak jiz bylo zminéno, vSechny ctyfi savéi TEAD proteiny sdileji stejnou doménovou
architekturu. Skladaji se ze dvou hlavnich strukturnich domén (DNA vazebné a YAP
vazebné), které jsou evoluéné konzervované, a ze dvou vice variabilnich nestrukturovanych
oblasti. Jeden z variabilnich regionli se nachazi na N-konci proteinu a je nasledovan DNA
vazebnou doménou, které je ndsledné spojena hydrofobnim regionem bohatym na prolin
s C-termindlni transaktivacni (YAP/TAZ vazebnou) doménou. Piestoze zatim neexistuje
presny model celého proteinu, struktury individualnich domény jiz byly separatné vyteseny

pro nékteré ¢leny této rodiny>%°,

1.2.1.1. DNA vazebna (TEA) doména

Prvni pfesna struktura TEA domény v roztoku bez vazby na DNA byla vyfeSena pro lidsky
TEADI za pouziti NMR. Ukazalo se, ze je za téchto podminek doména globuldrni protein
skladajici se ze tii a-helixtt (H1, H2, and H3) spojenych dvéma smyckami (dlouhou L1 a
krati L2) (Obrazek 2A)°’. Tato NMR studie rovnéZ poskytla prvni tidaje o pozici protein-
DNA interakéniho rozhrani. Helix H3 a smycka L2, kterda hned nasleduje byly

identifikovany jako DNA rozpoznavajici oblast®’

. Tento fakt byl potvrzen a dale rozsiten
dvéma studiemi, které k vyteSeni struktury vazebné domény vyuzily rentgenovou strukturni
analyzu. Prvni studie za pouziti TEADI1-DBD bez delsi L1 smycky prokazala zapojeni této
smycky do vazby proteinu na DNA3. Druh4 studie poté vyiesila strukturu celé TEAD4-

DBD v komplexu s DNA a potvrdila, ze oba dfive identifikované regiony (helix H3 a



smycka L1) tvofi DNA vazebné rozhrani.

V komplexu TEAD4-DBD s DNA je helix H3 vlozeny do velkého zlabku DNA, kde je
drzen specifickymi nekovalentnimi interakcemi (pfevazné vodikovymi a solnymi mustky)
mezi aminokyselinami helixu H3 a bazemi vazebného motivu DNA, zatimco smycka L1
tvofi na sekvenci nezavisly kontakt s malym zlabkem, kde stabilizuje komplex prevazné
hydrofobni interakci. Hlavni strukturni rozdil mezi volnou a vazanou formou TEAD-DBD
se nachazi na helixu H3, ktery je v navazané form¢ protazeny a otoceny o 30° relativné

k helixu H1 a H2 a 1épe tak zapada to velkého zlabku (Obrazek 2B)>.
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Obrazek 2: Piekryv struktur TEAD-DBD v apo formé (A) a v kompelxu s DNA (B). Porovnani apo formy
TEADI-DBD vyresené pomoci NMR (modra) a komplexu (zelena) ziskaného pomoci krystalografie. Helix H3
a smycka L1 byly identifikovany jako DNA rozpoznavajici oblast. Helix H3 je v navdzané formé protazeny a
otoceny o 30°. Upraveno podle *.

1.3.Metody strukturni charakterizace transkripénich faktort

Pro strukturni charakterizaci komplexu mezi transkrip¢nim faktorem a jeho DNA vazebnym
motivem je mozné vyuzit fadu biofyzikalnich metod. Mezi nejCastéji pouzivané patii
rentgenova strukturni analyza, nuklearni magnetickd rezonance (NMR) a nejnovéji
kryoelektronova mikroskopie (cryo-EM). Ptestoze zjevnd vyhoda téchto technik je velmi
vysoké prostorové rozliSeni na urovni atomt, vSechny maji urcité limitace, které omezuji
jejich vyuziti. Tato omezeni mohou byt ¢astecné prekonana kombinovanim téchto metod,
nebo vyuZitim strukturnich metod s niZ§im rozliSenim, jako jsou SAXS (small-angle X-ray

scattering), FRET (fluorescence resonance energy transfer) nebo metody strukturni

hmotnostni spektrometrie, které jsou vyuzity v této praci®.



2. Cile disertacni prace

Cilem této prace bylo pfispét k vyvoji souboru metod pro studium struktury komplexii
transkripénich faktorti sjejich DNA vazebnymi motivy zaloZzenych na hmotnostni
spektrometrii a dale pak vyuzit tyto metody ke strukturni charakterizaci interakce mezi DNA

vazebnymi doménami proteini FOXO4 a TEADI s jejich DNA vazebnymi motivy.

Mezi konkrétni cile potom patiilo:

e Pripravit a charakterizovat soubor proteas kompatibilnich s podminkami HDX-MS
analyzy, aby mohly byt nasledné vyuzity pro zlepSeni sekvencniho pokryti dvou
proteinti a protein-DNA komplext

e Ov¢fit moznost vyuziti nativni hmotnostni spektrometrie pro rychlé testovani vzniku
komplext transkripcnich faktorti s DNA a jejich roztfidéni dle vazebné afinity

e Zjistit jestli, a piipadné jak, ovlivituje sekvence DNA v okoli M-CAT vazebného
motivu jeho interakci s DNA vazebnou doménou proteinu TEAD1 (TEAD1-DBD)

e Vysvétlit, pro¢ maji M-CAT motiv a jeho invertovand varianta rozdilnou afinitu

k TEAD1-DBD proteinu



3. Vysledky a Diskuse

Cilem prvni ¢asti této prace bylo optimalizovat sadu strukturné analytickych metod
zaloZzenych na hmotnostni spektrometrii pro jejich vyuziti ke strukturni charakterizaci
komplext transkripcnich faktortt s DNA a nasledné je otestovat na modelovém systému
skladajicim se z FOXO4 transkripéniho faktoru a jeho DNA vazebného motivu. Druhd, a
hlavni, ¢ast prace potom byla zaméfena na studium interakce transkripéniho faktoru TEAD1
s jeho DNA vazebnym motivem M-CAT pomoci nejen metod optimalizovanych v prvni

Casti, ale také technik jako je smFRET nebo fluorescenc¢ni anisotropie.

3.1.Zlepseni sekvencéniho pokryti a rozliSeni v HDX-MS analyze

Pro dosaZeni dobrého prostorového rozliSeni v HDX-MS analyze je proteolytické Stépeni
klicovym faktorem, ktery je potieba optimalizovat. Jelikoz k tomuto ucelu obvykle
vyuzivana proteasa, pepsin, nemusi vzdy poskytnout idealni soubor peptidi pro dosazeni co
nejlepsiho prostorového rozliseni, jsou v soucasné dob¢ vyvijeny alternativni proteasy, které
mohou byt pouzity misto n&j nebo spolu s nim%!. Z t&chto diivodi byla v této praci byl v této
praci jako prvni krok pfipravena sada alternativnich proteas schopnych fungovat za
podminek HDX-MS analyzy. Tyto proteasy byly bud’to rekombinantné produkovany
(Nepenthesin I, IT a Rhizopuspepsin) nebo koupeny od vyrobce (Aspergillopepsin — proteasa
typu XIII) a nasledné imobilizovany na nosi¢ POROS-20 AL. Takto ptipravené kolony
s imobilizovanymi proteasami byly nédsledné vyuZity pro zlepSeni sekvencéniho pokryti a tim
1 prostorového rozliSeni v HDX-MS analyzach integralnich membranovych proteinli a
transkripénich faktori. Vysledky té€chto experimentli jsou zahrnuty v Publikacich I

(membranové proteiny), II a III (transkripéni faktory).

3.1.1. Publikace |
V této publikaci byly porovnavany vysledky Stépeni Ctyf integralnich membranovych
proteintt (Cl-/H+ antiporteru, leucinového transporteru, dopaminového transporteru, a
serotoninového transporteru) pomoci prasec¢iho pepsinu a tii alternativnich aspartatovych
proteas a to jak v roztoku, tak imobilizovanych na kolong&, za podminek HDX-MS analyzy.
Vyuziti imobilizovanych proteas vedlo témét u kazdé kombinace protein-proteasa ke
zvySeni sekvencniho pokryti oproti Stépeni proteasou v roztoku. Tento efekt byl

pravdépodobné zplisoben zvySenim teploty a tlaku pii St€peni na koloné, které nasledné
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vedlo k destabilizaci micel detergentu a tim i1 k odhaleni jinak proteasdm nepiistupnych
oblasti proteinu pfi¢emz lokalni zvyseni poméru mnozstvi proteasy ku proteinu mohlo také
hrat svou roli®?. Pfi $t&peni v roztoku pouze Nepenthesin II poskytl sekvenéni pokryti
alespon pfiblizn¢ podobné tomu, jez bylo ziskano pfi $t€peni imobilizovanymi proteasami.
Co se tyCe vybeéru nejlepsi proteasy pro Stépeni membranovych proteinii za podminek
HDX-MS se ukazalo, ze tato volba je siln¢ zavisla na daném proteinu. Nejvyssi sekvencni
pokryti bylo dosazeno pii pouziti bud'to imobilizovaného pepsinu (pro Cl—/H+ antiporter a
leucinovy transporter) nebo imobilizovaného Rhizopuspepsinu (v piipadé¢ dopaminového
transporteru, a serotoninového transporteru). Mnozstvi identifikovanych peptidi se také
vyrazngé liSilo. Tento jev je velmi zajimavy hlavné z toho diivodu, Ze leucinovy, dopaminovy
a serotoninovy transporter patii mezi strukturné piibuzné proteiny, které sdili podobné
trojrozmérné uspotradani a hydrofobni vlastnosti transmembranovych helixii. Vysledky této
studie tedy vedly ke zjisténi, Ze otestovani sady dostupnych proteas, idedlné¢
imobilizovanych, pokud je to mozné, je vyhodné i v ptipad€ strukturn€ velmi si podobnych

integralnich membréanovych proteinti.

3.1.2. Publikace Il

V této publikaci byl predstaven optimalizovany protokol pro provadéni HDX-MS
experimentll na komplexech transkripcnich faktorti s DNA. Podobné jako u membranovych
proteind, i1 v tomto ptipad¢ bylo zjisténo, ze protein-DNA komplexy se mohou chovat
prekvapivé rozdilng, a to 1 v pfipadé€, Ze jak protein, tak i DNA maji podobnou velikost.
Protokol byl optimalizovan na dvou systémech, z nichz FOXO4-DBD/DAF16 je ptikladem
komplexu, kde kratkd dsDNA (13 pb) vyrazné neovlivnila vznik a zachyt peptidi, a proto
pro dosazeni dobrého prostorového rozliSeni stacilo optimalizovat podminky Stépeni
proteasami. Na druhou stranu 15 paru bazi dlouhd dsDNA, kterd byla pouzita u TEAD]1-
DBD/M-CAT komplexu vyrazné ovlivnila mnoZstvi identifikovanych peptidi a proto bylo
kromé& podminek Stépeni potteba optimalizovat také podminky zastaveni H/D vymény a
chromatografické analyzy.

Co se tyce optimalizace Stépeni proteasami, byly vSechny kolony s imobilizovanymi
proteasami testovany bud’'to samostatné, nebo ve dvojicich v sériovém zapojeni. Obrazek 3
zobrazuje porovnani map sekvencniho pokryti nejlepSich nalezenych podminek se St€épenim

pomoci standardné vyuzivaného pepsinu. Pfestoze pomoci pepsinu bylo dosazeno plného
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Obrdzek 3: Mapy sekvencniho pokryti dvou studovanych transkripénich faktori. (1) FOXO4-DBD u kterého
bylo nejprve pouzité stépeni pepsinem (modra) po optimalizaci nahrazeno Stépenim pomoci kombinace proteas
pepsinu a nepenthesinu I (Cervend). (B) TEADI1-DBD. V tomto pripadé bylo pri §tépeni pepsinem (modra) sice
dosazeno plného sekvencniho pokryti, ale prostorové rozliseni nebylo vilivem vyssi pritmérné délky peptidii moc
dobré. Vyuziti nepenthesinu Il (Cervena) vedlo k priliSnému rozstépeni, coz indikuji mezery v sekvencnim
pokryti spolecné se vznikem kratkych peptidii. Zelené jsou pak vyznaceny konecné podminky stépeni, kdy byla
vyuZzita proteasa aspergillopepsin (proteasa typu XIII) spolecné s pridanim 2M mocoviny do pufru vyuzivaného
k zastaveni H/D reakce za ticelem zabrdnéni precipitaci. Sipky nad sekvenci oznacuji §tépnd mista za bazickymi
aminokyselinami, ktera vznikla diky vyuziti alternativnich proteas.
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sekven¢niho pokryti u obou testovanych systémti, mnozstvi identifikovanych peptidi a
jejich redundance se vyrazné zvySily pii pouziti alternativnich proteas. Vyhoda
alternativnich proteas pfi St€peni transkripénich faktort (které jsou bohaté na bazické
aminokyseliny) spoc¢iva hlavné v jejich schopnosti $tépit za aminokyselinami lysinem a
argininem, coz umoziuje vznik dalSich peptidii a nakonec vede ke zlepSeni prostorového
rozliSeni. Nicméné, vybér nejvhodnéjsi proteasy z téch, které jsou schopny Stépit za

bazickymi aminokyselinami se opét ukazal byt vysoce zavislym na daném proteinu.

3.1.3. Strukturni charakterizace modelového systému FOXO4-

DBD/DAF16 (Publikace Il1)

Optimalizovany protokol pro provadéni HDX-MS analyz komplexi transkripénich faktorii
s DNA byl spole¢né s chemickym siténim a homolognim modelovanim pouzit ke strukturni
charakterizaci modelového komplexu sestavajiciho se z DNA vazebné domény lidského
transkripcniho faktoru FOXO4 (FOXO04-DBD) a jeho vazebného motivu ,,Daf-16 family
member-binding element” (DAF16). Ziskany model 3D struktury tohoto proteinu byl
nasledné porovnan s dostupnymi strukturami vyfeSenymi pomoci standardnich metod o
vysokém rozliseni.

Pomoci HDX-MS analyzy byly nalezeny dva hlavni regiony FOXO4-DBD, jejichz
deuterace byla ovlivnéna vazbou na DNA. Zajimavé je, Ze prvni z nich podle dostupné
krystalografické struktury nemél byt v pfimém kontaktu s DNA%. SniZeni deuterace tohoto
regionu tedy nemohlo byt zptisobeno jednoduse protekci pritomnou DNA, ale spise
zménami konformace tohoto regionu nepiimo vyvolanymi vazbou DNA na jinou Cast
proteinu. Na druhou stranu, druhym z regiont, ve kterém byl v pfitomnosti DNA pozorovan
pokles deuterace, byl helix H3, ktery se v krystalografické struktufe nachdzel pifimo uvnitf
velkého Zlabku dvousroubovice DNA®, coz ¢ini sterickou protekci zplisobenou DNA
nejpravdépodobnéjSim vysvétlenim pozorovaného zpomaleni H/D vymény v této oblasti.
Pritomnost téchto dvou efektli byla dale potvrzena pomoci chemického siténi proteinu
k DNA za vyuziti transplatiny a kvantitativniho chemického siténi proteinu.

Ziskané 3D strukturni modely velmi dobie odpovidaly t€m, jez byly diive vyfeSeny

pomoci NMR nebo rentgenové strukturni analyzy®>6*

, COZ potvrzuje, ze je mozné informace
ziskané kombinaci metod zaloZenych na strukturni hmotnostni spektrometrii vyuzit

k sestrojeni modelu a tim charakterizovat 1 strukturu oblasti proteinu, které by jinak byly pro
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standardné vyuzivané metody nedostupné. Konformacni zmény pozorované v oblastech,
které nejsou v ptimém kontaktu s DNA mohou pak tvotit zdklad pro adaptivni mechanismus
vazby, pii kterém tyto zmény konformace mohou byt nezbytné pro umoznéni specifické

vazby dal$ich liganda.

3.2.Strukturni charakterizace mechanismu rozpoznavani genomové DNA

transkripénim faktorem TEAD1
Vsechny lidské transkripcni faktory patfici do TEAD rodiny rozpoznavaji stejny DNA
vazebny motiv, jehoz zdkladem je sekvence 5’-ATTCC-3’ a ktery byva obvykle v literatute
nazyvan ,,M-CAT*. Nicméné, po prohledani JASPAR databaze bylo zjiSténo, Ze sekvence
DNA v okoli jadra tohoto motivu se mtize liSit v z&vislosti na tom, o které¢ho ¢lena TEAD
rodiny jde®. Kromé toho jsme si také povsimli faktu, Ze regulaéni oblasti lidskych gent,
které byly identifikovany jakozto regulované TEAD proteiny, jsou bohaté nejen na M-CAT

motivy, ale obsahuji také vEét§i mnozstvi invertované verze téchto motiva (5°-CCTTA-3’).

3.2.1. Publikace IV
Cilem této studie bylo zjistit jestli, a pfipadné také jakym zplsobem, ovliviiuje sekvence
v okoli jaddra M-CAT motivu jeho vazebné vlastnosti pii interakci s TEAD1-DBD a zaroven
také prozkoumat mozZznost vazby tohoto transkripéniho faktoru na invertovany
5’-CCTTA-3’ vazebny motiv.

Byla pfipravena série dvouvldkennych DNA konstruktl, ve kterych byl bud’to klasicky
M-CAT (5’-ATTCC-3’) nebo jeho invertovana verze (5’-CCTTA-3") zasazen do rGznych
sekvencnich kontextd (dale jen M-CAT motivy). Vazebné vlastnosti komplexti téchto
konstruktti s TEAD1-DBD byly pak porovnany pomoci nativni hmotnostni spektrometrie
(nESI-MS) a fluorescencni anisotropie (Obrazek 4). Pfitomnost komplexu byla potvrzena
pro vSechny testované M-CAT motivy, a to vCetné invertovanych. Nicméné se ukazalo, ze
vazebna afinita dsDNA konstrukti k TEAD1-DBD siln€ zavisi na orientaci M-CAT motivu
(invertovany M-CAT mél 10x niz§i Kp, nez ten klasicky). Nizsi, ale pfesto stale
signifikantni, vliv na vzéjemnou afinitu obou souc¢ésti komplexu pak méla sekvence v okoli
jadra vazebného motivu.

V dalsim kroku pak byla pouZzita kombinace kvantitativniho chemického siténi s MS

detekci a HDX-MS k odhaleni prostorového uspotadani jak volného TEAD1-DBD, tak 1
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Obrdzek 4: (A) Nativni ESI-MS spektra komplexit TEADI-DBD s kaZdym testovanym M-CAT motivem
z nichz byly vyvozeny poméry volnych a vazanych slozek komplexu. Zvyraznény jsou nejintenzivnéjsi nabojové
stavy volného proteinu (Sedé hvezdy), volné DNA (hnédd kolecka) a komplexu (Cerné ctverce). (B)
Procentudlni podil vazaného proteinu odvozeny od intenzit signalii v nESI-MS spektru. (C) Porovndni
disociaénich konstant (Kp) komplexiit TEADI-DBD se v§emi testovanymi M-CAT motivy urcéenych pomoci
fluorescenéni anisotropie. Komplexy s konstrukty DNA obsahujicimi klasicky M-CAT motiv (SRF promotor,
CTGF promotor a C-MYC exon) mély priblizné 10 x nizsi Kp nez s témi obsahujicimi motiv invertovany.

v komplexu s rizné€ orientovanymi M-CAT motivy a k nalezeni interakéniho rozhrani mezi

analyzovanym proteinem a DNA. Podobné¢ jako v ptipadé¢ FOX0O4-DBD/DAF16 komplexu,
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1 zde byly vazbou na DNA ovlivnén nejen helix H3 a smycka L1, které byly v pifedchozich
studiich identifikovany jako interak¢ni rozhrani, ale i dalsi oblasti, které nebyly v pfimém
kontaktu s DNA%"®. I tentokrat byl tento efekt nejspi§ zptisoben ztratou flexibility a
naslednou stabilizaci struktury téchto oblasti v méné¢ dynamické konformaci v reakci na
vazbu DNA na jinou ¢ast TEAD1-DBD, coz je také v souladu s podobnym efektem, ktery
uz byl diive pozorovan u C-koncového helixu TEAD1-DBD*’. Nicméné, ani vysledky
kvantitativniho chemického siténi ani HDX-MS neodhalily zddné rozdily mezi dvéma
testovanymi orientacemi M-CAT motivu kromé téch, které mohly byt pficteny na vrub
rozdilnym disocia¢nim konstantam, jelikoz ve vSech ptipadech byly vazbou DNA ovlivnény
stejné oblasti proteinu a jediné, co se liSilo, byla intenzita daného efektu.

Prestoze zadnd z doposud vyuzitych metod neodhalila zadny vyrazny rozdil mezi
mechanismy vazby TEADI- A 5-ATTCC-3' 5'-CCTTA-3'
DBD na rtzné¢ otocené¢ M-
CAT motivy, zbyvala stile
moznost, ze s TEAD1-DBD
muze vazat na invertovany M-
CAT motiv za vyuziti stejného
interakéniho rozhrani, ale
v orientaci celého proteinu
otoCen¢ o 180°. K ovéfeni této
hypotézy bylo pouzito
molekulové dokovani. Na
obrazku 5 jsou pak zobrazeny

struktury dvou komplext,

které vykazovaly
nejstabilnéjs§i  interakci  a
odpovidaly komplexu
TEAD1-DBD s M-CAT

Biotin

motivem oznaCenym jako
Obrazek 5: (A) TEADI-DBD/M-CAT modely pouZité pri

C-MYC exon, jenz obsahoval simulacich molekulové dynamiky ukazujici relativni orientaci

L dvou dsDNA konstrukti s nejstabilnéjsi interakci s TEADI1-DBD.
klasicky M-CAT (B) Strukturni superpozice téchto dvou konstruktii (C) smFRET
studie. Protein i DNA byly ozmnaceny fluorofory (donorem a
akceptorem) jejichz vzdalenost a tim i efektivita FRET prenosu
zavisela na vzajemné orientaci interakcnich partnerii.

nasledovanym komplexem, kde
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byl M-CAT motiv modelovan do komplementarniho vldkna DNA, coz je zaroven
ekvivalentem pro otoceni proteinu o 180° (Obrazek 5B). Provedené pocitacové simulace
rovnéz odhalily, ze tvar velkého zlabku DNA je velmi podobny u obou orientaci M-CAT
motivu, coz umoziiuje vazbu proteinu mechanismem, pii kterém je nejprve rozpoznan tvar
velkého zlabku a nasledné je vznikly komplex stabilizovan specifickymi interakcemi mezi
aminokyselinami a bazemi, jejichz pocet a sila zavisi na orientaci motivu. Vysledky
molekulového dokovani spolecné s celou hypotézou vazby v orientaci otoc¢ené o 180° byly
nasledné experimentalné potvrzeny provedenim série smFRET experimentt (Obrazek 5C).

Na zavér byla také prokazana schopnost TEAD1 proteinu vazat se na nizkoafinni
invertovany M-CAT motiv in vivo pomoci ChIP-qPCR studie. Pfitomnost vazebnych motiv
s riznou afinitou k TEADIproteinu mize byt zakladem pro dal§i mechanismus regulace
aktivity téchto transkripénich faktorti zavisly na koncentraci dan¢ho faktoru v blizkosti

regula¢ni oblasti DNA, ktery uz byl popsan u nékolika jinych transkripénich faktorti®*°,

3.2.2. Vliv sekvence v okoli jadra vazebného motivu

V ramci Publikace IV bylo zjisténo, Ze sekvence v okoli jadra vazebného M-CAT motivu
ma vliv na afinitu daného dsDNA konstruktu k TEAD1-DBD proteinu. Za ucelem blizsiho
prozkoumani tohoto efektu byla ptipravena dal$i série dSDNA konstrukti, jez vSechny
obsahovaly centralni ATTCC vazebny motiv at’ uz v klasické 5°-3° nebo v invertované 3°-
5¢ orientaci a zaroveil se liSily ve dvou bazich pfedchazejicich M-CAT motivu (na jeho 5°¢
konci) a v jedné bazi za timto motivem (na jeho 3° konci).

Po uvodnim potvrzeni tvorby vSech komplext a jejich roztfidéni podle vazebné afinity,
k némuz byla vyuzita nativni hmotnostni spektrometrie, bylo pomoci HDX-MS dale
zkoumano interakéni rozhrani vSech testovanych dsDNA konstruktt s TEAD1-DBD.
Z vysledkii (Obrazek 6) je patrné, ze podobné jako u Sesti M-CAT motivil, které byly
zkoumany v Publikaci IV byly nejvétsi rozdily v deuteraci mezi jednotlivymi komplexy a
volnym proteinem bez DNA pozorovany v oblastech helixu H3 a jemu pfedchézejici smycky

L2, z ¢ehoz je mozné usuzovat, ze vSechny testované dsDNA konstrukty se vdzou na
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Obrdzek 6: Porovndni vysledkic HDX-MS zobrazené jakozZto mnozstvi
vymeénenych atomii deuteria v zavislosti na pozici v sekvenci proteinu pro
komplexy TEAD1-DBD se sérii dsDNA konstruktii lisicich se v sekvenci v okoli
vazebného motivu (oznacené v popiscich jako XX X, kde podtrzitko oznacuje
pozici jadra vazebného motivu). Oblasti proteinu, jez byly drive identifikovany
jakozto zodpovédné za vazbu DNA jsou ve schématu struktury TEADI-DBD
pod obrazkem oznaceny cervené. Teckované cary patri invertovanym
motiviim, které jsou v popiscich navic oznaceny znamenkem minus. Motivy se
silnéjsi vazbou vymenuji méné deuterii a proto jsou umistény ve spodni oblasti
grafu zatimco ty slabé se vazajici vykazuji podobny vzor jako vzorek, kde DNA
nebyla pritomna vitbec (TEADO — Cernd cara).

TEAD1-DBD do
stejné oblasti. Fakt, ze
mira protekce proti
deuteraci byla silné
zavisld na vazebné
afinité dané¢ho dsDNA
konstruktu k TEADI-
DBD pak umoznil
identifikaci  motivi,
které vazou TEADI-
DBD nejsilngji  (5'-
GCATTCC(T/A)-3"
stejn¢  jako  toho
motivu, ktery vaze
analyzovany protein
nejslabéji (3'-
GCATTCCA-S").
Zajimavosti potom je,
ze sekvence, jeZ byla
identifikovana jakoZzto
ta snejvyssi afinitou
k TEAD1-DBD,  se
lisila od nejobvyklejsi
sekvence vazebné¢ho
motivu TEAD

proteinti uvedené

v JASPAR databézi, coZ by mohlo znamenat, ze vyS$i afinita nékterych vazebnych mist

miize kompenzovat jejich niz$i vyskyt v lidském genomu®.

V soucasnosti jsou jeSté¢ doméfovany piesné disociacni

konstanty kazdého =z

analyzovanych komplexii a je pfipravovana dalSi publikace zabyvajici se pravé vlivem

sekvence v okoli jadra vazebného M-CAT motivu na jeho interakci s TEAD1-DBD.
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4. Shrnuti

Cilem této prace bylo pfispét k vyvoji sady strukturnich hmotnostné spektrometrickych

metod pro charakterizaci komplext transkripcnich faktorti s jejich vazebnymi motivy a

nasledné tyto metody vyuzit pro strukturni charakterizaci interakce mezi DNA vazebnymi

doménami proteini FOX0O4 a TEADI a jejich DNA vazebnymi motivy. Ziskdny byly

nasledujici vysledky, které byly zahrnuty do ¢tyt publikaci:

Byla piipravena sada alternativnich HDX-MS kompatibilnich proteas potfebnych ke
zlepSeni sekven¢niho pokryti a zvySeni rozliSeni HDX-MS metody a jejich
pouzitelnost byla otestovana na dvou proteinovych systémech

Vybér nejvyhodngjsi proteasy pro Stépeni v HDX-MS je velmi zavisly na
studovaném proteinu a 1i$i se i pro proteiny s podobnou tercialni strukturou
Ptidavek mocoviny jako denaturantu do pufru pro zastaveni deutera¢ni vymény,
pouziti promyvacich krokii mezi analyzou jednotlivych vzorkii a zvoleni
nejvhodnéjsi alternativni proteasy je dulezité pro ziskani co nejvyssiho sekvenéniho
pokryti pii HDX-MS analyze transkripcnich faktori v komplexu s DNA

Vysledky ziskané kombinaci metod strukturni hmotnostni spektrometrie mohou
tvorit dostate¢né podklady pro strukturni modelovani a poskytnout tak informace jak
o regionech nedostupnych pro obvykle pouzivané metody s vysokym rozliSenim, tak
o strukturni dynamice komplext transkrip¢nich faktorti s DNA

Vyznamna ztrata flexibility po vazb& na DNA byla pozorovéana pro oba analyzované
komplexy — FOX0O4/DAF16 i TEAD1/M-CAT

TEADI1-DBD je schopny vazby na invertovany nizkoafinni M-CAT motif
5’-CCTTA-3’ jak in vitro, tak in vivo

TEADI-DBD se vaze na invertovany motiv v opacné orientaci — oto¢eny o 180°
Nativni hmotnostni spektrometrie s nESI ionizaci se ukdzala byt vhodnou uspornou
metodou k rychlému potvrzeni tvorby komplexu transkripéniho faktoru s DNA,
stejné jako k roztfidéni DNA konstrukti dle jejich afinity k proteinu

Sekvence DNA v oblastech sousedicich s M-CAT motivem ovliviiuje silu vazby k
TEADI-DBD, pticemz sekvence 5'-GCATTCC(T/A)-3' vykazovala vazbu
nejsilnéjsi

TEAD1-DBD a FOX0O4-DBD jsou schopné spolecné vazby na jeden oligonukleotid

obsahujici oba jejich vazebné motivy.
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