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ABSTRAKT

Proteiny TEAD patii do vyznamné rodiny transkripcnich faktort, které se béhem vyvoje organismu
podili na regulaci jeho rustu a diferenciace bunék prostfednictvim aktivace exprese nejruznéjSich
gent. Tato rodina sdili dvé vysoce konzervovana mista, a to TEA DNA vazebnou doménu, po které
tyto proteiny ziskaly ndzev, a doménu, pomoci niz transkripcni faktory vazi dalsi koaktivatory.
Protoze TEAD proteiny nejsou samy o sobé schopné transkripce, interaguji s fadou koaktivatort,
které umoznuji regulovat transkripci pozadovaného genu. Poruchou regulace aktivity TEAD
proteini miize dochazet ke vzniku nddorovych onemocnéni. Proto v dnesni dobé hraji proteiny
rodiny TEAD nemalou roli pii vyvoji novych protinadorovych 1é¢iv.

Jednim ze zplsobu inhibice téchto proteind je zabranéni jejich vazbé na DNA, tedy blokace
aktivniho mista v DNA vazebné doméné. Tato bakalatska prace se zabyva rekombinantni expresi
zminéné DNA vazebné domény transkripéniho faktoru TEADI, kterd je prodlouzend o
aminokyseliny v nestrukturované oblasti. Po nalezeni vhodnych podminek produkce bylo
ptistoupeno k produkci ve velkém objemu nasledované purifikaci a ovéfenim identity proteinu.
Nakonec byla potvrzena schopnost interakce produkovaného proteinu s DNA. Pripraveny protein
bude tedy mozné vyuzit ke studiu zptisobti jeho interakce s DNA, coz do budoucna mtize napomoci

k nalezeni latek blokujicich aktivitu transkripéniho faktoru TEADI.

KLiCOVA sLOvVA

Rekombinantni exprese, purifikace proteinu, DNA vazebny protein, regulace transkripce, bunééna

signalizace, TEADI, transkrip¢ni faktor, DNA vazebna doména



ABSTRACT

TEAD proteins belong to a significant family of transcription factors that contribute to the
regulation of organism growth and cell differentiation during its development by activating the
expression of a wide variety of genes. This family shares two highly conserved sites, the TEA
DNA binding domain, after which the proteins have been named, and the domain by which
transcription factors bind other coactivators. Because TEAD proteins are not able to activate
transcription themselves, they interact with a number of coactivators. These coactivators allow the
transcription of the gene of interest to be regulated. Failure of TEAD protein activity regulation can
lead to cancer. Therefore, TEAD family proteins nowadays play an important role in the
development of new anticancer drugs.

One way of inhibiting these proteins is to block the active site in their DNA binding domain,
thus, to block their binding to DNA. This bachelor thesis deals with recombinant expression of said
DNA binding domain of transcription factor TEADI, which is extended by amino acids in
unstructured regions. After finding suitable conditions of protein production, we proceeded to large
volume production which was followed by purification and protein identity verification. Finally,
the ability of the produced protein to interact with DNA was confirmed. Thus, the prepared protein
can be used to study the ways in which it interacts with DNA, that in the future may help to find
TEADI1 transcription factor blocking agents (In Czech).

KEYWORDS

Recombinant expression, protein purification, DNA binding protein, transcription regulation, cell

signalling, TEADI, transcription factor, DNA binding domain
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Seznam zkratek

AMOT
Ankrdl

APS
AREG
ATTS

AXL
Birc2

cAMP
CTGF
CYR61
DBD
DDIT4

dsDNA
DTT

E. coli

EDN

EDTA
ESI-FT-ICR

Fgfv4

FOX
GLUTI
HeLa bunky
HEPES
Hpo

IAP

IPTG

LATS

LB médium

M-CAT

MOB
MST

protein Angiomotin, regulator Hippo signaliza¢ni drahy

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD (z anglického ,,Ankyrin repeat domain-containing
protein 1%)

peroxodisiran amonny

cilovy gen transkripcniho faktoru TEAD kodujici protein Amphiregulin

jiny nazev pro TEA doménu; jeji nazev je slozen z prvnich pismen proteindl, ve kterych
byla nalezena: AbaA, TEC1, TEF-1 a Scalloped

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD kodujici receptorovou tyrosinkinasu

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD (z anglického ,,baculoviral inhibitor of apoptosis
repeat-containing protein‘)

cyklicky adenosinmonofosfat, druhy posel vytvofeny adenylatcyklasou

cilovy gen transkripcniho faktoru TEAD (z anglického ,,connective tissue growth factor®)
cilovy gen transkrip¢niho faktoru TEAD (z anglického ,,cystein-rich 61°)

funkéni doména TEAD proteinti vazajici DNA (z anglického ,,DNA binding domain®)
cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD (z anglického ,DNA damage inducible
transcript®)

dvouvlédknova DNA (z anglického ,,double-stranded DNA®)

1,4-dithiothreitol

bakterie Escherichia coli

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD kodujici protein Endothelin

kyselina ethylendiamintetraoctova

hmotnostmi spektrometric s iontovym sprejem a iontové-cyklotronovou rezonanci
s Fourierovou transformaci

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD (z anglického ,,Fibroblast growth factor receptor
4°)

transkrip¢ni faktor vazajici DNA (z anglického ,,Forkhead box protein‘)

1. exon cilového genu GLUT!

nadorové bunky pochazejici z naddoru délozniho hrdla Henrietty Lacksové
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin) ethansulfonova kyselina

proteinkinasa Hippo, zdkladni komponenta Hippo signaliza¢ni drahy u drosophily
proteinova rodina inhibitori kaspas (z anglického ,,Inhibitor of apoptosis proteins*)
isopropyl S-D-1-thiogalactopyranosid

kinasa pusobici v Hippo signaliza¢ni draze (z anglického ,,Large tumor suppressor*)
Luria-Bertani médium

specificka sekvence DNA, kterou vaze TEAD ve svalech (z anglického ,,Muscle cytosine,
adenine, thymine®)

MOB-kinasovy aktivator Hippo signaliza¢ni drahy (z anglického ,,Mps one binder)

kinasa ptisobici v Hippo signaliza¢ni dréze (z anglického ,,Mammalian sterile 20-like*)



MWCO
MYC
NAIP

NF2

NMR
PAXs

PDZ motiv

PMSF
Rho
rpm
RUNX
SAV
SDS
SDS-PAGE
SMADs
ssDNA
SV40
TAZ

TBD
TBE pufr
TBXS5
TCEP
TEAD

TEF-1
TEMED
TDU
TP73
TRAIL

Tris

Vg

VGLL

WW doména
YAP

YBD

mezni hodnota molekulové hmotnosti (z anglického ,,molecular weight cut-off™)

cilovy gen transkrip¢niho faktoru TEAD (z anglického ,,Myc proto-oncogene protein‘)
cilovy gen transkripcniho faktoru TEAD (z anglického ,,NLR family apoptosis inhibitor
protein®)

regulator Hippo signaliza¢ni drahy neurofibromin 2

nuklearni magneticka rezonance

transkripéni faktor (z anglického ,,Paired box proteins®)

strukturni motiv aktiva¢ni domény Y AP proteinu, akronym z nazvu proteind, ve kterych byl
jako prvni nalezen

fenylmethylsulfonyl fluorid

skupina proteinti malych GTPas, které funguji jako modulatory aktinového cytoskeletu
otacky za minutu (z anglického ,,revolutions per minute®)

transkrip¢ni faktor (z anglického ,,Runt-related transcription factor)

protein Salvador, zakladni komponenta Hippo signaliza¢ni drahy

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS

transkripéni faktor (z anglického ,,mothers against decapentaplegic homologs*)
jednovlaknova DNA (z anglického ,,single-stranded DNA®)

enhancer opiciho viru 40 (z anglického ,,simian virus 40°)

koaktivator proteinu TEAD (z anglického ,.transcriptional co-activator with PDZ-binding
motif™)

TEAD-vazebna doména koaktivatoru YAP (z anglického ,,TEAD binding domain*)
Tris-borat-EDTA pufr

transkripéni faktor (z anglického ,,T-box transcription factor 5°)

tris(2-karboxyethyl)fosfin

rodina transkripénich faktorti obsahujicich TEA doménu (z anglického ,transcriptional
enhancer activator domain®)

jiny nazev pro TEADI (z anglického ,,transcriptional enhancer factor*)
1,2-bis(dimethylamino)-ethan

jiny nézev pro Vg motiv u VGLL koaktivatord, nazyvany t¢z TONDU

transkrip¢ni faktor (z anglického ,,Tumor protein 73)

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD (z anglického ,,Tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand®)

tris(hydroxymethyl)aminomethan

protein Vestigial, koaktivator Sd u doosophily

koaktivator proteinu TEAD (z anglického ,,Vestigial-like protein®)

strukturni motiv Y AP koaktivatoru obsahujici dva vysoce konzervované tryptofany
koaktivator proteinu TEAD (z anglického ,,YES-associated protein®)

funkéni doména TEAD proteint vazajici YAP koaktivator (z anglického ,,)YAP binding

domain®)



1 Teoreticky uvod

1.1 TEAD rodina transkripcnich faktor(

Tato rodina transkripénich faktort byla objevena diky jadernému proteinu TEF-1 (z anglického

»transcriptional enhancer factor®, pozde¢ji pojmenovaném TEADI1) vazaného na enhancer opiciho

viru 40 (SV40) v lidskych HeLa buiikach', konkrétné na motivy GT-IIC a Sph enhanceru SV40°.

Proteiny TEAD rodiny transkripénich faktorti sdili vysoce konzervovanou DNA vazebnou

doménu nazyvanou TEA doména’ (viz Obr. 1). Zkratka jejich nazvu pochazi z anglického

»transcriptional enhancer activator domain®“, tedy proteiny obsahujici transkripéni aktivacni

doménu, kterd naseda na enhacer genu’. TEA doména obsahuje néco malo pies 70 aminokyselin

aje nazyvana téz jako ATTS doména podle prvnich pismen proteinti, ve kterych byl jeji motiv

nalezen’. Prvnim z proteind je AbaA, ktery reguluje vyvoj nepohlavnich spor u Aspergillus

nidulans a ukonCuje vegetativni rist; dale protein Tecl, ktery se podili na aktivaci Tyl

retrotransposonu u kvasinek Saccharomyces cerevisiae; lidsky protein TEF-1 (tedy TEADI)

avneposledni tad¢ protein Scalloped (sd) zodpovédny =za vyvoj kiidel, nervové soustavy

a smyslovych organt u rodu Drosophila™®.
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Obr. 1 Porovndni aminokyselinovych sekvenci ¢tyrF proteinii tead u mysi. Konzervované ¢dsti jsou oznaceny
rdmeckem (TEA doména a C-termindlni oblast) a shodné aminokyseliny TEAD proteint s TEAD1 symbolem +.
Pfevzato a upraveno’.
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U savcu patii do této rodiny ¢tyfi proteiny: TEAD1 (téz nazyvany TEF-1 nebo NTEF-1),
TEAD2 (ETF, ETEF-1, TEF-4), TEAD3 (DTEF-1, TEF-5, ETFR-1) a TEAD4 (RTEF1, TEF-3,
ETFR-2, FR-19)°. Jak uz bylo vySe zminéno, spoleénym znakem téchto &tyi proteinii je téméf
identickda TEA DNA vazebna doména na N-konci (tém&f 99% shoda)®. Ostatni ¢sti proteind jsou
znacn¢ variabilni, az na C-koncovou cast, ktera je, podobn¢ jako TEA doména, také konzervovana

(viz Obr. 1)’.

1.1.1 Vyznam TEAD protein(

TEAD proteiny hraji vyznamnou roli pfi vyvoji a rGstu organismu a jejich exprese byla
zaznamenana jiz u dvoubunééného mysiho embrya’. Vzajemné se od sebe lisi vyskytem
v nejriznéjsich tkanich v rznych fazich vyvoje organismu. Témer vSechny tkdn¢ obsahuji alespon
jednu formu proteinu TEAD, pfi¢emz napi. v plicnim epitelu lze nalézt viechny &tyii formy'’.
Funkce TEAD proteind je nejhojnéji zkoumana u mysSich homologti, které se od lidskych lisi
minimalng: u TEAD1 se mysi homolog 1isi od lidského ze 426 aminokyselin pouze ve tiech’.
TEAD proteiny jsou zodpovédné za proliferaci bungk, jejich diferenciaci a branéni apoptose'’;
za kardiogenezi; myogenezi; vyvoj neurdlni listy'’; struny hibetni nebo trofoektodermu’,

’ P ., e .ol
Vyznamnou roli viak hraji také pti rakoving".

1.1.2 Funkce proteinu TEAD1

Inaktivace proteinu teadl u mys$i v embryondlnim vyvoji vede ke smrti v dasledku vaznych
srde¢nich defektt'*"”. Histologicka vyseteni srdci téchto embryi odhalila abnormalné tenkou sténu
komory, coz dokazuje, Ze je teadl nezbytny pro tvorbu myokardu'®. TEADI se dale podili na
vyvoji a rustu kosterniho a hladkého svalstva, vyvoji nervového systému ¢i ledvin a dychaciho
Gstroji>®'®. V n&kterych piipadech Ize jeho funkci nahradit jinou formou proteinu z rodiny TEAD;
neni to viak Gplné vzdy mozné (viz vy$e zminény vyvoj srdeéniho svalu)’.

Tento protein je vSak také exprimovan v rizné mife v mnoha tkanich u dospélych mysi, a to
zejména v plicich, srdci, ledvindch, mozku &i v kosternim svalstvu'®. U dospélych lidi je zvysena
exprese TEADI spojena s rakovinou slinivky bfisni nebo s rakovinou prostaty. ZvySena hladina
proteinu TEADI1 byla dale zaznamenana u rakoviny zaludku, prsu, plic, jater, tlustého stieva,

karcinomu vajeéniku, nadorii zarode¢nych bungk, Kapsiho sarkomu nebo melanoma®.
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1.1.3 Ostatni proteiny rodiny TEAD

N

Nejhojnéj$im proteinem této rodiny transkripénich faktorG je tead2, ktery se vyskytuje
v embryonalnim vyvoji u mysi béhem prvnich 7 dnt, pficemz jeho vyskyt byl zaznamenan jiz

Vv 7 vr 9,10
v dvoubunécném mysim embryu”

. Podili se na vyvoji struny hibetni; jeho inaktivace vSak neni
pro embryo smrtelnd. V pozd€jSich stadiich vyvoje jeho mnozstvi v organismu klesa a jeho
pfitomnost je omezena jen na nékteré tkand (mozek, plice, ledviny ¢&i stievo)’. Z pocatku vyvoje je
mozné ho nahradit proteinem teadl. Pokud dojde k poruseni fead? genu, mysi embrya se vyviji
normalné, avsak s vyssi predispozici pro poruchu mozku. Pokud ale dojde k sou¢asnému poruseni
i genu pro teadl, umiraji embrya jesté¢ pred narozenim s velkym mnozstvim vaznych vyvojovych

TEAD3 byl ztéto rodiny transkripénich proteini objeven jako posledni. Béhem vyvoje
organismu je specificky exprimovan v placenté a né€kolika embryonalnich tk&nich, kde ovliviiuje
diferenciaci bunék'®. Jeho presna funkce b&hem vyvoje viak jesté doposud nebyla objasnéna'”.

V raném embryonalnim vyvoji se TEAD4 uplatiiuje pii diferenciaci bunék trofoektodermu.
Dojde-li k vypnuti nebo poruseni genu pro TEAD4, diferenciace viilbec nenastane, ovSem vypne-li
se gen az po diferenciaci, embryo se bude vyvijet normalné dal'®. TEAD4 se v pozd&jsim vyvoji

také podili na aktivaci gent kosterniho svalstva'®.

1.2 Funkéni domény TEAD protein(

Strukturu TEAD proteinil Ize zjednodusit na 4 ¢asti (domény — viz Obr. 2).

1 29 102 237 426

e [

|:| N-terminalni oblast
|:] TEA DNA vazebna doména
- Prolin-bohatd oblast

- YAP vazebna doména
Obr. 2 Schematickd struktura zvifeciho TEAD/TEF proteinu. Pfevzato a upraveno®.

Nejvariabilng€jsi casti u TEAD rodiny proteini je N-terminalni oblast. Jedna se o usek se
zapornym nabojem bohaty na serin, ktery je znacné fosforylovan. N-konec muze interagovat
s koaktivatory®.

Podobné variabilni ¢asti je 1 tzv. prolin-bohata oblast (viz Obr. 2), ktera je napiiklad pro krysi

teadl pouze z20 % identicka se stejnou oblasti krysiho tead4'®. Prolin-bohat4 oblast je zaroven
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spoluzodpovédna za vazbu transkripcnich koaktivatort YAP ¢i TAZ; variabilita této oblasti
pravdépodobné zodpovida za rozdilné interakce TEAD proteint s YAP a TAZ*.

Naopak velice konzervovanou casti TEAD proteint je jiz zminéna TEA doména a C-konec
nazyvany jako YAP vazebna doména, ¢i zkracend YBD (z anglického, YAP binding domain®)*'.
Jedna se o transaktivacni doménu, ktera slouzi k interakci s transkripénim koaktivatorem. Byla
popsana jeji 3D struktura, a to pro lidsky TEAD1 a TEAD2 a pro mysi tead4. Vsechny tyto tii
struktury si byly napadné podobné, coz dokazuje konzervovanost YAP vazebné domény béhem
evoluce. YBD se skldda z 12 B-vladken, dvou B-skladanych listd s5 a 7 vlakny, které tvoii

tzv. B-sendvi¢; a 4 a-helixtl, uspofadanych do dvou motivii helix-turn-helix*' > (viz Obr. 3).

Obr. 3 Struktura YAP vazebné (transaktivacni) domény TEAD2: 6-vidkna jsou obarvena modre, a-helixy
fialové a smycky jsou obarveny Sedé, zdroveri je oznacen N- a C-konec proteinu. Pfevzato a upraveno®.

1.2.1 TEA DNA vazebna doména

Prvni struktura TEA vazebné domény byla objevena pomoci metody NMR (z anglického ,,nuclear
magnetic resonance“)’. NMR analyza odhalila, ¢ je TEA doména globuldrnim proteinem
slozenym ze tii helixti (H1, H2 a H3) propojenych dvémi smyckami a nestrukturovanymi oblastmi
(viz Obr. 4). Prvni dva a-helixy (H1 a H2) jsou vici sobé témért v antiparalelni poloze. Tteti helix
(H3) slouzi ke stabilizaci celé struktury pomoci hydrofobnich interakci a pomoci tii serinti (S65,
S66 a S76) umoznuje rozpoznavani povrchu DNA. Pomoci fosforylace jednoho ¢i vice z vyse
uvedenych serinl je mozné ménit afinitu TEA domény k DNA a tim regulovat transkripcni aktivitu
TEAD proteinti. Ve struktufe L1 smycCky byla objevena rezidua, ktera byla také zodpovédna

za vazbu na DNA (viz Obr. 4 a 6, str. 15).

13



Obr. 4 Struktura TEA domény: (A) StuZkovy diagram TEA domény s vyznacenymi a-helixy H1, H2 a H3,
smyckou L1 a N-termindlini a C-termindlini oblasti. (B) Stabilizace struktury TEA domény pomoci hydrofobnich
interakci rezidui na helixu H3 znacenych tycinkovou strukturou. Pfevzato a upraveno“.

Studie z roku 2016 potvrzuje pomoci ¢astecné krystalografické struktury TEA domény — tj. bez
L1 smy&ky, ktera spojuje a-helixy H1 a H2 — sekundarni strukturu zji§ténou pomoci NMR*.
Zaroven poukazuje na dulezitost L1 smycky, kterd je zodpovédna za kooperativni vazbu TEAD
proteinu na DNA s opakujicimi se vazebnymi motivy. Pokud se smycka L1 zkrati, nedochazi ke
kooperativni vazbé TEAD proteini. Vytvofi-li se mutanti se zkracenou L1 smyckou, dojde ke
vzniku dimeru. Ten ovSem neni schopny kooperativni vazby na opakujici se vazebné motivy DNA

kvuli sterickému branéni (zkracené L1 smycky nejsou dostate¢né flexibilni — viz Obr. 5).

Monomery TEAD proteinu Dimerizace TEAD monomerd
- - se zkracenou L1 smyckou
)
e / 4 -
= e "
@) # 1._.-_" 1:-*-'1?; ¢ -P‘_ 1
L .
|
P -*.':- - i %
1
%
D +DNA
l s opakujicimi
se segmenty

Kooperativni navazani MNekooperativni navazani

Obr. 5 Zobrazeni kooperativni vazby TEAD monomeriti na opakujici se segmenty DNA a sterické branéni
vs T o1 1.2 o P2 v v 25
v pfipadé dimeru vzniklého ze dvou monomerii se zkracenou L1 smyckou. Prevzato a upraveno™.
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K pochopeni regulacniho mechanismu transkripce genu zprostfedkovaného pomoci TEAD
proteinu prispéla studie zroku 2017, kterd zvefejnila krystalovou strukturu proteinu TEAD4
v komplexu s DNA (konkrétn¢ s M-CAT DNA elementem). Pomoci mutaci TEAD4 bylo mozné
odhalit specificky a detailni mechanismus rozpoznavani DNA pomoci TEA domény. Na DNA
vazebné doméné byla identifikovana dvé vazebna mista, ktera fidi specificnost a vazbu na sekvenci
genu (viz Obr. 6). Mutaci pfislusnych mist proteinu TEAD4 doslo ke snizeni obsazenosti
promotorové oblasti cilovych gentl, tedy i naruSeni samotné transkripce, coz vedlo k inhibici riistu

a tvorbé kolonii bunék HGC-27 u nadort zaludku®®.

maly Zlabek '
velky ilabek

Obr. 6 TEA DNA vazebnd doména v komplexu s DNA: DBD (znacena zelené) s DNA (znacenou sedé) s malym

a velkym Zldabkem; fialové jsou zndzornény aminokyseliny, jejichZ mutace deaktivuje DNA vazebnou

schopnost TEA vazebné domény proteinu TEAD4. Prevzato a upravenoze.

1.2.1.1 DNA vazebny motiv

Rodina proteini TEAD byla, jak jiz bylo dfive zminéno, nalezena na enhanceru opiciho viru 40
(SV40) v lidskych HeLa buiikich na motivech GT-IIC a Sph enhanceru SV40°. Pro vazbu TEAD
proteint je pak dilezita sekvence 5’-TGGAATGT-3¢'.

Déle byla nalezena také sekvence snejvyssi afinitou pro izolovanou TEA doménu:
5°-N[A/T/G]G[A/T/C]ATNT-3¢, ve které N znaéi jakoukoli bazi**.

TEAD proteiny se mohou dale vazat i na takzvané M-CAT elementy>”’, jejichz nédzev pochazi

zanglického ,Muscle Cytosine, Adenine, Thymine“**.

Ty se nachazeji v promotorovych
a enhancerovych oblastech genti exprimovanych v srde¢ni svaloviné nebo v buikach hladkého
a kosterniho svalstva. Maji tedy vyznamny vliv na regulaci genti béhem vyvoje svali ¢i svalovych
onemocnéni s tim souvisejicich. Patii mezi né naptiklad srdec¢ni troponin T, tézky fetézec
B-myosinu nebo a-aktin v hladkém i kosternim svalstvu®. Piitomnost M-CAT elementil viak byla
zaznamendna i u jinych gent, kupfikladu u zminéného enhanceru opiciho viru SV40, dale
v promotorovych oblastech genti pro choriovy somatomammotropin a Foxa2. Vazebnou sekvenci

elementd umoziujici nasednuti TEAD protein je 5-CATTCC-3"®. Vyskytuje-li se
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v promotorovych oblastech vice takovychto sekvenci, miize dochazet ke kooperativni vazbé mezi
TEAD proteiny, pficemZ prostorova vzdalenost mezi t€émito sekvencemi je rozhodujicim faktorem
transkripéni aktivity genu®®. Déle bylo zjisténo, Ze proteiny rodiny TEAD jsou schopny se vazat
pouze na dvoufetézcovou DNA s M-CAT elementy, nikoli na jednofetézcovou®.

Jednotlivé TEAD proteiny se od sebe mirné 1isi v DNA vazebnych sekvencich (motivech). Tato
odlisnost je zobrazena na obrazku 7, kde svislé osy udavaji Cetnost bazi v dané ¢asti sekvence

a podélné osy pak relativni pozici dané baze.

TEADI mm TEAD2 L
ﬂ m =

relativi éetnost

0
<_
<=
>—]

O

D

TEAD3 TEAD4 [ |

relativi cetnost
relativi cetnost

)

)
>
ﬁ
>
-
P

1 2 3 a 5 6 7 [ 1 2 a 4 5 6 7 8 s i

Obr. 7 Relativni zastoupeni bdzi jednotlivych TEAD proteinii v DNA vazebnych sekvencich. Prevzato a
30
upraveno™.

1.2.2 YAP vazebna doména

Jak jiz bylo dfive zminéno (viz [.2), struktura YAP vazebné domény (YBD) slouzi k navazani
koaktivatori a je tvofena jednim P-sendviCem a Ctyfmi a-helixy. YBD byvéa posttranslacné
modifikovana kyselinou palmitovou’"*>. Jedna se o S-palmitoylaci, coZ je vysoce konzervovany
proces, ktery se vyskytuje u vSech eukaryotickych organismd, a slouzi k regulaci tvorby proteind;
mize probihat bud’ spontanné nebo enzymaticky. Pfi S-palmitoylaci dochazi k reverzibilnimu
kovalentnimu pfipojeni 16uhlikat¢é mastné kyseliny na konzervovany cysteinovy zbytek
prostiednictvim thioesterové vazby; cysteinovy zbytek se nachdzi v hydrofobni (lipidové) kapse
domény mezi B-skladanymi listy®' (viz Obr. 8). Navzdory odhaleni mechanismu palmitoylace YBD
vSak zustava jeji vyznam z hlediska regulace TEAD proteini nejasny. Soucasné studie vSak
naznacuji, ze je palmitoylace TEAD proteint esencialni pro spravné skladani TEAD transkrip¢nich

faktord (tedy i vazby s koaktivatory) a pro bunéénou expresi' .
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Obr. 8 Struktura vazby palmitové kyseliny v komplexu lidského proteinu TEAD1 (YBD domény) s cdsti YAP
koaktivatoru vdzajici se na TEAD: prvni obrdzek zleva: kyselina palmitovd (znacena Zluté tycinkovou
strukturou) vdzand k YBD (na cystein 359, rezidua v okoli kyseliny palmitové a celd struktura YBD jsou
znaceny azurové); druhy obrdzek zleva: komplex kyseliny palmitové s YBD a navdzanym YAP koaktivdtorem
(znacen riZové). Prevzato a upravenoaz.

Palmitat ve vazbé s YBD neinteraguje pfimo s koaktivatorem, ale méni alostericky konformaci
transaktivacni domény (konkrétné na vazebném misté 3 a jeho okoli — viz Obr. 9), ¢imz ptispiva ke
zpevnéni struktury TEAD proteini®"**. Tim reguluje vazbu YAP proteinu, ale nemé vliv na vazbu
koaktivatoru Vgll. Vstup do hydrofobni kapsy je maskovan PBl-vldknem YAP nebo Vgli4
B1-vlaknem®.

1.2.2.1 Koaktivatory

Transkripéni faktory rodiny TEAD nemohou samy o sob¢ indukovat transkripci cilovych gend,
protoze postradaji doménu schopnou aktivovat transkripci (aktivaéni doménu)’. K aktivaci
transkripce potiebuji koaktivatory, tedy proteiny s aktivaéni doménou, kterd umoznuje transkripci
daného genu. Tyto proteiny se vSak nevazi pfimo na DNA, nybrz na transaktivaéni doménu
(viz Obr. 3, str. 13) transkripcnich faktord, ¢imz vytvaii heterodimer (viz Obr. 9) schopny aktivace
transkripce genu"’. N&které koaktivatory mohou slouzit i k regulaci konformace chromatinu®.

Bylo identifikovano nékolik proteinti, které jsou schopny ovlivnit expresi cilovych genti diky
vazb€ na transkripni faktory rodiny TEAD. Existuje mnoho zptisobi jejich déleni. Jednim z nich
je déleni do tii skupin na YAP a jemu podobny TAZ, Vgll proteiny a koaktivatory nuklearnich
receptort rodiny p160™.
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YAP (oranzovy) TAZ (zlaty) Vglll (Zluty)

(D) (E)

TAZ (zlaty a Cerveny) Vgll4 (fialovy)

Obr. 9 Krystalové struktury YBD TEAD proteinu s navdazanymi koaktivatory: YBD (znacena modre a Sedé€) s:
(A) YAP (oranZovy); (B) TAZ (zlaty); (C) Vgll1 (Zluty); (D) TAZ (zlaty a cerveny) a (E) Vgll4 (fialovy). Na
obrdzcich (D) a (E) jsou zndzornény dimery YBD vzniklé interakci s koaktivatory. TEAD vazebnd mista jsou
znacena Cisly 1, 2 a 3. Prevzato a upravenol7.

1.2.2.1.1 YAP

Prvnim objevenym koaktivatorem savéich TEAD proteini byl YAP, jehoz nazev vznikl
z anglického ,,YES-associated protein®, protoze byl objeven ve vazb& na tyrokinasu YES®. Jako
transkripéni koaktivator se YAP vazbou na transkripéni faktor podili na regulaci ristu a proliferaci
bun€k béhem vyvoje a je zaroven limitujicim faktorem miry exprese TEAD proteiny regulovanych
gend. S tim souvisi jeho nadmérna exprese a nuklearni lokalizace v nadorovych butikach plic, jater,
ledvin, prsu, stfev & vaje¢niki’®. Stejné jako proteiny rodiny TEAD, je i tento protein
vicedoménovy a velmi evoluéné konzervovany®'.

Na transaktivaéni doménu TEAD proteinii se vaze pomoci TEAD-vazebné domény (TBD
z anglického ,,TEAD binding domain“) na svém N-konci. Pokud neni YAP ve vazbé s TEAD
proteinem, je jeho TBD v nestrukturovaném stavu®”. Krystalové struktury komplexu transaktivaéni
domény proteinu TEAD s derivatem proteinu YAP obsahujicim pouze TEAD vazebnou doménu
(sekvence délky 50-100 aminokyselin) poskytly informace o mistech interakce téchto dvou
segmenttl proteinti® . Mezi zminénymi segmenty byla nalezena tii mista interakce a nazvana jako

vazebna mista 1-3 (viz Obr. 10)*'.
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A

‘Vazebné
misto 2

Obr. 10 Struktura komplexu YAP vazebné domény TEAD1 a TEAD vazebné domény YAP koaktivdtoru: YAP
vazebnd doména (zndzornéna Sedou barvou), TEAD vazebnd doména (zndzornéna barevné). Interakce YAP-
-TEAD je u vazebného mista 1 (B) zndzornéna Zlutou barvou, u vazebného mista 2 (C) zndzornéna zelenou
barvou a u vazebného mista 3 (D) zndzornéna cervenou barvou. Jednotlivd interagujici rezidua jsou vypsdna.
PFevzato a upraveno®".

Vazebné misto 1 je tvofeno 7 intramolekuldrnimi vodikovymi vazbami mezi peptidovymi
patefemi pl-vldkna YAP a B7-vlakna TEAD proteinu, které vzijemné tvoii antiparalelni p-list*'.
Delece f1-vlakna u YAP proteinu nema vliv na interakci YAP a TEAD proteini.

Vazebné misto 2 se skladd z al-helixu YAP, ktery je vlozen do drazky mezi o3
a ad-helixem®"”. Mezi helixy dochazi ke vzniku hydrofobnich interakei, které komplex stabilizuji.
Mutace v al-helixu YAP ¢i jeho zkraceni na N-konci nema vliv na interakci YAP-TEAD.

U vazebného mista 3 interaguje Q-smycka YAP proteinu s hydrofobni kapsou TEAD proteinu
tvofenou P4, P11, Pl2-skladanymi listy a al a od-helixem®. Struktura je vtomto misté
stabilizovana van der Waalsovymi silami, vodikovymi vazbami a hydrofobnimi interakcemi.
Narozdil od koaktivaitoru TAZ obsahuje YAP PXX®P motiv (P je prolin, X je jakakoli
aminokyselina a @ znaci hydrofobni rezidua), ktery se vyskytuje v Q-smycce spojujici dva kratké
a-helixy na N-konci a je esencialni pro vazbu YAP s TEAD proteinem>>.

Kromé TEAD vazebné domény obsahuje YAP i tzv. WW domény, coz jsou malé peptidové
useky slouzici k interakci komplexu s linearnimi peptidovymi motivy jinych proteinti bohatych

na prolin®®. Proces translokace z cytoplazmy do jadra je asteéné fizen komplexy s LATSI nebo

19



LATS2 kinasou, které ovliviiuji pravé tuto doménu’’. WW domény se v YAP proteinu objevuji
v zavislosti na jeho isoformé¢. YAP1 ma jednu WW doménu, YAP2 ma dvé a YAP2-L (YAP2-
-long) obsahuje 16 aminokyselin dlouhy segment vlozeny do své aktivaéni domény™.

K ovlivnéni miry exprese genu slouzi YAP proteinu také jeho dalsi aktivaéni doména s PDZ
motivem, kterd se, stejn¢ jako doména aktivujici transkripci, nachazi na C-konci koaktivatoru.
Stejn& jako WW doména, i PDZ motiv se podili na translokaci YAP proteinu do jadra buiiky®”’.
Pokud dojde k deleci PDZ motivu u YAP2 mutantd, objevuji se tyto proteiny pouze v cytoplazmé

a nedochazi k jejich translokaci do jadra®.

1.2.2.1.2 TAZ

Homologem proteinu YAP je TAZ protein (z anglického ,transcriptional co-activator with
PDZ-binding motif*). Tyto dva koaktivatory se spolu shoduji ve 45 % primarni sekvence®’. Stejné
jako YAP je i TAZ schopny interagovat se vSemi Ctyfmi transkripénimi faktory rodiny TEAD,
¢imz zvysuje jejich transkripéni aktivitu. K navazani vyuzivd doménu na svém N-konci, ktera je
téméf totoznd s TEAD vézajici doménou proteinu YAP'. Na rozdil od svého homologu
neobsahuje TAZ protein dvé WW domény, ale pouze jednu''.

Jak jiz bylo dfive zminéno, zasadnim rozdilem mezi témito koaktivatory je zkraceni linkeru na
N-konci TAZ proteinu, kdy je absence PXX®P motivu (vyskytujiciho se u YAP koaktivatoru)
nahrazena souborem interakci TAZ s TEAD proteinem, diky ¢emuz se na TEAD vaze se stejnou
afinitou jako YAP™. Diky této absenci je TAZ schopen vytvaiet s TEAD proteinem dva rtizné typy
vazeb na zakladé stechiometrie. Je-li TAZ s TEAD proteinem v poméru 1:1, vznika struktura
podobna YAP-TEAD komplexu; pokud je v8ak stechiometrie 2:2, dojde ke vzniku komplexu, ktery
je tvofen dvéma proteiny TEAD spojenymi pomoci dvou koaktivatorat TAZ"' (viz Obr. 9, str. 18).

1.2.2.1.3 VGLL

VGLL proteiny (z anglického ,,Vestigial-like*) patfi do rodiny konzervovanych proteind, které
ziskaly sviij nazev po proteinu Vestigial (Vg), se kterym sdili stejny Vg motiv nazyvany TONDU
¢ TDU doména*. Vestigial protein se vyskytuje u drosophily a spoleéné se svym partnerem
Scalloped (Sd), transkripénim faktorem, hraji zdsadni roli pfi vyvoji a ristu kiidel.

Zatim byly nalezeny Ctyfi sav¢i proteiny nazvané VGLL1-4, které, stejn¢ jako YAP a TAZ,
neobsahuji zadnou DNA vazebnou doménu a uplatiuji své transkripéni regulacni funkce
prostiednictvim vazby na TEAD proteiny pomoci Vg motivu® (viz Obr 9, str. 18). VGLL
koaktivatory si kromé¢ TDU domény nejsou viubec sekvenéné podobné a v ostatnich ¢astech

proteinu se zna¢né ligi'"**

. Zminény TONDU motiv se skladd z 25 aminokyselin a slouzi
k interakci VGLL koaktivatoru s TEAD proteiny. U savci a drosophily je velmi evoluéné

konzervovany™*. Zatimco VGLL1-3 maji TDU doménu na N-konci, koaktivator VGLL4 obsahuje
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dva motivy TONDU na svém C-konci. Pfesny mechanismus interakce mezi TEAD a VGLL vsak
doposud nebyl pIn& objasnén™.

Koaktivator VGLL4 se od ostatnich proteinti této rodiny li§i pfitomnosti druhého TDU motivu
(viz Obr 9D, str. 18). Diky tomu mutze naptiklad regulovat proces apoptosy prostiednictvim
negativni regulace inhibitoru proteinti apoptosy. Bylo také prokazano, ze u mysi i u ¢loveka je pii
rakoving plic znacn€ sniZzena exprese tohoto proteinu v danych tkanich. Pfi zvySené expresi
VGLL4 byl pozorovan vyrazny pokles ristu bun€k rakoviny. Dale bylo zjisténo, ze zminény
koaktivator inhibuje aktivitu YAP-TEAD transkripéniho komplexu. VGLL4 soutézi s YAP
koaktivatorem o vazebné misto na TEAD proteinu a po navazani prostfednictvim dvou TDU

domén puisobi jako inhibitor transkripce®.

1.3 Cilové geny TEAD proteint a jejich funkce

Hlavni uplatnéni nachazeji TEAD proteiny béhem obdobi ristu a vyvoje organismu. Proto mezi
hlavni cilové geny, které TEAD proteiny fidi, patii transkripéni faktory ovliviijici proliferaci
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bunék, ridici jejich diferenciaci a branici apoptose

. Mezi faktory souvisejici s ristem jsou
fazeny geny, které koduji proteiny nachdzejici se ve svalech. Jedna se jak o kosterni svalstvo, tak
o hladké svalstvo stén cév ¢i srdecni sval, kde se mohou tyto proteiny v dospélosti podilet
na regeneraci**’. Dal§i skupinou jsou pak geny, jejichZ zvySend exprese ma za nasledek vznik
nadorovych bungk, jejich rychly rist, tvorbu metastiz'” nebo rezistence vii¢i chemoterapeutické
16bE™.

Prvnimi objevenymi cilovymi geny TEAD proteinti jsou CTGF (z anglického ,,connective tissue
growth factor)*** a CYR6I (z anglického ,cystein-rich 61%)**°, které spadaji do rodiny
extrabunéénych faktorli ovliviujici bunééné deleni, proliferaci, apoptosu, adhezi ¢i transport
jontd*. Tyto dva proteiny se viak podili i na vzniku a ristu nadorti &i zpGsobuji rezistenci
na chemoterapeutikum taxol pti rakoving prsu®’. Promotorova oblast CTGF genu obsahuje nékolik
CATTCC motivi pro vazbu TEAD transkripénich faktort'**. Zvysena hladina exprese CTGF byla
zaznamenana napf. u zminéné rakoviny prsu’’, gliomii mozku, rakoviny jicnu &i slinivky*.

Dalsim genem, jenz je aktivovan TEAD proteiny, je MYC nebo ¢-MYC, jenz pfispiva k fizeni
bunky aktivaci dalSich gend, ¢imz dochazi k amplifikaci efektti koaktivatoru YAP/TAZ. Tento
regulator je tedy opét zodpovédny nejen za rist béhem vyvoje a regeneraci, ale také za vznik fady
onkologickych onemocnéni'"*’. Obdobnym zpisobem funguje i AXL, receptorova tyrosinkinasa,
ktera podporuje riist a tvorbu metastaz a brani apoptose pii hepatocelularnim karcinomu jater’';
nebo endothelin-1/2 (EDN1/2), jenz je dulezitym regulatorem funkce ledvin a pfi jeho zvySené

expresi mohou vznikat karcinomy*’.
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Amphiregulin (AREG), ¢len rodiny epidermalnich rustovych faktorti, byl poprvé nalezen jako
bifunkéni rastovy faktor, ktery mél schopnost inhibovat proliferaci uréitych nadorovych bunéénych
linii, zatimco podporoval bunécnou Zzivotaschopnost normalnich buné€k, napi. fibroblasti nebo
keratinocyti®>. AREG byl zaroven identifikovan jako jeden z cilovych geni YAP proteinu v Hippo
signalizacni draze, nicméné v promotorové oblasti tohoto genu nebyl nalezen zadny element
vazajici TEAD™.

Naopak Vimentin, jehoz nadmérnd exprese je typickd pro builky kolorektilniho karcinomu,
je prepisovan pomoci TEADA4, nikoli viak v komplexu s koaktivatorem YAP/TAZ>. Tento protein
hraje za fyziologickych podminek vyznamnou roli v bunééné adhezi, coz znég c¢ini klicovou
molekulu pi udrzovani endotelidlni bariérové integrity''. Pii jeho zvysené transkripci diky proteinu
TEAD4 Vimentin piimo méni morfologii a snizuje pohyblivost bun&k kolorektalniho karcinomu™.

Transkripéni faktory rodiny TEAD slouzi k aktivaci i dalSich skupin proteind, které se podili
na proliferaci bunek tim, ze jsou schopné zabranit apoptose inhibici kaspas 3, 7 a 9. Mezi proteiny
rodiny IAP (z anglického ,,Inhibitor of apoptosis proteins®) patii napt. NAIP, Survivin, Apollon,
Birc2 nebo Livin™. Pii nékterych nadorovych onemocnénich funguji TEAD transkripéni faktory
spolu s koaktivatorem YAP/TAZ jako represory gendl pro tumor supresory DDIT4 a TRAIL™.

Posledni skupinou, exprimovanou TEAD proteiny, jsou geny vyskytujici se ve svalovych
bunkach. Jak jiz bylo dfive zminéno, TEAD proteiny (konkrétné TEAD1) se pfi vyvoji organismu
podili na tvorb& myokardu'®, kosterniho a hladkého svalstva®. Ovliviiuji geny kodujici o-aktin
hladkych i kosternich svalf, tézké fetdzce srdeéniho o- a B-myosinu® a transkripéni faktor
Myocardin, ktery je potiebny k aktivaci exprese nejriizngjsich svalovych gent®. Protein Fgfrd
(z anglického ,,Fibroblast growth factor receptor 4), fizeny TEAD transkripcnim faktorem, se
podili nejen na vyvoji svald, ale také na efektivni regeneraci svalové tkané po porandni’ .
Podobnou schopnost regenerace vykazuje protein Ankrdl, téZ regulovany TEAD proteiny, jehoz
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zvySenou hladinu Ize nalézt u mysi s neurogenni svalovou atrofii™.

1.3.1 Regulace TEAD transkripcnich faktor(

TEAD proteiny se vdne$Sni dob€ stavaji zajimavym cilem pro vyvoj novych léciv proti
nadorovému bujeni. Vzhledem k tomu, Ze je mira jejich exprese nejvyssi béhem vyvoje organismu
a vdospélosti jejich zvySend produkce zapficituje vznik nddorovych onemocnéni, da se
pfedpokladat, ze by inhibitory téchto transkripcnich faktori mély mit jen minimum vedlejSich
ucinkti. Dosavadni studie se zabyvaji nejriznéj$imi modifikacemi a blokacemi vzniku transkripéné
aktivniho YAP/TAZ-TEAD komplexu.

DulezZitou roli piiregulaci bunééného rlstu, proliferaci a vyvoji organi hraje tzv. Hippo

signalizani draha. Tato transkripéni signalni draha byla poprvé identifikovana v organismu
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Drosophila a pojmenovana po proteinu Hippo (Hpo). Mutace tohoto proteinu zptisobovala poruchu
fenotypu, konkrétng ztmavnuti, zvétseni a zrohovaténi hlav drosophil, coZ pfipominalo hrocha’®.
Hippo signalizacni draha je velmi evolu¢né konzervovana, proto u savcti nalezneme obdobné
komponenty, jako jsou udrosophily. Homologem zminéného Hpo je MST1/2 (z anglického
»~Mammalian sterile 20-like 1/2*). Mezi dalsi proteiny tvofici kinasovou kaskadu jadra Hippo drahy
(viz Obr. 11) patii SAV1 (Salvador), LATS1/2 (z anglického ,,LLarge tumor suppressor homolog
1/2*) a vneposledni fadé¢ MOBI1A/B (MOBkinasovy aktivator 1A/B). Na Cctyfi zminéné
komponenty drahy navazuje koaktivator YAP nebo TAZ, ktery se vaze ptimo na TEAD".
Podobné jako je tomu u drosophily, je Hippo signaliza¢ni draha i u savcli povazovana za nador-
-supresorovou drdhu, ktera je regulovana predevsim kaskddou proteinkinas zavislych
na fosforylaci. Signalizacni draha mize byt aktivovana nejriznéjsimi signaly. Aktivovana MST1/2
dale fosforyluje a aktivuje kinasu LATS1/2, MOB1A/B a SAV1. MST1/2 déle interaguje se SAV1,
¢imz zvySuje svou kinasovou aktivitu k interakci a fosforylaci LATS1/2. Po navdzani MOBI1
doséhne LATS1/2 plné aktivace a nasledné fosforyluje YAP nebo TAZ, ¢imZ ho inaktivuje'”**%.
V zavislosti na misté fosforylace YAP (nebo TAZ) pak miize byt koaktivator bud zadrzovan
v cytoplasmé ve vazbé na protein 14-3-3 (fosforylace S127 YAP proteinu) nebo degradovan
pomoci ubikvitinace v proteasomu (fosforylace S381)**°'. Nedojde tedy k translokaci YAP
do jadra a nasednuti na transkripéni faktor TEAD; na ten naseda protein VGLL4, pfitomny v jadfe,

ktery slouzi jako represor transkripce cilového genu®.

Inaktivovana Aktivovana

Hippo draha Hippo draha @ o
}
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Obr. 11 Jadro Hippo signalizacni dréahy: Inaktivovand (vlevo) — dochdzi k iniciaci transkripce; Aktivovand
(vpravo) — nedochdzi k transkripci. Sipkami je zndzornéna posloupnost déjd. Prevzato a upravenoeo.
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Pokud je signalizacni draha inaktivovana (viz Obr. 11 vlevo), nedochazi k fosforylacni kaskade.
YAP/TAZ neni fosforylovan a dojde tedy k jeho translokaci do jadra. Tento mechanismus vSak
jesté nebyl doposud objasnén'’. Zde dochéazi ke kompetici YAP proteinu s VGLL, kdy YAP
vykazuje vys$si afinitu k TEAD proteinu nez VGLL, ¢imz vznikd YAP-TEAD komplex, ktery
aktivuje transkripci dané¢ho genu. Komplex TEAD-YAP/TAZ je dale schopny vazat dalsi
nejruznéjsi transkripéni faktory, jako je napiiklad FoxOl1, TBXS, PAXs, SMADs, TP73 nebo
RUNX1/2%. Tyto transkripéni faktory tedy piispivaji k regulaci riistu organti a bun&éné proliferaci.

Hippo signaliza¢ni drahu je tedy mozno regulovat fadou nejriznéjsich signalli, mezi které mtze
patfit bunécnd polarita a adheze. Zde sehrava zasadni roli protein angiomotin (AMOT), ktery
inhibuje YAP nebo TAZ bud’ pfimo vazbou na tento koaktivator a nebo skrze kinasovou kaskadu
aktivaci LATS1/2 a MST1/2%. Pomoci kinasové kaskady dokaze fosforylovat koaktivator YAP
a TAZ také protein Merlin nebo neurofibromin 2 (NF2), které¢ prenaseji signaly od plazmatické
membrany®. Dal§im regula¢nim signdlem této signaliza¢ni drahy miize byt mechanotrandukce.
V tomto ptipadé dochazi vlivem extracelularniho tlaku k aktivaci drahy skrze nejriiznéjsi proteiny,
¢imz v kone¢ném duisledku dojde k fosforyleci YAP/TAZ®. Na funkci Hippo drahy ma vliv
i tzv. druhy posel cyklicky monofosfat cAMP, jehoZz tvorbu pomoci adenylatcyklasy stimuluje G-
protein spiazeny s receptorem. Tento druhy posel poté aktivuje proteinkinasu A, ¢imz dojde k
inhibici Rho GTPasy, ktera nasledné aktivuje (fosforyluje) LATS1/2. Takto aktivovana LATS1/2
nakonec fosforyluje a tedy inaktivuje YAP®. Na fosforylaci koaktivatori YAP a TAZ ma v
neposledni fadé vliv také metabolismus glukosy, nebo 1épe energeticka bilance v buiice. Senzorem
energetického stresu v bunce je AMP-aktivacni proteinkinasa. Ta prostfednictvi modifikované
kinasové kaskady inhibuje YAP fosforylaci na S127, ¢imz dochazi k vazbé na cytoplazmaticky
protein 14-3-3 a nemoznosti translokace Y AP koaktivatoru do jadra®’.

Jako tumorsupresory lze brat vSechny vyse zminéné molekuly, které se podili at’ uz ptimo
&i zprosttedkované na fosforylaci YAP/TAZ; jejich inhibice viak mize byt problematicka®.

Prvnim vytvofenym antionkogenem, ktery blokoval vazbu Y AP koaktivatoru na TEAD protein,
byl transkripcni faktor TEAD2 bez DNA vazebné domény. Pro ucely vyzkumu byly vytvofeny
transgenni mysi s nadmérnou produkci zminéného TEAD2, mysi s nadmémou produkci lidského
YAP koaktivatoru v jatrech a mysi s produkcei jak daného zkraceného TEAD2, tak YAP proteinu.
U mysi s nadmérnou expresi YAP byl pozorovan nadmérny narist tkané jater s menSimi a hustéji
natésnanymi hepatocyty. Jaterni tkan transgennich mysi s hyperprodukci zkraceného TEAD?2
1 YAP v8ak nevykazovala Zzadné odchylky od normalni tkané. U téchto mySi nedochdzelo
k nadmérnému ristu tkané jater ani ke vzniku nadorG. Naopak nadmérna produkce zkraceného
TEAD2 u mysi bez nadmérné exprese YAP proteinu neovlivnila velikost ani strukturu jejich jater,

dokonce ani expresi cilovych gent YAP®.
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Stejna veédecka skupina nasledné ptisla s dal$im zplisobem blokace vzniku komplexu Y AP-
-TEAD a to pomoci malé molekuly zrodiny porfyrini — verteporfinu®. Verteporfin méni
konformaci YAP koaktivatoru vazbou na jeho TEAD vazebnou doménu, ¢imz zamezuje vzniku
komplexu s TEAD proteinem. Pozdgji bylo prokazano, Zze verteporfin zvySuje produkci proteinu
14-3-3, ktery zadrzuje YAP v cytoplazmé, kde mlze na proteasomu dojit k degradaci tohoto
koaktivatoru®.

Transkripni aktivita TEAD proteinti mize byt narusena i vazbou tzv. super-TDU, cozZ je Cast
proteinu VGLL4, ktera je schopna vdzat TEAD, inhibovat jeho aktivitu a snizit rist rakoviny
zaludku u mysi. V jadie buitky dochazi ke kompetici super-TDU s YAP koaktivatorem o vazebné
misto na TEAD proteinu. Navazanim super-TDU, ktery se vaze s vyss$i afinitou nez samotny
VGLLA4, dochazi k inhibici tohoto transkrip&niho faktoru.

Podobnym zptisobem funguje i uméle vytvotrena molekula imitujici ¢ast proteinu YAP. Jedna se
o cyklicky peptid tvoteny casti TEAD vazebné domény YAP proteinu, ktery interaguje s TEAD
proteinem na vazebném misteé 3 (viz Obr. 10, str. 19). Tim dochazi k blokaci vazebného mista pro
Y AP koaktivétor a inhibici funkce TEAD proteinu’.

V neposledni fad¢ je zajimavym cilem inhibice TEAD transkripcnich faktord lipidova kapsa,
ktera se nachazi vcentru YAP vazebné domény téchto proteinii (viz kapitola 1.2.2). Tato
hydrofobni kapsa obsahuje palmitat, ktery je zodpovédny za spravné sbaleni TEAD proteint, jejich
stabilitu a vazbu s YAP?*?, Misto zminéného palmitatu se viak do této kapsy miize véazat jina mala
molekula, napt. kyselina flufenamova, kterd pak zabranuje navazani YAP koaktivatoru, ¢imz
TEAD inhibuje’. Dosavadni studie poukazuji na fakt, Ze v nadchazejicich letech se hlavnim cilem
zajmi regulace Hippo signaliza¢ni drahy, a tedy i TEAD proteint, stanou pravé malé molekuly

vézajici se do lipidové kapsy, obdobné jako kyselina flufenamova'’.

1.3.1.1 Genova regulace fizend afinitou transkripéni faktor(i k DNA

Pro pochopeni regulace transkripce je nezbytné pochopit zavislost miry exprese genu na DNA
sekvenci jeho regulacni oblasti. Uceleny pohled na tuto problematiku poskytla az studie, jeZ se
zabyvala efektivnim méfenim tisicti navrzenych a fluorescenéné znacenych promotort, u kterych
byl posuzovan vliv na miru genové exprese pomoci vazebnych mist transkripénich faktort, poctu
téchto mist, jejich vzajemné orientaci a afinité transkripénich faktort k témto DNA sekvencim
promotort. Vysledky métfeni u kvasinek prokazaly zavislost miry exprese genti na poctu vazebnych
mist pro transkripcni faktory a také na vzdalenosti téchto mist od zacatku genu. Dale byla také
potvrzena specificnost transkripcnich faktord k danym DNA sekvencim a zévislost miry afinity
transkrip&nich faktorit k DNA na sekvenci DNA v blizkém okoli vazebného motivu”.

Naopak jina védecka studie se zabyvala rozdily specifické afinity promotord v MYC-

-dependentni genové regulaci. Byla objevena dals§i vazebna misto pro MYC, do kterych se vSak
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tento transkrip¢ni faktor vaze s nizsi afinitou. Tato slabsi vazebnd mista mohou fungovat dvojim
zpisobem. V prvnim piipadé, tzv. specifickém modelu, kdy maji MYC-dependentni geny pouze
tato slaba vazebna mista, jsou geny aktivovany pouze vysokou koncentraci faktoru MYC. Je tomu
tak proto, Ze nejprve dojde k obsazeni mist jinych MY C-dependentnich gentl, v jejichz regula¢ni
oblasti se vyskytuji vazebna mista s vyssi afinitou. Poté, pokud se faktor navaze na tato silna
vazebna mista, mize dojit k navazani MYC proteinu do onéch mist se slabsi afinitou. V druhém
ptipadé geny obsahuji jak tato slab4 vazebnd mista, tak i ta silna, tedy s vyssi afinitou. Zde poté
dochazi ke kvantitativni regulaci transkripce daného genu. Pii nizkych koncentracich genu dochézi
k preferenénimu navazani do mist s vysokou afinitou a gen je poté aktivovan pouze slabé.
Pti vy$Sich koncentracich dochazi obdobné jako v prvnim piipadé k navdzani do mist s nizsi
afinitou, ¢imz se aktivita genu zvySuje. V druhém pifipadé tedy mluvime o tzv. modelu
zesilovace’.

Aktivita transkripénich faktorti miize zaviset také na mnozstvi a rozlozeni vazebnych motivi
v promotoru genu, popifipadé sekvenci, kterda se nachazi v blizkosti téchto motivii. Tato
problematika ovSem nebyla dosud u TEAD transkripéni faktorti zkoumana. Je vSak zndmo, Ze
v nékterych promotorovych oblastech gen je pritomno vice vazebnych motivit TEAD proteinti nez
v jinych. Dalo by se tedy predpokladat, Ze geny s vyssi frekvenci zminénych motivll v promotorech
budou TEAD transkripénimi faktory prepisovany piednostné, oproti geniim obsahujici motivi
méngé. Prikladem muize byt prvni objeveny cilovy gen TEAD proteini CTGF, jehoz promotorova

oblast obsahuje vice vazebnych motivii pro transkripéni faktory TEAD'"*.
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Cile prace

Nalezeni vhodnych podminek pro rekombinantni piipravu prodlouzené DNA vazebné domény
transkripcniho faktoru TEAD1 (TEAD1-DBD)

Exprese a purifikace pozadovaného proteinu v expresnim systému Escherichia coli

Ov¢érteni schopnosti pfipraveného proteinu vazat DNA
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3 Material

3.1 Pristroje a pomucky

Analytické vahy ML 104/01
Automatické pipety

Centrifuga (ultra) Avanti J-26 XP

Centrifuga 5920R (vymenné rotory)
Centrifuga (stolni) Mini spin
Fotodokumenta¢ni box ChemiDoc MP
Universal Hood 111

Hmotnostni spektrometr Solerix XR
Chromatograficky systém NGC Quest 10
Kolona ENrich SEC 70 10 x 300 mm
Koncentratory Ultra-4 Centrifugal Filters

(15 ml, 3000 MWCO a 4 ml, 10000 MWCO)
Magneticka michacka C-MAG HS 10 digital
Membranové filtry (0,45 um)

Nosi¢ Talon Superflow Metal Affinity Resin
pH elektroda InLab Expert

pH metr Orion Star A111

Predvazky HF-1200G

Peristalticka pumpa Econo gradient pump
Souprava pro NATIVE PAGE SE250/SE260
Souprava pro SDS PAGE
Spektrofotometricky detektor LCD 5000
Spektrometr DeNovix DS-11 FX+

Strikacka

Termostat s tfepackou Thermomixer comfort
Termostat

Ttepacka Multitron Pro

Ultrazvukovy homogenizator UP200S
Vortex MS 3 digital

Zapisova¢ CR-200

Mettler Toledo, CR
Gilson, USA

Thermo Scientific, USA
Mettler Toledo, Svycarsko
Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
Bio-Rad, USA

Bruker Daltonics, Némecko
Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA

Merck, Némecko

Ika, Némecko

Merck, Némecko
Takara Bio, USA
Mettler Toledo, Svycarsko
Thermo Scientific, USA
AND, USA

Bio-Rad, USA

Hoefer, USA

Bio-Rad, USA

Ingos, CR

DeNovix, USA
Hamilton, USA
Eppendorf, Némecko
Pol-eko, Polsko
Biotrade, CR

Hielscher, Némecko
Ika, Némecko

Beckman, USA
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Zdroj napéti MP-250V

3.2 Chemikalie a enzymy

1,4-dithiothreitol (DTT)
1,2-bis(dimethylamino)-ethan (TEMED)
2-merkaptoethanol
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazin)
ethansulfonova kyselina (HEPES)

Agar

Akrylamid

Bromfenolova modi

Borita kyselina

Comassie Brilliant Blue R-250
Dihydrogenfosforecnan draselny
Dodecylsiran sodny (SDS)

Ethanol

Extrakt z kvasnic

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF)
GelRed barvivo

Glycin

Chloramfenikol

Chlorid kobaltnaty hexahydrat

Chlorid sodny

Imidazol

Isopropyl f-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kanamycin

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
Kyselina octova

Leupeptin

Methanol

N,N-methylen-bis-akrylamid

Peroxodisiran amonny (APS)

Pre-Stained Protein Standard SeeBlue™ Plus2
Precision Plus Protein™ Unstained Standards

Thrombin

Cleaver Scientific, UK

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Oxoid, UK

Serva, Némecko

Serva, Némecko

Merck, Némecko

VWR International, USA
Lach-Ner, CR

Avantor, USA

VWR International, USA
VWR International, USA
Serva, Némecko
Biotium, USA
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
VWR International, USA
Lach-Ner, CR

Fluka chemika, Svycarsko
VWR International, USA
Serva, Némecko

VWR International, USA
VWR International, USA
VWR International, USA
Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
VWR International, USA
Invitrogen, USA
Bio-Rad, USA

EMD Millipore Corp, USA



3.3

3.4

3.5

Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP) VWR International, USA

Tris Lach-Ner, CR
Trypton Oxoid, UK
Voda (LC/MS cistota) EMD Millipore Corp, USA

Bakterialni kmeny

Escherichia coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL Stratagene, USA
Genotyp: F- ompT hsdS(rB- ms-) decm+ Tetr gal MDE3) endA Hte [argU proL Camx]
[argU ileY leuW Strep/Specr |

Vektory a oligonukleotidy

pET-28a(+)-TEAD1-DBD Generey, Cina
vloZeno mezi misto EcoR1 a Ndel

CTGF-f (5'-AGT CAC ATT CCT CCG-3") IDT, USA
CTGF-r (5-CGG AGG AAT GTG ACT-3") IDT, USA
GLUTI -f (5'-TTG CCT TAC AGC CGG-3") IDT, USA
GLUTI r (5"-CCG GCT GTA AGG CAA-3) IDT, USA

Roztoky, pufry a média

Akrylamidova smés pro SDS-PAGE (30%)
70 % (v/v) H,0, 29 % (w/v) akrylamidu, 1 % (w/v) N,N-methylen-bis-akrylamidu
Barvici roztok pro SDS-PAGE gely
45 % (v/v) methanolu, 10 % (v/v) kyseliny octové, 0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant
Blue R-250
Ekvilibra¢ni pufr (afinitni chromatografie)
25mM dihydrogenfosfore¢nan draselny, 1mM 2-merkaptoethanol, 0,5M chlorid sodny,
pH 7,0, prefiltrovano
Eluéni puftr (afinitni chromatografie)
Ekvilibra¢ni pufr, 0,5M imidazol, pH 7,0, ptefiltrovano
HEPES pufr (gelova chromatografie)
20mM HEPES, 150mM NaCl, ImM TCEP, pH 7,0, ptefiltrovano
LB agar

1,25 % (w/v) agaru v LB médiu, sterilizovano
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LB médium
1 % (w/v) tryptonu, 0,5 % (w/v) extraktu z kvasnic, 1 % (w/v) chloridu sodného, pH 7,4,
sterilizovano
Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE gely
55 % (v/v) Hy0, 35 % (v/v) ethanolu, 10 % (v/v) kyseliny octové
Promyvaci pufr (afinitni chromatografie)
Ekvilibra¢ni pufr, 30mM imidazol, pH 7, prefiltrovano
TBE pufr 10x koncentrovany
0,89M Tris, 0,89M borita kyselina, 0,02M EDTA, pH 8,3
Tris-Glycin SDS pufr
Komer¢ni vyrobek firmy Bio-Rad, USA
Vzorkovy pufr pro nativni elektroforézu neredukujici
10mM Tris, 0,03 % (w/v) bromfenolové modre, 60 % (v/v) glycerolu, 60mM EDTA,
pH 7,6
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 2x koncentrovany redukujici
50mM Tris, 12 % (v/v) glycerolu, 4 % (w/v) SDS, 0,1 % (w/v) bromfenolové modie,
100mM DTT, pH 6,8
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4 Metody

4.1 Produkce proteinu TEAD1-DBD

4.1.1 Transformace kompetentnich bunék plasmidem

Pro produkci prodlouzené TEA DNA vazebné domény proteinu TEAD1 (déale jen TEAD1-DBD:
viz Obr. 12, str. 39) byl pouzit kmen bakterie E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL.

Tyto produkéni buiiky byly nejprve transformovany metodou tepelného Soku plasmidem
pET-28a(+)-TEAD1-DBD, ktery obsahoval gen pro TEAD1-DBD vlozeny mezi restrikéni mista
pro endonukleasy Ndel a EcoRI. Kromé zminéné DNA vazebné domény se v plasmidu nachézela
také sekvence kodujici rezistenci na antibiotika kanamycin a chloramfenikol, histidinovou kotvu,
lac operon nebo $tépné misto pro thrombin.

Produkéni bunky dlouhodobé uchovavané pii -80 °C byly ponechdny rozmrznout na ledé
ake 100 pl této bunécné suspenze bylo pfiddno 0,5 pl plasmidu o koncentraci 20,6 pg/pl.
Po 20minutové inkubaci na ledu byl proveden 45s tepelny Sok pfi teploté 42 °C. Poté byly bunky
preneseny opét na led, ptfidan 1 ml sterilniho LB média bez antibiotik a butiky byly 1 h inkubovany
v termomixeru (550 rpm) pii 37 °C. Takto vznikla bunééna suspenze byla centrifugovana na stolni
centrifuze 5 min pii 1000x g, nasledné zni bylo odebrano 600 ul supernatanu a ve zbytku
resuspendovana bakterialni peleta. Na Petriho misku s LB agarem obsahujicim antibiotika
kanamycin (50 pg/ml) a chloramfenikol (35 pg/ml) bylo rozetieno 30 ul tohoto bunééného
koncentratu. Misky byly inkubovany 16 h (pies noc) pii 37 °C.

4.1.2 Vlastni produkce proteinu TEAD1 DBD

Ctyii zkumavky s 1 ml sterilniho LB média s pfidavkem kanamycinu (50 pg/ml) a chloramfenikolu
(35 pg/ml) byly inokulovany vzdy jednou kolonii narostlych bakterii z misky. Tyto nocni kultury
byly inkubovany pfes noc na tiepacce pii 37 °C a 250 rpm. Vzdy dveé zkumavky s 1 ml LB média
obsahujicim kanamycin (50 pg/ml) a chloramfenikol (35 pg/ml) byly inokulovény 10 pl z kazdé
no¢ni kultury. Celkem 8 zkumavek se vzorky bylo ponechéno tfepat 2 h pti 37 °C a 250 rpm. Poté
bylo do 4 zkumavek (vzdy jedné z kazdé kolonie) ptidano 1M IPTG tak, aby byla jeho vysledna
koncentrace ve zkumavce 0,5 mM. Zbylé zkumavky nebyly indukovany. VSech 8 zkumavek bylo
op¢€t umisténo na tfepacku a inkubovany pti 37 °C a 250 rpm 2 h.

Po inkubaci byly kultury centrifugovany 10 min pfi 1000x g a vznikla peleta resuspendovédna
ve 100 ul 1x koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS elektroforézu. Vzniklé vzorky byly

elektroforeticky analyzovany v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS.
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4.1.3 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS

Pro elektroforetickou separaci byl pfipraven gel skladajici se z15% separa¢niho
a 5% zaostfovaciho polyakrylamidového gelu (viz Tab. 1). Vzorky byly zahtaty na teplotu 95 °C
po dobu 5 min a nasledné centrifugovany 10 min pti 5000% g na stolni centrifuze. Do jamek gelu
bylo naneseno 5 pl proteinového standardu a 10 ul od kazdého vzorku. Elektroforéza probihala
nejprve pii konstantnim proudu 15 mA na gel (o rozmérech 8,5%7,5%0,1 c¢m, slozeni viz Tab. 1)
v prostiedi Tris-Glycin SDS pufru, a poté, po zaputovani vzorki do separacniho gelu, byla tato

hodnota zvysSena na 25 mA.

Tab. 1 SloZeni separacniho a zaostfovaciho gelu pro SDS-PAGE (na 5 ml)

Sloska O?j?m sloZzek (ml) _ ’
15% Separacni gel 5% Zaostfovaci gel
H,0 1,1 0,68
30% Akrylamidova smés 2,5 0,17
1,5M Tris (pH 8,8) 1,3 -

1M Tris (pH 6,8) - 0,13
10% Dodecylsiran sodny (SDS) 0,05 0,01
10% Peroxodisiran amonny (APS) 0,05 0,01
TEMED 0,002 0,001

Po probéhnuti elektroforézy (cca 50 min) byla provedena vizualizace separovanych proteinti
obarvenim pomoci barviciho roztoku s Coomassie Brilliant Blue po dobu 10 min a néaslednym
odbarvenim pozadi, tedy mist gelu, ktera neobsahuji protein, v odbarvovacim roztoku. Takto
ptipraveny gel byl nasledné vyfocen ve fotodokumentacnim boxu. Nakonec byly gely umistény

do 1% kyseliny octové, ve které byly dlouhodob€ uchovavany.

4.2 Vybér vhodnych podminek produkce

Postupem stejnym jako v kapitole 4.1.1 byly pfipraveny kolonie bunck na miskach a nasledné
vytvoreny no¢ni kultury inokulaci 1 kolonie bunék do 100 ml sterilniho LB média s kanamycinem
(50 pg/ml) a chloramfenikolem (35 pg/ml). Tyto nocni kultury byly inkubovany 16 h pii teploté
37°C a 250 rpm.

4.2.1 Koncentrace induktoru IPTG

Do 14 zkumavek bylo k 1 ml LB média s ptislusnymi antibiotiky inokulovano vzdy 5 pl noc¢ni

kultury. Po 2 h tifepani pii 37 °C a 250 rpm byl ke kazdému vzorku piidan piislusSny objem
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IM IPTG tak, aby jednotlivé zkumavky obsahovaly dané koncentrace IPTG v rozmezi od 0 do
1,0 mM. Po indukci byly bunééné kultury inkubovany pii 37 °C a 220 rpm 2 h. Po inkubaci byly
kultury centrifugovany 10 min pii 1000x g a vznikla bakterialni peleta resuspendovana ve 100 pl
1x koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS elektroforézu. Vzniklé vzorky byly

elektroforeticky analyzovany obdobné¢ jako v kapitole 4.1.3.

4.2.2 Doba produkce

Podobné jako u optimalizace koncentrace induktoru v pfedchozi kapitole, bylo i zde inokulovano
14 zkumavek s 1 ml LB média a antibiotiky 5 pl no¢ni kultury. Po 2 h tfepani pii 37 °C a 250 rpm
bylo ke kazdému vzorku ptidano 1M IPTG tak, aby jeho vysledna koncentrace ve zkumavce Cinila
0,5 mM. Nasledné byly vzorky umistény na tiepacku a inkubovany pozadovanou dobu v rozmezi
0 az 24 h pii teploté 37 °C a 220 rpm, pfi¢emz kontrolni vzorek byl po indukci ihned centrifugovan
10 min pfi 1000x g a vznikla bakterialni peleta resuspendovana ve 100 pl 1x koncentrovaného
vzorkového pufru pro SDS elektroforézu. Ostatni vzorky pro SDS-PAGE byly pfipraveny stejnym
zpusobem jako kontrolni vzorek. VSechny vzorky byly poté elektroforeticky analyzovany obdobné

jako v kapitole 4.1.3.

4.2.3 Teplota produkce

Obdobn¢ jako u vySe zminénych pokust bylo do 6 zkumavek s 1 ml daného LB média inokulovano
5 pl noc¢ni kultury transformovanych bakterialnich bun¢k. Zkumavky byly trepany 2 h pii 37 °C
a 250 rpm. Poté bylo ke kazdému vzorku ve zkumavce ptfidano 1M IPTG tak, aby jeho vysledna
koncentrace ve zkumavce Cinila 0,5 mM. Inkubace vzorkt probihala po dobu 2 h pii danych
teplotach v rozmezi od 20 do 37 °C, ptiCemz piiprava vzorkd pro SDS elektroforézu a dalsi

nasledné operace probihaly stejné jako v kapitole 4.2.1.

4.3 Purifikace

4.3.1 Velkoobjemova produkce DNA vazebné domény proteinu TEAD1

Produkéni bunky E. coli byly transformovany plasmidem pET-28a(+)-TEAD1-DBD obdobné jako
v kapitole 4.1.1 a nasledn¢ byla pfipravena nocni kultura opét stejné, jako v kapitole 4.2.

Do ¢tyf dvoulitrovych Erlenmeyerovych banék s 500 ml LB média obsahujiciho kanamycin
(50 pg/ml) a chloramfenikol (35 pg/ml), bylo inokulovano 5 ml roztoku bunék z no¢ni kultury.
Baiiky pak byly tfepany rychlosti 250 rpm pii 37 °C. Béhem inkubace byla méfena hodnota optické
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denzity bunécné suspenze, a to spektrofotometricky pii vinové délce 600 nm. Jakmile opticka
denzita dosahla hodnoty 0,6, byla kazda batika indukovana piidanim 50 pl 1M IPTG tak, Ze
kone¢na koncentrace induktoru pak c¢inila 0,1 mM. Po indukci byly roztoky vraceny zpét na
ttepacku a ponechany inkubovat 6 h pfi 37 °C a 250 rpm. Nakonec byly bakterialni kultury

centrifugovany 15 min na ultracentrifuze pti 3000x g a 4 °C.

4.3.2 lzolace proteinli z produkéni kultury bakterii

Pelety po centrifugaci byly resuspendovany v celkovém objemu 80 ml ekvilibra¢niho pufru, ptelity
do c¢tyt 50ml falkon a lyzovany sonikaci na led€. Pii sonikaci bylo nastaveno pulzovani na
0,75 s amplitudou 0,8. Sonikace kazdé falkony probihala 4 minuty a po kazdém casovém intervalu
byla sonika¢ni sonda pfendana do nasledujici falkony. Tento cyklus byl opakovan celkem 3krat.
Po sonikaci byl bakterialni lyzat centrifugovan 30 min opét na ultracentrifuze pti 40000x g a 4 °C.
Ihned poté byl supernatant piremistén do jiné nddoby chlazené ledem a pfipraven k naneseni
na kolonu. Zpelety po centrifugaci byl odebran vzorek a resuspendovan ve 100 pl

1x koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS-PAGE analyzu (viz kapitola 4.1.3).

4.3.3 Afinitni chromatografie

Soucasti plasmidu pET-28a(+)-TEADI1-DBD je také sekvence pro histidinovou kotvu. Proto je
mozné vyuzit k purifikaci DNA vazebné domény proteinu TEADI afinitni chromatografii.

Kolona s nosi¢em Talon byla nejprve promyta 50 ml 0,2M EDTA, ¢imz doslo k vyvazani
kobaltnatych iontti. Nasledn¢ byla kolona promyta 50 ml destilované vody a poté 50 ml roztoku
Co”", &¢imz doglo k jejimu op&tovnému nabiti. Zbyly nenavazany Co”" byl z kolony vymyt 50 ml
destilované vody.

Takto nabita kolona byla posléze promyta ekvilibracnim pufrem (50 ml), nasledovala aplikace
chlazeného bunécného lyzatu a poté promyvani ekvilibratnim pufrem. Béhem promyvani byla
detektorem méfena absorbance pfi 280 nm roztoku vychdzejiciho z kolony. Jakmile absorbance
klesla zpét na nulu, byl zapnut zapisoval, jimz byla vizualizovana elu¢ni kiivka. Proteiny
zachycené na koloné byly promyty promyvacim pufrem s 30mM obsahem imidazolu a promyvani
timto pufrem probihalo tak dlouho, dokud se absorbance opét neustalila. Poté byl promyvaci pufr
vyménén za elucni pufr s 0,5M imidazolem a opét probihalo promyvani kolony do ustaleni
absorbance. Priitok mobilni faze kolonou byl po celou dobu konstantni (1 ml/min).

Od nanaseni lyzatu na kolonu probihalo sbirani jednotlivych frakci, ze kterych byly posléze
odebirany 10ul vzorky, ke kterym bylo pfidavano 10 ul 2x koncentrovaného vzorkového pufru pro

SDS-PAGE analyzu (postup stejny jako v kapitole 4.1.3).
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4.3.4 Odstépeni histidinové kotvy thrombinem

U frakci zafinitni chromatografie, které obsahovaly protein TEADI1-DBD, byla
spektrofotometricky méfena absorbance pti 280 nm. Ke $tépeni histidinové kotvy bylo k proteinu
pridano takové mnozstvi thrombinu, aby byla jeho aktivita 1 U/mg proteinu. Roztok byl nasledné
4krat natedén HEPES pufrem. Stépeni probihalo 18 h pii 4 °C. Ze smési bylo odebrano 10 pl
roztoku a k nému pfidano 10 pl 2% koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS-PAGE analyzu

(viz kapitola 4.1.3).

4.3.5 Gelova permeacni chromatografie

Poslednim krokem purifikace, kdy byla DNA vazebna doména TEADI1 proteinu oddélena od
zbyvajicich bakterialnich proteini a odsStépené histidinové kotvy, byla gelovd permeacni
chromatografie pomoci kolony ENrich SEC 70 10 x 300 mm.

Roztok proteinu TEADI-DBD po Stépeni thrombinem byl nejprve koncentrovan v 15ml
centrifugacnim koncentratoru s membranou o 3000 Da na celkovy objem 900 pl. Koncentrovani
probihalo na chlazené centrifuze pti 3500% g a 4 °C dokud nebylo dosazeno pozadované¢ho objemu.

Pfed nanéasenim vzorku na kolonu byl nejprve cely chromatograficky systém i s kolonou promyt
pufrem HEPES (50 ml). Nasledn€ byl pomoci sttikacky nanesen vzorek a pii konstantnim pritoku
0,5 ml/min jiméany frakce nejprve po 5 ml a po prekroceni hodnoty absorbance 30 mAU frakce
o objemu 1 ml. Z vybranych 1ml frakci (frakce 2 — 8 viz Obr. 19, str. 44) byly nasledné odebrany
10ul vzorky a smiseny s 10 pl 2x koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS-PAGE analyzu,
ktera byla provedena stejné jako v kapitole 4.1.3.

4.3.6 Hmotnostné spektrometricka analyza purifikovaného proteinu

Pfed analyzou a ur€enim ptesné hmotnosti proteind ve vzorku pomoci hmotnostniho spektrometru
v usporadani ESI-FT-ICR byly vybrané frakce s TEAD1-DBD nejprve odsoleny a poté okyseleny
ptidanim 0,5% kyseliny mravenci. Pfipravu vzorkd pfed méfenim i vlastni méfeni uskutecnila

Mgr. RiZena Liskova.
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4.4 Ovéreni schopnosti TEAD1-DBD vazat dvouretézcovou DNA

4.4.1 Priprava dvouretézcové DNA

Ze zasobnich roztokli oligonukleotidi o koncentracich 1 mM byly pfipraveny roztoky dsDNA
smichdnim pfimého oligonukleotidu se zpétnym v poméru 1:1. Takto vznikla smés byla zahtata na

95 °C po dobu 5 min a nésledné ponechana postupné chladnout pfi pokojové teplote.

4.4.2 Vytvoreni komplext (TEAD1-DBD)-DNA a pfiprava vzork( pro nativni
elektroforézu

K oveéfeni DNA vazebné schopnosti produkovaného proteinu TEADI-DBD byly pouzity
oligonukleotidy pochézejici zregulacnich oblasti lidskych gentt CTGF a GLUTI. Z roztoki
ssDNA i dsDNA obou oligonukleotidi byly pfipraveny vzorky o celkovém objemu 10 pl pro

nativni elektroforézu. Jejich slozeni obsahuje tabulka 2.

Tab. 2 SloZeni vzorkii ssDNA a dsDNA oligonukleotidii CTGF a GLUT1 pro nativni elektroforézu. Priprava
primé (f) a vratné (r) ssDNA pro oba oligonukleotidy je stejnd.

Objem slozZek (pl
Slozka ssDNA (; ir) d(spll)z\lA
1mM oligonukleotid 1,2 -
500uM dvousroubovice - 2,4
HEPES pufr 8,8 7,6
vzorkovy pufr 2 2

Koncentrace roztoku TEADI1-DBD, ziskaného z frakce gelové permeacni chromatografie
obsahujici tento protein, byla upravena fedénim pomoci HEPES pufru na konecnou koncentraci
100 uM. Tento roztok proteinu byl nasledné pouzit pro miseni s dsDNA.

K roztokim proteinu o koncentraci 100 pM byly pfidany pfislusné objemy pfipravenych
dsDNA tak, aby vznikly smési s koncentraci proteinu TEAD1-DBD 10 uM a koncentracemi 1; 3;
5; 10; 20 a 40 uM piislusné DNA. Objemy jednotlivych komponent jsou znazormeény v tabulce 3.
Z takto ptipravenych smési komplexii byly vytvoreny vzorky ptidanim 2 pl vzorkového pufru pro

nativni elektroforézu.
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Tab. 3 Objemy jednotlivych sloZek smési komplexii TEAD1-DBD s DNA (CTGF nebo GLUT1)

Sloska Objem slozek (pl)
1uM DNA 3uMDNA 5uMDNA 10uM DNA 20uM DNA 40puM DNA
10uM DNA 1 3 5 - - -
100pM DNA - - - 1 2 4
100uM protein 1 1 1 1 1 1
HEPES pufr 8 6 4 8 7 5

4.4.3 Nativni elektroforéza

Objemy jednotlivych slozek gelu pro nativni elektroforézu jsou uvedeny v tabulce 4.

Tab. 4 SloZeni gelu pro nativni elektroforézu — objemy sloZek jsou uvedeny pro jeden gel o objemu 10 m/

Slozka Objem slozek (ml)
H,0 5
30% Akrylamidova smés 4
10x TBE 1
10% Peroxodisiran amonny (APS) 0,08
TEMED 0,008

Do jamek gelu bylo opatrné aplikovano 12 pl od kazdého vzorku komplextd (TEAD1-DBD
s dsDNA CTGF) a 6 ul od jednotlivych ssDNA a dsDNA CTGF a samostatného proteinu.
Obdobn¢ byly aplikovany vzorky na druhy gel pro GLUT1.

Ihned po aplikaci vzorkli byla spusténa elektroforéza, ktera za neustalého chlazeni pritokem
vody aparaturou probihala pfi konstantnim napéti 100 V (50 V na jeden gel o rozmeérech
8,5%7,5%0,15 cm) v prostiedi 1x koncentrovaného TBE pufru. Elektroforéza byla ukoncena,

jakmile barva vzorkového pufru doputovala zhruba do 2/3 délky gelu.

4.4.4 Specifické barveni nukleovych kyselin a protein(

K barveni nukleovych kyselin v gelech pfipravenych v kapitole 4.4.3 bylo uzito barvy s obchodnim
nazvem GelRed. Pozadovana koncentrace barvy byla pfipravena nafedénim 15 pl této barvy 50 ml
destilované vody. Do takto vzniklé l4zn€ byly umistény oba dva gely a barveny po dobu 1 h.
Neprodlené poté byly gely z 1azn€¢ vyndany a foceny ve fotodokumentac¢nim boxu pod UV svétlem
pti 312 nm.

Pro indikaci proteinu v gelu bylo nasledné pouzito barviciho roztoku s Coomassie Brilliant Blue
po dobu 10 min s naslednym odbarvenim pozadi (nespecificky obarvenych mist gelu bez
pfitomnosti proteinu) v odbarvovacim roztoku. Takto pfipraveny gel byl opét vyfocen ve

fotodokumenta¢nim boxu.
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5 Vysledky

5.1 Test produkce proteinu TEAD1-DBD

Bakterialni bunky kmene E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL byly transformovany plasmidem
pET-28a(+)-TEAD1-DBD, ktery obsahoval insert kodujici prodlouzenou DNA vazebnou doménu
proteinu TEADI s polyhistidinovou kotvou pied N-koncem vlastni TEAD1-DBD (viz Obr. 12).
Mezi zminénou kotvou a vlastnim produkovanym proteinem se nachazi sekvence specificky
rozpoznavana a nasledné s§tépend thrombinem. Produkci vlozeného genu je mozné indukovat

pfidanim IPTG.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSADKPID,;NDAEGVWSPDIEQSFQEALAIYPPCGRRKIILSDEGK
MYGRNELIARYIKLRTGKTRTRKQVSSHIQVLARRKSRD,,,FHSKLKDQTAKDKALQHMAAMS SAQI
VSATAIHNKLGLPGIPRPTFPGAPGFWPG 59

Obr. 12 Primdrni sekvence kédovand expresnim plasmidem pET-28a(+)-TEAD1-DBD. Cerné je vyznalen zbytek
bakteridlniho plasmidu, oranZové polyhistidinovd kotva, riZové sekvence rozpozndvand thrombinem a podtrZzené Stépny
produkt thrombinu. Sekvence prodlouzené DNA vazebné domény (TEAD1-DBD) je zde obarvena modre, pricemzZ vlastni
DNA vazebnd doména TEADI1 proteinu je zvyraznéna tucné. Dolni Ciselné indexy oznacuji pofadi aminokyseliny
v sekvenci TEAD1.

Ze ctyt transformovanych bakteridlnich kolonii byly pfipraveny no¢ni kultury. Z no¢nich kultur
byla pak kazda kolonie inokulovéna do dvou zkumavek s LB médii a antibiotiky, pficemz vzorky,
které byly indukovany k expresi proteinu pfidavkem IPTG, byly oznafeny symbolem +, a ty
vzorky, jez induktorem aktivovany nebyly, symbolem -. Lyzaty téchto kulturu byly po expresi

proteinu analyzovany elektroforetickou separaci v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS.

5 Vi+  V1- V2+  V2- W3+ V3. 4+ V4 5

75 kDa
50 kDa

37 kDa

25 kDa
20 kDa

15 kDa

10 kDa

Obr. 13 Test produkce proteinu TEAD-DBD: SDS-PAGE gel. Pismenem S je oznacen proteinovy standard,
zkratkou V1-V4 vzorky jednotlivych kolonii bakterii, pricemZ symbol + oznacuje bakterie indukované IPTG
a symbol - neindukované kultury. Relativni molekulovd hmotnost konstruktu TEAD1-DBD s polyhistidinovou
kotvou cini priblizné 17,6 kDa. Poloha prouzku tohoto konstruktu je oznacena sipkou.
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Z vysledku této elektroforetické analyzy vyplyva, ze u indukovanych kultur dochazi k vyrazné
produkci TEADI1-DBD s polyhistidinovou kotvou (viz Sipka v Obr. 13). Pfedpokladana relativni
molekulova hmotnost konstruktu TEAD1-DBD s polyhistidinovou kotvou je pfiblizn€¢ 17,6 kDa.
Prouzek produkovaného proteinu tedy odpovidal ptfedpokladané poloze na gelu (mezi prouzky

proteinového standardu o velikosti 15 a 20 kDa).

5.2 Vybér vhodnych podminek produkce

5.2.1 Koncentrace induktoru IPTG

Podobnym zplisobem, jako u testu produkce proteinového konstruktu, byla pfipravena nocni
kultura inokulovdnim 1 kolonie transformovanych bakteridlnich bun¢k E. coli BL21-CodonPlus
(DES)-RIPL, vypéstovanych na Petriho miskach s LB agarem a ptislusnymi antibiotiky, do 100 ml
LB média s prislusnymi antibiotiky.

V tomto piipad¢ byly testovany koncentrace induktoru IPTG 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 0,7 a 1,0 mM.
Vzorky byly na gel nanaseny v biologickych duplikatech, a jejich analyza poté probihala opét
pomoci SDS-PAGE (viz Obr. 14). Cilem tohoto testovani bylo nalezeni vhodnych minimalnich

koncentraci IPTG, pii kterych bude dochazet k dostateéné produkci pozadovaného proteinu.

c(mmM) O 010102 020303 050507 0,7 10 10

75 kDa
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37 kDa
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Obr. 14 Optimalizace koncentrace induktoru IPTG: SDS-PAGE gel. V prvni drdze zleva se nachadzi proteinovy
standard. Ndsledujici drahy poté obsahuji vzorky se vzestupné rostouci koncentraci IPTG. Poloha prouZku
produkovaného proteinového konstruktu je oznacena Sipkou.

Z vysledku vzorkll vybranych testovanych koncentraci daného induktoru je vidét, ze k produkci

TEADI1-DBD je vhodna koncentrace 0,1 mM IPTG.
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5.2.2 Doba produkce

Obdobn¢ jako u predeslého postupu (viz kap. 5.2.1), byly v tomto pfipadé testovany doby produkce
proteinu. TEAD1-DBD. Vyhodnoceni produktii produkce probe&hlo opét pomoci SDS-PAGE
(viz Obr. 15). Na gel byly nanaseny biologické duplikaty vzorkd, u kterych probihala produkce
proteint po dobu 0; 0,5; 1; 2; 6; 8 a 24 h. Cilem tohoto postupu, stejn¢ jako u ostatnich, bylo nalézt

takové produkéni podminky, pti kterych se produkuje nejvice pfipravovaného proteinu.

t(th)0 005051 1 2 2 6 6 8 8 24 24

98 kba -
64 kDa

50 kDa

I
l
(e
I

36 kDa @ S === ===

16 kDa

L]
'

| 31 1M
1

}

6 kDa
4 kDa

Obr. 15 Optimalizace doby produkce: SDS-PAGE gel. V prvni drdze zleva se nachdzi proteinovy standard.
Ndsledujici drahy poté obsahuji vzorky se vzestupné rostoucim ¢asem produkce proteinu. Poloha prouZku
produkovaného proteinového konstruktu je oznacena Sipkou.

Jak je na prvni pohled patrné v ¢ase 0, tedy ihned po indukci IPTG, v bakterialnich
burikach k produkci TEADI-DBD konstruktu nedochdzi. S rostouci dobou produkce koncentrace
tohoto proteinu postupné naristd. Nejvyrazné€jsi pruh pro protein se nachéazi v drahach s Casy
produkce 6 a 8 h. V drahach pro 24h produkci je patrné, Ze se koncentrace proteinu rapidné snizila.

Pro dalsi praci s proteinem byla tedy zvolena jako vhodna doba produkce 6 az 8 h.

5.2.3 Teplota produkce

Posledni testovanym parametrem produkce byla jeji teplota. Testovani probihalo opét stejné jako
u predeslych optimalizaci s tim rozdilem, Ze testovanou veli¢inou byla teplota produkce. Pro
produkce byly pouzity teploty 20, 30 a 37 °C. Vysledky produkei byly analyzovany taktéZz pomoci
SDS-PAGE (viz Obr. 16) a vzorky byly na gel aplikovany opét v biologickych duplikatech.
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Obr. 16 Optimalizace teploty produkce: SDS-PAGE gel. Smérem zleva doprava vzestupné nardistd teplota,
pri které byly vzorky inkubovdny. V prvni drdze zprava se nachdzi proteinovy standard. Poloha prouZku
produkovaného proteinu je oznacena sipkou.

Z fotografie gelu je vidét, ze nejlepsi produkce proteinu probihala z nami testovanych teplot pii

teploté 37 °C, a proto byla prave tato teplota pouzita v nasledujicich velkoobjemovych produkcich.

5.3 Purifikace

Produkce proteinového konstruktu TEAD1-DBD probihala ve 2 1 LB média za optimalizovanych
podminek, tedy pfi 0,1mM koncentraci induktoru IPTG, teploté 37 °C po dobu 6 h. Poté byly

bunky rozbity sonikaci a vznikly lyzat pouzit k dalSimu precisténi.

5.3.1 Afinitni chromatografie a odstépeni polyhistidinové kotvy

Na nosi¢ Talon chromatografické kolony se pies Co’" ionty selektivné vazi proteiny
s polyhistidinovou kotvou. Tyto proteiny je mozné pozd&ji uvolnit pomoci imidazolu, ktery je
vytésnuje. Této skuteCnosti bylo vyuzito pfi purifikaci proteinového konstruktu TEAD1-DBD.

Proteinovy lyzat, vznikly sonikaci produktd produkce, byl ziskdn jako supernatant po
ultracentrifugaci. Tento lyzat byl za stalého chlazeni ledem aplikovan na kolonu a z jeho zbytku byl
op¢t utvoten vzorek pro SDS-PAGE analyzu. Z pelety po ultracentrifugaci byl vytvofen piidanim
100 pl 1x koncentrovan¢ho vzorkového pufru pro SDS-PAGE analyzu vzorek, ktery byl
elektroforeticky analyzovan.

Pomoci zapisovace byl vytvofen zdznam pribéhu eluce proteini jednotlivymi roztoky

(viz Obr. 17): kolona byla nejprve promyvana promyvacim pufrem s 30mM imidazolem a poté

42



elunim pufrem s 0,5M imidazolem — vyména pufrii je v obrazku 17 znazornéna modrou
prerusovanou ¢arou. V pribéhu celé chromatografie byly sbirany frakce, ze kterych byly vytvoreny

vzorky pro SDS-PAGE analyzu proteind (viz Obr. 18).

. 6 . 7 l 8 . 9 10
1,01
0,51
L_M \\"""‘--‘. i J,—-\_‘ . Vo, ‘n‘\\.
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Obr. 17 Zaznam pribéhu eluce proteini z kolony s nosicem Talon, kde osa x uddva casovy priibéh eluce
protein(i v minutdch a osa y absorbanci prochdzejiciho roztoku. Cislicemi jsou zndzornény jednotlivé frakce,
jejichZz vzorky byly analyzovdny pomoci SDS-PAGE (viz Obr. 18) a modrou prerusovanou &drou vyména
promyvaciho pufru za elucni pufr.

K frakci 9, jejiz odezva na detektoru byla nejvyssi, byla piidana proteasa thrombin, ktera
nasledné odstépila polyhistidinovou kotvu, ¢imz vznikl protein TEAD1-DBD. Z tohoto roztoku byl

op¢t odebran vzorek k SDS-PAGE analyze.

S 1 234567 8 91011

98 kDa -
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Obr. 18 Priibéh afinitni chromatografie: SDS-PAGE gel. S - proteinovy standard; 1 - peleta po centrifugaci;
2 - zbytek lyzdtu z nandSeni na kolonu; 3 a 4 - proslé frakce, které se nezachytily na koloné; 5 - eluce
ekvilibracnim pufrem; 6 - eluce promyvacim pufrem; 7 - zacdtek eluce elucnim pufrem; 8 - prvni pik pri eluci
elucnim pufrem; 9 a 10 - eluce proteinu TEAD1-DBD s polyhistidinovou kotvou elu¢nim pufrem; 11 - TEAD1-
-DBD po odstépeni polyhistidinové kotvy thrombinem. Poloha produkovaného proteinu je oznacena Sipkou.
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Na obrazku 18 je vidét, ze ve frakcich 3, 4 a 5 se vyskytuji proteiny, které byly oddéleny od
ptipraveného proteinu, protoze se nezachytily na koloné. Frakce 6 obsahovala proteiny, které se
sice na kolon¢ zachytily, avSak protoze se vazaly sniz§i afinitou, byly uvolnény jiz nizkou
koncentraci imidazolu. Diky elu¢nimu pufru s koncentraci imidazolu 0,5 M dochazelo k uvolnéni
proteinového konstruktu s TEAD1-DBD u vzorkd 7 az 10. Nejvys$si koncentraci produkovaného
proteinu vSak obsahovala frakce 9, ke které byl nasledné pfidan thrombin, aby odStepil
polyhistidinovou kotvu od TEADI1-DBD proteinu (primarni sekvence viz Obr. 12, str. 39).
Frakce 9 byla tedy i po Stépeni thrombinem, jak je vidét u vzorku 11, stdle zneciSténa odStépenou
kotvou, thrombinem a jinymi proteiny, a proto bylo pfistoupeno k dal§imu purifikacnimu kroku —

gelové permeacni chromatografii.

5.3.2 Gelova permeacni chromatografie

V poslednim purifikacnim kroku doslo k oddéleni ptipravovaného TEAD1-DBD od odstépené
polyhistidinové kotvy, thrombinu a zbylych proteint, které se vyskytovaly ve frakci 9 i po $tépeni
zminénou proteasou, pomoci gelové permeacni chromatografie. Pomoci této metody se rozdé¢luji
proteiny na zakladé své velikosti, pficemz nejvétsi proteiny se na rozdil od mensich nezadrzuji
v porech gelu, a proto vychazeji z kolony mezi prvnimi.

Po Sté€peni thrombinem byl vzorek neustale chlazen a poté koncentrovan. Pomoci stiikacky byla
provedena aplikace koncentratu na kolonu a poté online sledovan pribéh chromatografie (jeho
zaznam viz Obr. 19). Z tohoto koncentratu byl také vytvoien vzorek pro SDS-PAGE analyzu.
Béhem chromatografie byly zaroven odebirany frakce. Vzorky z nich, analyzované opét pomoci

SDS-PAGE, jsou zobrazeny na obrazku 20.
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Obr. 19 Zdznam pribéhu gelové permeacni chromatografie. Tmavé modrd kfivka znaci hodnoty
absorbance pfi vinové délce 280 nm, ervend krivka znaci konduktivitu. Cisla 2 aZ 8 zndzorriuji jednotlivé 1ml
frakce, které byly v pribéhu chromatografie sbirdny.
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Obr. 20 Pribéh gelové permeaéni chromatografie: SDS-PAGE gel. S - proteinovy standard; 1 - koncentrdt
z nanasky na kolonu; 2 aZ 8 - sebrané frakce okolo maxima eluce proteinu.

Na obrazku 19 je krom tmavé modré kiivky, reprezentujici absorbanci pti vinové délce 280 nm,
znazornéna také cervend kiivka, kterd zobrazuje konduktivitu roztoku vytékajiciho z kolony.
Tanartsta ke konci chromatografické separace, kdy z kolony vychazeji soli. Chromatograficka
separace probihala za konstantniho pratoku 0,5 ml/min.

V zaznamu prubéhu eluce v obrazku 19 a z analyzy gelu SDS-PAGE na obrazku 20 je vidét, Ze
frakce 5 obsahuje nejvice produkovaného proteinu TEAD1-DBD a zaroven nejmensi mnozstvi
ostatnich necistot (proteinti). Proto byla tato frakce pouzita pro dalsi operace s proteinem.

TEADI1-DBD se v gelu na obrazku 20 vyskytuje u proteinového standardu nad hodnotou
16 kDa. Vzhledem ktomu, ze teoreticka relativni molekulovda hmotnost tohoto proteinu ¢ini
15253,00 Da, neodpovida pozice prouzku proteinu v gelu predpokladané hodnoté relativni
molekulové hmotnosti. Proto byla pomoci hmotnostni spektrometrie o vysokém rozliSeni urCena

presnd hmotnost identifikovaného proteinu.

5.3.3 Hmotnostné spektrometricka analyza purifikovaného proteinu

Vzorek frakce 5 ziskané pii gelové permeacni chromatografii byl odsolen, okyselen a poté
podroben analyze pomoci hmotnostniho spektrometru v usporadani ESI-FT-ICR. Vysledek analyzy

je zobrazen v hmotnostnim spektru v obrazku 21.
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Obr. 21 Hmotnostni spektrum proteind z frakce 5 z gelové permeacéni chromatografie. Majoritni ndbojové
stavy proteinu TEAD1-DBD jsou oznaceny prislusnou hodnotou m/z. Na ose y je vynesena absolutni intenzita
signdlu.

Poméry m/z vyznacenych signall spolu se svymi nabojovymi stavy se shoduji s teoretickou
monoizotopickou hmotnosti produkovaného proteinu TEAD1-DBD bez poslednich ¢ty
aminokyselin (viz Obr. 22). Teoreticka hmotnost proteinu TEAD1-DBD bez ¢ty aminokyselin ¢ini
15 253,00 Da, zatimco hodnota naméfena pomoci hmotnostni spektrometrie 15 253,11 Da.

Pritomnost pfipravovaného proteinu ve frakei 5 byla tedy timto potvrzena.

GSHMSADKPID,;sNDAEGVWSPDIEQSFQEALAIYPPCGRRKIILSDEGKMYGRNELIARYIKL
RTGKTRTRKQVSSHIQVLARRKSRD (4sFHSKLKDQTAKDKALQHMAAMSSAQIVSATAIHNK
LGLPGIPRPTFPGAPGFWPG

Obr. 22: Primdrni sekvence produkovaného TEAD1-DBD proteinu. NepodtrZené je oznacen protein, ktery
byl pomoci hmotnostni spektrometrie nalezen ve frakci 5 sebrané pri gelové permeacni chromatogrdfii.
Tucné je zvyraznéna sekvence TEA domény; podtrZzené jsou oznaceny aminokyseliny, které protein postradal.

Dalsi piky v hmotnostnim spektru vobrazku 21 patii krat§im ¢astem TEADI1-DBD.
Porovnanim prouzka patficich produkovanému proteinu v gelu z frakci ziskanych v pribehu gelové
permeacni chromatografie (viz Obr. 20, str. 45) a pikti hmotnostniho spektra (viz Obr. 21) plyne, Ze
je TEADI-DBD nestabilni a rozpada se. Stépeni proteinu viak postupuje od nestrukturovaného
konce; dokud tedy nedosahne do strukturované casti, nemélo by ovlivnit vysledky budoucich

pokust.
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5.4 Ovéreni schopnosti TEAD1-DBD vazat dvousroubovici DNA

Vzhledem ktomu, Ze produkovanym proteinem byla prodlouzend DNA vazebna doména
transkripéniho faktoru TEADI1, byla jeji schopnost vazat dvousroubovici ovéfena pomoci nativni
elektroforézy a vizualizovana. Pfi elektroforetické separaci putuje protein gelem pouze tehdy, je-li
navdzan na zaporné nabitou DNA. Komplex DNA s proteinem se pak pohybuje pomaleji nez
samostatna DNA, protoze ma vét§i molekulovou hmotnost.

Pro analyzu vzorkli pomoci nativni elektroforetické separace byly pfipraveny dva gely — jeden
pro oligonukleotid, jehoz M-CAT motiv pochéazel z promotoru CTGF (dale jen CTGF) a druhy pro
oligonukleotid, jehoz M-CAT motiv pochazel z prvniho exonu genu GLUTI (dale jen GLUT]I).

Vysledné gely, v nichz jsou nukleové kyseliny vizualizovany pomoci barvy GelRed, se nachazi
na obrazku 23 (pro CTGF) a 25 (pro GLUTI). Porovnanim geld na obou obrazcich je patrné, ze se
nestabilni a rozpada se, protoze vznikaly rizné dlouhé komplexy (viz Obr. 23 drahy 8, 9 a 10;
castecné viditelné i v Obr. 25 drahy 9 a 10). Dale je ziejmé, ze CTGF vaze DNA pevnéji nez
GLUTI —u GLUTI je narozdil od CTGF i pii vysokych nadbytcich proteinu vidét volna DNA.

Pomoci svétlolabilni barvy GelRed byly obarveny v gelech na obrazcich 23 a 25 struktury,
které obsahovaly nukleové kyseliny. Pro vizualizaci struktur obsahujicich protein bylo pouzito
barveni pomoci barvicitho roztoku s Coomassie Brilliant Blue (viz Obr. 24 a 26). Na téchto

obrazcich byl obarven pouze protein, ktery se nachazel v komplexu s DNA.

=1=1-]...
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Obr. 23 Gel nativni elektroforézy s CTGF: barveny pomoci GelRed. 1 - ssDNA (r); 2 - ssDNA (f); 3 - dsDNA;
4 - protein kontrola; 5 - 1uM DNA + 10uM protein; 6 - 3uM DNA + 10uM protein; 7 - 5uM DNA + 10uM
protein; 8 - 10uM DNA + 10uM protein; 9 - 20uM DNA + 10uM protein; 10 - 40uM DNA + 10uM protein.
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Obr. 24 Gel nativni elektroforézy se vzorky s CTGF: barveny pomoci Coomassie Brilliant Blue. 1 - ssDNA (r);
2 - ssDNA (f); 3 - dsDNA; 4 - protein kontrola; 5 - 1uM DNA + 10uM protein; 6 - 3uM DNA + 10uM protein;
7 - 5uM DNA + 10uM protein; 8 - 10uM DNA + 10uM protein; 9 - 20uM DNA + 10uM protein; 10 - 40uM
DNA + 10uM protein.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

komplex

dsDNA

Obr. 25 Gel nativni elektroforézy s GLUT1: barveny pomoci GelRed. 1 - ssDNA (r); 2 - ssDNA (f); 3 - dsDNA;
4 - protein kontrola; 5 - 1uM DNA + 10uM protein; 6 - 3uM DNA + 10uM protein; 7 - 5uM DNA + 10uM
protein; 8 - 10uM DNA + 10uM protein; 9 - 20uM DNA + 10uM protein; 10 - 40uM DNA + 10uM protein.
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Obr. 26 Gel nativni elektroforézy se vzorky s GLUT1: barveny pomoci Coomassie Brilliant Blue. 1 - ssDNA
(r); 2 - ssDNA (f); 3 - dsDNA; 4 - protein kontrola; 5 - 1uM DNA + 10uM protein; 6 - 3uM DNA + 10uM
protein; 7 - 5uM DNA + 10uM protein; 8 - 10uM DNA + 10uM protein; 9 - 20uM DNA + 10uM protein;
10 - 40uM DNA + 10uM protein.
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6 Diskuze

Vyzkum transkripénich faktort je uz tfadu let dalezitou oblasti zajmu biochemie a strukturni
biologie co se genové regulace tyCe. Jednou z vyznamnych rodin téchto faktor je TEAD rodina
transkripcnich faktorti, jejiz zastupci se ve spolupraci sfadou koaktivatorti podili na regulaci
exprese gentl zodpovédnych za rist a diferenciaci bundk ¢i branéni apoptose''. S tim souvisi i vliv
TEAD proteinti na tvorbu a rozvoj nadorovych onemocnéni, ke kterym dochazi pii deregulaci
funkce t&chto proteint'’.

Rada studii se v dnesni dobé zabyva regulaci funkce TEAD transkripénich faktori na Grovni

jejich vazby s koaktivatory®™ ">

. Regulace TEAD proteintl je ovS§em mozna také pres ovlivnéni
jejich vazby k DNA. Cilem této bakalaiské prace je produkce TEA DNA vazebné domény proteinu
TEADI, konkrétné jeji verze prodlouzené o variabilni oblast za TEA doménou (TEAD1-DBD,
viz Obr. 12 str. 39), kterou se 1isi od ostatnich TEAD proteint. Diky tomu bude mozné v budoucnu
odhalit nejen strukturni podstatu vazby TEADI proteinu na specifickou DNA sekvenci, ale
1 zkoumat rozdily mezi jednotlivymi TEAD proteiny ve zptsobu jejich vazby s DNA.

Pro produkci TEAD1-DBD byl zvolen bakterialni expresni kmen bunék E. coli BL21-
-CodonPlus (DE3)-RIPL, které byly pouzity autory ¢lanku pti ptripravé TEA domény pro jeji
strukturni analyzu pomoci NMR**. Tento bunéény kmen byl také testovan u nas v laboratofi spolu
s buitkami BL21-Gold (DE3), u kterych vsak byly vytézky neprodlouzené¢ DNA vazebné¢ domény
proteinu TEADI podstatné niz§i a $patné detekovatelné”.

Pti testu produkce byla potvrzena exprese TEAD1-DBD proteinu u cilen¢ indukovanych bunék.
U bunéénych kultur s ptidavkem induktoru IPTG vsak lze také pozorovat vyrazny pokles produkce
ostatnich bakterialnich proteinii na ukor nami produkovaného TEADI1-DBD. Snizeni produkce
ostatnich proteinti bylo pravdépodobné zptisobeno snizenim rustu bunék v dusledku indukce IPTG.
Pozadovany protein se nejspis produkoval na tkor ristu a rozmnozovani bunék.

Po testu indukované exprese nasledovalo hledani vhodnych produkénich podminek pro
TEADI1-DBD. Jako vhodna koncentrace IPTG byla zvolena hodnota 0,1 mM. Prouzky v gelu na
obrazku 14 (str. 40) byly pro rizné koncentrace zhruba vSechny stejné Siroké, i tak vsak bylo
mozné si v§imnout narustajici intenzity prouzku smérem k niz§im koncentracim IPTG. Jako
nejlepsi byla zvolena nejnizsi testovana koncentrace induktoru. Vhodny produkéni cas se
pohyboval mezi 6 a 8 h, kdy k nasledné produkci proteinu ve velkém objemu byl zvolen cas 6 h,
aby nedochazelo k degradaci proteinu. Optimalni produkéni teplotou byla z testovanych zvolena
hodnota 37 °C.

Pfi purifika¢nim kroku pomoci afinitni chromatografie se z kolony pii eluci pomoci pufra
s riiznou koncentraci imidazolu nejprve uvoliiovaly zachycené bakteridlni proteiny a poté i samotny

TEADI1-DBD. Ve frakci 9 na obrazku 18 (str. 43) je patrny velmi Siroky pruh, ktery pozici
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odpovida velikosti proteinu TEAD1-DBD s histidinovou kotvou. Tento pruh se nachazel tésn¢ nad
pruhem proteinového standardu o velikosti 16 kDa. V této draze SDS-PAGE gelu je vsak také
vidét, Ze byl vzorek stale znecistén nékolika jinymi proteiny, které pravdépodobné ve své primarni
sekvenci obsahuji usek s nékolika histidiny za sebou. Proto byla nutna dalsi purifikace vzorku.
Prouzky pod silnym pruhem v draze 9 (frakce z afinitni chromatografie) a 11 (produkt Stépeni
thrombinem) mohou znacit, Ze je protein TEAD1-DBD nestabilni a rozpada se, coz bylo pozdéji
prokazano pomoci hmotnostni spektrometrie.

Poslednim purifikacnim krokem byla gelova permeacni chromatografie, pfi které doslo
k oddéleni TEAD1-DBD, tentokrat uz bez histidinové kotvy, od zbyvajicich proteini. Mnozstvi
ziskaného proteinu odpovidalo 3,2 mg/l. Prouzky ve vzorcich zchromatografie (viz Obr. 20,
str. 45) se vSak neshodovaly s pfedpokladanou hodnotou relativni molekulové hmotnosti, ktera
¢ini 15 253,00 Da. Tato skute¢nost mohla byt zplsobena izoelektrickym bodem produkovaného
proteinu. TEAD protein obsahuje velké mnozstvi kladn€ nabitych aminokyselin, které ptisobi proti
zapornému naboji SDS, ¢imz protein zpomaluji. Proto byl produkovany protein identifikovan
pomoci hmotnostni spektrometrie o vysokém rozliSeni. V gelu na obrazku 20 (str. 45) bylo opét
z vyskytu vice prouzkl patrné, ze je produkovany protein nestabilni a rozpada se.

Vysledky hmotnostni spektrometrie potvrdily, ze identifikovanou latkou je v podstatné mife
produkovany protein TEADI1-DBD (viz Obr. 21, str. 46), ktery vSak postradal posledni
¢tyfi aminokyseliny na svém C-konci. Analyza dale potvrdila piitomnost dal$ich kratSich proteint,
které vSak byly dal$imi rozpadovymi produkty TEAD1-DBD od C-konce.

Protoze se protein rozpada od nestrukturované oblasti, ktera nema podstatny vliv pro vazbu
DNA, nema absence zminénych ¢ty aminokyselin negativni dopad na budouci praci. Protein je
vSak vhodné po produkci bud rychle zpracovat, anebo najit lepsi skladovaci podminky
(napt. okamzité zamraZzeni, jiny pufr).

Po purifikaci transkripcniho faktoru TEAD1-DBD byla testovana jeho schopnost vazat DNA.
K tomuto testovani byly pouzity dva rtzné oligonukleotidy: M-CAT motiv pochazejici
z promotoru genu CTGF a M-CAT motiv pochazejici z prvniho exonu GLUTI. Z ptimé a zpétné
ssDNA obou oligonukleotidii byly vytvofeny dvousroubovice, jez se poté pridavaly v riznych
koncentracich k proteinu. Z vysledkidi vzorkli znativni elektroforézy (Obr. 23 na strané 47
a Obr. 25 na strané 48) je vidét, Ze u komplexu proteinu s dsDNA CTGF vznikaji 1épe ohrani¢ené
prouzky nez u obdobnych komplexii proteinu s GLUTI. Tato skutecnost je pravdépodobné dana
faktem, ze GLUTI méa k TEAD1-DBD nizsi afinitu nez CTGF (Obr. 27) — ¢emuz odpovida i fakt,
ze pti poméru 1:1 se u CTGF nevyskytuje volna DNA zatim co u GLUTI ano (viz Obr. 23 na
strané 47 a Obr. 25 na strang 48).

Horsi tvorba komplext u GLUTI muze byt zpisobena opacnou orientaci vazebného motivu

viaéi DNA vlaknu oproti CTGF. Zatimco u oligonukleotidu CTGF se vazebny motiv vyskytuje na
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pfimém vlakné v orientaci od 5° konce ke 3 konci, u oligonukleotidu GLUT! je tentyz vazebny
motiv v orientaci opacné, tedy na piimém vlakné od 3° konce k5’ konci. Disledkem této
skute¢nosti je vyskyt volné dsDNA v drahach 5 az 8 obrazku 25 na stran¢ 48. Na nizsi afinitu
TEADI1-DBD ke GLUTI mize mit vliv i nepatrnda zména DNA vazebné sekvence ¢i jejiho
blizkého okoli”. Zatimco béaze v okoli vazebného mista na dvoutetézcové DNA se u CTGF shoduji
s nejobvyklejsi DNA  vazebnou sekvenci proteinu TEADI" (okrové znatené baze
u oligonukleotidd, viz Obr. 27), u GLUTI se hned v tésné blizkosti vazebného motivu jedna béaze

odlisuje (modfe znaceny guanin na Obr. 27).

TEAD1 2 e
c
et
UJ
"
‘E b
E
3 C
S YAS <
CTGF GLUT1 EX
F: 5 -AGT CAC ATT CCT CCG-3' F: 5-TT: CCT TAC AGC CGG-3’
R: 3'-TCA GTG TAA GGA GGC-5 R: 3'-AAC GGA ATG TCG GCC-5’

Obr. 27 Porovndni vazebnych sekvenci oligonukleotidii CTGF a GLUT1 s vazebnou sekvenci DNA vazebné domény
proteinu TEAD1. V horni ¢dsti obrdzku je zobrazeno relativni zastoupeni jednotlivych bdzi v DNA vazebné sekvenci TEAD1
proteinu30. Dolni &ast obrdzku poté obsahuje sekvence jednotlivych oligonukleotidi primého (F) a zpétného (R) vidkna.
Porovndnim DNA vazebné sekvence proteinu TEAD1 s oligonukleotidy je barevné zobrazeno. U ssDNA oligonukleotidi je
u pfimého vldkna ervené oznacena ta ¢dst bdzi, na kterou se transkripcni faktor pfimo vdZe; okrové jsou poté oznaceny
ty bdze v okoli mista vazby, které se shoduji s nej¢etnéji se vyskytujici bdzemi u TEAD1 vazebné sekvence; modre jsou pak
zvyraznény bdze, které se od vazebné sekvence TEAD1 lisi. Cerné barvu maji bdze, u kterych nejsou data zndma.

Jak je zobrazku 23 na strané 47 na prvni pohled patrné, kvili nestabilit¢ produkovaného
proteinu vznikd vice typi komplexii: nékolik jasn¢€ odliSitelnych prouzkii v oblasti nazvané
~komplex“. Tuto skuteCnost lze sledovat také u GLUTI (viz Obr. 25, str. 48); zde vsak,
pravdépodobné vlivem niz$i afinity proteinu k DNA a tedy i niz8i stability komplexu, nejsou
jednotlivé prouzky vzniklych komplexl témet rozpoznatelné. Vazba transkripcnich faktori s DNA
obecné neni pevna, protoZe se nejedna o chemickou vazbu ale pouze o interakce. Proto se v gelech
nenachazi naprosto striktné¢ oddélené prouzky jako u SDS-PAGE elektroforézy proteinti, nebot” se
vnikl¢ komplexy mohou snadno rozpadat a znovu spojovat.

Diky barveni pomoci Coosmassie Brilliant Blue bylo mozné po prob&éhnuti nativni elektroforézy
vizualizovat v gelu proteiny. Na obrazcich 24 (str. 48) a 26 (str. 49) je v drahach 5 vidét, ze
analogicky jako u gelu barveného pomoci GelRed, oblast ,.komplex“ opravdu obsahuje protein

s navazanou DNA.
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7 Zaver

Pro produkci ve velkém objemu média byly nalezeny vhodné podminky produkce prodlouzené
DNA vazebné domény proteinu TEAD1. Protein TEAD1-DBD byl produkovan 6 h pfi 37 °C
v bakteridlnim kmenu bun¢k Escherichia coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL. Produkce proteinu
byla indukovéana ptfidanim IPTG o koncentraci 0,1 mM v celkovém objemu produkéniho média.
Ziskany protein byl po produkci v nékolika krocich purifikovan a uspésnost jeho izolace byla
oveéfena pomoci hmotnostni spektrometrie. I kdyz dochazelo k degradaci proteinu od C-konce,
neméla tato skutec¢nost vliv na vazbu k DNA, jak bylo prokazano. Protein byl ziskan v dostatecném

mnozstvi a Cistoté pro ovéreni jeho schopnosti specificky vytvaret komplex s DNA obsahujici

M-CAT motiv.
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