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Abstrakt:

TEADI je jednim ze zastupctli rodiny transkripénich faktori TEAD. Tento transkrip&ni
faktor je velmi dulezity napft. pro vyvoj organt. Struktura celého transkripéniho faktoru
TEADI jesté neni znama. Je znama struktura TEA vazebné domény, ktera je dilezita pro
vazbu transkripniho faktoru TEAD1 na DNA, a transaktivacni domény, na kterou se vazi
koaktivatory. TEAD1 se vdze na DNA a po navazani koaktivatoru pisobi na transkripci
ruznych gend. Mezi geny, které jsou ovliviiované transkripénim faktorem TEADI, patii
geny fidici proliferaci, diferenciaci a apoptosu bunék. TEADI je také poslednim ¢lankem
Hippo signaliza¢ni drahy, kterd je v dospélosti aktivni a zabrafiuje zvySenému ristu
organti. Diilezité pro aktivitu transkripéniho faktoru TEAD1 jsou posttranslaéni
modifikace, jako je palmitoylace a fosforylace.

Pro zjisténi celé struktury transkripéniho faktoru TEADI a zptsobu, jakym
interaguje s DNA, byl v této praci rekombinantné ptipraven transkripcni faktor TEAD1
expresi v buitkkach bakterie Escherichia coli. Byly nalezeny vhodné podminky produkce
transkripcniho faktoru TEAD1. Rovnéz bylo provedeno Stépeni histidinové kotvy

thrombinem a nakonec byl pfipraveny protein izolovan a purifikovan.
Klicova slova:
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Abstract:

TEADI is one of the members of the TEAD transcription factor family. This transcription
factor is very important, for example for development of organs. The structure of the entire
TEADI transcription factor is not now yet known. Nevertheless, structure of two important
domains are known. The TEA binding domain, which is important for the binding of the
transcription factor TEAD1 to DNA, and the transactivation domain, to which coactivators
bind. TEADI binds to DNA and upon coactivator bind it affects the transcription of
various genes. Genes, that are affected by the transcription factor TEAD1 includes genes
regulating proliferation, differentiation and apoptosis of cells. TEADI is also the target of
the Hippo signalling pathway, which is active in adulthood and prevents abnormal growth
of organs. Important for the activity of transcriptional factor TEADI are post-translation
modifications, such as palmitoylation and phosphorylation.

To discover the entire structure of the transcriptional factor TEAD1 and the way it
interacts with DNA, the transcriptional factor TEAD1 was prepared recombinationally by
expression in cells of Escherichia coli bacteria. Suitable conditions for production of the
transcriptional factor TEAD1 were found and the cleavage of the histidine tag by thrombin

was performed. The prepared protein was then isolated and purified.
Keywords:
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(In Czech)
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Seznam pouzitych zkratek

ATTS

AXL
bHLH
bZIP
CCA
CC doména
CTGF
C-MYC
Cyr61
DNA
DTT
FT-ICR

IPTG

dalsi ndzev pro TEA doménu (zkratka slozena z prvnich pismen proteinti, ve kterych
byla nalezena: AbaA, TEF-1, Tec-1, Scalloped)

cilovy gen proteinu TEADI1

DNA vazebna doména helix-loop-helix (z anglického ,,basic helix-loop-helix‘)
DNA vazebna doména leucinovy zip (z anglického ,,basic leucine zipper*)
kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova

strukturni motiv proteinu YAP a TAZ, ktery se sklada ze dvou nebo vice a-helixt
cilovy gen proteinu TEADI (z anglického ,,connective tissue growth factor)
transkripcni regulator (z anglického ,,cellular myelocytomatosis®)

cilovy gen proteinu TEADI (z anglického ,,cysteine-rich angiogenic inducer®)
2-deoxyribonukleova kyselina

1,4-dithiothreitol

hmotnostni analyzator (z anglického ,,fourier transform Ion cyclotron
resonance*

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid

LC/MS cistota dostate¢na Cistota pro kapalinovou chromatografii spojenou s hmotnostni

MALDI

M-CAT

MRTF

Ni-NTA

PDZ

PMSF

SDS

SDS-PAGE

SRF

SV40

spektrometrii

iontovy zdroj pro hmotnostni spektrometr (z anglického ,,matrix assisted laser
desorption ionization®)

specificka sekvence DNA, kterou vaze TEAD rodina transkripénich faktorti (z
anglického ,,muscle cytosine, adenine, thymine*)

transkripcni koaktivator na ktery se vaze transkripcni faktor SRF v rakovinnych
fibroblastech (z anglického ,,myocardin related transcription factor)

nosi¢ pro afinitni chromatografii (Nikalnaté ionty jsou vazané pfes nitrilotrioctovou
kyselinu NTA)

strukturni motiv v aktivacni doméné proteinu YAP a TAZ, nazev je utvofen

z prvnich pismen proteint, u kterych byl poprvé nalezen

Fenylmethylsulfonyl fluorid

Dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prosttedi SDS

transkripcni faktor, ktery se vyskytuje v rakovinnych fibroblastech (z anglického
,»serum response factor®)

simian virus 40



TAZ

TCEP
TDU
TEAD

TEF-1
TEMED

Vg

Vell

WW doména

YAP
ZF

koaktivator TEAD proteinil (z anglického ,,transcriptional coactivator with PDZ-
binding motif*)

Tris(2-karboxyethyl)fosfin

tandemova doména Vgll proteinu

rodina transkrip¢nich faktord obsahujicich TEA doménu (z anglického
»transcriptional enhancer aktivator domain®)

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

Vestigial protein, koaktivator Scallopedu u drosophily

koaktivator TEAD proteinti (z anglického ,,vestigial-like protein‘)

strukturni motiv proteinu YAP a TAZ, ktery obsahuje dva vysoce konzervované
tryptofany

koaktivator TEAD proteinil (z anglického ,,Yes-associated protein‘)

struktura zinkového prstu vazajici DNA (z anglického ,,zinc finger*)
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1. Uvod

1.1. Transkrip¢ni faktory

Transkripcni faktory jsou proteiny, které rozeznavaji specifické DNA sekvence a vazou se
na né. Touto vazbou ovliviluji transkripci a expresi riznych gend. Jeden transkripéni faktor
muze ovliviiovat expresi vice gentl. Mutace transkripcnich faktorti nebo jejich vazebnych
mist zptisobuje mnoho lidskych onemocnéni, napt. rakovinu a vyvojové vady'.

Zakladni rozdéleni transkripcnich faktort je podle jejich DNA vazebné domény.
DNA vazebna doména je diilezitd pro vazbu transkripcniho faktoru na cilovou sekvenci
DNA. Zjisténi struktury DNA vazebné domény a jeji vazby na DNA je velice dalezité pro
dal§i zkoumani transkripénich faktori?. Transkripéni faktory obsahujici stejnou DNA
vazebnou doménu a pattici tedy do jedné skupiny maji podobnou funkci v organismu.
Mezi hlavni DNA vazebné domény patii zinkovy prst (C2H2 ZF), homeodoména, helix-
loop-helix (bHLH), leucinovy zip (bZIP) a jaderné hormonalni receptory (obr. 1). Nejvice
zastoupenou rodinou transkripénich faktori je rodina obsahujici zinkovy prst jako DNA

vazebnou doménu'.

S 200 - 800
= 700
o 180 1
§ Bez motivu (428) 600
S 160 1 Homologni motiv (104) 500
:§ 140 - Zndmy motiv (1107) 400
f= 300
b8 ) 4
'S 120 200
< 100 100
2 0
o 80 C2H2 zF
- 60
]
o 40
a.

20 A

Obr. 1 — Pocet znamych ¢lent jednotlivych rodin transkripénich faktort k roku 2018
Nejvice zastoupena je rodina transkripénich faktort obsahujicich jako DNA vazebnou

doménu zinkovy prst (C2H2 ZF)'.
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1.1.1. Zinkovy prst

Zinkovy prst se sklada z jednoho nebo dvou zine€natych kationtii vazanych na cysteinové
a histidinové zbytky. Zinkovy prst se neuplatiiuje pouze u vazby transkripcniho faktoru na
DNA, ale i u vazby proteinu na protein. Zinkovy prst se vaze do velkého zlabku DNA
pomoci vodikovych mustkd mezi bdzemi DNA a aminokyselinami a-helixu. Struktury
zinkovych prstil jsou velice rozmanité, ale nejvice zastoupenou strukturou je helix-turn-
helix (HTH). Tento motiv se sklada ze tii a-helixt, které jsou propojeny f-otackou. Dalsi
velmi zastoupenou strukturou je Bpa motiv, ktery se sklada ze dvou kratkych
antiparalelnich B-listd a a-helixu (obr. 2). V této struktufe je pouze jeden zine¢naty kationt

koordinovany pies dva histidinové a dva cysteinové zbytky a-helixu a p-listu’.

i
!

Obr. 2 — Struktura komplexu vazebného motivu zinkového prstu (zobrazen Cervene¢)

s DNA?

1.1.2. Leucinovy zip

Strukturu vazebné domény leucinového zipu lze rozdélit na dvé podjednotky, jimiz jsou
dimeriza¢ni oblast a DNA vazajici oblast. Kazda podjednotka leucinového zipu se sklada
z jednoho a-helixu, ktery mé délku piiblizn€ 60 aminokyselin. DNA vazajici oblast se
nachdzi na N-konci a kaZzda osmé aminokyselina je leucin nebo jind hydrofobni
aminokyselina. K dimerizaci dochédzi vytvofenim spiralovitého vinuti 30 aminokyselin na
C-konci kazdého a-helixu. DNA vazajici oblast se vaze do velkého zlabku DNA. Kazda

podjednotka se vaZze na dvousroubovici z jedné strany (obr. 3, str. 13)°.
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Obr. 3 — Struktura komplexu vazebného motivu leucinovy zip s DNA?

1.1.3. Homeodoména

Rodina transkripénich faktorti obsahujici homeodoménu je dulezita pii vyvoji a
diferenciaci bun¢k. Homeodoména se sklada ze 4 a-helixti a nachazi se u nich
helix-turn-helix vazebna doména. Vazebna doména helix-turn-helix se vaze na DNA do
velkého zlabku pomoci druhého helixu, ktery musi byt na povrchu proteinu piistupny pro

interakci s DNA (obr. 4)°.

Obr.4 — Struktura komplexu vazebného motivu homeodomény (zobrazen ¢erveng) s DNA?

1.2. Struktura transkripéniho faktoru TEAD1
Transkrip¢ni faktor TEAD1 se sklad4 z N-koncové oblasti, TEA domény, domény bohaté

na prolin a transaktiva¢ni domény (obr. 5, str. 14). Struktura N-koncové oblasti je velmi
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proménlivé a nebyla u ni vyfeSena struktura. TEA doména je velmi konzervovana a jeji
struktura je zndma, naopak doména bohat4 na prolin nema zjisténou strukturu.
Transaktiva¢ni doména je také velmi konzervovana a jeji 3D struktura je zndma i pro

TEADI*.

1 29 237 426

Obr. 5 — Schématicka struktura transkripniho faktoru TEADI1 (svétle modfe je zobrazena

TEAD1

N-koncova oblast, zelené TEA doména, cervené doména bohata na prolin a hnédé

transaktivaéni doména)*

1.2.1. N-koncova oblast
Tato oblast u transkripéniho faktoru TEADI obsahuje velké mnozstvi serint, a mé tedy
zaporny naboj. Aby dochézelo k aktivaci transkripce, N-koncova oblast musi

spolupracovat s oblasti bohatou na prolin a s transaktivaéni doménou®.

1.2.2. TEA vazebna domeéna

TEA vazebna doména je homologem homeodomény, ktera byla popsana v kapitole 1.1.3.
Homeodoména. Vyskytuje se u transkripénich faktord TEAD rodiny*, z nichZ pravé
transkrip¢ni faktor TEAD1 byl produkovan a purifikovan v této praci. Vysoce evolucné
konzervovand TEA doména se sklada ze 77 aminokyselin a dfive byla nazyvana ATTS
doména podle proteintl, ve kterych byla poprvé nalezena. TEA doména ma globuléarni
strukturu skladajici se ze tii a-helixii. Tietim a-helixem, ktery obsahuje tfi seriny, se TEA
doména vaze na DNA*. Pokud jsou tyto seriny fosforylovany protein kinasami, dochazi

k zeslabeni vazby na DNA®. TEA doména se vaze na DNA s vysokou afinitou

Kd = 10-24 nM®. Struktura TEA domény byla zjisténa pomoci NMR (samotnd TEA
doména viz obr. 6, str. 15) a rentgenové krystalografie (v komplexu s DNA viz obr. 7, str.

16)°.
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Obr. 6A — Aminokyselinova sekvence TEA domény v lidském transkripénim faktoru
TEAD1® Cervené je oznatena sekvence smycky, kterd spojuje helixy 1 a 2. Cerné
Cislovani odpovida cCislovani v celém transkripénim faktoru TEAD1 a modré ¢islovani
odpovida ¢&islovani pouzité &asti transkripéniho faktoru TEADI pro NMR méfeni®. 6B —
Struktura TEA vazebné domény zjist€énd pomoci NMR (Cervené je zndzornéna smycka,
ktera spojuje helixy 1 a 2)°
Pomoci dvou NMR struktur (jedné bez smycky a druhé se smyckou spojujici helixy
1 a 2) bylo potvrzeno, Ze helix 3 je dulezity pro navazani na DNA, ale smycka spojujici
helixy 1 a 2 je také velmi dileZzita k zprostiedkovani kooperativni vazby k DNA, a pokud
dojde k jejimu zkraceni, kooperativni vazba na DNA se zrus$i. Toto bylo zjisténo piipravou
mutantu TEA vazebné domény, ktera méla zkracenou smycku spojujici helixy 1 a 2. U
takto pfipravenych monomert dochazelo ke tvorbé dimert, kde helix 1 byl zaménén mezi
monomery. V takovém dimeru nedochazelo praveé ke kooperativni vazbé mutantnich TEA
vazebnych domén na DNA. Proto se pfedpoklada, Ze by prechod mezi dimerni a
monomerni formou mohl mit vliv na selektivitu vazby TEAD proteinti na DNAS.Jiz v roce
2006 byla pomoci NMR zjisténa struktura TEA vazebné domény’.
TEAD rodina transkripénich faktori se vaze na DNA sekvence zvané M-CAT

elementy, jejichz nazev vychazi z anglického ,,muscle cytosine, adenine, thymine“. M-

15



-CAT elementy maji sekvenci 5'-CATTCC-3"%. Clenové TEAD rodiny se vazi na
dvouvlaknovou DNA, nikoliv na jednovlaknovou®*.

Pro zjisténi dalSich informaci o vazbé TEA domény na DNA byly purifikovany
ruzné ¢asti TEA domény transkripéniho faktoru TEADA4. Tyto ¢asti byly ponechany
krystalizovat s riznymi fragmenty M-CAT elementu DNA. Nakonec byla ziskana
krystalicka struktura komplexu TEA domény s DNA viz obr. 7. Z této krystalické struktury
bylo také zjisténo, Ze dochazi ke konformacni zméné¢ TEA domény pii navazani na DNA.
Bylo také zjisténo, ze TEA doména se vaze na dvé oddélena vazebna mista DNA, helix 3
se vaze do velkého zlabku duplexu DNA a smycka spojujici helixy 1 a 2 se vaze do
malého zlabku. Z toho vyplyva, Ze je ke tvorbé komplexu TEA domény s DNA dilezity
jak helix 3, tak i smycka spojujici helixy 1 a 2°.

Obr. 7 — Krystalicka struktura komplexu TEA domény transkripéniho faktoru TEAD4
s M-CAT elementem dvouvldknové DNA (TEA doména je znazornéna zelené¢ a DNA

oranzoveé)’

1.2.3. Doména bohata na prolin

Tato doména je dllezitd pro navazani koaktivatort YAP/TAZ na transaktiva¢ni doménu a
kvli jeji odliSnosti u transkripénich faktora TEAD rodiny dochazi k rozdilnym interakcim
proteini TEAD s YAP/TAZ. Pouze 20% této domény bohaté na prolin je stejnych u
mysiho transkripéniho faktoru TEADI1 a u mysiho transkripéniho faktoru TEAD4*.

1.2.4. Transaktivacni doména
Samotné TEAD proteiny nejsou schopné aktivovat transkripci a potiebuji koaktivatory,

které se nemohou véazat na DNA, ale vazi se na transkrip¢ni faktor a s nim pak mohou
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aktivovat transkripci'®. Velice diilezitou ¢asti TEAD transkrip&nich faktor( je
transaktivacni doména, kterd je vysoce konzervovana, dilezita pro vazbu koaktivatort a
nachazi se na C-konci*. Jsou jiz znamé tii 3D struktury této transaktiva¢ni domény pro
TEADI1,2 a TEAD4 (obr. 8). Mezi nejznaméjsi koaktivatory vazajici se na TEAD proteiny
patii YAP (z anglického ,,Yes-associated protein‘), TAZ (z anglického ,,transcriptional
coactivator with PDZ-binding motif™), vgll proteiny a koaktivator nuklearnich receptort
p160. S pomoci téchto koaktivatora hraje TEAD rodina transkripénich faktora dilezitou

roli pii fyziologickych procesech a rakoving!®.

Obr. 8 — Struktura komplexu Y AP-transaktiva¢ni doména TEADI (transaktiva¢ni doména

TEADI je zobrazena $edé a YAP je zobrazen barevné)!!

1.3. Koaktivatory
1.3.1. YAP aTAZ

YAP 1 TAZ se vazi na TEAD proteiny svou TEAD vazebnou doménou, ktera se nachazi na
jejich N-konci. Obsahuji také WW domény, které se nachazi také na N-konci. Na C-konci
je aktivaéni doména®. YAP byl nalezen u viech Zivocichii, ale TAZ byl nalezen pouze u
obratlovct. YAP a TAZ jsou promotory proliferace buné€k. Jejich vazbou s TEAD proteiny
dochazi k regulaci exprese n€kolika riznych riistovych faktori. Podle mnoZstvi proteinu

Y AP dochazi k regulaci velikosti organti. YAP a TAZ navazany na TEAD proteiny jsou
dtillezitymi efektory Hippo signalizaéni drahy'?. YAP protein hraje diileZitou roli také

v fizeni apoptosy. ProtoZe sdm neni schopen véazat se na DNA, potiebuje k této funkci

proteiny TEAD. Pokud je proteinu YAP velké mnozZstvi a vaze se na TEAD, zptsobuje
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neregulovanou proliferaci bun¢k, zabrafuje apoptose a dochazi k tvorbé nadorovych
onemocnéni.'® Proto se stal komplex TEAD/YAP cilem pro 1é¢bu rakoviny'#. Latkou, jenz
zabranuje vzniku nadort v jatrech, je verteporfin. VazZe se na Y AP-vazebnou doménu na
TEAD proteinu, a zabratiuje tak vzniku komplexu YAP/TEAD'. Dalsi latkou, ktera mé
schopnost se vazat na YAP vazebnou doménu, je kyselina flufonamova, jez se pouziva

k 1écbeé zanéth. Také kyselina niflumova zabrafnuje vazbé proteinu YAP na TEAD. Pfi

vazbé téchto kyselin nedochazi ke zméné konformace TEAD protein!>.

1.3.2. Vgl

Vestigial-like (Vgll) proteiny jsou pojmenovany po transkripénim faktoru Drosophily
Vestigial (Vg), ktery je dalezity pro regulaci ristu kiidel. Vgll proteiny se vazi na TEAD a
spoust&ji genovou expresi uréitych genti'2. Vgll proteiny také svou vazbou na TEAD
inhibuji vznik komplexu YAP-TEAD, a tim potlacuji vznik rakoviny'. Vgll soupeti

s proteinem YAP o vazbu na TEAD. Jak je vidét na obr. 9, jedna molekula Vgll4 se vaze
na dvé molekuly TEAD4. Tandemové doména (TDU) Vgll proteinu dokaze branit vzniku
komplexu YAP/TEAD jesté 1épe nez cely Vgll protein. Proto byl navrhnut peptid zvany
super-TDU, ktery inhibuje vazbu proteinu YAP na TEAD'S,

mTEAD4 A ¥/

Obr. 9 — Celkova struktura mysiho Vgll4-Tead4 komplexu (TDUI je Zluty a TDU2

rizovy)'®
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1.4. Transkripéni faktory rodiny TEAD
Do této rodiny u obratlovct patii Ctyfi ¢lenové transkripcnich faktorit TEADI1, TEAD2,
TEAD3 a TEADA4*. Jako prvni byl nalezen TEAD1 navazany na enhancer viru SV40
v lidskych HeLa buiikach.!” Kazdy ¢len TEAD rodiny je exprimovan béhem vyvoje
v riznych tkanich (obr. 10).

TEAD4

Obr. 10 — Exprese jednotlivych Tead proteinti v riznych tkdnich u mysiho embrya
(A — histologicky fez, P je placenta, my+d — bunky délohy, ht — srdce, gc — buiiky
trofoblastu, sp — spongio trofoblast, Ib — labyrintova vrstva trofoblastu, ys — zloutkovy

vadek)!®

1.3.1. TEAD1

TEADI reguluje vyvoj srde¢niho svalu. Dale je TEAD1 dilezity pro regulaci vyvoje a
rustu kosterniho svalstva, hladkého svalstva a nervové soustavy. TEADI je také dalezity
pro diferenciaci myoblastu. TEAD1 se mize vazat na M-CAT sekvenci v promotorech
gentu hladkého svalstva, a a f myosinu, kosterniho svalstva a srdecniho svalstva napf.
Troponinu T. Bylo zjisténo, Ze Spatna funkce genu Teadl vede u mysich embryi

k srde¢nim onemocnénim. U embryi je gen pro Teadl exprimovan v myokardu. Exprese

Tead] byla zjisténa v mnoha tkanich a organech, mezi né patii srdce, plice a placenta®.
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1.3.2. TEAD2

TEAD?2 je velmi siln¢ exprimovan béhem prvnich sedmi dni vyvoje mysi a je velice
daleZity pro vyvoj mozku!®. Exprese genu pro Tead? byla u mysich embryi zjisténa

v mozku, plicich a vajecnicich. Bylo zjisténo, Ze TEAD proteiny se miizou ve svych
funkcich zastupovat. Mysi, které mély poskozeny gen pro Tead?2, se vyvijely normalné,
naopak mysi s poskozenym genem pro Teadl i Tead2 mély vyvojové vady a nékterad
embrya zemfela jesté pied narozenim®*. TEAD2, ktery neobsahoval DNA vazebnou
doménu, byl pouzit pro 1é¢bu rakoviny a po navazani proteinu Y AP nedochazelo k rastu
nadorid. TEAD2 bez DNA vazebné domény byl produkovan u mutantnich mysi a zastavil

nadmérny riist jater a vznik nador'*.

1.3.3. TEAD3
TEAD3 je posledni nalezeny protein TEAD rodiny. Je exprimovan v trofoblastu. Je jako
jediny z rodiny TEAD exprimovan az v pozd¢j$im stddiu vyvoje embrya, a to hlavné ve

svalovych a nervovych buiikach's,

1.3.4. TEAD4

TEAD4 ma vliv na diferenciaci bunék trofoektodermu na pocatku vyvoje embrya. U
mysich mutantnich embryi, ktera méla gen pro Tead4 poskozen, nedochazelo k vyvoji
blastocoel, diferenciaci bun&k trofoektodermu a embrya umirala®’. Pozdé&ji je u mysi Tead4

exprimovén hlavné v buiikich pankreatu, plic a kosterniho svalstva?®!.

1.5. Cilové geny pro TEAD rodinu transkripénich faktorua a jejich
funkce

Mezi prvni zjiSténé cilové geny transkripcnich faktorti rodiny TEAD patii CTGF a Cyr61
(obr. 11, str. 21). Oba tyto proteiny ovliviiuji proliferaci, diferenciaci a apoptosu. TAZ-
TEAD aktivuje CTGF promotor, a tim spousti proliferaci bunék. Dal$im genem, na ktery
se miiZze vazat komplex YAP-TEAD, a tim aktivovat expresi tohoto genu, je AXL. AXL
podporuje tvorbu metastaz a zabraiiuje apoptose. C-MYC je transkripcni regulator, ktery
aktivuje spoustu cilovych gent dilleZitych naptiklad pro proliferaci bun¢k. Jeho zvysené
mnozstvi bylo nalezeno u mnoha typti rakovin. Je také nezbytny pro rtst bunck béhem

vyvoje. Spole¢né s proteinem YAP zptisobuje rist nddord i u mysi'’.
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CYTOPLAZMA
Hippo

Signalizacni draha

miR-130a Shh signalizaéni draha -
miR-222 x
\ miR-129-5p /

Obr. 11 — Regulaéni kroky rodiny transkripénich faktori TEAD v rakovinnych butikach!®
Cary zakonéené Sipkami znazortiuji aktivaci, naopak ¢ary zakon&ené rovné inhibici. Pokud
se YAP/TAZ nebo Vgll proteiny vaZzou na TEAD, dochdzi k aktivaci transkripce. Pokud je
na TEAD navéazan YAP/TAZ, k navazani Vgll nedochazi'®.

Transkripcni faktor SRF, ktery se vaze na MRTF, se vyskytuje v rakovinnych
fibroblastech. Bylo zjisténo, ze exprese cilovych genit YAP-TEAD je zavisla na MRTF-
SRF a naopak. Cilové geny ovlivitované YAP-TEAD v lidskych buiikach byly
ovlivitovany MRTF-SRF v mysich buikdch?.

1.6. Regulace aktivity TEAD transkripénich faktora Hippo
signaliza¢ni drahou
Hippo signaliza¢ni draha reguluje rist a diferenciaci bun¢k. TEAD je poslednim ¢lankem
Hippo signaliza¢ni drahy a nachazi se v jadre. Pokud dochézi v cytoplazmé k fosforylaci
proteinu YAP na serinu 127, YAP se vaze na protein 14-3-3, a je tak zabranéno vazb¢ na
TEAD, a tedy nedochazi k tvorbé komplexu. Pokud k fosforylaci nedochazi, YAP se mlze
dostat do jadra a tvofit s TEAD aktivni komplex. Stejné je to i s proteinem TAZ, u n€¢hoz

dochazi k fosforylaci serinu 89 a navdzani na protein 14-3-3 (obr. 12, str. 22).
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K fosforylaci dochazi, pokud je Hippo signaliza¢ni draha aktivni. Hippo signaliza¢ni drdha

je aktivni v dospélosti a zabrafiuje zvySenému riistu organii a tvorb& nadora?>.

14-3-3 vazba Degradace

1. 1., PDZ

ba
8127 sa97 o

PXX¢P

Y407 K494

Oblast bohatd  vazha vazba ;
TAD

na prolin

[E-Egradace 14-3-3 wazba Degradace

T T T PDZ

§58/562 S89 5314

vazba

Y321

vazba TAD

Obr. 12 — Regula¢ni domény efektort Hippo signalizaéni drahy YAP/TAZ?*

YAP 1 TAZ obsahuji WW domény, CC domény, domény pro navazani transkrip&nich
faktort TEAD, domény pro aktivaci transkripce a PDZ domény. TAD je doména pro
aktivaci transkripce. Fosforylaci proteinu YAP na serinu 127 dojde k navazani proteinu
Y AP na protein 14-3-3. Fosforylaci proteinu TAZ na serinu 89 dojde k navazani proteinu
TAZ na protein 14-3-3. Pokud dojde k fosforylaci na jinych serinech uvedenych na
obrazku, dochézi k degradaci proteintt YAP/TAZ**.

1.7. Regulace TEAD transkrip€nich faktora posttranslaénimi
modifikacemi

Nové bylo zjisténo, ze aktivita TEAD transkrip¢nich faktort je také regulovana
posttranslaénimi modifikacemi. Mezi tyto posttransla¢ni modifikace patii fosforylace a
palmitoylace. Protein kinasou A dochdzi k fosforylaci TEAD1 na serinu 102, a tim
inhibuje schopnost TEADI vazat se na DNA. Také fosforylace protein kinasou C vede ke
sniZeni schopnosti TEAD1 vézat se na DNA. Palmitoylace je diilezita pro stabilitu, spravné
sbaleni a transkrip&ni aktivitu TEAD proteini*>. Palmitoylace je kovalentni modifikace, pti
niZ dochdzi k ptipojeni zbytku kyseliny palmitové na SH skupinu cysteinu. U proteinu
TEADI1 dochazi k navadzani na cystein 344%°. K palmitoylaci TEAD proteinti dochazi
v savCich buiikach. Bylo zjisténo, ze palmitoylace TEADI je dilezitd pro vazbu

YAP/TAZ. Pokud totiz k palmitoylaci nedoslo, velice se snizila schopnost vazby
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YAP/TAZ na TEADI, naopak schopnost vazat Vgll protein ziistala zachovana. Uginek
palmitoylace u TEAD proteinti neni jeste upln¢ objasnén, ale je mozné, Ze by se
depalmitoylace mohla vyuzit pro regulaci vazby TEAD koaktivatori na TEAD, a tedy

regulovat jeho aktivitu??.
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2. Cil prace

e Nalezeni vhodnych podminek produkce transkripéniho faktoru TEADI
e Nalezeni vhodnych podminek §tépeni histidinové kotvy thrombinem

e Izolace a purifikace transkripniho faktoru TEADI
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3. Material a metody

3.1. Pristroje a chemikalie

3.1.1.
o

O

Pristroje

Analytické vahy OHAUS Pionneer PA114C (OHAUS, USA)

Automatické pipety (Gilson, USA)

Centrifuga Avanti J-26 XP (Beckman Coulter, USA)

Centrifuga Minispin (Eppendorf, Némecko)

Centrifugacni koncentratory (Millipore, USA)

Detektor Spectrophotometric detector LCD 5000 (INGOS, CR)

Elektrody pro elektroptenos (Sigma-Aldrich,USA)

Hmotnostni spektrometr 15T solariX XR s dudlnim zdrojem (Bruker Daltonics,
Némecko)

Chromatogtraficky systém NGC Quest 10 (Bio-Rad, USA)

Kolona ENrich SEC 650 10 x 300 mm (Bio-Rad, USA)

Magneticka michacka IKA C-MAG HS10 digital (IKA, Némecko)

Ni-NTA kolona Bio-Scale Mini Nuvia IMAC Ni?**-Charged (Bio-Rad, USA)
pH metr (Thermo Scientific, USA)

Piedvazky EMB (KERN, CR)

Pumpa Econo gradient pump (Bio-Rad, USA)

Sonikacni lazent Sonorex digitec DT 1028 (BANDELIN, Némecko)
Sonikacni sonda Ultrasonic Processor UP200S (Hielscher Ultrasonics, Némecko)
Souprava pro SDS-PAGE (Bio-Rad, USA)

Spektrometr DeNovix DS-11 (DeNovix, USA)

Termostat s tiepackou Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)
Vakuové odparka SpeedVac (Jouan, Francie)

Vortex (VELP Scientifica, Italie)

Zdroj napéti MP-250 V (Cleaver Scientific Ltd, UK)

Chemikalie

1,2-bis(dimethylamino)-ethan (TEMED) (Sigma-Aldrich, USA)
1,4-dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, USA)
2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, USA)
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Acetonitril (Merck, Némecko)

Agar (Oxoid, USA)

Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

Ampicilin (Jersey Lab Supply, USA)

Azid sodny (Sigma-Aldrich, USA)

Bacto-Trypton (Oxoid, USA)

Bacto-Yeast extrakt (Oxoid, USA)

Bromfenolova modf (Serva, Némecko)

Coomassie Brilliant Blue R 250 (Sigma-Aldrich, USA)
Dihydrogenfosfore¢nan draselna (Lach-ner, CR)

Dodecylsiran sodny (SDS) (Bio-Rad, USA)

Dodekahydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach-ner, CR)
Ethanol (Lach-ner, CR)

Ethylmorfolin (Sigma-Aldrich, USA)

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) (Sigma-Aldrich, USA)
Glycerol (Lach-ner, CR)

Glycin (Sigma-Aldrich, USA)

Hydrogenfosfore¢nan sodny (Lach-ner, CR)

Hydroxid sodny (Lach-ner, CR)

Chloramfenikol (Jersey Lab Supply, USA)

Chlorid draselny (Lach-ner, CR)

Chlorid sodny (Lach-ner, CR)

Imidazol (Sigma-Aldrich, USA)

Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) (Sigma-Aldrich, USA)
Kanamycin (Jersey Lab Supply, USA)

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CCA) (Sigma-Aldrich, USA)
Kyselina citronova (Sigma-Aldrich, USA)

Kyselina chlorovodikova (Lachema, CR)

Kyselina octova (Fluka, Svycarsko)

Leupeptin (Sigma-Aldrich, USA)

Methanol (Lach-ner, CR)

Monoklonalni myss$i Anti-polyhistidinova protilatka konjugovana s peroxidasou

(Sigma-Aldrich, USA)
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3.1.3.

3.1.4.

3.1.5.

N,N-methylen-bis-akrylamid (Sigma-Aldrich, USA)

SeeBlue Pre-stained Protein standard (Life Technologies, USA)
Susené mléko (Bohemilk, CR)

Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP) (Sigma-Aldrich, USA)

Tris (Sigma-Aldrich, USA)

Voda LC/MS distota (Merck, Némecko)

Enzymy

Thrombin — Serinova proteasa thrombin z hovézi plazmy (Mr = 37000, ¢ = 20
U/ml) (GE Healthcare Bio-Sciences, USA)

Trypsin — Praseci trypsin (Promega, USA)

Bakterialni kmen

E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL (Stratagene, USA)

Genotyp: F-ompT hsdS(rg- mg-) dem” Tet' gal A(DE3) endA Hte [argU proL Cam']
[argU ileY LeuW Strep/Spec']

Plasmidy
pGEX — DNA sekvence TEADI1 vloZena mezi restrikéni mista Ndel a EcoRI

5-ATTGAGCCCAGCAGCTGGAGCGGCAGTGAGAGCCCTGCCGAAAACATGGAAAGGATGAGTGACTCTGCAGATAAGCCAA

TTGACAATGATGCAGAAGGGGTCTGGAGCCCCGACATCGAGCAAAGCTTTCAGGAGGCCCTGGCTATCTATCCACCATGTGG
GAGGAGGAAAATCATCTTATCAGACGAAGGCAAAATGTATGGTAGGAATGAATTGATAGCCAGATACATCAAACTCAGGACAG
GCAAGACGAGGACCAGAAAACAGGTGTCTAGTCACATTCAGGTTCTTGCCAGAAGGAAATCTCGTGATTTTCATTCCAAGCTA
AAGGATCAGACTGCAAAGGATAAGGCCCTGCAGCACATGGCGGCCATGTCCTCAGCCCAGATCGTCTCGGCCACTGCCATT

CATAACAAGCTGGGGCTGCCTGGGATTCCACGCCCGACCTTCCCAGGGGCGCCGGGGTTCTGGCCGGGAATGATTCAAACA
GGGCAGCCAGGATCCTCACAAGACGTCAAGCCTTTTGTGCAGCAGGCCTACCCCATCCAGCCAGCGGTCACAGCCCCCATT
CCAGGGTTTGAGCCTGCATCGGCCCCAGCTCCCTCAGTCCCTGCCTGGCAAGGTCGCTCCATTGGCACAACCAAGCTTCGC

CTGGTGGAATTTTCAGCTTTTCTCGAGCAGCAGCGAGACCCAGACTCGTACAACAAACACCTCTTCGTGCACATTGGGCATG

CCAACCATTCTTACAGTGACCCATTGCTTGAATCAGTGGACATTCGTCAGATTTATGACAAATTTCCTGAAAAGAAAGGTGGCT
TAAAGGAACTGTTTGGAAAGGGCCCTCAAAATGCCTTCTTCCTCGTAAAATTCTGGGCTGATTTAAACTGCAATATTCAAGATG
ATGCTGGGGCTTTTTATGGTGTAACCAGTCAGTACGAGAGTTCTGAAAATATGACAGTCACCTGTTCCACCAAAGTTTGCTCC

TTTGGGAAGCAAGTAGTAGAAAAAGTAGAGACGGAGTATGCAAGGTTTGAGAATGGCCGATTTGTATACCGAATAAACCGCTC
CCCAATGTGTGAATATATGATCAACTTCATCCACAAGCTCAAACACTTACCAGAGAAATATATGATGAACAGTGTTTTGGAAAA
CTTCACAATTTTATTGGTGGTAACAAACAGGGATACACAAGAAACTCTACTCTGCATGGCCTGTGTGTTTGAAGTTTCAAATAG
TGAACACGGAGCACA ACATCATATTTACAGGCTTGTAAAGGACTGA-3’

Plasmid byl pfipraven RNDr. Hynkem Mrazkem, Ph.D.
pET-28a(+) — DNA sekvence TEAD1 vlozena mezi restrikéni mista Ndel a EcoRI

5-ATTGAGCCCAGCAGCTGGAGCGGCAGTGAGAGCCCTGCCGAAAACATGGAAAGGATGAGTGACTCTGCAGATAAGCCAA
TTGACAATGATGCAGAAGGGGTCTGGAGCCCCGACATCGAGCAAAGCTTTCAGGAGGCCCTGGCTATCTATCCACCATGTGG
GAGGAGGAAAATCATCTTATCAGACGAAGGCAAAATGTATGGTAGGAATGAATTGATAGCCAGATACATCAAACTCAGGACAG
GCAAGACGAGGACCAGAAAACAGGTGTCTAGTCACATTCAGGTTCTTGCCAGAAGGAAATCTCGTGATTTTCATTCCAAGCTA
AAGGATCAGACTGCAAAGGATAAGGCCCTGCAGCACATGGCGGCCATGTCCTCAGCCCAGATCGTCTCGGCCACTGCCATT
CATAACAAGCTGGGGCTGCCTGGGATTCCACGCCCGACCTTCCCAGGGGCGCCGGGGTTCTGGCCGGGAATGATTCAAACA
GGGCAGCCAGGATCCTCACAAGACGTCAAGCCTTTTGTGCAGCAGGCCTACCCCATCCAGCCAGCGGTCACAGCCCCCATT
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3.1.6.

3.1.7.

CCAGGGTTTGAGCCTGCATCGGCCCCAGCTCCCTCAGTCCCTGCCTGGCAAGGTCGCTCCATTGGCACAACCAAGCTTCGC
CTGGTGGAATTTTCAGCTTTTCTCGAGCAGCAGCGAGACCCAGACTCGTACAACAAACACCTCTTCGTGCACATTGGGCATG

CCAACCATTCTTACAGTGACCCATTGCTTGAATCAGTGGACATTCGTCAGATTTATGACAAATTTCCTGAAAAGAAAGGTGGCT
TAAAGGAACTGTTTGGAAAGGGCCCTCAAAATGCCTTCTTCCTCGTAAAATTCTGGGCTGATTTAAACTGCAATATTCAAGATG
ATGCTGGGGCTTTTTATGGTGTAACCAGTCAGTACGAGAGTTCTGAAAATATGACAGTCACCTGTTCCACCAAAGTTTGCTCC

TTTGGGAAGCAAGTAGTAGAAAAAGTAGAGACGGAGTATGCAAGGTTTGAGAATGGCCGATTTGTATACCGAATAAACCGCTC
CCCAATGTGTGAATATATGATCAACTTCATCCACAAGCTCAAACACTTACCAGAGAAATATATGATGAACAGTGTTTTGGAAAA
CTTCACAATTTTATTGGTGGTAACAAACAGGGATACACAAGAAACTCTACTCTGCATGGCCTGTGTGTTTGAAGTTTCAAATAG
TGAACACGGAGCACA ACATCATATTTACAGGCTTGTAAAGGACTGA-3"

Plasmid byl pfipraven Mgr. Riizenou Liskovou?®.

Kity
Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific, USA)

Pufry a média

30% akrylamidova smés pro SDS-PAGE

70% (v/v) H20, 29% (w/v) akrylamid, 1% (w/v) N,N-methylen-bis-akrylamid

Barvici roztok pro gely po SDS-PAGE

45% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina octova, 0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue
R 250

Ethylmorfolinovy pufr — 100mM ethylmorfolin, pH 8,4

LB Agar

1,25% (w/v) agar, 1% (w/v) bacto-trypton, 1% (w/v) NaCl, 0,5% (w/v) bacto-yeast extrakt,
sterilizovano

LB médium

1% (w/v) bacto-trypton, 1% (w/v) NaCl, 0,5% (w/v) bacto-yeast extrakt, pH = 7.4,
sterilizovano

Odbarvovaci roztok pro gely po SDS-PAGE

55% (v/v) H20, 35% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina octova

PBS pufr — 137 mM NaCl, 3 mM KCI, 2mM KH;PO4, 10mM Na,HPOq, pH 7.4,
sterilizovano

Roztok protilatky pro imunodetekci — 1:4000 (v/v) monoklonalni mysi protilatka
konjugovana s peroxidasou v PBS pufru

TGS (Tris-Glycin-SDS) pufr

10 mM Tris, 250 mM glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE

100 mM DTT, 50 mM Tris, 12% (v/v) glycerol, 4% (v/v) SDS, 0,1% (w/v) bromfenolova
modf, pH 6,8
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3.2. Metody

3.2.1. Vybér plasmidu pro produkci transkripéniho faktoru TEAD1

Nejprve byly pouzity dva plasmidy: vektory pGEX a pET-28a(+), do kterych byl vlozen
gen kodujici lidsky protein TEADI. Témito dvéma plasmidy byly transformovéany bakterie
E. coli kmene BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL.

3.2.1.1. Transformace

Bunky E. coli byly ponechany z —80 °C rozmrznout na ledu. Poté bylo k této 100 ul
bunécné suspenzi pridano 0,3 pl roztoku plasmidu pGEX o koncentraci 1 pg/ul. A stejné
mnozstvi plasmidu pET-28a(+) bylo pfidano do druhé 100 pl bunééné suspenze. Po ptidani
plasmidu byla smés ponechana 20 minut inkubovat na ledu a byl proveden teplotni Sok pfi
42 °C po dobu 45 sekund. Dale byl rychle pfidan 1 ml sterilniho LB média a buiiky byly
ponechany inkubovat pii 37 °C, po dobu 1 h a pfi tfepani 550 rpm. Po této inkubaci byly
bunécné suspenze centrifugovany po dobu 4 min pti 1 600X g. Bylo odebrano 900 pl
supernatantu a ve zbytku byla resuspendovana vznikla peleta. Z této buné¢ni suspenze bylo
30 pul naneseno a rozetfeno na petriho misku s LB agarem. LB agar, na ktery byly
naneseny buiiky s plasmidem pGEX, obsahoval ampicilin (50 png/ml) a chloramfenikol

(35 pg/ml) a LB agar, na ktery byly naneseny buiiky s plasmidem pET-28a(+) obsahoval
kanamycin (50 pg/ml) a chloramfenikol (35 pg/ml). Misky byly ponechény inkubovat ptes
noc pii 37°C.

3.2.1.2. Priprava stacionarni kultury
Dalsi den byly z kazdé misky vybrany ctyii kolonie, preneseny do zkumavek se 2 ml
sterilniho LB média s pfisluSnymi antibiotiky a ponechany inkubovat za stalého tfepani

ptes noc pii 37 °C.

3.2.1.3. Test produkce

Pro kazdy plasmid bylo pfipraveno 8 zkumavek, které obsahovaly 1 ml sterilniho LB
média s pfisluSnymi antibiotiky. Z kazdé zkumavky se stacionarni kulturou bylo dvakrat
odebrano 5 pl kultury a pfidano k 1 ml sterilniho LB média s pfisluSnymi antibiotiky.
Vsech Sestnact zkumavek se nechalo tfepat (250 otacek/min) po dobu 1,5 h pii 37 °C. Do
osmi zkumavek oznacenych + bylo pfidano IPTG tak, aby koncentrace v celém objemu

byla 1 mM, a dalSich osm zkumavek s buné¢nou kulturou ozna¢enych — nebylo
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indukovéno a slouzilo jako kontrola. VSechny zkumavky byly ponechany inkubovat pii
teploté 30 °C po dobu 3 h za stalého tiepani (250 otacek/min). Déle byly bunécné kultury
centrifugovany po dobu 5 min pii 3000X g a vznikla peleta byla resuspendovana ve 100 ul

1 X koncentrované¢ho vzorkového pufru pro SDS elektroforézu.

3.2.2. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s SDS

Byly ptipraveny polyakrylamidové gely, které se skladaly z 10% separac¢niho gelu a 5%
zaostfovaciho gelu. Slozeni separac¢niho a zaostfovaciho gelu je uvedeno v tabulce 1.
Vzorky byly se vzorkovym pufrem 5 minut povafeny a poté 5 minut centrifugovany pfi
8000% g. Do prvni jamky bylo naneseno 5 pul standardu obsahujiciho proteiny o zndmé
molekulové hmotnosti a do dalSich jamek bylo naneseno 10 pl vzorkd. Pro zaputovani do
zaostfovaciho gelu probihala elektroforéza pti konstantnim proudu 15 mA na jeden gel o
rozmeérech 8,5X7,5%0,1 cm. Po zaputovani elektroforéza probihala pti konstantnim proudu
25 mA na jeden gel o rozmérech 8,5x7,5X0,1 cm. Souprava pro SDS-PAGE byla
naplnéna TGS (Tris-Glycin-SDS) pufrem.

Tab. 1 — SloZeni geld pro SDS-PAGE

Slozky Objem [ml]
10% separacni gel 5% zaostiovaci gel
H,O 1,9 0,68
30% akrylamidova smés 1,7 0,17
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3 -
1 M Tris (pH 6,8) - 0,13
10% Dodecylsiran sodny (SDS) 0,05 0,01
Teramethylendiamin (TEMED) 0,002 0,001
10% Peroxodisiran amonny 0,05 0,01
(APS)

Po skonceni elektroforézy byly dva gely pouzity pro elektroptenos na
nitrocelulosovou membranu a dal$i dva byly barveny barvicim roztokem Coomassie
Brilliant Blue po dobu 10 minut. Poté byl gel odbarven odbarvovacim roztokem a bylo
mozné odecist piiblizné molekulové hmotnosti proteini porovnavanim se standardem o

znamé molekulové hmotnosti.

3.2.3. Elektropfenos na nitrocelulosovou membranu
Gely po elektroforéze byly spole¢né s filtraénimi papiry a nitrocelulosovou membranou
namoceny do TGS (Tris-Glycin-SDS) pufru s 20 % methanolem a naskladany mezi

elektrody. Po dobu 1,5 hodiny dochazelo k elektropienosu proteinti z gelu na membranu za
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konstantniho proudu 0,8 mA na 1 cm? membrany. Po skonéeni elektropienosu byla volna
mista na membrané blokovana 1 % roztokem susené¢ho odtu¢néného mléka v PBS pufru.
Toto blokovani probihalo 20 h a poté byla membrana promyta PBS pufrem 4Xx 10 minut.
Po dokonalém vymyti roztoku suseného mléka byly ptidany mysi protilatky proti
histidinové kotvé konjugovana s kienovou peroxidasou. Po 90 minutach byly membrany
opét promyty PBS pufrem 3X 10 minut. Mista pfitomnosti protilatky byla detekovana
pomoci ECL kitu. Membrany byly pokryty smési roztoka peroxidu vodiku a luminolu

v poméru 1:1. Byla pofizena fotodokumentace luminescence.

3.2.4. Nalezeni vhodnych podminek produkce transkripéniho faktoru
TEAD1

3.2.4.1. Vybér vhodné koncentrace induktoru (IPTG)

Plasmid pET-28a(+) byl transformovén do bunék bakterie £. Coli kmene BL21-
CodonPlus(DE3)-RIPL stejnym zptsobem jako v kapitole 3.2.1. Po vybréani jedné kolonie
z agaru, pfenesenim do sterilniho LB média a inkubaci pies noc pti 37 °C ve sterilnim LB
médiu s antibiotiky kanamycin (50 pg/ml) a chloramfenikol (35 pg/ml) bylo ptipraveno 7
zkumavek s 1 ml sterilniho LB média s pfisluSnymi antibiotiky. Do kazdé bylo ptidano 50
ul bunécéné kultury. Zkumavky byly ponechdny za stalého tfepani rychlosti 250 otacek/min
po dobu 1,5 hodiny pti 37°C. Poté bylo ptidano rozdilné mnozstvi IPTG tak, aby
koncentrace byly v kazdé zkumavce rozdilné. Byly testovany koncentrace IPTG ve
zkumavkach 0 mM; 0,1 mM; 0,2 mM; 0,5 mM; 1 mM; 2 mM; 5 mM. Po indukci byly
kultury inkubovany pti 37 °C po dobu 3 h pii stalém tfepani rychlosti 250 otacek/min. Poté
byly kultury centrifugovany pii 3000X g po dobu 5 minut. Vznikla peleta byla
resuspendovana ve 100 pl vzorkového pufru na SDS elektroforézu. VSechny vzorky byly
poté analyzovany pomoci SDS elektroforézy tak, jak je uvedeno v kapitole 3.2.2. Byl také

proveden elektropienos a imunodekce tak, jak je popséno v kapitole 3.2.3.

3.2.4.2 Vybér vhodné teploty produkce

Jako u ptedchoziho vybéru bylo do 3 zkumavek s 1 ml sterilniho LB média a ptisluSnymi
antibiotiky pfidano 50 pl kultury transformovanych bunék BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL.
Zkumavky byly ponechany 1,5 hodiny tfepat rychlosti 250 ota¢ek/min pii 37 °C a poté
byly jednotlivé zkumavky vytemperovany na 25 °C, 30 °C a 37 °C. Bylo ptidano IPTG
tak, aby jeho koncentrace ve zkumavce byla 0,2 mM. Zkumavky byly ponechéany tiepat 3 h
pfi téchto teplotach rychlosti tiepani 250 otacek/min. Poté byly kultury centrifugovany pti
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3000 g po dobu 5 minut. Vznikla peleta byla resuspendovana ve 100 pl vzorkového
pufru na SDS elektroforézu. Vzorky byly analyzovany pomoci SDS elektroforézy a
elektroptenosu s imunodetekei (kap. 3.2.2. a 3.2.3).

3.2.4.3. Vybér vhodného produkéniho €asu

Jako u predchozich vybért bylo do 6 zkumavek s 1 ml sterilniho LB média a ptislusnymi
antibiotiky pfidano 50 pl kultury transformovanych bun¢k BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL.
Zkumavky byly ponechany 1,5 hodiny tiepat rychlosti 250 otacek/min pii 37°C. Bylo
ptidano IPTG tak, aby jeho koncentrace ve zkumavce byla 0,2 mM. Byly testovany
produkéni Casy 1, 2, 3, 6, 8 a 18 hodin. Zkumavky byly ponechény tiepat pti 37 °C
rychlosti tfepani 250 otaek/min po dobu téchto cast. Poté byly kultury centrifugovéany pfi
3000% g po dobu 5 minut. Vznikla peleta byla resuspendovéana ve 100 pl vzorkového
pufru na SDS elektroforézu. Vzorky byly analyzovany pomoci SDS elektroforézy a
elektroptenosu s imunodetekei (kap. 3.2.2. a 3.2.3).

3.2.5. Purifikace transkripc¢niho faktoru TEAD1

3.2.5.1.  Produkce transkripéniho faktoru TEAD1 ve velkém objemu

Plasmid pET-28a(+) byl transformovan do bun¢k bakterie £. Coli kmene BL21-
CodonPlus(DE3)-RIPL stejnym zptsobem jako v kapitole 3.2.1.1. Byla vybrana jedna
kolonie z agaru a ptenesena do 100 ml sterilniho LB médiu s antibiotiky kanamycin (50
ng/ml) a chloramfenikol (35 pg/ml). Tato bunécéna kultura byla ponechéna inkubovat 16 h
pti 37 °C. Dale produkce probihala v osmi Erlenmayerovych banikach o objemu 2 1, které
obsahovaly 0,5 I sterilniho LB média s ptisluSnymi antibiotiky. Do kazdé

z Erlenmayerovych banék bylo pfidano 5 ml bunécné kultury. Erlenmayerovy banky byly
ponechany tiepat rychlosti 250 otacek/min pii 37°C. Béhem tfepani byla méfena opticka
denzita bunécné suspenze pii 600 nm, kterd kdyz dosahla hodnoty 0,6, byla provedena
indukce IPTG tak, aby koncentrace v celkovém objemu byla 0,2 mM. Poté byly
Erlenmayerovy barky dale tfepany rychlosti 250 ota¢ek/min po dobu 1 h pii 37 °C.
Nakonec byly bunééné kultury centrifugovany po dobu 15 minut pii 3000x g a 4 °C.
Pelety byly ponechény ptes noc pti 4 °C. Dalsi den byla peleta resuspendovana ve 20 ml
pufru A pro afinitni chromatografii (sloZeni pufri na afinitni chromatografii viz. Tab. 2,
str. 33 v kapitole 3.2.5.2.). Na 0,5 | média bylo pouZito 20 ml pufru. Také byly pfidany
inhibitory proteas, presnéji 4 ul 10mM PMSF a 100 ul 0,4 mM leupeptinu, které byly

ptfidany do 40 ml pufru. Vzniklé suspenze byly sonikaci lyzovany 3 X 5 minut na ledu. Poté
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byl buné¢ny lyzat centrifugovan 20 minut pti 4 °C pii 40000x g. Supernatant byl ihned

oddé¢len od pelety a slouzil jako vzorek, s nimz se déle pracovalo.

3.2.5.2. Afinitni chromatografie

K afinitni chromatografii byla pouzita kolona s Ni-NTA nosi¢em. Priitok mobilni faze po
celou dobu afinitni chromatografie byl 1 ml/min. Nejprve byla kolona promyta po dobu 15
minut pufrem A. Na kolonu byl nanesen cely supernatant. Kolona byla promyta pufrem A.
Byla méfena absorbance pti 280 nm vychazejiciho roztoku. Kdyz hodnota absorbance
klesla na nulu, byla kolona promyvana pufrem B po dobu 20 minut. Poté byla kolona
promyvana pufem C, ktery obsahoval vétsi koncentraci imidazolu. VSechna kapalina
vytékajici z kolony byla zachytavana tak, Ze vznikly frakce pfi nandSeni vzorku a frakce
pfti eluci. Z téchto frakci bylo odebrano 10 pl a k nim bylo pfiddano 10 pl 2x
koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS elektroforézu. Takto pfipravené vzorky byly
analyzovany pomoci SDS elektroforézy a elektropienosu s imunodetekei (popsany

v kapitolach 3.2.2. a 3.2.3)

Tab. 2 — Slozeni pufrt pro afinitni chromatografii

Pufr pH Slozeni
Pufr A 6,6 0,01 M kys. 0,07M 1 mM
Citronové Na,HPOsXx12H,0 | 2-merkaptoethanol i
Pufr B 6,6 0,01 M kys. 0,07M 1 mM 30 mM
Citronova Na,HPO.x 12H,0 | 2-merkaptoethanol | imadazol
Pufr C 6,6 0,01 M kys. 0,07M 1 mM 0,5M
Citronové Na,HPOsXx12H,0 | 2-merkaptoethanol | imidazol

3.2.6. Stépeni histidinové kotvy

Vybrana frakce z afinitni chromatografie, jez obsahovala protein TEAD 1, byla rozdélena
na dva vzorky po 3 ml. Do obou vzorkil byl pfidan thrombin tak, aby jeho aktivita

v roztoku €inila 1 U/mg proteinu. Jeden vzorek s thrombinem byl ponechan v lednici

(4 °C) a druhy pfti pokojové teplote (25 °C). Z téchto dvou vzorkl s ptidanym thrombinem
bylo odebirano 40 ul po uplynuti 1 hodiny, 2 hodin, 4 hodin, 8 hodin a 20 hodin. Hned

k nim bylo pfidano 10 ul 5X koncentrovaného vzorkového pufru. Takto pfipravené vzorky
byly ihned se vzorkovym pufrem povafeny po dobu 5 minut a dany zmrazit. Dalsi den byly
takto pfipravené vzorky analyzovany pomoci SDS elektroforézy a elektroptenosu

s imunodetekci (popsany v kapitolach 3.2.2. a 3.2.3)
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3.2.7. Gelova permeacni chromatografie

Dalsim krokem purifikace byla gelova permeac¢ni chromatografie, ktera byla vyuzita pro
oddé€leni transkripcniho faktoru TEAD1 od oddé€lené histidinové kotvy a dalSich
bakterialnich proteind. Byla pouzita kolona ENrich SEC 70 10x300 mm. Dva vzorky po
odstépeni histidinové kotvy a jeden vzorek s histidinovou kotvou byly koncentrovany
pomoci centrifuga¢niho koncentratoru s membranou o velikosti port 10 kDa. Koncentrator
se vzorkem byl centrifugovan pii 3000x g do té doby, né¢z objem vzorku c¢inil 800 pl.
Kolona i ddvkovaci smycka o objemu 1 ml byly nejprve promyty pufrem o slozeni 0,01M
kyselina citronova, 0,07 M NaHPO4Xx12H>0 a 1 mM 2-merkaptoethanol, pH 6,6. Poté byl
nanesen vzorek pfi priutoku mobilni faze 1 ml/min. Pokud absorbance pti 280 nm piesahla
hodnotu 0,01, byly frakce jimany do pfipravenych zkumavek. Z téchto frakci bylo vzdy
odebrano 10 pl vzorku a pfidano 10 pl 2X koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS
elektroforézu. Takto ptipravené vzorky byly poté analyzovany pomoci SDS elektroforézy
(popsano v kapitolach 3.2.2.). Gelova permeacni chromatografie byla provedena pro

vSechny tfi vzorky samostatné.

3.2.8. Peptidové mapovani

3.2.8.1. Odbarveni gelu

ProuZky proteint na gelu po SDS elektroforéze byly nejprve vytiznuty skalpelem,
nasekany na malé kostky 1X1 mm a pfeneseny do zkumavek, kde byly pfevrstveny 50 pl
ethylmorfolinového pufru a 50 ul acetonitrilu. Zkumavky s timto roztokem byly

sonikovany do doby, nez doslo k iplnému odbarveni kostek gelu.

3.2.8.2. Promyti gelu

Poté byl odbarvovaci roztok odstranén a bylo ptidano 30 pl acetonitrilu pro vysuseni gelu.
Po tplném zbélani gelu byl acetonitril odsan a bylo ptidano 30 pl ethylmorfolinového
pufru. Ten byl ponechan po dobu 5 minut. Tento postup byl opakovan jesté dvakrat. Takto

promyté kousky gelu byly ponechany na vzduchu vyschnout.

3.2.8.3. Redukce disulfidickych mustku a alkylace cystein(

K vysuSenym gellim bylo ptidano 40 pl 20 mM Tris(2-karboxyethyl)fosfinu (TCEP). Poté
byly zkumavky zahtivany po dobu 3 minut pii 70 °C. Roztoky byly pipetou odstranény a
bylo ptidano 30 pl acetonitrilu. Zkumavky byly sonikovany do doby, nez doslo ke zb€leni
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geli. Roztoky byly opét pipetou odstranény. Poté byla provedena reakce po dobu 30 minut

ve tmé s pfidanymi 50 pl 50 mM iodacetamidu v ethylmorfolinovém pufru.

3.2.8.4. Promyvani a vysuseni gelu

3X byly gely promyvany stfidavé ethylmorfolinovym pufrem a acetonitrilem. Vzdy byly
roztoky sonikovany a pipetou odstranény. Nakonec bylo ke geliim ptidano 20 pl
ethylmorfolinového pufru a 20 ul acetonitrilu. Gely byly ponechany vysusit po dobu 30

minut ve vakuové odparce.

3.2.8.5. Sté&peni trypsinem v gelu

K vysusenym geltim bylo ptidano 100 ul ethylmorfolinového pufru s 10 % acetonitrilem o
pH 8,3 a 1 ul trypsinu. Vysledna koncentrace trypsinu byla tedy 1 pg/pl. Smés byla
inkubovéna ptes noc pti 37°C. Peptidy byly poté uvolnény z gell sonikaci po dobu 20

minut.

3.2.8.6. Hmotnostné spektrometricka analyza

Na MALDI ter¢ byl nanesen 1 pl ziskaného roztoku a po zaschnuti byl prevrstven 1 pl
kyseliny a-kyano-4-hydroxyskoticové (CCA) matrice. Molekulové hmotnosti tryptickych
Stépl byly ziskany pomoci hmotnosti spektrometrie MALDI/FT-ICR (MALDI je iontovy
zdroj pro hmotnostni spektrometr z anglického ,,Matrix-Assisted Laser Desorption
Ionization®, FT-ICR je hmotnostni analyzator z anglického ,,Fourier Transform Ion
Cyclotron Resonance*). Méteni provedl RNDr. Petr Novéak, Ph.D. Vysledky byly
vyhodnoceny pomoci ProteinScape a spektra byla algoritmem Mascot 2.0 porovnana
oproti lidské a prokaryotické databazi SwissProt. Nastaveni algoritmu Mascot 2.0 bylo
nasledujici: chyba méfeni do 5 ppm, pouZzita proteasa trypsin, kterd mohla vynechat
maximalné jedno zasahové misto, fixni karbamidomethylace cysetinu a variabilni oxidace

metioninu.
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4. Vysledky

4.1.Vybér plasmidu pro produkci transkripéniho faktoru TEAD1

V této praci byl nejprve vybran vhodny plasmid pro produkcei transkripéniho faktoru
TEADI. Byly pouzity dva plasmidy: vektory pGEX a pET-28a(+), do kterych byl vlozen
gen kodujici lidsky protein TEAD1. Témito dvéma plasmidy byly transformovany bakterie
E. coli kmene BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL. Poté ke vzorkiim oznacenych + bylo pfidano
IPTG a dochézelo k produkci transkripéniho faktoru TEADI s polyhistidinovou kotvou.
Naopak ke vzorkiim ozna¢enym — se IPTG nepftidalo a k produkci nedochéazelo. Proteiny
v takto ziskanych vzorcich byly analyzovany pomoci SDS elektroforézy (obr. 13). Na gelu
po SDS elektroforéze nebyl vidét rozdil v produkei proteinu TEADI, proto byl proveden i
elektroptenos s imunodetekei protilatkou proti polyhistidinové kotvé (obr. 14, str. 37).
Celkova molekulova hmotnost produkovaného transkripéniho faktoru TEADI

s polyhistidinovou kotvou je 49,827 kDa.
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Obr. 13 — SDS-PAGE gely pro vybér vhodného plasmidu
Na levém gelu vzorky s plasmidem pGEX a na pravém gelu vzorky s plasmidem pET-
28a(+). Symbolem + jsou oznaceny vzorky indukované IPTG. Symbolem — jsou oznaceny

vzorky, které nebyly indukovany IPTG.
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Obr. 14 — Elektroptenos po imunodetekci protilatkou proti polyhistidinové kotvé

Na levé membrané vzorky s plasmidem pGEX a na pravé membrané vzorky s plasmidem
pET-28a(+). Symbolem + jsou oznaceny vzorky indukované IPTG. Symbolem — jsou
oznaceny vzorky, které nebyly indukovany IPTG.

Nejvice se velikosti proteinu TEADI1 blizi prouzek proteinu nachézejici se u standardu
velikosti 50 kDa. Pfi porovnani elektroptenosi je vidét, ze k produkei proteinu TEAD1
dochdzi mnohem vice pfi pouziti plasmidu pET-28a(+). Pro dalsi produkce byl tedy

pouzivan pouze plasmid pET-28a(+).

4.2. Nalezeni vhodnych podminek produkce transkripéniho faktoru
TEAD1

4.2.1. Vybér vhodné koncentrace induktoru (IPTG)

Produkce probihala po dobu 3 hodin pfi teploté 37 °C a byly testovany koncentrace IPTG
0 mM; 0,1 mM; 0,2 mM; 0,5 mM; 1 mM; 2 mM a 5 mM. Ziskané proteiny byly
analyzovany pomoci SDS elektroforézy a elektroptenosu s imunodetekei protilatkou proti

polyhistidinové kotvé (obr. 15, str. 38).
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Obr. 15 — Vybér vhodné koncentrace induktoru
Vlevo gel po SDS-PAGE pro rizné koncentrace IPTG. Vpravo mebrana po elektroptenosu
a imunodetekci protilatkou proti polyhistidinové kotve pro rizné koncentrace IPTG.

Na elektropfenosu je vidét, Zze od koncentrace 0,2 mM az 1 mM IPTG je vznik
proteinu TEADI pfiblizné stejny. Proto jako vhodna koncentrace induktoru byla zvolena

koncentrace 0,2 mM IPTG.

4.2.2 Vybér vhodné teploty produkce

Byly testovany tfi teploty produkce: 25, 30 a 37°C. Produkce probihala po dobu 3 hodin a
koncentrace induktoru byla 0,2 mM. Ziskané proteiny byly analyzovany pomoci SDS
elektroforézy a elektropienosu s imunodetekei protilatkou proti polyhistidinové kotvé (obr.

16, str. 39).
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Obr. 16 — Vybér vhodné teploty produkce
Vlevo gel po SDS-PAGE pro rizné teploty produkce. Vpravo membréana po
elektropfenosu a imunodetekcei protilatkou proti polyhistidinové kotvé pro riizné teploty
produkce.

Pti porovnani gelu a mebrany je vidét, ze pti rozdilnych teplotach produkce dochazi
ke vzniku piiblizné stejného mnozstvi proteinu TEADI. Proto jako vhodna teplota

produkce bylo dale ponechano 37 °C.

4.2.3. Vybér vhodného produkéniho ¢asu

Bylo testovano 6 riznych casti produkce: 1 h, 2 h, 3 h, 6 h, 8 h a 18 h. Pii produkci byla
teplota 37 °C a koncentrace IPTG 0,2 mM. Takto ziskané proteiny byly analyzovany
pomoci SDS elektroforézy a elektroptenosu s imunodetekci protilatkou proti

polyhistidinové kotvé (obr. 17, str. 40).
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Obr. 17 - Vybér vhodného produkéniho €asu
Vlevo gel po SDS-PAGE pro rizné ¢asy produkce. Vpravo membrana po elektropienosu a
imunodetekcei protilatkou proti polyhistidinové kotve pro rizné casy produkce.

Z membrany po elektropienosu je patrné, ze k nejvetsi produkei proteinu TEAD1
dochazi po jedné hoding produkce. Proto jako vhodnéa doba produkce proteinu TEADI
byla dale pouzita 1 hodina.

4.3. Purifikace transkripéniho faktoru TEAD1

4.3.1. Afinitni chromatografie

Po nalezeni vhodnych podminek produkce byl protein TEAD1 produkovan ve velkém
objemu zivného média. Byla provedena produkce pii 37 °C po dobu 1 hodiny a
koncentrace induktoru byla 0,2 mM. Ziskany bunéény lyzat byl nanesen na
chromotografickou kolonu s Ni-NTA nosi¢em. Proteiny s polyhistidinovou kotvou se pfes
Ni*" ionty navézaly na kolonu a poté byly imidazolem eluovany. Byl ziskdn zdznam
prabéhu eluce proteinti pomoci imidazolu podle méfeni absorbance roztoku vychazejiciho
z kolony pii 280 nm (obr. 18, str. 41). Po celou dobu afinitni chromatografie byly sbirany
frakce proteint, které byly poté vyhodnoceny pomoci SDS-PAGE (obr. 19, str. 41)
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Obr. 18 — Zaznam pribehu eluce proteinti z kolony Ni-NTA imidazolem
Frakce 1 je pfi promyvani kolony 30 mM imidazolem. Frakce 2 je pfi promyvani kolony

0,5 M imidazolem.
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Obr. 19 — Frakce z afinitni chromatografie
Nanaska — nanaska na kolonu, PF 1,2,3,4 — frakce, které nebyly zachyceny na koloné, 1 —
Frakce pfi promyvéni kolony 30 mM Imidazolem, 2 — Frakce pfi promyvani kolony 0,5 M
imidazolem. Vlevo gel po SDS-PAGE a vpravo membrana po elektroptfenosu a
imunodetekci protilatkou proti polyhistidinové kotve.

Na membrané je vidét, ze ¢ast proteinu TEAD]1 prosla, ale vétSina se zachytila na
kolonu a byla eluovana pufrem s 30 mM imidazolem. Také¢ je na membrané vidét, ze se

protilatka bud’ nespecificky véaze i na dalsi proteiny, které obsahuji n€kolik histidinii za
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sebou, nebo se TEAD1 rozpada a protilatka se vaze na jeho mensi ¢asti. Poté byl pouzit

jesté dalsi purifikacni krok a pred nim byla odstépena polyhistidinova kotva.

4.4. Stépeni histidinové kotvy

Pomoci thrombinu byla pti dvou riiznych teplotach (4 °C, 25 °C) odstépena
polyhistidinové kotva. Stépeni probihalo po dobu péti riiznych ¢asi (1, 3, 6 a 20 hodin).
Poté bylo vzdy stépeni zastaveno piidanim vzorkového pufru a povarenim vzorku.
Vsechny tyto vzorky byly podrobeny SDS-PAGE a elektropfenosu s imunodetekci
protilatkou proti polyhistidinové kotvé (obr. 20).
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Obr. 20 — Stépeni polyhistidonév kotvy thrombinem
Vlevo gel po SDS-PAGE a vpravo membrana po elektroptenosu a imunodetekci
protilatkou proti polyhistidinové kotvé.

Na membrané po elektropienosu a imunodetekci protilatkou proti polyhistidinové
kotvé (obr. 20) je vidét, Ze po 20 hodinach je pii obou teplotach polyhistidinové kotva
uplné odstépena. Jako vhodngjsi teplota pro Sté€peni polyhistidinové kotvy byla zvolena

teplota 4 °C, protoze pfi 25 °C proteiny precipitovaly.
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4.5. Gelova permeacni chromatografie

Poslednim purifika¢nim krokem byla gelova permeacni chromatografie. Tato metoda se
pouziva k oddéleni proteinti podle jejich velikosti. Velké proteiny prochazi kolonou
nejrychleji a malé proteiny jsou zpomalovany v porech gelu, a prochazeji tedy kolonou
pomaleji. Tohoto principu bylo pouzito pfedevsim k odstranéni v pfedchozim kroku
odstépené polyhistidinové kotvy a zbyvajicich bakterialnich proteinti. Vzorek po odstépeni
polyhistidinové kotvy byl koncentrovan a nanesen na kolonu. Po celou dobu priabéhu
chromatografie byla méfena konduktivita a absorbance pti 280 nm roztoku vytékajiciho

z kolony (obr. 21). Konduktivita byla méfena pro zjisténi, kdy z kolony za¢nou vychazet
soli. Vytékajici roztok byl sbiran po frakcich a poté byly vybrané frakce naneseny na SDS-
PAGE k analyze ziskanych proteini (obr. 22, str. 44).
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Obr. 21 — Prubé¢h eluce gelové permeacni chromatografie
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Obr. 22 — Vzorky z gelové permeacni chromatografie

Vlevo redukujici gel po SDS-PAGE vybranych frakci z gelové permeacni chromatografie.
Vpravo neredukujici gel po SDS-PAGE vybranych frakci z gelové permeacni
chromatografie. Nanaska G.C. — nanaska na gelovou permeacni chromatografii. 2 a 3 —
vzrist prvniho vrcholu. 4,5,6 a 7 klesani prvniho vrcholu. 10 a 11 - maly vrchol.

Na obrazku redukujiciho gelu (obr. 22) je vidét, Ze se protein TEADI eluuje diive
neZ jiné vétsi proteiny, coz by mohlo byt zpiisobeno tvorbou kovalentniho dimeru proteinu
TEADI, ktery by na redukujicim gelu nebyl vidét. Proto byly vzorky naneseny jesté na
neredukujici gel, kde je vidét, Ze k eluci proteinu TEAD1 dochazi také diive, ale ostatni
proteiny se eluuji podle velikosti. Tento problém muze byt zptisoben tim, ze TEADI1 tvofi
nekovalentni komplex s néjakymi jinymi proteiny nebo sam se sebou, ale tento

nekovalentni komplex neni vidét ani na neredukujicim gelu.

4.6. Peptidové mapovani
Byly vytiznuty prouzky z gelu po SDS-PAGE podle Obr. 23 na strané€ 45, proteiny v nich
obsazen¢ byly $tépeny trypsinem a vzniklé peptidy byly analyzovany pomoci hmotnostni

spektrometrie.

44



kA

Obr. 23 — Gel po S-PAGE vybranych frakei z gelové peezé'ni chron;atograﬁe
Sipkami a pfifazenymi &isly jsou oznadeny vyiiznuté prouzky, u nichz bylo provedeno
Stépeni trypsinem a hmotnostni spektrometrie v usporadani MALDI/FT-ICR. Prouzek 4
byl vyhodnocen jako protein TEADI.

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu ProteinScape a spektra byla
algoritmem Mascot 2.0 porovnana oproti lidské a prokaryotické databazi SwissProt. K
prouzku 1 byl pfifazen protein 2-oxoglutarat dehydrogenaza slozka E1 (E.Coli) viz obr. 24
str. 46.
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Obr. 24 - Hmotnostni spektrum prouzku 1
Modrymi hvézdi¢kami jsou oznaceny signély pfifazené proteinu 2-oxoglutarat

dehydrogenéza slozka E1 (E.Coli).

K prouzku 2 byl pfifazen Bifunkéni polymyxin rezistentni protein ArnA (£.Coli) viz Obr.
25, str. 47.
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Obr. 25 - Hmotnostni spektrum prouzku 2

Modrymi hvézdickami jsou oznaceny signaly pfifazené Bifunkénimu polymyxin

rezistentnimu proteinu ArnA (E.Coli).

K prouzku 3 byl pfifazen protein Glutamin-fruktosa-6-fosfat aminotransferaza (£.Coli) viz

obr. 26, str. 48.
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Modrymi hvézdi¢kami jsou oznaceny signdly piifazené proteinu Glutamin-fruktosa-6-
fosfat aminotransferaza (E.Coli).

K prouzku 4 byl pfifazen protein TEADI a dihydrolipoyllysinovy zbytek
sukcinyltransferazy slozky komplexu 2-oxoglutarat dehydrogenazy (E.coli) viz obr.27, str.

49 a obr. 28, str. 50.

48




Intens. | x e
x108 *

1,0 -

0,8

0,61

014‘ * o

138276 214205

245817

0,21

0,0
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 m/z

Obr. 27 - Hmotnostni spektrum prouzku 4
Zelenymi hvézdickami jsou oznaceny signdly pfifazené dihydrolipoyllysinovému zbytku
sukcinyltransferazy slozka komplexu 2-oxoglutarat dehydrogenazy (E.coli). Cervenymi

kolecky jsou oznaceny signaly ptifazené proteinu TEADI.
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GSHMIEPSSW GGSESPAENM EFMSGSADKP IDNDAEGVWS PDIEQSFQEA LAIYPPCGRE
KiLsDEGEM YGENELIARY IELETGETRT BBQVssHIQV LABRRSRDOFH sELEDQTARD
BALQHMAAMS SIQIVSATAI HNJILGLPGIP JIPTFPGAPGF WPGMIQTGQP GSSQDVPFV
QQAYPIQPAV TAPIPGFEPA SAPAPSVPAW QGIISIGTTL [|LVEFSAFLE QQIDPDSYNI
HLFVHIGHAN HSYSDPLLES VDIRQIYDEF PEKKGGLEGL FGEGPQNAFF LVEFWADLNC
NIQDDAGAFY GVTSQYESSE NMTVTCSTRY cSFGRQVVER VETEYARFEN GRFVYRINRS
PMCEYMINFI HELEHLPERY MMNSVLENFT ILLVVTNRDT QETLLCMACV FEVSNSEHGA

QHHIYRLVED

Obr. 28 — Primarni sekvence ptipraveného transkripéniho faktoru TEADI
- jsou oznaceny aminokyseliny lysin a arginin, za kterymi §té€pi trypsin. Modie jsou
vyznaceny peptidy, které byly nalezany v hmotnostnim spektru.

Nékteré peptidy, které vznikly po Stépeni trypsinem nebyly v hmotnosnim spektru
nalezeny, protoze jsou pii méfeni za danych podminek bud’ ptili§ malé, nebo pfilis velké.
Protein dihydrolipoyllysinovy zbytek sukcinyltransferazy slozky komplexu 2-oxoglutarat
dehydrogenézy (E.coli) je v hmotnostnim spektru kviili skoro stejné molekulové
hmotnosti. Molekulovd hmotnost tohoto proteinu je 44 kDa a molekulova hmotnost
ptipravovaného proteinu TEAD1 bez histidinové kotvy je 48 kDa. Proteiny s takto
blizkymi molekulovymi hmotnostmi nelze rozdé€lit pomoci gelové permeacéni

chromatografie ani pomoci SDS elektroforézy.

K prouzku 5 byl pfifazen 30S ribosomalni protein S2 viz obr. 29, str. 51.
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Obr.29 - Hmotnostni spektrum prouzku 5

Modrymi hvézdi¢kami jsou oznaceny signaly piitazené 30S ribosomalnimu proteinu S2.
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5. Diskuze

V této praci byl rekombinantné piipraven transkripcni faktor TEAD1 tak, Ze nejprve byl
zvolen vhodny plasmid pro tento protein. Bylo vybirano ze dvou plasmidi pGEX a
pET-28a(+). Na membran¢ po elektropienosu (obr. 14, str. 37) je vidét, ze s plasmidem
pET-28a(+) dochazelo k produkci proteinu TEAD1 mnohem vice nez s plasmidem pGEX.
Proto byl déle pouzivan pouze plasmid pET-28a(+). V praci Mgr. Razeny Liskové se
nepodafilo produkovat protein TEADI1 za pouziti plasmidu pET-28a(+) v buiikach
bakterialniho kmene BL21-Gold (DE3)>?®, proto byly v této praci pouzity buiiky
bakteridlniho kmene BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL, které byly pouzity pii ptipravé DNA
vazebné domény proteinu TEAD4 pro zjisténi krystalické struktury DNA vazebné domény
proteinu TEAD4 s DNA®. Prouzek proteinu TEADI je na tomto elektropienosu (obr. 14,
str. 37) vidét nad hodnotu standardu 50 kDa, coz mtze byt zpisobeno tim, Ze protein
TEAD1 obsahuje vice aminokyselin, které maji zasadity charakter, a mize se pti SDS
elektroforéze pohybovat pomaleji. Proto odhad molekulové hmotnosti proteinu pomoci
SDS elektroforézy neni uplné piesny.

Dale byly nalezeny vhodné podminky produkce. Jako vhodna koncentrace
induktoru (IPTG) byla zvolena koncentrace v médiu 0,2 mM, protoZe na elektropienosu
(obr. 15, str. 38) je vidét, Ze od koncentrace 0,2 mM az 1 mM IPTG je vznik proteinu
TEADI pfiblizné€ stejny. Cena induktoru IPTG neni zanedbatelnd, proto zvolena
koncentrace nizsi, tedy 0,2 mM. Jako vhodna teplota produkce byla zvolena teplota 37 °C,
protoze pii porovnani gelu a mebrany po elektroptenosu (obr. 16, str. 39) je vidét, ze pii
rozdilnych teplotach produkce dochazi ke vzniku pfiblizné stejného mnozZstvi proteinu
TEADI.Jako posledni byla vybrana vhodna doba produkce, pfi niz se produkovalo nejvetsi
mnozstvi proteinu TEAD1. Z membrany po elektropienosu (obr. 17, str. 40) je patrné, ze
k nejvétsi produkci proteinu TEAD1 dochazi po jedné hodiné produkce. Byla tedy jako
vhodné doba produkce zvolena 1 hodina. Pti téchto podminkach byl TEAD1 produkovéan
ve velkém objemu sterilniho LB média a déle purifikovan. Prvnim purifikacnim krokem
byla afinitni chromatografie s Ni-NTA kolonou. TEAD1 se zachytil na kolon¢ diky
polyhistidinové kotvé a byl eluovan jiz nizkou koncentraci imidazolu. To je nejspiSe
zpiisobeno tim, Ze se TEAD1 na nosi¢ pfili§ dobfe nevazal, nebo nosi¢ kolony jiZ nebyl
v nejlepSim stavu a potfeboval by znovu nabit nikelnatymi ionty. Také se protein TEAD1

nemusel pfili§ dobte vazat kviili tomu, ze je pomérné velky a histidinova kotva nemusela
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byt dobfe ptistupna na povrchu. Poté byla nalezena vhodna doba a teplota $tépeni
polyhistidinové kotvy thrombinem. Na membrané po elektropfenosu a imunodetekci
protilatkou proti polyhistidinové kotvé (obr.20, str. 42) je vidéet, Ze po 20 hodinach je pii
obou teplotach polyhistidinova kotva uplné odstépena. Jako vhodnéjsi teplota pro Stépeni
polyhistidinové kotvy byla zvolena teplota 4 °C, protoze pii teploté 25 °C byla kotva sice
odstépena rychleji, ale dochazelo vice k precipitaci proteint. Gelova permeacni
chromatografie slouzila k odstranéni ostatnich nezadoucich bakteridlnich proteinii a
odstépenych polyhistidinovych kotev. Jak je vidét na obrazku 22 na stran¢ 44, doslo
k malému rozd¢leni proteint podle velikosti a protein TEADI je vidét ve vice frakcich i
s jinymi proteiny. Proteiny ziskané po gelové permeacni chromatografii byly
identifikovany pomoci peptidového mapovani. Bylo potvrzeno, ze prouzek nad 50 kDa
standardu obsahuje jak protein TEADI, tak i dihydrolipoyllysinovy zbytek
sukcinyltransferazy slozky komplexu 2-oxoglutarat dehydrogenazy (E.coli). Tento protein
od proteinu TEAD1 nelze odd¢lit ani iontové vyménnou chromatografii, protoze maji
velmi blizkou hodnotu pl. Podafilo se tedy rekombinantné ptipravit transkripcni faktor
TEADI, ale bohuzel nedoslo k dostatecnému odd¢€leni proteinti, proto se transkripéni
faktor nepodatilo ziskat €isty. Pro ziskani lepsi Cistoty proteinu TEAD1 by mozna pomohla
produkce v jesté vétsim objemu LB média. Dochézelo by k produkci vétsiho mnozstvi
proteinu TEADI a po zachyceni na Ni-NTA kolonu by nezbyvalo tolik mista pro navazani
ostatnich proteind.

K produkei proteinu TEAD1 dochézi malo a koncentrace ziskaného proteinu je
nizka pfiblizn€ 0,03 mg na litr LB média. Béhem vSech purifikac¢nich krokt dochazi
k velkym ztratdm, protoZe TEAD1 se nejspiSe rozpada na mensi fragmenty od N’-koncové
oblasti, ktera je velmi proménlivé a nebyla u ni zjidténa struktura®. Tento rozpad je
usuzovan kvili tomu, ze protilatka proti polyhistidinové kotveé barvi i prouzky o mensi
molekulové hmotnosti, nez je TEAD, jak je vidét na obr.15, str. 38. Na tomto obrazku je
také vidét, ze pokud je koncentrace IPTG nulovéa nedochdzi k produkci proteinu TEADI a
protilatka proti polyhistidinové kotvé neobarvila na membrané zadny z prouzki. Jeho
nizka stabilita miiZze byt zplisobena tim, Ze v eukaryotickych bunikdch nedochézi
k palmitoylaci, ktera, jak jiz bylo zminéno, je dilleZitd pro spravné sbaleni a stabilitu
proteinu TEADI1. Pro lepsi vytézek proteinu TEADI1 by bylo mozZna lepsi pouZiti savéich
bunék, u nichz k palmitoylaci dochdzi®. Bylo zjisténo, e glykolyza reguluje interakci

mezi YAP/TAZ a TEADI. Presnéji by tato interakce méla byt zavisla na endogenni
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fosfofruktokinase 127. Mozna také proto nedoglo k oddé&leni rekombinantniho proteinu

TEADI od ostatnich proteinii metabolismu bakterie E. coli.
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6. Zaver

Byl vybran vhodny plasmid pro produkci transkripéniho faktoru TEAD1 a to plasmid
pET-28a(+). Byly vybrany vhodné produkéni podminky proteinu TEAD1. TEAD1 byl
produkovana po dobu 1 hodiny pti 37 °C a koncentrace induktoru IPTG v médiu byla

0,2 mM. Dale byl protein TEADI purifikovan pomoci afinitni chromatografie. Od
ziskaného proteinu byla odstépena polyhistidinova kotva pomoci thrombinu. Byly
nalezeny vhodné podminky $té€peni polyhisitidové kotvy, které bylo provedeno po dobu 20
hodin pti 4 °C. Poslednim purifikacnim krokem byla gelova permeacni chromatografie, po
niz byly pomoci hmotnostné spektrometrické analyzy zjistény ziskané proteiny. Mezi nimi
byl také zjistén protein TEADI, ktery bohuZzel nebyl &isty, protoze se ho nepodafilo na
gelové permeacni chromatografii dostatecné oddélit od ostatnich proteintl, jimiz jsou

proteiny metabolismu bakterie E. coli.
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