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Abstrakt

Transkripéni faktory z TEAD rodiny hraji v organismu dtlezitou roli béhem jeho vyvoje,
kdy aktivuji expresi proteinti ovlivitujicich rast a diferenciaci bunék a také proteint
bréanicich apoptose, ¢imz reguluji velikost organti. Aktivita TEAD proteinil je regulovana
prostfednictvim signalnich drah a interakci s koaktivatory a porucha téchto regulacnich
mechanism mtize zpusobit vznik nadorovych onemocnéni. Z toho divodu jsou TEAD
proteiny zajimavym cilem pro vyvoj novych protirakovinnych 1é¢iv zalozenych na inhibici
jejich aktivity. Jednou z moznosti, jak inhibovat aktivitu transkripéniho faktoru, je zabranit
jeho vazb¢ na DNA.

Pro navrZeni nového 1é¢iva braniciho vazbé transkripéniho faktoru na DNA je nejprve
potfeba presné znat strukturni podstatu interakce téchto dvou molekul. V této praci byla
pripravena DNA vazebnd doména lidského proteinu TEAD1 postupem rekombinantni
exprese v bakterii E. coli. Byly nalezeny vhodné podminky produkce a pfipravovany

protein byl purifikovan do dostate¢né Cistoty pro strukturni analyzu jeho interakci s DNA.

Klicova slova

Transkripéni faktor, TEAD1, DNA vazajici protein, rekombinantni exprese, purifikace

proteinu



Abstract

The TEAD family transcription factors play an important role during devolopment of
organisms, where their main purpose is to regulate organ size by activating expression of
proteins involved in cell growth and differentiation and apoptosis inhibition. TEAD
proteins activity is regulated by signalling pathways and interactions with coactivators.
Disregulation of these mechanisms can lead to development of tumors, which is the reason
why TEAD proteins became an interesting target for development of new anticancer drugs
based on inhibiting their activity. There are several possibilities how to inhibit activity of a
transcription factor including blocking its bond to DNA.

To design a new drug that blocks transcription factors binding to DNA the structural
basis of interaction of these two molecules has to be known first. In this thesis the DNA
binding domain of human protein TEAD1 was prepared using the technique of
recombinant expression in bacteria E. coli. Suitable conditions of protein production were
found and the DNA binding domain of TEAD1 protein was purified so it will be possible

to use it for structural analysis of its intraction with DNA.

Keywords

Transcription factor, TEAD1, DNA binding protein, recombinant expression, protein

purification
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Seznam zkratek a symbolU:

ABCB1
Afp
AK
Ankrdl
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ATTS

Birc2
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CBB
CCA
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EDN
EDTA
eRNA
Fofrd
FOXA
FT ICR
Gata3
GSK3A
HLH
IPTG
LATS
LC/MS ¢istota
MALDI

M-CAT

Mcll
MRNA

cilovy gen proteinu TEAD (z anglického ,,ATP-binding cassette subfamily B*)

cilovy gen proteinu Tead, koduje a-fetoprotein

aminokyselina

cilovy gen proteinu TEAD (z anglického ,,ankyrin repeat domain®)

adenosintrifosfat

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

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

hovézi sérovy albumin

Coomassie brilliant blue

kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova

komplementarni DNA

cilovy gen proteinu Tead (z anglického ,,caudal type homeobox*)

cilovy gen proteinu TEAD (z anglického ,,connective tissue growth factor)

cilovy gen proteinu TEAD (z anglického ,,cysteine-rich angiogenic inducer®)

cilovy gen proteinu TEAD (z anglického ,,DNA damage inducible transcript®)
2-deoxyribonukleova kyselina

1,4-dithiothreitol

cilovy gen proteinu TEAD, koduje protein Endothelin

kyselina ethylendiamintetraoctova

enhancerova RNA

cilovy gen proteinu Tead (z anglického ,,fibroblast growth factor receptor )

rodina transkrip¢nich faktord obsahujicich ,,forkhead box*“ DNA vazebnou doménu
hmotnostni analyzator (z anglického ,,fourier transform ion cyclotron resonance*)
cilovy gen proteinu Tead, koduje transkripéni faktor vazajici GATA sekvenci DNA
cilovy gen proteinu TEAD, glykogen synthasa kinasa-3 alfa

DNA vézajici struktura ,,helix-loop-helix“

isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid

kinasa, soucast Hippo signaliza¢ni drahy (z anglického ,,large tumor supressor®)
dostatecna Cistota pro kapalinovou chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii
iontovy zdroj pro hmotnostni spektrometr (z anglického ,matrix assisted laser
desorption ionization®)

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

cilovy gen proteinu Tead (z anglického ,,myeloid cell leukemia“)

messenger RNA



MST

NAIP
Ni-NTA

NMR

Oct

Pax3

pb

PCR

PDZ motiv

PMSF
RHAMM
RNA

SDS
SDS-PAGE
SlyD

SV40
SOX

TAZ

TCEP
TEAD

TEF-1
TEMED
TF
TOF
TRAIL

VEGFA

Vg

VGLL

WW doména
YAP

ZNF

kinasa, soucast Hippo signalizaéni drahy (z anglického ,,mammalian sterile 20-like
kinase*)

cilovy gen proteinu TEAD (z anglického ,,NLR family apoptosis inhibitory protein®)
nosi¢ pro afinitni chromatografii (Nikelnaté kationty vazané pfes nitrilotrioctovou
kyselinu — NTA)

nukledrni magnetickd rezonance

cilovy gen proteinu Tead (z anglického ,,octamer-binding transctiption factor*)

cilovy gen proteinu Tead (z anglického ,,paired box*)

pary bazi

polymerasova fetézova reakce

strukturni motiv v aktivaéni doméné proteinu YAP, akronym z nazvi proteinl, ve
kterych byl jako prvni nalezen

fenylmethylsulfonyl fluorid

cilovy gen proteinu TEAD (z anglického ,,receptor for hyaluronan mediated motility)
ribonukleova kyselina

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi SDS

FKBP — typ peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa SlyD, bakterialni protein zachytavajici
se na Ni-NTA kolong

simian virus 40

cilovy gen proteinu TEAD (z anglického ,,SRY-related HMG-box*, pfi¢emz SRY je
zkratka pro ,,sex determining region Y a HMG ,,high mobility group*)

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

Tris(2-karboxyethyl)fosfin

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

jiny nazev pro TEADI1 (z anglického ,.transcriptional enhancer factor)
1,2-bis(dimethylamino)-ethan

transkrip¢ni faktor

detektor pro hmotnostni spektrometr (z anglického ,time of flight*)

cilovy gen proteinu TEAD (z anglického ,tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand*)

cilovy gen proteinu TEAD (z anglického ,,vascular endothelial growth factor)

Vestigial protein, koaktivator Scallopedu u drosophily

koaktivator proteinu TEAD (z anglického Vestigial-like protein)

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

DNA vazajici struktura zinkovy prst (z anglického ,,zinc finger®)
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1. Teoreticka cast

1.1.Regulace transkripce transkripénimi faktory

Transkripéni faktory jsou proteiny vazajici se na DNA, pomoci kterych je buiika schopna
regulovat prepis genetické informace z DNA do mRNA a tim i expresi jednotlivych gend,
coz je proces, pii kterém je informace zakodovand v DNA pies soustavu krokt
zahrnujicich transkripci, sestiih mRNA, translaci a posttranslacni Upravy nakonec
pielozena na vysledny produkt, protein. Diky této regulaci je pak organismus schopen
reagovat na fadu vnéjSich i1 vnitfnich podnéti zménami v mnozstvi a lokalizaci jim
produkovanych proteini?.

Regulace transkripce pomoci transkripénich faktori hraje zasadni roli v mnoha
dilezitych biologickych procesech, jako je napfiklad piestup mezi fazemi bunééného
cyklu, udrzovani stalé vnitrobunééné metabolické rovnovahy i pfi zménach ve vnéjSim
prostiedi nebo diferenciace bunék a vyvoj tkdni a organi?. Zmény v aktivité nebo
specifité¢ vazby transkripCnich faktorii jsou také jednou z dulezitych soucésti evolu¢niho
vyvoje organismil. Byla ptfedpovézena existence ptiblizné¢ 1500 protein kdédujicich genti
v lidském genomu, které koduji transkripcéni faktory, ale jen u ¢asti z nich byla zatim
pfesné popsana jejich struktura a funkce. Na obr. 1 jsou pak znamé transkripcni faktory

roztfidény do skupin podle své funkce v organismu?.

Bunééné procesy Metabolicke procesy

Imunitni

\( SystEM

Lokalizace

Reprodukce

Reakce na

Rist & wvoj podnéty

Obr. 1: Shrnuti biologickych procesi regulovanych transkripénimi faktory. Nejvice transkripénich faktort
reguluje diferenciaci buné€k a tkani béhem vyvoje a velké mnozstvi se jich také u€astni bunéénych procesi
(napf. ptrenos signalu uvnitf buiiky). Nékteré transkripéni faktory mohou spadat do vice nez jedné skupiny?.
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Porucha regulace transkripce pomoci transkripcnich faktorti je divodem vzniku mnoha
zédvaznych onemocnéni. Transkripéni faktory byvaji casto nadmérné exprimovany
v nadorové tkani a az tfetina vyvojovych poruch u lidi je spojovana s poruchou jejich
funkce!. Z téchto diivodil jsou transkripéni faktory zajimavym cilem pii vyvoji novych
1é¢iv. Léciva cilena na tyto proteiny se uz v soucasnosti Gspé€Sné pouzivaji napiiklad
u n&kterych typt rakoviny prsu®. Aby mohlo byt navrzeno nové 1é&ivo zacilené na néktery
transkripcni faktor, je nejprve potiecba piesné znat jak jeho funkci v organismu, tak i
chemickou strukturu a moznosti interakci s DNA a s dalSimi molekulami. Transkrip¢ni

faktory proto jsou v soucasné dobé ¢astym piedmétem zkoumani.

1.1.1. Regulacni elementy DNA

Regula¢ni elementy jsou oblasti DNA obsahujici specifické sekvence, na které nasedaji
transkripcni faktory a mohou tak ovlivnit aktivitu RNA polymerasy II, tedy enzymu, ktery
je u eukaryotickych bun¢k zodpovédny za prepis genetické informace z DNA do mRNA.
Transkripéni faktory s ni mohou interagovat bud’ pfimo, nebo prostiednictvim jinych
faktorii. Mohou také ovlivnit miru sbaleni chromatinu a tim i jeho pfistupnost pro RNA
polymerasu II nebo daldi transkripéni faktory?. Oblasti patfici mezi tyto cis-regula¢ni

elementy jsou shrnuty na obrazku 2.

e Ty

Insulator

\
; Silencer
misto vazby

{] /\ '/—'__"\transkripf:nich faktord
2 @3 < .
I  mm— I ey |
mista vazby transkripnich faktord transkriptni pofatek
roximalni promotor ici ol

A

e====""""" ladro promotoru

Obr. 2: Regula¢ni oblasti DNA*.
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V okoli transkripéniho pocatku se nachazi jadro promotoru, na které nasedaji obecné
a umoznuji zahdjeni transkripce. Na proximalni promotor potom nasedaji transkripcni
faktory nebo celé jejich skupiny a ovliviuji aktivitu RNA polymerasy I1. Mezi vzdalengjsi
cis-regulacni elementy patii enhancery a silencery. Vazba transkripéniho faktoru na tyto
oblasti také miize bud’ zvysit (enhancery) nebo naopak tlumit (silencery) miru transkripce.
Jako insulatory (v doslovném piekladu oddélovace) jsou oznacovany oblasti, které brani

prenosu signalu z enhancert a tim snizuji jejich vliv na miru transkripce daného genu °.

1.1.1.1. Promotory

Promotory jsou regula¢ni oblasti na DNA, které se nachazi v tésné blizkosti mista, kam
nasedd RNA polymerasa II — transkripéniho pocatku. V tésné blizkosti k transkripénimu
pocatku (do vzdalenosti 100 parti bazi) lezi v zivocisnych buiikach jadro promotoru. Praveé
toto misto obsahuje sekvence rozpoznavané obecnymi transkripénimi faktory, jako je
transkripce®.

Na obrazku 3 (str. 13) jsou zndzornény jednotlivé kroky transkripéniho cyklu. Aby
mohla RNA polymerasa Il nasednout na promotor, je v nékterych piipadech nejprve nutné
uvolnit DNA v oblasti promotoru z jeji vazby na nukleosom’. K tomu slouzi transkripéni
faktory, které byvaji oznac¢ované jako ,,pioneer faktory. Tyto proteiny se dokdzou vazat na
sbaleny chromatin a ve spolupraci s dalsimi faktory zpGsobit jeho rozbaleni (Obr. 3.1)%,
V dal§im kroku (Obr. 3.2) je takto odhaleny promotor rozpoznavan transkripénim faktorem
TFIID, coz je komplex, ktery se sklada z TATA box vazajiciho proteinu a tfinacti dalSich
pokracuje nasednutim dalSich obecnych transkripcnich faktort (TFIIA, B, C, E, F a H)
a RNA polymerasy II. Cely proces mlize byt ovlivnén transkripénimi faktory navdzanymi
na specifické sekvence na promotoru nebo enhanceru a jimi vazanymi koaktivatory®.
V kroku 3 RNA polymerasa Il za¢ina syntetizovat mRNA. Po oddé€leni proteinii vazanych
na TATA box muze byt jeji ¢innost vlivem nékterych transkripénich faktord pozastavena
(Obr. 3.4) a pozd¢ji vlivem dalsich zase obnovena (Obr. 3.5). Po dosyntetizovani celého
useku (Obr. 3.6) se RNA polymerasa II uvolni (Obr. 3.7) a mize byt znovu vyuZita
(Obr. 3.8)".
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TF - aktivator

2 Obecne transkripini
faktory + koaktivatary

Faktar, zplsobujic
pozastaveni Cinnosti
RMA pol 11

Obr. 3: Transkripéni cyklus. Jednotlivé kroky, které mohou byt ovlivnény transkripénimi faktory’

Oblast promotoru vzdalenéjsi od pocatku transkripce se nazyva proximalni promotor.
Tato oblast obsahuje specifické sekvence pro vazbu transkripcnich faktort, které dale
usnadnuji (aktivatory) nebo naopak ztézuji (represory) tvorbu preiniciacniho komplexu

a reguluji tak aktivitu RNA polymerasy II*.

1.1.1.2. Enhancery

Enhancery jsou kratké regulacni useky DNA, které se na rozdil od promotori nachazi ve
vétsi vzdalenosti od transkripéniho pocatku jimi regulovaného genu. Prvni znamy enhancer
byl objeven vroce 1981 v genomu viru SV40'? a nasledné byly podobné sekvence
nalezeny u mnoha vyssich eukaryot'®. Byvaji nékolik stovek parti bazi dlouhé® a jejich
vzdélenost od promotoru, se kterym interaguji, se pohybuje v rozmezi od nékolika tisic az
do milionu part bazi®®.

Enhancery ve své sekvenci obsahuji skupiny 8 az 12 part bazi dlouhych sekvenc¢nich
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motivi specificky rozpoznavanych transkripénimi faktory®. Takto navazané transkripéni
faktory potom Kk sobé& pftitahuji koaktivatory a cely proces nakonec vede ke stimulaci

13, K ovlivnéni transkripce obvykle nestadi vazba jednoho

transkripce cilového genu
transkripcniho faktoru, ale je potfeba celd skupina navzajem spolupracujicich faktori.
Transkripéni faktory jsou v buifice exprimovany v reakci na signdly z okoli v riizné mifte
v zévislosti napiiklad na typu tkané nebo aktudlnim stadiu vyvoje®. Diky této skute¢nosti
dokaze bunka ptesnéji regulovat expresi jednotlivych proteini.

Zpusob, jakym transkripéni faktory navézané na enhanceru uplatiiuji svij vliv na
teoretickymi modely. V soucasnosti byva funkce enhancerti nejcastéji vysvétlovana
pomoci tak zvaného smyckového modelu. Enhancer se podle tohoto modelu fyzicky
priblizi k promotoru tim, Ze se DNA ohne a vytvoii se na ni smycka. Ptislusny model byl

i experimentalné potvrzen (obr. 4)114,

a) Kondenzovany chromatin

e) Vytvoreni smycky a jeji stabilizace

Hsﬂ? AC

Cohesin

Obr. 4: Regulace transkripce pomoci transkrip&nich faktorii vdzanych na enhancer?®
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Stejn¢ jako v pfipadé¢ promotoru i u enhanceru je nejprve potieba uvolnit cilovou
sekvenci pro transkripni faktory zjeji vazby na nukleosom pomoci pioneer faktort
(Obr. 4a,b). Vazba pioneer faktorii byva casto spojena s demethylaci DNA a nésledovana
pfipojenim enzymi modifikujicich histony. Na takto odkryty enhancer mohou nasedat
transkrip¢ni faktory (Obr. 4¢) a v ptipadé€, ze se zde navazou ve spravné kombinaci, dojde
I k vazb¢ koaktivatorti (Obr. 4d). Jako koaktivatory slouZi proteiny, které samy o sobé
nemaji schopnost vazat se na DNA, ale ve spolupraci s transkripénimi faktory dokazou
zprostiedkovat kontakt mezi enhancerem a obecnymi transkripénimi faktory na promotoru
(Obr. 4e). Vznikly komplex je nakonec stabilizovan pomoci dalSich faktort, jako je
mediatorovy nebo kohesinovy komplex*3.

Dalsim moznym faktorem pfispivajicim ke stabilizaci komplexu spojujiciho enhancer
S promotorem je takzvana enhancerova RNA (eRNA). Tyto 100 az 500 bazi dlouha vlakna
RNA vznikaji transkripci nekodujicich sekvenci v oblasti enhanceru, a prestoze jejich
pfesnd funkce nebyla zatim Gpln€ prozkoumana, bylo zjisténo, Ze v nékterych ptipadech
mohou pfispivat pravé ke zvySeni stability smycky vzniklé pfi interakci enhanceru a

promotoru®314,

1.1.2. Vliv transkrip€nich faktord na strukturu chromatinu

DNA se v jadrech eukaryotickych bun€k nachazi slozena do kompaktniho chromatinu.
Vldkno DNA je nejprve dvakrat obtoeno okolo histonu, coZ je oktamerni protein
skladajici se ze dvou tetramernich (H2A, H2B, H3 a H4) podjednotek, ¢imz vznika
komplex, ktery se nazyva nukleosom. Vzniklé nukleosomy jsou potom dale svinuty do
vyssich trojrozmémych struktur, coz umozituje dalsi kondenzaci chromatinu®. Pravé mira
komprimace chromatinu je limitujicim faktorem pro nasedéni transkripénich faktort, které
pro svou vazbu potiebuji volny piistup ke své cilové sekvenci. Dulezitou skupinou
transkripénich faktori jsou proto takové, které dokazou uvolnit DNA z vazby na
nukleosomu nebo naopak jeji afinitu k histonu zvysit a tim regulovat jeji pfistupnost pro
dalsi faktory.

Existuji tfi zdkladni skupiny transkripénich faktorh ménicich strukturu chromatinu.
Do prvni skupiny patii faktory, které remodeluji chromatin za spotfeby ATP. Obvykle to
byvaji velké proteinové komplexy s mnozstvim podjednotek, znichz podjednotka

s ATPasovou aktivitou je uréujici pro mechanismus jejich funkce!®. Téchto mechanismi
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existuje nékolik a patii mezi né¢ sklouznuti nukleosomu, dislokace nukleosomu, ¢astecny

rozpad histonu nebo nahrazeni histonu nékterou z jeho variant (Obr. 5)%°.

Meaktivni chromatin Sklouznuti nuklecsomu
- (-

Castetny rozpad Dislokace
histonu / @ nukleosomu
Nahrazeni @
podjednotek
nékterou z variant
histonu

Obr. 5: Zptsoby remodelace chromatinu pomoci komplexti spotiebovavajicich ATP®

Do druhé skupiny faktori ménicich strukturu chromatinu patii enzymy schopné
kovalentné modifikovat n€které konkrétni aminokyseliny histont. Tyto modifikace mohou
zpusobit sbaleni nebo rozbaleni chromatinu, pfipadn¢ mohou tvofit vazebna mista pro dalsi
transkripcni faktory a kofaktory. Zatimco acetylace lysini pomoci histon acetyltransferas
ptispiva k rozvolnéni chromatinu a aktivaci transkripce, miize methylace lysint a arginind,
stejné jako ubiquitinace lysinli transkripci jak aktivovat, tak i tlumit v zavislosti na piesné
poloze té které modifikace'”

Tteti skupinou transkripénich faktorti umoziujicich aktivaci transkripéné neaktivniho
chromatinu jsou takzvané pioneer faktory. Jejich nejzndméjSimi zéstupci jsou proteiny
patfici do FOXA rodiny. U téchto proteinli je znama jejich schopnost vazat se na sbaleny
chromatin a tim umoznit vazbu dalSich transkripénich faktor a pfispivat tak k aktivaci
transkripce®. V né&kterych piipadech mohou tyto proteiny spolupracovat s ostatnimi faktory
zpusobujicimi rozbaleni chromatinu, jako jsou naptiklad enzymy modifikujici histony.
Pioneer faktor se jako prvni navaZe na neaktivni chromatin a rozvolni jeho strukturu
natolik, Ze umozni pfistup remodelacnim komplexiim, které pak mohou pokracovat

v dal8im rozbalovani chromatinu'®

1.2.Modularni struktura transkripénich faktor(

Pro strukturu transkripénich faktorti je typicka ptitomnost nékolika vétSich strukturnich
domén, mezi které¢ patifi interakéni doména, efektorovd (nékdy byva také nazyvana

aktivacni) doména a DNA vazajici doména. Interakéni doména slouzi transkripénim
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faktorim ke zprostfedkovani kontaktu s ostatnimi proteiny, jako jsou dalsi transkripéni
faktory nebo kofaktory!’. Jeden protein miiZze obsahovat i vice interakénich domén pro
ruzné faktory diky ¢emuz miZze napiiklad pfijimat signal z n€kolika rGznych signalnich
drah®®. Efektorova doména je pak tou &asti transkripénich faktord, pfes kterou jsou
schopny uplatnit sviij vliv na proces transkripce. Muze naptiklad interagovat s prvky

.....

pfispivat k rozvolnéni struktury chromatinu®’.

1.2.1. DNA viézajici doména

Nejcasteji zkoumanou ¢asti struktury transkripnich faktort je jejich DNA vazajici
doména. Tato doména je zodpovédna za specifickou vazbu transkripéniho faktoru na jeho
cilovou sekvenci a podle jeji struktury se daji transkripéni faktory rozdélit do jednotlivych
rodin. Struktura DNA vazebné domény byva obvykle evoluéné konzervovana a objevuje se
prakticky ve stejné podobé v ramci celé vyvojové linie. Je mozny i vyskyt vice DNA
vazajicich domén patiicich do stejné rodiny v ramci jednoho proteinu®. Transkripéni
faktory pfislusejici do jedné rodiny také Casto maji podobnu funkci. Piikladem jsou
transkripéni faktory obsahujici homeodoménu, které se vétSinou ucastni vyvojovych
procesit nebo faktory regulujici transkripci interferont (,.interferon regulatory factor
family*), které zase byvaji spojovany s imunitni odpovédi na virové infekce?.
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Obr. 6: Pocet zndmych ¢lent jednotlivych rodin transkripénich faktor rozd€lenych podle struktury DNA
vazajici domény?

-17 -



Pocet znamych rodin DNA vazajicich domén stale nartsta (k roku 2009 jich bylo 77
a vroce 2012 uz 111), pfiCemz nejvice €Clentt (80 % celkového poctu transkripénich
faktori) maji rodiny transkripénich faktori obsahujicich zinkovy prst (ZNF),
homeodoménu nebo helix-loop-helix (HLH) strukturu (Obr. 6, str. 17)>!°. Pfislugnost
transkrip¢niho faktoru k né€které z rodin a z toho plynouci pfitomnost vazebného motivu
specifického pro danou rodinu je urcujici pro jeho zplisob vazby na DNA.

Napriklad rodina s nejvétsim poctem ¢lenti obsahuje ve struktufe DNA vazebné domény
motiv zvany zinkovy prst. Pro jeho strukturu je charakteristicka pfitomnost dvou
antiparalelnich B-listt, za nimiz nasleduje a-helix (obr. 7). Dale obsahuje zine¢naty kation,
ktery je koordinovan ptes dvojici cysteini na druhém p-listu a dvojici histidind na
a-helixu. Pfi vazbé na DNA je a-helix zinkového prstu vlozen do velkého zlabku DNA,
kde interaguji aminokyselinové zbytky s bazemi pomoci vodikovych mustka®. Casta je
také ptitomnost vice zinkovych prstli na jednom proteinu, které se pti vazbé na DNA okolo
ni spirdlovitd obtaceji?l. Cim vice zinkovych prsti protein obsahuje, tim unikatngjsi

sekvenci bude vazat?2.

Obr. 7: Struktura komplexu zinkového prstu (znazornén ervené) s DNA?

Dalsim casto se vyskytujicim motivem, ktery umoziiuje vazbu transkripénich faktort
na DNA, je helix-turn-helix. Tento motiv se vyskytuje napiiklad ve struktuie
homeodomény zminované v obr. 6 (str. 17). Typicka pro néj je pfitomnost dvou navzajem
na sebe kolmych o-helixii propojenych c¢tyfi aminokyseliny dlouhou [-otockou
(obr. 8, str. 19). Vazba na DNA je v tomto pfipadé zprostfedkovana druhym z a-helixt,
ktery se vaze do oblasti velkého Zlabku. Struktura tohoto motivu byva Casto stabilizovana

ptitomnosti dal$ich o-helix@ v jejim okoli, které spole¢né tvofi hydrofobni jadro?.

-18 -



Obr. 8: Struktura komplexu homeodomény s DNA. Cervené je vyznagen motiv helix-turn-helix??

Jiny zpisob vazby na DNA umoziuje motiv zvany leucinovy zip. Strukturu DNA
vazajici domény proteinti patficich do této rodiny lze rozdélit na dveé ¢asti: dimerizacni
oblast a DNA vazajici oblast. Kazda ze dvou podjednotek tohoto motivu sestava z jednoho
piiblizné 60 AK dlouhého a-helixu (obr. 9a). Oblast na jeho C-konci slouzi k dimerizaci
zatimco N-koncova ¢ast obsahuje jako kazdou osmou aminokyselinu (tedy pftiblizné
jednou za dvé otocky) leucin nebo jinou bazickou AK a slouzi k vazbé na DNA.
Dimeriza¢ni oblast hydrofobnimi interakcemi drzi podjednotky pohromadé a z ni
vychazejici leucin obsahujici ¢asti se vdzou na DNA v misté¢ velkého Zlabku. Kazda
Z podjednotek vaze dvousSroubovici z jedné strany a nasedd na svou polovinu cilové
sekvence?’. Modifikaci tohoto motivu je motiv zvany helix-loop-helix (obr. 9b), u kterého
jsou &asti zodpovidajici za dimerizaci a za vazbu na DNA oddéleny smyckou?. Tato
Uprava dava motivu vétsi flexibilitu a umoznuje tak vazbu i na hif pfistupném misté

DNAZ,

(b)

Obr. 9: Struktury komplext motivii leucinovy zip (a) a helix-loop-helix (b) s DNA?
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Kromé téchto nejobvyklejsich motivi se vyskytuje jesté mnoho dalsich (obr. 6, str. 17),
Znichz kazdy také ma svou typickou strukturu a v ni oblast, pomoci které¢ dochézi

k interakci s DNA. Jednim z nich je i TEA doména, ktera byla ptipravovana v této praci.

1.3.TEAD rodina transkrip¢nich faktoru

TEAD je rodina eukaryotickych transkripénich faktorti, které sdileji evoluéné
konzervovanou DNA vazebnou TEA doménu. Prvni protein patfici do této rodiny
(TEAD1) byl objeven ve vazbé na enhancer viru SV40 z lidskych HeLa bunék?®®. Odtud
pochazi i zkratka jeho nazvu — ,transcriptional enhancer activator domain®, tedy protein,
ktery nased4 na enhancer a dokaze aktivovat transkripci®.

72 aminokyselin velkd TEA doména byva nazyvana také ATTS podle prvnich pismen
nazvil proteinii, ve kterych byla nejdiive nalezena®. Patfi mezi né protein AbaA, ktery
reguluje vyvoj nepohlavnich spor u Aspergillus nidulans, Tecl nalezeny u kvasinky
Sacharomyces cerevisiae, lidsky TEF-1, coz je puvodni nazev pro TEADI (z anglického
Ltranscriptional enhancer factor) a protein Scalloped, ktery se ucastni vyvoje kiidel,
nervového systému a smyslovych organi u drosophily?’?8, Tyto ¢&tyfi proteiny jsou
zaroven piikladem evoluéni konzervovanosti TEA domény a porovnani jejich

aminokyselinovych sekvenci je vidét na obrazku 108,

a-Helix 1 a-Helix 2 o-Helix 3
SRRET LEDEGKMYERIE! FET|. FLRTGKT SHILEVILAR
GRRKIILEDEGKMYGRNELIARY (. KLHEIGKT HIQVLARRK
GERE. | WBERGKSYGRNELIAEYIVE JWILDSFL
ETTEL . KI . RNANFSENELISLET). ] BVIWKKTI

Obr. 10: Porovnani aminokyselinovych sekvenci proteintit TEF-1, Scalloped, AbA a Tecl. Zvyraznény jsou
konzervované oblasti a oblasti, které v sekundarni struktufe budou tvofit a-helixy?.

1.3.1. SavCi TEAD proteiny
U savcl jsou znamy ctyii strukturné velmi podobné proteiny patiici do TEAD rodiny
transkripnich faktort — Teadl, Tead2, Tead3 a Tead4. Vsechny Ctyfi maji na
N-konci prakticky identickou DNA vazajici doménu. Tead2 ji ma ze 100 %, Tead3
299 % a Tead4 z 94 % shodnou s Teadl. Zbylé ¢asti proteinu vykazuji mezi jednotlivymi
homology shodu vsekvenci okolo 70% a to prevazné v C-koncové oblasti
(obr. 11, str. 21)%. Vsechny TEAD proteiny také vazou stejné sekvence na DNA?°,
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Obr. 11: Porovnani sekvenci mySich Tead proteind. Aminokyseliny, které jsou na dané pozici shodné
s Teadl jsou vyznaeny jako + 2°.

Jednotlivé TEAD proteiny se od sebe 1i§i hlavné tim v jaké tkani a v jaké fazi vyvoje
jsou exprimovany. V podstaté v kazdé tkani je exprimovan alespon jeden z TEAD genii
a pravé misto jejich vyskytu je jednim z dulezitych znakti potfebnych ke zjisténi jejich
funkce®. Nejvice je funkce jednotlivych TEAD proteinii prozkouméana u jejich mysich
homologu, které se od téch lidskych 1isi jen minimalné (mysi Teadl se od lidského 1isi ve
tfech aminokyselinach)?®. Pfestoze v nékterych piipadech plni né&kolik Tead proteint
stejnou funkci, kazdy z nich je v ur¢ité fazi vyvoje organismu nenahraditelny>L,

Exprese Teadl byla u dospélych mysi zjisténa Vv rizném mnozstvi v mnoha tkanich
a organech, mezi které patfi plice, srdce, ledviny, jatra, mozek nebo kosterni svalstvo®’.
Z lidskych bunéénych linii byl pfitomen v rakovinnych buiikkdch délozniho Ccipku,
vajeéniku, stfev, mozku, v leukemickych burnikach a v bunkach ledvin a placenty. Jeho
exprese naopak nebyla zjisténa u lidskych rakovinnych jaternich bunék?. Dilezitou funkci
tento protein zastava také béhem vyvoje, kdy reguluje rist srde¢niho svalu. Mysi embrya,
ktera méla gen pro Teadl poskozeny, umirala jesté pfed narozenim na srdeéni defekty®.

Teadl je totiz jedinym proteinem z TEAD rodiny, jehoz gen je u embryi exprimovan
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v myokardu?®, Zaroven se Teadl b&hem vyvoje podili i na riistu kosterniho svalstva, vyvoji
nervového systému, ledvin a dychaciho ustroji (obr. 12). Jeho funkce miize byt v nékterych
pfipadech nahrazena jinymi proteiny z TEAD rodiny, ale Uplné vzdy to mozné neni

(napt. pravé u vyvoje srde¢niho svalu)?:33,

Obr. 12: Porovnani exprese jednotlivych Tead proteind v rtiznych tkanich béhem vyvoje mysiho embrya (13.
den). A — histologicky fez (P: placenta, my+d: buniky délohy, ht: srdce, gc: butiky trofoblastu, ys: zloutkovy
vadek), B-E — po oznadeni hybridizaénimi sondami pro jednotlivé Tead proteiny3*

Tead2 je jako jediny z TEAD rodiny exprimovan uz od brzkého embryondlniho stadia
(jeho mRNA byla nalezena ve dvoubunééném mysim embryu)®. Do osmého dne vyvoje je
exprimovan téméf po celém embryu a podili se hlavné na vyvoji mozku, pozdéji jeho
mnozstvi v organismu klesa a objevuje se jen v nékterych tkdnich, mezi které patii prave
mozek, ledviny, plice nebo stievo (obr. 12)?83%. U dospélych jedincti je Tead2 exprimovan
v mnohem mensi mife, neZ u embryi®®. U mysi byl nalezen V buiikich mozku, plic

a vajeéniki®. Z lidskych bunéénych linii byla exprese TEAD2 zjisténa hlavné v buiikach
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vaje¢niku a dale pak v mensi mife v mozku, ledvinach, stfevé a v placenté?®. Teadl muze
z po¢atku vyvoje nahradit funkci Tead2. Mysi embrya s porusenym Tead2 genem se
vyvijeji normalng, i kdyz je u nich vyrazn¢ zvySena Sance, ze se narodi s poruchou
mozku®. Pokud ale maji poruseny zaroveii i Teadl, umiraji jesté¢ pred narozenim a maji
fadu vaznych vyvojovych vad (horsich nez u téch, které maji poruseny pouze Tead1)3.
Tead3 byl z TEAD proteinti objeven jako posledni. U lidi i u mysi je exprimovan
hlavn¢ v placenté, kde se vaze na enhancer genu pro choriovy somatomammotropin a
ovliviiuje diferenciaci bun¢k. V embryu se objevuje az v pozdéjsich fazich vyvoje a to
v nervovych a svalovych buiikach (obr. 12, str. 22)%*. U dospélych mysi byl nalezen
Vv buiikach téméf vSech organti (plice, srdce, ledviny, stfeva, jatra... ), ale naptiklad 1 ve
svalovych buiikach kosterniho svalstva®®.
pocatku vyvoje embrya. U mySich embryi, ktera méla Tead4 gen poruseny, k diferenciaci
viibec nedoslo. Pokud ale k poruseni Tead4 dojde az pozdé&ji (kdyZ uz je trofoektoderm
diferenciovany), vyviji se embryo normalné®!. V pozdgjsich fazich vyvoje a v dospélosti je
u mySi Tead4 exprimovan hlavné v bunkach kosterniho svalstva a v plicich
(obr. 12, str. 22)?8%, V lidskych bun&énych liniich byla zjisténa jeho exprese v mnoha
ruznych tkanich (rakovinné bunky jater, délozniho ¢ipku, mozku, vaje¢nikt, leukemické

buiiky a kmenové buiiky ledvin a stiev)?.

1.3.2. Struktura TEAD protein(

U zadného z proteinti patiicich do TEAD rodiny nebyla zatim vyfeSena struktura celého
proteinu. VSechny ¢tyti savéi TEAD proteiny sdili na svém N-konci stejnou DNA vazajici
TEA doménu a na C-konci transaktivacni doménu, pomoci které se na n¢ vazou jejich

koaktivatory a struktura téchto dvou domén jiz znama je (obr. 13)¥'.

TEA Transactivation

TEAD1 1 ——— I 426
30 a7 194

a1

Obr. 13: Doménova struktura TEAD proteint®
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1.3.2.1. TEA doména
Struktura TEA domény byla feSena pro lidsky protein TEAD1 pomoci NMR a rentgenové
krystalografie. Z NMR analyzy vyplyva, ze TEA doména je globularni protein, skladajici
se ze tfech a-helixt propojenych dvéma B-smyckami a nestrukturovanymi oblastmi. Prvni
dva helixy jsou vici sobé témeét antiparalelni a spoleéné se tfetim stabilizuji strukturu
proteinu hydrofobnimi interakcemi (obr. 14). Tfeti o-helix a oblast, kterd mu tésné
predchazi, jsou tou ¢asti TEA domény, pomoci které se vaze na DNA. Pro vazbu na DNA
je dilezita také ¢ast smycky spojujici helixy 1 a 2%8, V bieznu 2016 byla publikovana také
castecna krystalograficka struktura TEA domény (bez smycky spojujici helixy 1 a 2), ktera
potvrzuje sekundarni strukturu vyfesenou pomoci NMR a zdlraznuje dilezitost smycky

mezi helixy 1 a 2 pro vazbu na DNA%,

A H2

S T S
N s B
b

5

C-ter //

Obr. 14: Struktura TEA domény. A — stuzkovy diagram, B — se zobrazenymi hydrofobnimi AK zbytky3®
Ze znamych DNA vazebnych domén transkripénich faktord se TEA doména nejvice
podoba homeodoméné a patii tedy mezi helix-turn-helix domény (obr. 15). Od ostatnich
homeodomén se TEA doména lisi hlavné v primarni struktufe a DNA sekvenci, kterou

selektivné vaze3e,

\ " Opg

.

Obr. 15: A — nejblizsi strukturni homolog TEA domény (homeodoména MatA1) ve vazbé na DNA,
B — model komplexu TEA domény s DNA (vytvoteny podle A a dat ziskanych z NMR analyzy)®
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1.3.2.1.1. Vazebny motiv

Jak uz bylo feceno, poprvé byl TEADI nalezen ve vazbé na enhancer viru SV40 v lidskych
HeLa buiikach a to konkrétné na sekvenci zvanou GT-1I motiv?*. Z tohoto motivu je pro
vazbu TEAD proteint dilezita sekvence 5'-TGGAATGT-3 %8,

Dalsi vazebnou sekvenci pro TEAD proteiny jsou takzvané M-CAT elementy, jejichz
nazev vychazi z anglického ,muscle cytosine, adenine, thymine“*. Tyto motivy se
vyskytuji v promotorovych nebo enhancerovych regionech mnoha genti, které jsou
specificky exprimovany ve svalovych buiikach hladkého i kosterniho svalstva. Patii mezi
n¢ naptiklad srdecni troponin T, a-aktin nebo tézky fetézec B-myosinu. M-CAT elementy
se daji nalézt i v genetické informaci jinych nez svalovych bunék a to naptiklad
V promotoru genll pro choriovy somatomammotropin nebo FOXA2. Sekvence potiebna
pro vazbu TEAD proteini na tyto elementy je 5'-CATTCC-3" a v promotorech nékterych
genu se vyskytuje i vicekrat. V takovém ptipad€, pokud to dovoli vzdalenost M-CAT
elementl od sebe, se TEAD proteiny vdZou na oba tyto elementy kooperativné ve forme
dimeru?’.

Byla také nalezena obecnd sekvence, ke které ma nejvyssi afinitu izolovand TEA

doménaato5’-N,neC, G,neG, A T, N, T-3", kde N miize byt kterakoliv z bazi*®.

1.3.2.2. Transaktivacni doména

TEAD proteiny samy o sobé nejsou schopny aktivovat transkripci*!. Postradaji totiz
aktivaéni doménu, pomoci které by mohly interagovat s obecnymi transkripénimi faktory
nebo senzymy remodelujicimi chromatin. K aktivaci transkripce proto vyuzivaji
koaktivatory, coz jsou proteiny, které¢ sice maji aktivacni doménu, ale nejsou schopny
vazby na DNA. Transaktivacni doména TEAD proteinim slouzi pravé ke zprostfedkovani
vazby s koaktivatory a tim i kK tvorbé heterodimeru slouziciho jako funkéni transkripéni
faktor®’.

Struktura transaktivatni domény TEAD proteini byla zatim vyfeSena pro
TEAD 1, 2 a 4. Ve vSech ptipadech se skladad ze dvou B-skladanych listl, z nichz jeden je
slozeny zpéti a druhy ze sedmi vldken, uspotadanych do struktury podobné
imunoglobulinu. Kromé toho obsahuje jest¢ dva helix-turn-helix — motivy
(obr. 16, str. 26) 4244,
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Obr. 16: Struktura transaktivaéni domény proteinu TEAD4

1.3.3. Koaktivatory

Bylo nalezeno nékolik proteind, které ovliviiuji expresi svych cilovych gent skrze vazbu

na TEAD. Patii mezi né¢ YAP, TAZ, Vgll a koaktivator nuklearnich receptorii p160.

1.3.3.1. YAP

Jako prvni byl z koaktivatori sav€ich TEAD proteinli objeven YAP, jehoZ nazev je
zkratkou anglického ,,YES-associated protein“, protoze pivodné byl nalezen ve vazb¢ na
tyrosin kinasu YES®. Ze vsech znamych koaktivatorti TEAD proteini, je pravé YAP tim
Stejné jako TEAD je i YAP evoluéné konzervovany napfi¢ eukaryotickymi organismy*®.
Mnozstvi proteinu YAP dostupného pro vazbu na TEAD je limitujicim faktorem pro miru
exprese mnoha TEAD proteiny ovlivnénych genti. Nadmérna exprese YAP genu v bunce
nasobné zvysi expresi TEAD proteiny regulovanych gent na rozdil od nadmérné exprese
TEAD gent, ktera takovy vliv nema (zvysi se sice mnoZstvi proteinu TEAD, ale neni
dostatek YAP)*47. Mysi embrya s porusenym Yap genem navic maji stejné vyvojové
defekty jako ta s porusenym Teadl a zaroveni 22,

YAP se vaze na transaktivatni doménu TEAD proteinit pomoci domény na svém
N-konci. Tato doména je v nepfitomnosti proteinu TEAD V nestrukturovaném stavu®? a pii
vytvoreni komplexu utvoii dva a-helixy a jedno B-vlakno, pomoci kterych pak interaguje
s transaktiva¢ni doménou TEAD proteint na tfech rozhranich (obr. 17, str. 27). Modifikace
nckterého ztéchto mist vede k oslabeni vazby na TEAD nebo kjejimu uUplnému
zabranéni*®*,

K ovlivnéni miry exprese proteinem YAP, a pfes néj i TEAD, regulovanych genti

vyuzivd YAP aktivaéni doménu s PDZ motivem, kterd se nachazi na jeho C-konci*.
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k interakci s dal§imi proteiny®®. Zptisob, jakym ovliviiuje transkripci, byl zatim ¢astedné
prozkouman pouze u proteinu Yorkie, coz je homolog proteinu YAP u drosophily, ktery
interaguje s chromatin remodelujicimi proteiny Gaf a Brahma a s mediatorovym

komplexem?®.

Obr. 17: Struktura komplexu transaktiva¢ni domény TEAD proteint (Seda) s TEAD vazajici doménou
proteinu YAP (barevna)*

Piestoze TEAD a YAP potiebuji jeden druhého k aktivaci transkripce, je ve vétsiné
dospélych diferenciovanych buné¢k TEAD pfitomen v jadfe, zatimco YAP je vazan
v cytoplazmé na proteinu 14-3-3*°, Vazba proteinu YAP na 14-3-3 a tim i aktivita jeho
partnera, proteinu TEAD, je regulovana signalizaci pfes evolu¢né konzervovanou Hippo
signalizaéni drahu, jejimz je TEAD poslednim ¢ldankem (obr. 18, str. 28)°".

Kdyz je tato signaliza¢ni draha aktivni, jsou signaly z vné burniky pfenaSeny na dvojici
centralnich kinas této drahy, MST1 a 2. MST1/2 poté fosforyluje dalsi dvojici kinas, a to
LATS1 a 2%2. LATS1/2 nakonec fosforyluji YAP na serinu 127, ¢imz vytvoii vazebné
misto pro 14-3-3%, Pokud Hippo draha aktivni neni, YAP ziistava nefosforylovany, na
14-3-3 se nevaze a mlze vstoupit do jadra a interagovat s nékterym z TEAD proteind.
Dalsi moznosti regulace mnozstvi proteinu YAP dostupného pro vazbu na TEAD je jeho
fosforylace na serinu 381, kterd umozni jeho dalsi fosforylaci kasein kinasou 1, coz

zplsobi naslednou ubiquitinaci a degradaci®®.

13.3.2. TAZ

Protein TAZ (transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) je homologem proteinu

YAP (shoda v primarni sekvenci je 45 %)*. Stejné jako YAP se vaze na vSechny &tyfi
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TEAD proteiny, i kdyZ ne ke vS§em ma stejnou afinitu, pomoci domény na svém N-konci,
ktera je téméf shodna s TEAD vazajici doménou proteinu YAP®. Jedinym rozdilem ve
struktufe TEAD vazajici domény téchto dvou proteinti je délka smycky spojujici oba
o-helixy*. T zbytek doménové struktury proteinu TAZ je velmi podobny proteinu YAP.
Na C-konci ma aktiva¢ni doménu s PDZ motivem, podle které byl pojmenovéan, a obsahuje
i WW doménu. Zaroven regulace piitomnosti proteinu TAZ v jadie probiha také pies
Hippo signaliza¢ni dréhu, jejimz vlivem je TAZ fosforylovan na serinu 89 a nasledn¢

zadrZen v cytoplazmé na proteinu 14-3-3%,

Signalizace pfes G-proteiny
Glucagon, LPAS1P, Mechanick?)stres

Bunécna spojeni Epinephine Thrombin ‘i’-\_)\f:._:i(_) :
( FRMDB (\F2) \
TJ AMOT YAP Wby B
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® < Cytoplazmé Mst172 Rho
SYTYAP e
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l B-catenin, ‘Smad1 073
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Rust bunék ErbB4
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Obr. 18: Hippo signaliza¢ni draha. Sipka naznacuje aktivaci, rovné zakonceni inhibici. Pferusovanou carou je

vyznaden vztah, ktery zatim nebyl dostate¢né prozkouman®’.

PtestoZe jsou si proteiny YAP a TAZ velmi podobné, jejich funkce v organismu tplné
stejnd neni. Dikazem je napiiklad studie provadéna na mysich embryich, ktera, v ptipadé
ze méla nefunk¢éni Yap, umirala v poCateni fazi vyvoje, zatimco ta s poruSenym Taz

genem se dozila narozeni, ale brzy zemiela na glomerulocystickou poruchu ledvin®3.
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1.3.3.3. VGLL
Vestigial-like proteiny dostaly sviij nazev proto, ze sdileji stejnou Vg doménu s proteinem
Vestigial, ktery u drosophily spole¢né se svym partnerem Scalloped (homolog TEAD
proteinti) reguluje rust kiidel. Jako Vg u drosophily, tak i Vgll u obratlovct vyuzivaji svou
Vg doménu pravé k vazbé na TEAD®®. Po navazani vytvaii VGLL s TEAD proteiny velmi
podobny komplex jako s nimi vytvaii YAP a to i pfes to, ze jejich primarni struktury jsou
odligné®. VGLL dokonce dokaze inhibovat vznik komplexu YAP/TEAD tim, Ze S nim
soupefi o vazbu na stejné misto na transaktivaéni doméné TEAD proteini®>®°. Piestoze
VGLL prokazateln¢ aktivuje transkripci nékterych TEAD proteiny regulovanych gent,
nebyla v jeho struktuie nalezena zadn4 aktiva¢ni doména®’. Na rozdil od proteinii YAP

a TAZ také neni ptitomnost VGLL V jadte regulovana Hippo drahou.

1.3.4. Cilové geny a jejich funkce

TEAD proteiny, jak uz bylo fe¢eno vyse, se uplatiiuji v organismu hlavné v obdobi jeho
rustu a vyvoje. Mezi cilové geny transkripcnich faktord TEAD tak patii prevazné faktory,
které podporuji proliferaci bun&k, ovliviiuji jejich diferenciaci a brani apoptose®©L.
S rustem souvisi i dal$i dvé velké skupiny cilovych gentt TEAD proteini. Jednou z nich
jsou geny kodujici proteiny typicky produkované ve svalech a to jak v kosternim svalstvu,
tak i v hladkém svalstvu stén cév nebo v srde¢nim svalu, kde se mohou i v dospélosti
podilet na regeneraci po poskozeni®®®®. Do druhé skupiny potom patii geny, jejichz
zvySena exprese byla zaznamenana u rakovinnych bunék a byva spojovéana s jejich
rychlym riistem, tvorbou metastaz nebo s rezistenci na 1é¢bu chemoterapii®*©°,

Mezi jedny zprvnich objevenych cilovych gent transkripénich faktort TEAD
zpusobujicich proliferaci bunék patii CYR61%4% a CTGF (connective tissue growth
factor)®%”. Oba tyto proteiny patii do stejné rodiny extrabunéénych faktort ovliviiujicich
proliferaci, migraci a adhezi bunék a oba také zplisobuji rezistenci na chemoterapeutikum
taxol u rakoviny prsu®. Dalsim genem, jehoz expresi TEAD proteiny aktivuji, je AXL,
tyrosin kinasa podporujici riist, tvorbu metastaz a branici apoptose®®. Mnoho dalsich genti
ovlivnénych nékterym z TEAD proteinti ma také schopnost zvysit rychlost riistu a déleni
bun€k. V rakovinnych bunkach ledvin jsou to napiiklad EDN1/2, které jsou aktivni

1 béhem vyvoje ledvin a C-MYC, jehoZ zvySena hladina byla zaznamenana i u mnoha

dalsich typti rakoviny®*. V mysich butikdch rakoviny jater také byla nalezena fada genti

-29 -



zvysujicich proliferaci, jejichz exprese je zvySena vlivem nékterého z Tead transkrip¢nich
faktor a to Ki67, Sox4, H19 a Afp’®. U rakoviny prsu je TEAD proteiny regulovan gen
RHAMM (receptor for hyaluronan mediated motility), ktery se vaze na mitotické délici
vieténko a podporuje tvorbu metastiz’l. Béhem vyvoje embrya ovliviiuje Tead
V nervovych progenitorovych bunkach jejich rust tak, ze zvySuje expresi Cyklinu D1, ktery
zrychluje bunéény cyklus a zaroven inhibuje expresi NeuroM, ¢imz zabranuje jejich
predéasné diferenciaci*’. Podobnym zpiisobem uplatiiuje Tead sviij vliv na bun&eny cyklus
i pres Cyklin dependentni kinasu 62,

K podpofe proliferace bunc¢k slouzi i1 dalsi skupina proteinti, jejichz mnozstvi
produkované bunkou je regulovano pies transkripéni faktory z TEAD rodiny. Jsou to
proteiny schopné zabranit apoptose inhibici Caspas 3, 7 nebo 973, Patii mezi né naptiklad
Birc2, Survivin, Mcl17®, LIVIN' nebo NAIP",

Jak bylo pravé zminéno na ptikladu NeuroM, netyka se role TEAD proteind béhem
vyvoje embrya pouze rustu bungk, ale i jejich diferenciace. Ve stadiu blastocysty naptiklad
spousti Tead4 v okrajovych buikach transkripci Cdx2 a Gata3, coz jsou transkrip¢ni
faktory, které pak dale spoustéji transkripci gent typickych pro trofoektoderm a zplsobi
tak jeho diferenciaci’™ . Podobny tcel ma také Pax3, transkripéni faktor dilezity pro
spravny vyvoj mozku a nékterych svala®?.

Zatimco v n€kterych ptipadech TEAD diferenciaci bun€k napomahd, v jinych ji naopak
brani expresi genli zodpovédnych za udrzeni bunék ve stavu kmenovych bun¢k. Takovym
genem je naptiklad SOX9, transkrip¢ni faktor, jehoz zvySena hladina v nadorovych tkanich
vede K tvorb& metastiz a je spojena se $patnou prognézou vyvoje stavu pacienta’’ nebo
geny Oct3 a Oct4, které byvaji vyuzivany jako markery typické pro kmenové buiiky’®,

Pravé vliv TEAD proteint a jejich koaktivatorii na rast bunck, diferenciaci a apoptosu
je divodem toho, pro¢ pfi jejich deregulaci mize velmi snadno dojit ke vniku rychle se
mnozicich rakovinnych bunék. V nddorové tkdni byva casto zjiSténa zvySend exprese
TEAD proteiny regulovanych genti®’. Tyto geny mohou kromé& zvysené proliferace
zpusobovat také resistenci na 1é¢bu chemoterapii, jako tomu je u vySe zminénych CTGF
a CYR61 v piipadé rakoviny prsu®® nebo ABCB1 a GSK3A u rakoviny vajeéniki®.
V né¢kterych rakovinnych buinkach TEAD proteiny navic funguji i jako represory gent pro
tumor supresory jako jsou napiiklad DDIT4 a TRAIL™.

Posledni skupinou cilovych geni TEAD proteinli jsou geny typicky exprimované
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ve svalovych bunkach. TEAD je nezbytny pro spravny vyvoj srde¢niho svalu a mezi jim
ovlivnéné geny patii napiiklad geny kodujici tézké fetézce srdeéniho myosinu o i B8,
transkripéni faktor Myocardin, potiebny k aktivaci exprese fady dal$ich svalovych gent®
nebo Fgfr4, ktery se ucastni nejen vyvoje, ale i regenerace svall a je exprimovan v reakci
na zranéni®?. Regenerace se udastni i dalsi proteiny, jejichz exprese je regulovana pres
TEAD, a to napiiklad VEGFA pfi obnovovani prostoupeni svalu cévami po ischemii®

nebo Ankrdl, ktery je exprimovan u mysi S atrofii svalii a napomaha udrzeni svalové
hmoty®2.

1.3.5. Souvislost TEAD proteind a nadorovych onemocnéni

V ptedchozi kapitole byla zminéna fada gent, jejichz expresi TEAD proteiny spole¢n¢ se
svymi koaktivatory aktivuji, které slouzi k regulaci rastu a diferenciace bun€k nebo brani
apoptose. Tyto vlastnosti jsou velmi dilezité pro sprdvny vyvoj organismu, ale zaroven
jsou pro n¢j hrozbou, pokud dojde k poruse regulace jejich aktivity. Rychlé déleni, blokace
systému signali vedoucich k apoptose a vlastnosti podobné kmenovym bunkam totiz patii
mezi typické atributy rakovinnych bunék. Neni proto nijak ptekvapivé, ze nckteré
z koaktivatorit TEAD proteint, konkrétng YAP a TAZ, patii zdroven mezi onkoproteiny®’.

Nadmérna exprese a nuklearni lokalizace proteinu YAP byla zjisténa v mnoha typech
rakovinnych bunék, mezi které patii nadorové bunky plic, jater, ledvin, prsu, stfev nebo
vajeénik®’. K takové situaci miize dojit hned z nékolika dfivodd. Jednim z nich je porucha
Hippo signaliza¢ni drahy, kterd v organismu za normalniho stavu zodpovidéa za regulaci
velikosti organti tak, Ze fosforyluje YAP na S127 a zadrZuje ho v cytoplazmé ve vazbé na
14-3-37°, Pokud dojde k poruseni né&kterého ¢&lanku vjejim signalizadnim Fetdzci
(obr. 19, str. 32), nemtze byt YAP fosforylovan a pfesouva se do jadra, kde interaguje
s TEAD proteiny a spousti transkripci svych cilovych gent, coz vede ke zvySenému rustu
organli a nakonec az k tvorb& nador®. Druhou moznosti pak je amplifikace samotného
YAP genu, coz zplsobi 1 zvySeni mnozZstvi proteinu YAP. Amplikon oblasti chromosomu

11922, ve které se YAP nachazi, byl nalezen v nadorovych buiikach ledvin a prsu®,
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Obr. 19: Nadorova onemocnéni vznikla poruchou nékterého z €lanki Hippo signaliza¢ni drahy®?

Deregulace proteinu YAP mize nejen zpusobit vznik rakoviny, ale navic i vyrazné
zhorSuje pribéh tohoto onemocnéni. U rakoviny prsu a melanomu YAP zvySuje tvorbu
metastaz®’, jeho zvysena exprese je spojena se §patnou progndzou u rakoviny plic®® a mize
také zptisobit rezistenci nadorovych bunék na chemoterapii®®. U nékterych typti nadort
navic YAP zpusobuje dediferenciaci buné¢k, které se potom svymi vlastnostmi piiblizuji
kmenovym buiikdm, coz usnadiiuje jejich riist a tvorbu metastaz’ "%,

Pomoci Hippo signaliza¢ni drahy je regulovan i dalsi z koaktivatori TEAD proteint,
TAZ. Porucha této signalizace i v tomto piipadé¢ vede ke vzniku nddorového onemocnéni.
Zvysena exprese a nuklearni lokalizace TAZ proteinu byla nalezena ptiblizné¢ u 20 %

viech typt nadori prsu a byla prokazana jeho souvislost se zvysenou tvorbou metastaz®

Stejné jako YAP i TAZ miize zpGsobit dediferenciaci bunék®?.
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1.3.5.1. LécCba rakoviny cilena na TEAD proteiny

Vzhledem ktomu, ze TEAD proteiny se spolu se svymi koaktivatory Vv organismu
uplatnuji hlavné béhem vyvoje a jejich zvySena aktivita v dospélosti vede ke vzniku
nadorovych onemocnéni, je inhibice téchto transkripénich faktorti zajimavym cilem pro
vyvoj novych 1éCiv. Protoze TEAD v dospé€losti ve zdravych bunkach nebyva aktivni,
predpoklada se, ze by jeho inhibitory nemély mit moc vedlejsich ucinkt. VSechny doposud
objevené latky inhibujici TEAD transkrip¢ni faktory zptisobuji sniZzeni jeho aktivity tim, ze
blokuji vznik komplexu YAP/TEAD.

Prvni objevenou molekulou schopnou blokovat vazbu proteinu Yap na Tead a tim
zastavit rast nadord vzniklych nadmérnou expresi Yap genu byl protein Tead2, kterému
byla odstranéna DNA vazajici doména. Takto upraveny Tead2 byl podavan mySim se
zvySenou expresi genu Yap V jatrech a dokdzal zabranit jejich nadmérnému ristu 1 vzniku
nadort. Zdravé mysi tato molekula nijak neovlivnila®,

Dalsi latkou schopnou zabranit vazbé proteinu YAP na TEAD je verteporfin. Tento
derivat porfyrinu je v mediciné vyuzivan k 1é€b¢ makularni degenerace fotodynamickou
terapii. Pfi této 1éCbe je nutna aktivace verteporfinu laserem o specifické vlnové délce, aby
doslo k zni¢eni postizenych cév vzniklymi radikaly. Verteporfin se vaze na TEAD vazajici
doménu YAP proteinu a blokuje tak jeho vazbu na TEAD i bez této svételné aktivace®.
Verteporfin, stejné jako Tead2 bez TEA domény, dokaze zabranit vzniku nadord u mysich
jater se zvySenou expresi Yap genu. Expresi TEAD proteiny regulovanych gent snizuje
také u rakovinnych bunék jicnu a retinoblastomu’”%,

VGLL je také koaktivatorem TEAD proteind a soupeti s proteinem YAP o vazbu na né.
Peptid nazvany super-TDU odpovida casti proteinu VGLL, kterou se vaze na TEAD
a dokaze inhibovat aktivitu TEAD proteinii jesté¢ lépe nez samotny VGLL. Stejné jako
u predchozich dvou latek byl jeho ucinek ovéfen na mysich (v tomto piipadé s rakovinou
zaludku)®.

Na podobném principu byla piipravena 1 dal$i molekula inhibujici TEAD. Cyklicky
peptid imitujici ¢ast TEAD vazajici domény proteinu YAP je schopen vazby
na transaktivacni doménu TEAD transkripcnich faktort, ¢imz zabrani vazbé proteinu YAP
na jeho interakéni misto®.

Schopnost zabranit vazbé proteinu YAP na transaktivaéni doménu TEAD proteinti ma
----- 95
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2. Cil prace

e Pfipravit plasmid pro rekombinantni ptipravu transkripcniho faktoru TEAD1 a jeho

DNA vazebné domény

e Nalézt vhodné podminky produkce DNA vazebné domény lidského proteinu
TEAD1

e Pripravit DNA vazebnou doménu proteinu TEAD1 v dostateném mnozstvi

a Cistoté pro strukturni analyzu jeji interakce S DNA
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3. Material

3.1. Pfistroje a vybaveni

Analytické vahy AL54-1C

Automatické pipety

Centrifuga Avanti J-26 XP

Centrifuga Spectrafuge 16M

Centrifugacni koncentratory

Dialyzacni trubice

Elektrody pro elektroptenos
Fotodokumenta¢ni box G:Box HR16
Hmotnostni spektrometr FT ICR SolariX XR
Hmotnostni spektrometr MALDI TOF/TOF
Ultraflex 111

Chromatograficky systém NGC Quest 10
Chromatograficky systém BioSys 510
Kolona ENrich SEC 650 10 x 300 mm
Kolona MicroTrap

Kolona Mono S 5/50 GL

Magneticka michacka Stuart CB161

Ni Sepharose

pH metr

Ptedvazky HF 1200G

Sonikac¢ni lazen

Sonikacni sonda Ultrasonic Homogeniser 4710
Souprava pro agarosovou elektroforézu
Souprava pro SDS-PAGE

Spektrometr DeNovix DS-11

Termocykler Mastercycler personal
Termostat s tfepackou Thermomixer comfort

Ttepacka Sanyo

Mettler Toledo, Svycarsko
Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Labnet, USA

Millipore, USA

Spectrum Laboratories, USA
Sigma-Aldrich, USA
Syngene, USA

Bruker Daltonics, Némecko

Bruker Daltonics, Némecko

Bio-Rad, USA
Beckman Coulter, USA
Bio-Rad, USA

Bruker Daltonics, Némecko
GE Healthcare, UK
Keison, USA

GE Healthcare, UK
Beckman Coulter, USA
AND, USA

Bandellin, Némecko
Cole-Pharmer, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, USA
DeNovix, USA
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko
Gallenkamp Ltd., UK
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3.2.
1,2-bis(dimethylamino)-ethan (TEMED)

Vakuova odparka SpeedVac
Vortex

Zdroj deionizované vody MilliQ
Zdroj napéti EPS 500/400

Chemikalie

1,4-dithiothreitol (DTT)

2-merkaptoethanol

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktosid

(X-Gal)

Acetonitril

Agar

Agarosa

Akrylamid

Ampicilin

Azid sodny

Bacto-Trypton

Bacto-Yeast extrakt
Bromfenolova modf

Coomassie Brilliant Blue R 250
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
DNA marker 100 bp, 1 kb
Dodecylsiran sodny (SDS)
Ethanol

Ethidium bromid

Ethylmorfolin
Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF)
Glycerol

Glycin

Hovézi sérovy albumin (BSA)

Jouan, Francie
Scientifica, Italie
Merck-Millipore, USA
Pharmacia, USA

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

Serva, Némecko

Merck, Némecko
Oxoid, USA

Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Oxoid, USA

Oxoid, USA

Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Lach-ner, CR

New England Biolabs, USA
Bio-Rad, USA
Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
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Hydrogenfosforec¢nan sodny

Hydroxid sodny

Chloramfenikol

Chlorid hotecnaty

Chlorid draselny

Chlorid sodny

Imidazol

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

Kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CCA)
Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
Kyselina chlorovodikova

Kyselina mravenci

Kyselina octova

Methanol

Monoklonalni myS$i Anti-polyhistidinova
protilatka konjugovana s peroxidasou
N,N-methylen-bis-akrylamid

Octan sodny

Peroxodisiran amonny

Sacharosa

SeeBlue Pre-stained Protein Standard
Susené mléko Laktino

Tetracyklin hydrochlorid
Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP)

Tris

Unstained Protein MW Marker

Voda (LC/MS cistota)

Lach-ner, CR

Lach-ner, CR

Jersey Lab Supply, USA
Lach-ner, CR

Lach-ner, CR

Lach-ner, CR

Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Lachema, CR

Fluka, Svycarsko

Fluka, Svycarsko
Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Life Technologies, USA
PML, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo Scientific, USA
Merck, Némecko
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3.3.Kity

Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit

Maxiprep Plasmid Kit

Pierce ECL Western Blotting Substrate

3.4.Enzymy

EcoRl

Hindlll

Lysozym

Ndel

Notl

Platinum Tag DNA polymerasa 5U/ml
Pstl

RNasa

Smal

T4 DNA ligasa

(1 WeissU/ml nebo 5 WeissU/ml)
Trypsin

Xhol

3.5.Primery a vektory

pBluescript 11 SK (+)
pET-28a(+)
TEADI cely fw

5'-ATCATATGATTGAGCCCAGCAGCTGG-3’

TEADI cely rev

Geneaid, Taiwan
Geneaid, Taiwan
Thermo Scientific, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, USA

New England Biolabs, USA
Fermentas, USA

Promega, Svycarsko

New England Biolabs, USA

Stratagene, USA
Novagen, USA
Generi Biotech, CR

Generi Biotech, CR

5'- ATGAATTCTCATCAGTCCTTTACAAGCC-3’

TEAD1-DBD fw

5'- ATCATATGTCTGCAGATAAGCC-3’

TEAD1-DBD rev

Generi Biotech, CR

Generi Biotech, CR

5- ATGAATTCTCATCAATCACGAGATTTCCTTCTG-3’
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3.6.Bakterialni kmeny

E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL Stratagene, USA
Genotyp: F- ompT hsdS(re" mg™~ ) dem* Tet" gal M(DE3) endA Hte [argU proL Cam’
] [argU ileY leuW Strep/Spec' ]

E. coli BL21-Gold (DE3) Stratagene, USA
Genotyp: F- ompT hsdS(rs” mg™) decm™ Tet" gal A(DE3) endA Hte
E. coli NovaBlue Novagen, USA

Genotyp: endAl hsdR17 (rkiz- mki2*) supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac F'[proA™B*
lacl9ZAM15::Tn10] (TetR®)

3.7.Roztoky, pufry a média

Akrylamidova smés pro SDS-PAGE (30%)

70 % (v/v) H20, 29 % (w/v) akrylamid, 1 % (w/v) N,N-methylen-bis-akrylamid
Barvici roztok pro SDS-PAGE gely

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

EP pufr pro rychlou izolaci plasmidové DNA

10 mM Tris, 1 mM EDTA, 15 % (w/v) sacharosa, 2 mg/ml lysozym, 0,2 mg/ml
RNasa, 0,2 mg/ml BSA, pH 8

Ethylmorfolinovy pufr

100 mM ethylmorfolin

LB agar

1,25 % (w/v) agar v LB médiu, sterilizovano

LB médium

1 % (w/v) bacto-trypton, 0,5 % (w/v) bacto-yeast extrakt, 1 % (w/v) NaCl, pH 7,4,
sterilizovéano

NEB2, NEB3, NEB4 pufry

Komeréni vyrobky firmy New England Biolabs, USA

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE gely

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

PBS pufr

137 mM NacCl, 3 mM KCI, 2 mM KH2PO4, 10 mM Na;HPOg4, pH 7,4, sterilizovano
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Pufr pro T4 ligasu

Komer¢ni vyrobek firmy Fermentas, USA

Pufr pro Taq polymerasu

Komeréni vyrobek firmy New England Biolabs, USA

Roztok protilatky pro imunodetekci

1:4000 (v/v) monoklonalni mys$i anti-ployhistidinovd protilatka konjugovana
s peroxidasou v PBS pufru

SDS pufr

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

Smés nukleotidi pro PCR

Komer¢ni vyrobek firmy Promega, USA

TAE pufr

2 M Tris, 1 M kyselina octova, 50 mM EDTA, pH 8

Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu

Gel Loading Dye Blue (6x), komer¢ni vyrobek firmy New England Biolabs, USA
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE

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

4.1.Pfiprava plasmidd

4.1.1. Amplifikace insertl pomoci PCR

Pomoci polymerazové fetézové reakce byla amplifikovana DNA kodujici lidsky protein
TEADL1 a jeho DNA vazajici doménu. Jako templat byla pro obé reakce pouzita cDNA
ziskana z lidské bunécné linie Jurkat (izolaci provedl RNDr. Karel Valis, Ph.D.). Pouzité
oligonukleotidové primery obsahovaly restrikéni mista pro restrikéni endonukleasy Ndel
a EcoRI (obr. 20). SloZeni reakéni smési je uvedeno v tabulce 1, termalni profil PCR
reakce pak v tabulce 2 (str. 42). Délka amplifikovanych fragmentt byla nasledné ovéfena

elektroforézou v 1% agarosovém gelu.

TEAD1 - cely protein DNA vazajici doména TEAD1
MNde Nde
Forward primer: ATCATATGATTGAGCCCAGCAGCTGG Forward primer: ATCATATGTCTGCAGATAAGCC

Reverse primer: ATGAATTCTCATCAGTC( ACAAGCC Reverse primer: ATGAATTCTCATCAATCACGAGATTITCCTTCTG

EcoR Ctan EcoR Ston

Obr. 20: Primery pro amplifikaci insertti pomoci PCR. Zvyraznéna jsou restrikéni mista a stop kodon.

Tab. 1: Slozeni reakéni smési pro PCR

Slozka V ()
H,0 (LC/MS (istota) 19
50mM MgCl, 1,5

PCR pufr pro Taq polymerasu (10x koncentrovany) 5

10mM Smés dNTP 2
5uM Forward primer 10
5uM Reverse primer 10
DNA templat 2
Platinum Tag DNA polymerasa (5 U/pl) 0,4
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Tab. 2: Termalni profil PCR reakce

Krok T t (min) Pocet cyklu
1 94°C 2 1

2 94°C 0,5 30
55°C 1

72°C 2

3 72°C 10 1

4.1.1.1. Agarosova elektroforéza
1% agarosovy gel byl pfipraven rozpusténim 0,5 g agarosy v50 ml TAE pufru
a naslednym zahtatim. Elektroforéza probihala v TAE pufru pii konstantnim napéti 90 V.
K detekci DNA v gelu bylo pouzito interkala¢ni barvivo ethidium bromid, které
fluoreskuje pod UV svétlem. Vzorky pro agarosovou elektroforézu byly pifipraveny

ptidanim 1 pl vzorkového pufru k 5 ul PCR produktu.

4.1.2. Ligace do vektoru pBluescript Il SK (+)

Amplifikované inserty byly vlozeny do vektoru pBluescript Il SK (+). Vyhodou tohoto
vektoru je, Ze umoZznuje po transformaci bun€k vzniklym plasmidem snadno rozpoznat
klony obsahujici plasmid, do kterého se insert opravdu podafilo vlozit metodou modro-bilé
selekce (blue-white screening). Oblast obsahujici restrikéni mista pro endonukleasy
(polylinker) je u tohoto vektoru vlozena do genu LacZ, ktery koduje ¢ast enzymu
[-galaktosidasy a je indukovatelny IPTG. Pokud do vektoru neni vloZzen zadny insert, je po
transformaci spravnych bun¢k, které maji ve svém genomu vlozenou sekvenci kodujici
zbyvajici ¢ast enzymu (napt. prav€ NovaBlue), produkovana B-galaktosidasa, ktera Stépi
X-gal a pfi této reakci vznika modré barvivo. Pokud je LacZ preruSen vloZzenym insertem,
zlistavaji kolonie bilé (enzym se neprodukuje a reakce neprobiha)®.

Byly pfipraveny dvé liga¢ni smési, jedna pro cely TEADI a druha pro TEA doménu
(tab. 3, str. 43), které byly ponechany pies noc reagovat pii pokojové teploté.
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Tab. 3: Slozeni liga¢nich smési

Slozka V (ul)
Vektor pBluescript Il SK (+) 0,5
Pufr NEB4 1,5

Insert (cely TEAD1/TEA doména) | 13

T4 DNA ligasa (1 WeissU/ml) 0,3
Restrikéni endonukleasa Smal 0,3
20mM ATP 0,3

4.1.3. Transformace kompetentnich klonovacich bunék

Transformace kompetentnich bunék byla provedena metodou tepelného Soku. Klonovaci
buniky NovaBlue, dlouhodobé uchovavané pii -80 °C, rozmrzly na ledu a poté k nim byl
ptidan cely objem liga¢ni smési. Po 20 minutach stani na ledu byly bunky zahtaty na 42 °C
po dobu 45 s. Nasledné byl pfidan 1 ml sterilniho LB média a buiiky v ném byly nechany
1 h rist na tfepacce (250 otacek/min) pii 37 °C. Po hodinové inkubaci byly bunky
centrifugovany 5 min pii 1800% g. 800 pul supernatantu bylo odebrdno a ve zbytku byla

resuspendovana peleta.

4.1.4. Modro-bila selekce

Byly pfipraveny misky s LB agarem obsahujicim ampicilin o koncentraci 100 pg/ml
a tetracyklin o koncentraci 12,5 pg/ml, na které bylo rozetieno 100 pl 2% X-gal a 100 pl
40mM IPTG. Na takto pfipravené misky bylo naneseno 30 ul suspenze transformovanych
bunék NovaBlue. Misky byly inkubovany ptes noc pii 37 °C.

Nasledujici den bylo vybrano 5 bilych kolonii z misky s plasmidy pro cely TEADI
a 5 bilych kolonii s plasmidy pro TEA doménu, které byly zaockovany do 1 ml LB média
s ampicilinem (100 pg/ml) a tetracyklinem (12,5 pg/ml) a tiepany (250 otacek/min) pies
noc pii 37 °C.

4.1.5. Rychla izolace plasmidi pro restrikéni analyzu

Roztoky nocnich kultur byly centrifugovany pii 1800x g 5 min. Supernatant byl odstranén
a peleta resuspendovana ve 30 ul EP pufru. Vznikla smés byla ponechana 10 min stat na

ledu, nasledné byla 2 min povafena a centrifugovana pti 10000x g 10 min. Plasmidy se
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poté nachazely v supernatantu, ktery byl pouzit pro restrik¢ni analyzu.

4.1.6. Restrikéni analyza

Bylo odebrano 9 ul roztoku plasmidt od kazdého z deseti vzorki (5 pro cely TEADI a 5
pro TEA doménu). Ke kazdému vzorku byl piidan 1 pl pufru NEB3 a po 0,3 ul enzymu
Notl a EcoRI. Smés byla inkubovéana 1 h pti 37 °C. Po inkubaci bylo ke vzorkim piiddno
1,5 pul vzorkového pufru pro agarosovou elektroforézu. Velikost vzniklych fragmentti byla

poté zjisténa pomoci agarosové elektroforézy v 1 % gelu (popsano v kapitole 4.1.1.1.).

4.1.7.  Priprava vétsiho mnozstvi plasmidud

Na zékladé vysledka restrikéni analyzy byl pro dalsi praci zvolen jeden z testovanych
bakteridlnich klond pro kazdy z ptfipravovanych plasmidi a byla z néj pfipravena noc¢ni
kultura zaockovanim do 250 ml LB média s ptislusnymi antibiotiky, ktera byla kultivovana
pres noc na tfepacce (250 otac¢ek/min) pii 37 °C.

No¢ni kultury byly centrifugovany 10 min pii 3000x g a 4 °C. K izolaci plasmida byl
pouzit kit ,,Maxiprep plasmid kit od firmy Geneaid a bylo postupovano podle navodu®’.
Ziskana vysusena plasmidova DNA byla nakonec rozpusténa v 200 ul destilované vody

v LC/MS Cistoté.

4.1.8. Precipitace v ethanolu

Izolované plasmidy byly pieistény precipitaci v ethanolu. K roztokim plasmida byl
pfidan 2,5 nasobek objemu 96% ethanolu a 1/10 objemu 3M octanu sodné¢ho o pH 5,2.
Smési byly inkubovany 30 min pii -80 °C a poté centrifugovany pii 12000x g a 4 °C
10 min. Vznikla peleta byla vysuSena vakuovou odparkou a nasledné rozpusténa v 50 pl
destilované¢ vody (LC/MS Ccistota). Koncentrace DNA v roztocich byla stanovena

spektrofotometricky pti 260 nm.

4.1.9. Ligace do expresniho vektoru pET-28a(+)

Inserty obsazené ve vektoru pBluescript Il SK (+) byly odtud vystépeny restrikénimi
endonukleasami Ndel a EcoRI. Stejnymi enzymy byl Stépen i vektor pET-28a(+). Byly
pfipraveny reakéni smési, jejichz slozeni je uvedeno v tabulce 4 (str. 45). Po 1,5 h

inkubace pifi 37 °C knim byly pfidany 2 ul vzorkového pufru pro agarosovou
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elektroforézu. Vzniklé produkty byly rozdéleny agarosovou elektroforézou v 1 % gelu
(popsano v kapitole 4.1.1.1.). Prouzky velikosti odpovidajici ob&éma insertim
a linearizovanému vektoru byly skalpelem vyfiznuty a DNA v nich pfitomna byla z gelu
extrahovdna pomoci kitu ,,Gel/PCR fragments extraction kit“ od firmy Geneaid
(postupovano bylo podle navodu®®) a nakonec byla vysusena vakuovou odparkou.
Linearizovany vektor pET-28a(+) byl po vysuseni rozpustén v 18 pl destilované vody
(LC/MS Cdistota). Dale byly ptipraveny ligacni smési pridanim slozek uvedenych v tabulce

5 do zkumavek s vysusenymi inserty. Smési byly inkubovany ptes noc pii 16 °C.

Tab. 4: Slozeni reakénich smési pro restrikéni $tépeni

Slozka TEA doména Cely TEAD1 Vektor
pET-28a(+) (1 mg/ml) - - 2 ul
Cely TEAD1 v pBluescript (0,3 mg/ml) - 6 ul -
TEA doména v pBluescript (1,1 mg/ml) 2 ul - -
NEB3 pufr 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul
Ndel 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
EcoRi 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
H,0 (LC/MS &istota) 11,5 ul 7,5 pl 11,5 pl

Tab. 5: Slozky liga¢ni smési pfidané do zkumavek s vysuSenymi inserty

Slozka V(ul)

Linearizovany vektor pET-28a(+) | 9
Pufr pro T4 DNA ligasu 1
T4 DNA ligasa (5 WeissU/ml) 0,5
20mM ATP 0,3

Dalsi den jimi byly metodou tepelného Soku transformovany kompetentni klonovaci
bunky NovaBlue zptisobem popsanym v kapitole 4.1.3. Suspenze bun€k byla rozetfena na
misky s LB agarem obsahujicim antibiotika kanamycin (50 pg/ml) a tetracyklin
(12,5 pg/ml). Misky byly inkubovany ptes noc pii 37 °C. Sest kolonii z kazdé misky bylo
steriln¢ preneseno kazda do 1 ml LB média s pfislusnymi antibiotiky a takto pfipravené

nocni kultury byly nechany riist pti 37 °C do rana na tiepacce (250 otacek/min).
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Plasmidy byly znoc¢nich kultur izolovany postupem uvedenym v kapitole 4.1.5.
Bakterialni klony obsahujici vektor se spravnym insertem byly vybrany na zakladé
restrikéni analyzy (postup v kapitole 4.1.6) po $tépeni enzymem Hindlll v prostiedi pufru
NEB2. Zvolené klony byly vyuzity k pfipravé vétsiho mnozstvi plasmidi postupem
uvedenym v kapitole 4.1.7.

Koncentrace DNA ve vysledném roztoku byla stanovena spektrofotometricky métenim
absorbance pfi 260 nm. Jeji Cistota byla vyjadiena jako pomér absorbance pii 260 nm a pii
280 nm.

4.1.10. Kontrola nové pfipravenych plasmidd
Ptitomnost spravnych inserti vlozenych do vektoru pET-28a(+) byla ovéfena dalsi
restrikéni analyzou, tentokrat s nékolika riznymi enzymy. Pfipraveno bylo celkem Sest
reakénich smési (3 pro kazdy plasmid), jejichZ sloZeni je uvedeno v tabulce 6. Smési byly
ponechany 1 h inkubovat pfi 37 °C a poté byla reakce zastavena pfidanim 1,5 pl
vzorkového pufru pro agarosovou elektroforézu. Vzniklé fragmenty byly rozdéleny

elektroforézou v 1% agarosovém gelu stejnym zpusobem jako v kapitole 4.1.1.1.

Tab. 6: Slozeni reakénich smési pro restrikéni analyzu. D — TEA doména, F — cely TEAD1

D1 D2 D3 F1 F2 F3

Plasmid (1 pg/ul) 1l 1l 1l 1l 1l 1l
H,0 (LC/MS Cistota) | 9 ul oul Qul  9ul 9 ul 9 ul
Ndel Hindlll  Pstl  Ndel Hindlll  Pstl
0,3 ul Enzymu
EcoRlI - Xhol  EcoRl - -

1 pl Pufru NEB4 NEB2 NEB3 NEB4 NEB2 NEB3

Spravnost sekvence DNA gentli kodujicich TEAD1 a jeho DNA vézajici doménu v nové
pfipravenych plasmidech byla ovéfena také DNA sekvenovanim, které bylo provedeno

Stiediskem sekvenovani DNA v Mikrobiologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky.
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4.2.Vybér vhodnych podminek produkce

4.2.1. Transformace kompetentnich produkénich bunék

Pro produkci DNA vazebné domény proteinu TEADI byly testovany dva produkéni
kmeny bakterie E. coli: bunky BL21-Gold (DE3) a od nich odvozené BL21-CodonPlus
(DEJ)-RIPL, které ve svém genomu obsahuji vice kopii genti kodujicich tRNA s kodony
obvyklymi v lidskych genech. Nedostatek tRNA s témito kodony v bakteriich by mohl
limitovat mnoZstvi jimi produkovaného proteinu®.

Oba tyto produk¢ni kmeny byly transformovany metodou tepelného Soku plasmidem
pET-28a(+)-TEAD1-DBD s genem pro TEA doménu ptipravenym v prvni ¢asti této prace.
Bunky skladované dlouhodobé pti -80 °C rozmrzly na ledu a k 100 pl bunééné suspenze
bylo piidano 0,5 pl roztoku plasmidu o koncentraci 1 pg/ul. Po 20 minutach inkubace na
ledu byl proveden tepelny Sok teplotou 42 °C po dobu 45 s. Nasledné byl ptidan 1 ml
sterilniho LB média a buniky byly inkubovany 1 h pii 37 °C. Déle byla bunécna suspenze
centrifugovana 5 min pii 1800x g. 800 pl supernatantu bylo odebrano a ve zbytku byla
resuspendovana peleta. 30 pul takto zakoncentrované bunécné suspenze bylo rozetieno na
misku sLB agarem obsahujicim v ptipadé bunék BL21-Gold (DE3) kanamycin
(50 pg/ml) a tetracyklin (12,5 pg/ml) a v pfipadé bun¢k BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL
kanamycin (50 pg/ml) a chloramfenikol (35 pg/ml). Misky byly inkubovany ptes noc pfi
37 °C.

Dalsi den byly pfipraveny no¢ni kultury zaockovanim kolonii z kazdé misky do
2 ml sterilniho LB média a byly inkubovany pfes noc na tiepacce (250 otacek/min) pii

37 °C.

4.2.2. Optimalizace koncentrace induktoru a vybér vhodného

produkéniho kmene
Pro kazdy zbunécnych kmend bylo osm zkumavek s1 ml LB média s pfislusSnymi
antibiotiky inokulovdno 50 pl no¢ni kultury. Po 2 h tfepani (250 otacek/min) pii 37 °C
byly kultury vytemperovany na 30 °C a bylo pfiddno IPTG. Testovany byly vysledné
koncentrace IPTG ve zkumavkach 0,01 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM, 1 mM
a 2 mM. Kultura v jedné zkumavce pro kazdy z testovanych kmend indukovana nebyla

a slouzila pak jako kontrola. Po indukci byly bunééné kultury inkubovany pii 30 °C a za
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ttepani rychlosti 250 otacek/min 3 h. Po tfech hodindch byly kultury centrifugovany
10 min pii 3000% g a vznikla peleta byla resuspendovana ve 100 pl vzorkového pufru pro
SDS elektroforézu. Vzorky byly analyzovany pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém

gelu v pfitomnosti SDS (SDS-PAGE) a elektropienosu s imunodetekeci.

4.2.2.1. Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti SDS

Byl piipraven gel skladajici se z 15% separacniho a 5% zaostfovaciho polyakrylamidového
gelu (sloZeni je uvedeno v tabulce 7) pro kazdy z testovanych produkénich kmenti. Vzorky
byly 5 min povateny a nasledné centrifugovany 5 min pfi 10000x g. Do jamek v kazdém
z gelt bylo naneseno 10 pl od kazdého vzorku a 5 ul markeru obsahujiciho proteiny
o znamé molekulové hmotnosti. Elektroforéza probihala pii konstantnim proudu 25 mA na

gel o rozmérech 8,5%7,5%0,1 cm v prostedi SDS pufru.

Tab. 7: Slozeni geld pro SDS-PAGE

Objem slozek (ml) 15% Separacni gel 5% Zaostfovaci gel
H,O 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
Tetramethylendiamin (TEMED) 0,002 0,001

Po probéhnuti elektroforézy byl gel pouzit pro elektropfenos na nitrocelulosovou
membranu anebo obarven barvicim roztokem Coomassie Brilliant Blue po dobu 10 min.
Ptiblizné molekulové hmotnosti proteinti ve vzniklych prouzcich byly po odbarveni oblasti
neobsahujicich proteiny odbarvovacim roztokem vyhodnoceny porovnanim s proteinovym

standardem o znamé molekulové hmotnosti.

42.2.2. Elektroprenos

Proteiny rozdélené elektroforézou v polyakrylamidovém gelu byly pfeneseny na

nitrocelulosovou membranu pomoci techniky elektropfenosu (v anglictiné nazyvané
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western blot). Pienos probihal 1,5 h pti konstantnim proudu 0,8 mA na cm?

membrany
v prostiedi SDS pufru s obsahem 20% methanolu. Neobsazena mista na membrané byla
blokovéna roztokem 1% odtuc¢néného suSeného mléka v PBS pufru po dobu pfiblizné 16 h.

Nasledné byla membrana promyta 3x 10 min v PBS pufru a inkubovana 1 h v roztoku
mys$i protilatky proti histidinové kotvé konjugované s kienovou peroxidasou. Poté byla
membrana opét promyta 3% 10 min PBS pufrem. Pfitomnost protilatky byla detekovana
pomoci ECL kitu pokrytim membrany smési roztokti peroxidu vodiku a luminolu

v poméru 1:1. Vznikla luminiscence byla zachycena fotodokumenta¢nim boxem.

4.2.3. Peptidové mapovani

Protein tvofici nejsilnéjsi prouzek v SDS-PAGE gelu ze vzorku indukovaného 0,2 mM
IPTG pii produkci v BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL bunkach byl identifikovan technikou
peptidového mapovani pomoci hmotnostni spektrometrie (metoda je v angli¢tiné nazyvana
»peptide mass fingerprinting*).

Zkoumany prouzek byl z gelu vyfiznut skalpelem a nakrajen na kostky o hran¢ ptiblizné
1 mm. Ke kouskiim gelu ve zkumavce bylo pfiddno 100 pl ethylmorfolinového pufru
a 100 pl acetonitrilu. V tomto roztoku byly kosti¢ky gelu ponechany az do jejich uplného
odbarveni.

Nasledné byl odbarvovaci roztok odstranén a ke gelu bylo ptidano 100 pl destilované
vody. Po péti minutach byla voda také odsana a bylo misto ni pfidano 100 pl acetonitrilu.
Po dalSich 5 min byl odstranén i acetonitril. Tento postup byl zopakovan jesté dvakrat.
Promyté kousky gelu byly vysuSeny na vzduchu.

Protein v gelu byl §té€pen trypsinem. K vysusenym kostickam gelu bylo piidano 35 ul
ethylmorfolinového pufru s 10 % acetonitrilu a 1 pl trypsinu o koncentraci 100 ng/ul.
Smés byla inkubovana pies noc pii 37 °C. Stépeni bylo ukonéeno piidanim 6 pl 5%
kyseliny trifluoroctové v acetonitrilu. Peptidy byly z gelu uvolnény sonikaci po dobu
15 min.

1 pl vzniklého roztoku byl nanesen na MALDI ter¢ a po zaschnuti pievrstven CCA
matrici. Hmotnost peptidi a jejich aminokyselinovd sekvence byla uréena pomoci
hmotnostni spektrometrie v uspofadani MALDI-TOF/TOF. Méteni provedl RNDr. Daniel
Kavan, Ph.D. Vysledky byly porovnany s databazi SwissProt pomoci algoritmu Mascot.

-49 -



4.2.4. Vybér vhodné doby produkce

Zno¢ni kultury bun¢k BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL transformovanych postupem
uvedenym v kapitole 4.2.1. plasmidem pET-28a(+)-TEAD1-DBD bylo 50 pl inokulovano
Sest zkumavek s1 ml LB média s antibiotiky (kanamycin 50 pg/ml, chloramfenikol
35 ug/ml). Zkumavky byly tiepany 3 h rychlosti 250 ota¢ek/min pii 37 °C. Po
vytemperovani na 30 °C bylo do kazdé zkumavky ptidano IPTG tak, aby jeho vysledna
koncentrace ve zkumavce byla 0,5 mM. Kontrolni vzorek pro dobu produkce 0 h byl ihned
ptipraven centrifugaci pii 3000% g 10 min a naslednym resuspendovanim pelety ve 100 pl
vzorkového pufru pro SDS elektroforézu. Ostatni zkumavky byly déle tfepany rychlosti
250 otacek/min pti 30 °C. Sklizeny byly postupné po 1, 2, 3, 5 a 16 hodinach a vzorky
z nich byly pfipraveny stejnym zpiisobem jako u kontroly.

Vsechny vzorky byly nakonec analyzovany pomoci SDS-PAGE (kap. 4.2.2.1.) a

elektroptenosu s imunodetekei (kap. 4.2.2.2.).

4.2.5. Vybér vhodné produkéni teploty

Stejné jako u ostatnich optimalizaci byly 3 zkumavky s 1 ml LB média a antibiotiky
zaoCkovany 50 ul no¢ni kultury transformovanych bunék BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL.
Po tfech hodindch tfepani rychlosti 250 otacek/min za teploty 37 °C byly jednotlivé
zkumavky vytemperovany na teploty 23, 30 a 37 °C a bylo pfidano IPTG o koncentraci
0,5 mM. Zkumavky byly tiepany za danych teplot dalsi 3 h a poté byly pfipraveny vzorky
na SDS-PAGE a elektroptenos stejnym zptisobem jako v 4.2.3.

4.3.Purifikace

4.3.1. Produkce DNA vazebné domény TEAD1 ve velkém objemu média

Bunky BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL byly transformovany plasmidem
pET-28a(+)-TEAD1-DBD (postup uveden v kapitole 4.2.1.). Noc¢ni kultura byla
pfipravena pienesenim jedné kolonie do LB média s antibiotiky (kanamycin 50 ug/ml,
chloramfenikol 35 pg/ml) o objemu 100 ml a inkubovana pies noc pii 37 °C.

Produkce probihala ve ¢tyfech Erlenmeyerovych baitkach o objemu 2 1, z nichz kazda
obsahovala 0,5 | LB média s pfisluSnymi antibiotiky. Kazda z ban¢k byla inokulovana 5 ml

no¢ni kultury a tfepdna rychlosti 250 otacek/min pii 37 °C. Byla méfena optickd denzita
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bunécné suspenze (spektrofotometricky pti 600 nm). Ve chvili, kdy optickd denzita
dosahla hodnoty 0,6, byly banky vytemperovany na 23 °C a produkce TEA domény byla
indukovana ptidanim IPTG do kone¢né koncentrace v médiu 0,2 mM. Po indukci byly
banky dale tfepany stejnou rychlosti pii 23 °C pfiblizn¢ 16 h. Nakonec byly bakterialni
kultury centrifugovany 10 min pii 6000x g a 4 °C a peleta byla zmraZena na -20 °C.

43.2. lzolace protein( z bunééné kultury

Pelety v centrifugaénich kyvetach byly resuspendovany ve 20 ml pufru A pro afinitni
chromatografii (sloZeni uvedeno v tab. 8 v nasledujici kapitole) na 0,5 1 média. Vznikla
suspenze byla lyzovana sonikaci. Sonikace probihala vzdy ptiblizné 1 min a nasledovalo
1 min chlazeni na ledu. Tento postup byl opakovan 15%. Po sonikaci byl bunéény lyzat

centrifugovan 20 min pii 40000% g a supernatant byl ihned pfemistén do jiné nadoby.

4.3.3. Afinitni chromatografie

Vzhledem k tomu, Ze soucasti vektoru pET-28a(+)-TEAD1-DBD je i sekvence kodujici
histidinovou kotvu, kterd je od pfipravované¢ho proteinu odstépitelnd thrombinem, byla
k jeho purifikaci v prvnim kroku vyuzita afinitni chromatografie.

Kolona s Ni-NTA nosi¢em byla nejprve 10 min promyta pufrem B a nasledné 10 min
pufrem A (sloZeni uvedeno v tab. 8). Byl nanesen cely objem bunééného lyzatu a nasledné
byla kolona promyta pufrem A. Byla méfena absorbance pfi 280 nm roztoku vychazejiciho
Z kolony. Ve chvili, kdy absorbance klesla zpét na nulu, byly proteiny zachycené na koloné
eluovany gradientem imidazolu obsazenym v pufu B. Mnozstvi slozky B v mobilni fazi
rostlo konstantni rychlosti od 0 do 100 % po dobu 60 min. Po skon€eni gradientu byla
kolona jest¢ 10 min promyvana pufrem B. Pritok mobilni faze byl po celou dobu
1 ml/min.

Tab. 8: Slozeni pufrt pouzitych jako mobilni faze pti afinitni chromatografii

Pufr Slozky

A (pH 8) ‘ 25 mM KH,PO, 0,5 M NaCl 5 mM 2-merkaptoethanol -
B (pH 8) ‘ 25 mM KH,PO, 0,5 M NaCl 5 mM 2-merkaptoethanol 0,5 M imidazol

Byla zachytavana veskerd tekutina vychazejici z kolony pfi nanaSeni vzorku. Béhem

eluce bylo sbirano vSe, co vykazovalo absorbanci pifi 280 nm alesponn 0,1. Ztakto
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ziskanych frakci bylo odebrano 10 ul, ke kterym bylo pfidano 10 ul 2x koncentrovaného
vzorkového pufru pro SDS-PAGE analyzu (postup uveden v kapitole 4.2.2.1.).

4.3.4. \\yména pufru dialyzou

Frakce z afinitni chromatografie obsahujici TEA doménu byly zakoncentrovany na objem
10 ml pomoci centrifugacnich koncentratori s membranou o velikosti porti 3 kDa. Roztok
obsahujici ptipravovany protein byl v koncentratoru centrifugovan pii 3500x g dokud
nebylo dosazeno pozadovaného objemu.

Nadbyteéna sul a 2-merkaptoethanol byly odstranény dialyzou. 10 ml roztoku proteinu
po koncentrovani bylo nalito do dialyzac¢ni trubice, ktera byla ponotena do 2 | pufru A pro
iontové vyménnou chromatografii (slozeni uvedeno v tab. 9, str. 53). Po ¢tyfech hodinach
michdni byl pufr vyménén za Ccerstvy a dialyza v ném probihala jesté¢ dalSich

16 h.

4.3.5. lontové vyménna chromatografie

Pro oddéleni TEA domény od ostatnich proteind, které se nespecificky zachytily na
Ni-NTA kolong, byla vyuzita iontové vyménna chromatografie, pomoci které lze proteiny
rozdélit na zéklad€ hodnoty jejich pl. PouZita byla kolona Mono S, coz je silny katex, ktery
pevnéji zadrzuje proteiny, které maji vysoké pl, a tedy jsou pii pH 7,4 kladné nabité.
Hodnota pl pfipravovaného proteinu je predikovana na 10.

K naneseni vzorku na kolonu byla pouzita 20 ml davkovaci smycka. Pritok mobilni
faze Cinil po celou dobu 1 ml/min. Smycka 1 kolona byly nejprve 30 min promyvany
pufrem B o vysoké koncentraci NaCl (slozeni v tab. 9, str. 53) a nasledné 30 min pufrem A
(slozeni v tab. 9, str. 53). Davkovaci smyc¢ka byla naplnéna roztokem proteinu a byl
spustén automaticky program zahrnujici naneseni vzorku na kolonu a oplach kolony
pufrem A (25 min) a eluci zachycenych proteini gradientem pufru B. Podil slozky B
vV mobilni fazi béhem eluce stoupal konstantni rychlosti po dobu 25 min od 0 do 100 %

a nasledné zustal 10 min na hodnoté 100 %.
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Tab. 9: Slozeni pufit slouZicich jako mobilni fize iontové vyménné chromatografie

Pufr Slozky

A (pH 7,4) ‘ 20 mM KH,PO; 15 mM NaCl 1 mM NaNs
B (pH 7,4) ‘ 20 mM KH,PO, 1 M NaCl 1 mM NaNs;

V pribéhu celé chromatografie byly sbirany frakce o objemu 4 ml. Z vybranych frakci
bylo odebrano 10 pl, ke kterym bylo piidano 10 ul 2x koncentrovaného vzorkového pufru
pro SDS-PAGE. Takto ptipravené vzorky byly nakonec analyzovany pomoci SDS-PAGE
(popsano v kapitole 4.2.2.1).

4.3.6. Odstépeni histidinové kotvy

Vybrané frakce ziontové vyménné chromatografie, ve kterych byla ptitomna TEA
doména, byly spojeny a byl k nim pfidan thrombin tak, aby jeho aktivita v roztoku ¢inila
1 U/mg proteinu. Stépeni probihalo 16 h pii 4 °C.

Vzorky o objemu 100 pl byly odebrany pied ptidanim thrombinu, po 1 h §tépeni a po
16 h $tépeni. U vzorkll obsahujicich thrombin bylo ihned po odebrani §t€peni ukonceno
pridavkem PMSF o kone¢né koncentraci 1 mM. Po 16 h Stépeni bylo PMSF o stejné

koncentraci ptiddno i do zbytku roztoku proteind.

4.3.7. Hmotnostné spektrometricka analyza produktl Stépeni

Vzorky produktd $tépeni byly nejprve analyzovany pomoci SDS-PAGE, ale v gelu po
obarveni nebylo mozné rozliSit neStépenou formu proteinu od Stépené. Pfesna molekulova
hmotnost proteinu ve vzorcich byla tedy ur€ena pomoci hmotnostni spektrometrie
o vysokém rozliseni.

Vzorky byly nejprve odsoleny pomoci kolonky s reverzni fazi Microtrap. Kolona byla
nejprve promyta 250 pl 80% acetonitrilu s obsahem 0,5% kyseliny mraven¢i. Nasledné
byla kvtli ekvilibraci jesté trikrat proplachnuta 250 pl 0.5% kyseliny mravenc¢i. Vzorek
0 objemu 100 pl byl okyselen doplnénim na 250 pul 0,5% kyselinou mravenéi a nanesen na
kolonku. Nésledovalo opét promyvani (tiikrat 250 pl 0,5% kyseliny mravenci). Odsoleny

vzorek byl z kolony uvolnén 50 pl 80% acetonitrilu s obsahem 0,5% kyseliny mravenci.
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Po odsoleni byla presnd hmota proteinii ve vzorcich ur¢ena pomoci hmotnostniho
spektrometru v uspofadani ESI-FTICR. M¢feni na hmotnostnim spektrometru proved|
RNDr. Petr Pompach, Ph.D.

4.3.8. Gelova permeacni chromatografie

Poslednim purifikacnim krokem, béhem kterého byla od pfipravované TEA domény
oddélena odStépend polyhistidinova kotva, thrombin a piipadné zbyvajici bakteridlni
proteiny byla gelova permeacni chromatografie s vyuzitim kolony ENrich SEC 70
10> 300 mm.

Roztok proteinu po $tépeni thrombinem byl koncentrovan na objem 900 pl pomoci
centrifuga¢niho koncentratoru zpisobem popsanym v kapitole 4.3.4. Davkovaci smycka
o objemu 1 ml i kolona byly nejprve promyty mobilni fazi o pH 7,4 a sloZeni 150 mM
NaCl, 20 mM Tris a 1 mM TCEP. Po naneseni vzorku na kolonu byl 30 min udrZzovan
pratok mobilni faze 0,7 ml/min a byly jimany frakce o objemu 0,7 ml. Z vybranych frakci
bylo odebrano 10 pl roztoku a byly pfipraveny vzorky pro SDS-PAGE ptidanim 10 pl
2x  koncentrovaného vzorkového pufru. Analyza pomoci SDS elektroforézy

Vv polyakrylamidovém gelu prob¢hla stejné jako v kapitole 4.2.2.1.
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5. Vysledky

V ramci této prace byla pripravovana DNA vazebna doména lidského proteinu TEADI.
Aminokyselinové sekvence celého proteinu TEADI i jeho DNA vazebné domény jsou

uvedeny v obrazku 21.

IEPSSWSGSESPAENMERMSDSADKPIDNDAEGVWSPDIEQSFQEALAIY
PPCGRRKIILSDEGKMYGRNELIARYIKLRTGKTRTRKQVSSHIQVLARR
KSRDFHSKLKDQTAKDKALQHMAAMSSAQIVSATAIHNKLGLPGIPRPTE
PGAPGFWPGMIQTGQPGSSQODVKPEVQQAYPIQPAVTAPIPGFEPASAPA
PSVPAWQGRSIGTTKLRLVEFSAFLEQORDPDSYNKHLFVHIGHANHSYS
DPLLESVDIRQIYDKFPEKKGGLKELFGKGPONAFFLVKFWADLNCNIQD
DAGAFYGVTSQYESSENMTVTCSTKVCSEFGKQVVEKVETEYARFENGREV
YRINRSPMCEYMINFIHKLKHLPEKYMMNSVLENFTILLVVTNRDTQETL
LCMACVFEVSNSEHGAQHHIYRLVKD

Obr. 21: Primarni sekvence proteinu TEAD1. Modfe je vyznacena ptipravovana DNA vazebna doména

5.1.Pfiprava plasmidd

ATTGAGCCCAGCAGCTGGAGCGGCAGTGAGAGCCCTGCCGAAAACATGGA
AAGGATGAGTGACTBBBEA TAAGCCAATTGACAATGATGCAGAAGGGG
TCTGGAGCCCCGACATCGAGCAAAGCTTTCAGGAGGCCCTGGCTATCTAT
CCACCATGTGGGAGGAGGAAAATCATCTTATCAGACGAAGGCAAAATGTA
TGGTAGGAATGAATTGATAGCCAGATACATCAAACTCAGGACAGGCAAGA
CGAGGACCAGAAAACAGGTGTCTAGTCACATTCAGGTTCTTGCCAGAAGG
AAATCTCGTGATTTTCATTCCAAGCTAAAGGATCAGACTGCAAAGGATAA
GGCCEMEEABCACATGGCGGCCATGTCCTCAGCCCAGATCGTCTCGGCCA
CTGCCATTCATAACAAGCTGGGGCTGCCTGGGATTCCACGCCCGACCTTC
CCAGGGGCGCCGGGGTTCTGGCCGGGAATGATTCAAACAGGGCAGCCAGG
ATCCTCACAAGACGTCAAGCCTTTTGTGCAGCAGGCCTACCCCATCCAGC
CAGCGGTCACAGCCCCCATTCCAGGGTTTGAGCCTGCATCGGCCCCAGCT
CCCTCAGTCCCTGCCTGGCAAGGTCGCTCCATTGGCACAACCAAGCTTCG
CCTGGTGGAATTTTCAGCTTTT/lBEIME CAGCAGCGAGACCCAGACTCGT
ACAACAAACACCTCTTCGTGCACATTGGGCATGCCAACCATTCTTACAGT
GACCCATTGCTTGAATCAGTGGACATTCGTCAGATTTATGACAAATTTCC
TGAAAAGAAAGGTGGCTTAAAGGAACTGTTTGGAAAGGGCCCTCAAAATG
CCTTCTTCCTCGTAAAATTCTGGGCTGATTTAAACTGCAATATTCAAGAT
GATGCTGGGGCTTTTTATGGTGTAACCAGTCAGTACGAGAGTTCTGAAAA
TATGACAGTCACCTGTTCCACCAAAGTTTGCTCCTTTGGGAAGCAAGTAG
TAGAAAAAGTAGAGACGGAGTATGCAAGGTTTGAGAATGGCCGATTTGTA
TACCGAATAAACCGCTCCCCAATGTGTGAATATATGATCAACTTCATCCA
CAAGCTCAAACACTTACCAGAGAAATATATGATGAACAGTGTTTTGGAAA
ACTTCACAATTTTATTGGTGGTAACAAACAGGGATACACAAGAAACTCTA
CTCTGCATGGCCTGTGTGTTTGAAGTTTCAAATAGTGAACACGGAGCACA
ACATCATATTTACAGGCTTGTAAAGGACTGA

Obr. 22: DNA sekvence celého TEAD1 insertu. Modie je vyznacena DNA sekvence TEA domény pouzita
jako insert do druhého z plasmidii. ZIuté je oznageno §tépici misto restrikéni endonukleasy Hindl11, Zelene

Pstl a 2088 Xhol.
Piipravovany byly dva plasmidy, z nichz jeden obsahoval insert kodujici cely TEADI

a druhy jeho DNA vazebnou doménu. DNA sekvence téchto dvou insertii jsou uvedeny
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v obrazku 22 (str. 55) i s vyznaGenymi zasahovymi misty pro restrikéni endonukleasy,
které¢ byly v pribéhu pfipravy plasmidu vyuzity pro analyzu jednotlivych meziprodukti.
Insert kodujici cely TEADI je dlouhy 1281 part bazi a insert kodujici jeho DNA vazebnou

doménu 249 part bazi.

5.1.1. Amplifikace insertd pomoci PCR

Pomoci polymerasové fetézové reakce byly amplifikovany oba inserty. Délka
amplifikovanych fragmentl byla nasledn¢ zkontrolovéna agarosovou elektroforézou v 1 %
gelu (obr. 23). Pokud PCR probéhlo spravné, mély by se na gelu objevit fragmenty o
velikosti 1281 pb pro cely TEAD a 249 pb pro jeho DNA vazebnou doménu.

TEA
doména TEADI cely

—1500 pb
1200 pb

— 300 pb
— 200 pb

Obr. 23: Inserty po PCR amplifikaci

Na obr. 23 je vidét, Ze nejsilngjsi prouzek v obou drahach opravdu odpovida velikosti
vyse zminénym fragmentlim, coZ potvrzuje, Ze amplifikace insert pomoci PCR probéehla

uspesné.

5.1.2. Ligace do vektoru pBluescript Il SK (+)

Amplifikované inserty byly vlozeny do vektoru pBluescript 1l SK (+) a po transformaci
bunék timto vektorem bylo metodou modro-bilé selekce zvoleno pét kolonii obsahujicich

plasmid s vlozenym insertem pro cely TEADI a pét pro TEA doménu. Z vybranych
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bunéénych klonti byla izolovana plasmidova DNA, kterd byla nasledné Stépena
restrikénimi enzymy Notl a EcoRIl. Vzniklé¢ fragmenty byly analyzovany agarosovou
elektroforézou (obr. 24).

Zasahové misto pro ECORI bylo soucasti pouzitého primeru a nachdzi se tedy na okraji
vlozeného insertu. Soucasti druhého z primert bylo $tépici misto pro Ndel, ale tento enzym
bohuzel nefunguje v prostiedi pufru pouzitého pro rychlou izolaci plasmidové DNA. Proto
byl pro restrikéni analyzu vyuzit enzym Notl, jehoz zdsahové misto je soucésti polylinkeru
vektoru pBluescript Il SK (+) a nachazi se 24 pb od vlozeného insertu.

V piipadé, ze se ve zvoleném bunééném klonu nachazel plasmid se spravnym insertem,
m¢ély by po Stépeni restrikénimi endonukleasami vzniknout dva fragmenty. 3000 pb dlouhy
fragment odpovidajici vektoru pBluescript by mél byt pfitomen v obou pfipravovanych
plasmidech. V plasmidu s celym TEAD1 genem by pak druhy z fragmentti mél byt 1305 pb
dlouhy (soucet délky insertu a vzdalenosti od jeho okraje k St€picimu mistu Notl).

V ptipadé TEA domény by pak mél druhy prouzek analogicky odpovidat velikosti 273 pb.

TEA doména cely TEAD1

— 1500 pb

1200 pb

— 300 pb

— 200 pb

Obr. 24: Restrikéni analyza po vlozeni PCR produktii do vektoru pBluescript 11 SK (+)

Z obrazku 24 je patrné, ze v piipadé¢ samotné TEA domény se plasmid se spravnym

insertem nachazel v bunéénych klonech 1, 2 a 3. U celého TEADL genu byl fragment
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o délce 1305 pb piitomen pouze v klonu ¢islo 3. V draze cCislo 3 se u celého TEAD1 genu
pouze jednim z pouzitych enzymi (doslo jen K linearizaci plasmidu). Na zakladé vysledkt
restrikéni analyzy byly pro dal$i praci zvoleny u obou pfipravovanych plasmidi klony

¢islo 3.

5.1.3. Ligace do expresniho vektoru pET-28a(+)
Z vybranych kloni bylo pfipraveno vétsi mnozstvi plasmidl, které byly precistény
precipitaci v ethanolu, $tépeny restrik¢nimi endonukleasami EcoRIl a Ndel a nasledné
vlozeny do stejnymi enzymy postépeného vektoru pET28a(+).

Pouzity vektor obsahuje ptfed oblasti, kam se vkladaji inserty, sekvenci kodujici
polyhistidinovou kotvu oddélitelnou zdsahovym mistem pro proteasu thrombin. Pfitomnost
této kotvy umoznuje jak snadnéj$i purifikaci pfipravovaného proteinu pomoci afinitni
chromatografie, tak 1 jeho detekci po elektropfenosu protilatkou pravé proti
polyhistidinové kotvé.

Stejn€ jako u ligace do vektoru pBluescript, bylo 1 v tomto pfipadé po transformaci
bun€k nové ptipravenymi plasmidy, zvoleno Sest kolonii narostlych na misce od kazdého
Z ptipravovanych plasmidi. Z nich byly pfipraveny nocni kultury a nasledné izolovéna
plasmidova DNA. Pro ovéfeni pfitomnosti spravné vlozené¢ho insertu byla provedena
restrikéni analyza endonukleasou Hindlll, kterd byla vyhodnocena pomoci agarosové
elektroforézy (obr. 25, str. 59).

Zasahova mista pro pouzity enzym jsou vyznaCena na obrazku 22 (str. 55). Jedno
zasahové misto pro Hindlll se nachazi také v pouzitém vektoru a to 20 pb od restrikéniho
mista pro ECORI, kde konéi vloZeny insert. Na gelu by proto v pfipad¢, Ze se insert
zaligoval spravng, mély u celého TEAD1 genu byt vidét fragmenty o velikostech pfiblizné
5500, 650 a 500 pb. U plasmidu pro DNA vazebnou doménu by po restrikci mély
vzniknout fragmenty o ptibliznych velikostech 5500 a 200 pb.

Na obrazku 25 (str. 59) jsou hledané fragmenty vidét ve viech drahach. Spatni
viditelnost fragmentd o délce 200 pb je nejspi§ zplsobena pravé malou velikosti téchto
fragmentli. Vyraznost prouzku v agarosovém gelu je totiz umérnad nejen mnozstvi DNA,
ale praveé 1 délce fragmentu (¢im delsi fetézec DNA je, tim vice barviva se do n¢j mize

interkalovat). Plasmid se spravnym insertem byl tedy pfitomen ve vSech testovanych

-58 -



klonech a pro dalsi praci byly u obou piipravovanych plasmidi zvoleny klony cislo 3.

cely TEAD1 TEA doména

—Vektor pET-28a(+)

cely TEAD1

—— TEA doména

Obr. 25: Restrikéni analyza po vlozeni insertu do vektoru pET-28a(+)

5.1.4. Kontrola nové pripravenych plasmidu

Ze zvolenych klonl bylo pfipraveno vétsi mnozstvi plasmidi. Vzorky takto pfipravenych
plasmidt byly kvtli ovéteni spravnosti sekvence vlozenych insertli analyzovany pomoci
restrikénich enzymu (obr. 26, str. 60) a také DNA sekvenovanim.

Pro restrikéni analyzu byly vyuzity enzymy uvedené v tabulce 10 (str. 60). Restrikéni
mista Hindlll, Pstl a Xhol jsou vyznacena v obrazku 22 (str. 55), pficemz Hindlll a Xhol
maji jedno zasahové misto navic i ve vektoru a to ve vzdalenosti 20 pb (Hindlll) a 45 pb
(Xhol) od konce vlozeného insertu. Zasahova mista pro ECORI a Ndel byla soucasti
pouzitych primera. V tabulce 11 (str. 60) jsou uvedeny ptedpokladané priblizné délky

vzniklych fragmentt.
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Tab. 10: Endonukleasy vyuzité pro restrikéni analyzu. D - DNA véazajici doména, F — cely TEAD1

D1 D2 D3 F1 F2 F3

‘ Ndel Hindlll Pstl Ndel Hindlll Pstl
Enzymy
‘EcoRI - Xhol EcoRl - -

Tab. 11: Pfedpokladané délky fragmentti po restrikcich. D - DNA vazajici doména, F — cely TEAD1

F1 F2 F3 D1 D2 D3

5370 5500 6360 5370 5500 5330
Predpokladana velikost fragment( (pb) | 1280 650 290 250 200 290
500

Cely TEAD1 TEA doména

Obr. 26: Kontrolni restrikce pripravenych plasmidi

Vsechny ptfedpoklddané fragmenty byly v gelu opravdu vidét (obr. 26) a vzorky nové

pfipravenych plasmidii byly proto odeslany k sekvenovani do Stfediska sekvenovani DNA

pfi Mikrobiologickém tstavu Akademie véd Ceské republiky. Ziskané sekvence

odpovidaly teoretickym, které jsou uvedeny na zacatku této kapitoly (obr. 22, str. 55)

a ptipraveny plasmid kodujici DNA vazebnou doménu proteinu TEADI1 byl dale vyuzit

k produkci tohoto proteinu.
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5.2.Vybér vhodnych podminek produkce

5.2.1. Optimalizace koncentrace induktoru a vybér vhodného

produkéniho kmene

Konstruktem pfipravenym v pfedchozi kapitole s insertem kodujicim DNA vazebnou
doménu TEAD1 proteinu s polyhistidinovou kotvou, jehoz produkci Ize indukovat
pfidanim IPTG, byly transformovdny dva porovnadvané bakteridlni kmeny:
BL21-Gold (DE3) a BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL. U obou byly testovany ruzné
koncentrace induktoru s cilem dosahnout co nejvétsiho vytézku produkce.

Testovany byly koncentrace IPTG 0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1 a 2 mM. Proteiny
v ziskanych vzorcich byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (obr. 27) a elektropienosu
s imunodetekci (obr. 28, str. 62). Velikost pfipravovaného proteinu s polyhistidinovou
kotvou by méla byt 11,824 kDa.

¢ (mM)
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»
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Obr. 27: Optimalizace koncentrace induktoru a vybér produkéniho kmene — SDS-PAGE gely obarvené CBB.
Na levém gelu jsou vzorky z CodonPlus RIPL bunék, na pravém z Gold bungk.
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Obr. 28: Optimalizace koncentrace induktoru a vybér vhodného produkéniho kmene — elektroptenos po
imunodetekci protilatkou proti polyhistidinové kotvé. Na levé membrané jsou vzorky z CodonPlus RIPL
bunék, na pravé z Gold bunék.

DNA vazebné domén¢ proteinu TEADL1 se velikosti nejvice blizi prouzek viditelny na
membrandch obou elektropfenosii a na gelu se vzorky z CodonPlus RIPL bun¢k mezi
prouzky markeru o velikostech 6 a 16 kDa. Nicméné tento prouzek velikosti odpovida
pfiblizn¢ 15 kDa, coz je vice, nez je teoretickd hodnota molekulové hmotnosti
pfipravovaného proteinu, kterd s polyhistidinovou kotvou ¢ini 11,824 kDa. Abychom se
ujistili, Ze se opravdu jednd o DNA vazebnou doménu proteinu TEADI, byl tento prouzek
z gelu vyfiznut a po Sté€peni trypsinem identifikovdn metodou peptidového mapovani
pomoci hmotnostni spektrometrie (kapitola 5.2.1.).

Pii porovnani geld i membran se vzorky z Gold bunék a CodonPlus RIPL bunék je
vidét, ze mnohem vice proteinu se tvoii pii produkci v bunééném kmeni CodonPlus RIPL.
Pii produkei v buikdch Gold neni produkovany protein na gelu obarveném CBB vidét
vibec a na membrané po elektropfenosu jen velmi slabé. Pro produkci TEA domény byl
tedy zvolen bakterialni kmen BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL.

Jako optimalni koncentrace IPTG pro produkci TEA domény v CodonPlus RIPL

buiikach bylo s ohledem na spotiebu induktoru zvoleno 0,2 mM.

5.2.1. Peptidové mapovani
Nejsilngjsi prouzek z SDS-PAGE gelu z optimalizace koncentrace IPTG v CodonPlus
RIPL bunkéch indukovany 0,2 mM IPTG (obr. 27, str. 61) lezici mezi prouzky markeru 6 a
16 kDa byl z gelu vyfiznut a $tépen trypsinem. Vzniklé peptidy byly analyzovany pomoci
hmotnostniho spektrometru v uspofddani MALDI-TOF/TOF. Vysledné spektrum bylo

porovnano s databazi SwissProt pomoci algoritmu Mascot, kterd k nému pfifadila lidsky
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protein TEAD1.

Na obrazku 29 je zobrazena primarni sekvence DNA vazebné domény s histidinovou
kotvou. Vyznaceny jsou aminokyseliny lysin a arginin, za kterymi $tépi trypsin. Dale jsou
vyznaceny také peptidy, které byly nalezeny v ziskaném spektru (obr. 30).

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSADKPIDNDAEGVWSPDIEQSFQEALATY

PPCGRRKIILSDEGKMYGRNELIARY IKLRTGKTRTREQVSSHIQVLARR
KSRD

Obr. 29: Primarni sekvence pfipravované DNA vazebné domény proteinu TEAD1 s histidinovou kotvou.
Zeleng jsou vyznaceny aminokyseliny lysin a arginin, za kterymi je zasahové misto pro trypsin. Fialové jsou
vyznaceny peptidy, které byly nalezeny v hmotnostnim spektru

Intensita x 103 1237.694 - QVSSHIQVLAR

10 1

1365.797 - KQVSSHIQVLAR

1447.761
1586.935
2 A -_T

1695.877
945,491 2147.119 3148.626

0, A : Mo LL A.h}.

r+ g ¢ o ¢ | T T 1 | &+ [t [t . fr t [t T T T [ T T F T [ T

1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 m/z

Obr. 30: Hmotnostni spektrum DNA vazebné domény TEAD1 po $tépeni trypsinem

Identita peptidi QVSSHIQVLAR a KQVSSHIQLAR byla potvrzena také pomoci
MS/MS. Kolizni spektra jsou zobrazena na obr. 31 a 32 (str. 64 a 65) a data k nim jsou
uvedena v tab. 12 (str. 64) a 13 (str. 65) Tyto dva peptidy se 1isi pouze o jeden lysin na
zacatku, ktery v Casti piipadi byl a v ¢asti nebyl trypsinem odstépen.

Ostatni peptidy, které by mély po Sté€peni trypsinem teoreticky vzniknout, nebyly ve
spektru nalezeny proto, ze byly pro méfeni za danych podminek pfili§ malé nebo naopak

prilis velké.

-63 -



Ve spektru na obr. 30 jsou vidét i n€které dalsi piky, které proteinu TEAD1 nepatii.
Nejspis pochazeji z n¢kterého z bakteridlnich proteint, ktery putoval na SDS-PAGE stejné
jako DNA vazebna doména proteinu TEADI.
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Obr. 31: Kolizni spektrum piku o m/z 1237,7 (peptid QVSSHIQVLAR)

Tab. 12: Tonty, které mély teoreticky vzniknout v koliznim spektru peptidu QVSSHIQVLAR. Cervené jsou
vyznaéeny ty, které v ném byly opravdu nalezeny

Sekvence Typ iontu m/z Typ iontu m/z

Q 1 129.0659 11 1109.6426
v 2 228.1343 10 1010.5742
S 3 315.1663 9 9235421
s 4 402.1983 8  836.5101
H 5> 539.2572 7 699.4512
' b 6 6523413 Y 6 586.3671
Q 7 780.3999 5 4583085
v 8  879.4683 4 359.2401
L 9 992.5524 3 246.1561
A 10 1063.5895 2 1751190

11 1 1109.6426
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Obr. 32: Kolizni spektrum piku o m/z 1365,8 (peptid KQVSSHIQVLAR)

Tab. 13: Ionty, které mély teoreticky vzniknout v koliznim spektru peptidu KQVSSHIQVLAR. Cervené jsou
vyznaceny ty, které v ném byly opravdu nalezeny

Sekvence Typ iontu m/z Typ iontu m/z

Q 1 129.1022 11 12377011
v 2 257.1608 10 1109.6426
S 3 356.2292 9 1010.5742
s 4 4432613 8 9235421
H 5 530.2933 7 836.5101
' b 6 g73522 Y 6  699.4512
Q 7 780.4363 5  586.3671
v 8  908.4948 4 458.3085
L 9  1007.5633 3 359.2401
A 10 1120.6473 2 246.1561

11 1 175.1190
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5.2.2. Vybér vhodné produkcni teploty

Testovany byly teploty 23, 30 a 37 °C. Vzorky ziskané pfi produkci TEA domény pfi
téchto teplotach byly vyhodnoceny pomoci SDS-PAGE a elektropienosu s imunodetekci
(obr. 33). Stejn¢ jako pii optimalizaci koncentrace induktoru byla hledana teplota, pti které

se produkuje nejvice pripravovaného proteinu.

23 30 37 T(%Q 23 30 37 T

R
[T
"

— 16kDa — 16 kDa

/ ——6kDa

Obr. 33. Vybér vhodné produkéni teploty. Vievo je SDS-PAGE gel obarveny CBB, vpravo membrana po
elektropfenosu a imunodetekci

Nejvice proteinu se z testovanych teplot produkovalo pti 23 °C. V gelu i na membrané
po elektropienosu je v této draze vidét nejsilngjsi prouzek o velikosti odpovidajici TEA
doméné (obr. 33). Tato teplota tedy byla zvolena jako nejvhodnéjsi pro produkci

pfipravovaného proteinu.

5.2.3. Vybér vhodné doby produkce

Posledni z testovanych podminek produkce byla jeji doba trvani. Testovana byla produkce
dlouha 0, 1, 3, 5 a 16 h. Stejnym zplisobem jako u ptedchozich parametrti, byla i v tomto
ptipadé¢ hledana takova doba produkce, pii které 1ze dosahnout nejvyssich vytézkia. Vzorky
byly, stejné jako v pfedchozich Kkapitolach, analyzovany pomoci SGS-PAGE
a elektropienosu s imunodetekcei (obr. 34, str. 67).
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Obr. 34: Vybér vhodné doby produkce. Vlevo je SDS-PAGE gel obarveny CBB, vpravo membrana po
elektropfenosu

Zdaleka nejvyraznéjsi prouzek odpovidajici velikosti TEA domény se nachéazi v draze se
vzorkem po nejdel$i, Sestnactihodinové, produkci a tato doba byla proto zvolena jako

nejvhodnéjsi pro dalsi praci.

5.3.Purifikace

5.3.1. Afinitni chromatografie

Protein byl za podminek, které byly zvoleny jako nejvhodné&jsi, produkovan ve velkém
objemu média, odkud byl nasledn¢ izolovan a vznikly lyzat byl nanesen na
chromatografickou kolonu Ni-NTA. Na tuto kolonu se pies Ni?* ionty vazané na jejim
nosici selektivné vazou proteiny s polyhistidinovou kotvou, které 1ze pozdéji odtud zase
uvolnit pomoci imidazolu. Byl vytvofen zdznam pribéhu eluce proteinti zachycenych na
koloné gradientem imidazolu méfenim absorbance roztoku vychézejicitho z kolony pii
280 nm (obr. 35, str. 68). V pribéhu celé chromatografie byly sbirany frakce a obsah
proteinil v téchto frakcich byl vyhodnocen pomoci SDS-PAGE (obr. 36, str. 68).
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Obr. 35: Zaznam prub&hu eluce proteinti z Ni-NTA kolony gradientem imidazolu
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Obr. 36. Prubéh afinitni chromatografie. 1 — nanaska na kolonu, 2, 3 — frakce, které se nezachytily na kolong,
4 —10-20 min eluce gradientem imidazolu, 5 — 20-30 min eluce gradientem imidazolu

Na obrazku 36 je DNA vazebna doména proteinu TEADI1 pfitomna v nanaSce na
kolonu (silny prouzek mezi markery odpovidajicimi velikostem 14 a 18 kDa) a ve frakci

Cislo 5, ktera byla eluovana z kolony gradientem imidazolu a na obr. 35 odpovida mensimu
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z pikd, ktery se z kolony uvolnil az pozdé&ji, pii vyssi koncentraci imidazolu v mobilni fazi.
Ve frakcich 2 a 3 jsou pfitomny proteiny, které se na koloné nezachytily a byly tedy
VvV tomto purifika¢nim kroku oddéleny od pfipravovaného proteinu. Frakce 4 (vyssi z pikt
na obr. 35, str. 68) obsahuje proteiny, které se sice na koloné zachytily, ale protoze
neobsahovaly polyhistidinovou kotvu, byly snadno uvolnény uz pii niz§i koncentraci
imidazolu v mobilni fazi, ¢imz doslo k dalsi purifikaci pfipravované TEA domény.

Prestoze pouzita chelatacni chromatografie by za danych podminek méla selektivné
vychytavat pouze proteiny obsahujici polyhistidinovou kotvu, obsahuje frakce 5 (obr. 36,
str. 68) krom¢ TEA domény i n€kolik dalSich prouzki riznych velikosti. Nékteré z téchto
prouzkli byly zgelu vyfiznuty a po Stépeni trypsinem identifikovdny technikou
peptidového mapovani.

Identifikované bakterialni proteiny (SlyD, protein regulujici ptijem zeleza ,.ferric uptake
regulation protein“ a 30S ribosomalni protein S15) mély ve své sekvenci oblast obsahujici
n€kolik histidinti jdoucich za sebou, coz bylo ziejmé diivodem toho, pro¢ se na Ni-NTA

koloné zachytily. Téchto proteini bylo potieba se zbavit v dalsich purifikacnich krocich.

5.3.2. lontové vyménna chromatografie

K odstranéni proteint, které se nespecificky zachytily na Ni-NTA kolong&, bylo po odsoleni
dialyzou vyuZito dalSi chromatografické techniky, a to iontov€é vyménné chromatografie.
Tato metoda rozd€luje proteiny podle hodnoty jejich pl. Pouzitd Mono S kolona je silny
katex a proto pevnéji zadrZuje proteiny, které maji v daném pH mobilni faze kladny naboj,
jako je pravé TEA doména, jejiz pl je predikovano na 10, a v prosttedi o pH 7,4 tedy bude
kladné nabita. Proteiny zachycené na Mono S koloné Ize dale rozdélit jejich postupnym
uvoliovanim gradientem NaCl v mobilni fazi. Proteiny, Které na ni drzi nejpevnéji, budou
uvolnény pozdéji, pii vyssich koncentracich NaCl nez proteiny, které tam drzi jen slabé.

V priibéhu celé chromatografie byla sledovana absorbance pti 280 nm a konduktivita
roztoku vychazejiciho z kolony (obr. 37, str. 70). Zaroven byly sbirany frakce, které byly
poté analyzovany pomoci SDS-PAGE (obr. 38, str. 70).
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Obr. 37: Zaznam pribéhu iontové vyménné chromatografie. Konduktivita roztoku vychazejiciho z kolony
zévisi na koncentraci NaCl v mobilni fazi a roste proto s jejim gradientem.

116 kDa—
66 kDa—

45kDa—
35kDa—

25 kDa— |

18 kDa—

»

14 kDa— " & & &

——

Obr. 38: Vybrané frakce zachycené v prib&hu iontové vyménné chromatografie. N — nanaska na kolonu,
1-4 — frakce, které se na kolon¢ nezachytily, 8- 30-33 min, 9, 10 — 33-38 min, 11 — 38-41 min

Ve shodé s ocekavanim se TEA doména na Mono S kolon¢ opravdu drZela siln€ji nez

ostatni proteiny. Na obrazku 38 je vidét v nanaSce a ve frakcich 9 a 10, které odpovidaji
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vysSimu z pikl na obr. 37 (str. 70), ktery se z kolony eluuje pozdéji (pti vyssi koncentraci
NaCl v mobilni fazi). Pomoci iontové vyménné chromatografie se podafilo odd¢€lit vSechny
proteiny pifitomné ve frakcich 1-4 a 8. Ve frakcich 9 a 10 je krom¢ TEA domény piitomno
uz jen nepatrné mnozstvi proteinu o velikosti pfiblizn€ 50 kDa. Tento protein byl pozdéji

oddé€len pomoci gelové permeacni chromatografie.

5.3.3. Odstépeni histidinové kotvy

V dalsim kroku byla odstépena polyhistidinova kotva pomoci proteasy thrombin, ktera
Stépi specifickou sekvenci vloZzenou mezi kotvu a piipravovany protein. Histidinova kotva
1 zadsahové misto pro thrombin jsou v primdrni sekvenci DNA vazebné domény proteinu
TEADI vyznaceny na obr. 39. Monoisotopickd hmotnost pfipravovaného proteinu
s histidinovou kotvou by méla byt 11,817 kDa a po odstépeni kotvy pak 9,936 kDa.

l
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSADKPIDNDAEGVWSPDIEQSFQEALATIY

PPCGRRKIILSDEGKMYGRNELIARYIKLRTGKTRTRKQVSSHIQVLARR
KSRD
Obr. 39: Primarni sekvence DNA vazebné domény TEADI1 s polyhistidinovou kotvou. Zelen€ je vyznacena

histidinova kotva, Zluté pak zasahové misto pro thrombin. Sipka oznatuje misto §tépeni, podtrzena je ta ¢ast
proteinu, ktera se oddéli.

Vzorky Stépeného a neStépeného proteinu byly nejprve analyzovadny pomoci
SDS-PAGE, ale rozdil v jejich velikosti byl pfili§ maly na to, aby Sly jednotlivé formy na
gelu rozlisit. Bylo proto vyuzito hmotnostni spektrometrie o vysokém rozliSeni k urceni
pfesné hmotnosti proteinli ve vzorcich. Hmotnostni spektra nestépeného vzorku, vzorku po
1 h Stépeni a vzorku $tépeného 16 h jsou uvedena na obr. 40 (celé spektrum) a 41
(ptiblizené) (oba str. 72).

Po dekonvoluci byla vypoctena ptesnd hmota v jednotlivych vzorcich. V nestépeném
vzorku byla nejcastéjsi hmota 11763,08 Da. Hmotnost TEA domény s histidinovou kotvou
a bez koncového methioninu je 11686,02 Da. Rozdil téchto dvou hmot je 77,06 Da, coz
odpovida molekulové hmotnosti 2-merkaptoethanolu pouzitému k redukci -SH skupiny

cysteinu pii afinitni chromatografii, ktery na této skupin€ zlstal navazany. Druha

------
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je posun odpovidajici acetylaci.

Ve stépenych vzorcich byla nejcastéjsi hmota 10013,24 Da, ktera se od 9936 Da opét

lisi o 77,06 Da (2-merkaptoethanol). Acetylace se ve Stépenych vzorcich uz nevyskytuje,

odstépila se s N-koncem.
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Obr. 40: Hmotnostni spektrum mapujici priabéh odstépeni histidinové kotvy thrombinem
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Obr. 41: PiibliZena ¢ast hmotnostniho spektra z obr. 40 v oblasti 800 — 900 m/z
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Na obr. 40 (str. 72) je vidét, Zze po odstépeni histidinové kotvy klesa mnozstvi piki
ve spektru. Tyto malé piky jsou nejspi§ produktem rozpadu proteinu od N-konce
a s odstépenim kotvy, ktera se na tomto konci nachazi, vymizi.

Obrazek 41 (str. 72) pak dokumentuje postupné ubyvani vyssi hmoty (protein
s histidinovou kotvou) a pribyvani hmoty nizsi (po odstépeni kotvy). Uz po jedné hodiné
Stépeni thrombinem intenzita pikli nestépeného proteinu vyrazné klesa a po 16 h je

prakticky vSechen pfipravovany protein zbaven histidinové kotvy.

5.3.4. Gelova permeacni chromatografie

Poslednim purifika¢nim krokem, ve kterém byla od ptipravované DNA vazebné domény
proteinu TEADI oddélena odstépend histidinova kotva, thrombin a zbyvajici bakteridlni
proteiny, byla gelova permeacni chromatografie. Tato metoda rozd€luje proteiny podle
jejich velikosti. Nejvétsi proteiny vyjdou z kolony jako prvni, zatimco mensi jsou
zadrzovany v porech gelu a vychézeji proto az pozdéji.

Po Stépeni thrombinem byl vzorek koncentrovan a nanesen na kolonu. Stejné jako
u iontové vyménné chromatografie, byla i v tomto pfipadé sledovéna absorbance pii
280 nm a konduktivita roztoku vytékajiciho z kolony (obr. 42, str. 74). Zaroven byly
v pribéhu chromatografie sbirany frakce, ve kterych bylo nasledné slozeni proteini
analyzovano pomoci SDS-PAGE (obr. 43, str. 74).

Z obrazkd 42 a 43 (str. 74) je patrné, ze pomoci gelové permeacni chromatografie se
podaftilo oddélit prakticky vSechny zbyvajici bakterialni proteiny. Ve frakcich 7 a 8 zbyva
¢ista DNA vazebna doména proteinu TEAD], kterou bude mozné pozdéji vyuzit k analyze

strukturni podstaty jeji interakce s DNA.
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Obr. 42: Zaznam prubéhu gelové permeaéni chromatografie. Pik na konci zdznamu konduktivity znaéi ¢as,
kdy z kolony vychazeji soli.
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Obr. 43: SDS-PAGE gel frakci zachycenych v prib&hu gelové permeaéni chromatografie. N — nanaska. 3,4 —
maly pik mezi 11 a 13 min (obr. 42). 5, 6 — prvni polovina vysokého piku (13 — 15 min). 7, 8, 9 — druha
polovina vysokého piku (15 — 18 min), 10 — 18 — 19 min
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6. Diskuse

V ramci této prace byla pripravovana DNA vazebna doména lidského proteinu TEADL.
TEAD proteiny jsou transkripcni faktory, které ve spolupraci se svymi koaktivatory
v organismu zodpovidaji za regulaci exprese proteinti ovliviiujicich rist a diferenciaci
bunék nebo brani apoptose®®. Aktivita TEAD proteinti je pfisné regulovana
prostiednictvim Hippo signaliza¢ni drahy a tvorby komplext s jejich koaktivatory*>°1:°6:8,
Prestoze je funkce TEAD transkripcnich faktorii nezbytnd pro spravny vyvoj velké casti
tkani a organtl, vede jejich deregulace v dospélosti k rozvoji nadorovych onemocnéni®+2,

Vyse zminéné vlastnosti ¢ini z TEAD proteinti zajimavy cil pro vyvoj novych latek
uréenych k 1é¢bé rakoviny. Jednou z moznosti, jak snizit aktivitu TEAD proteint je
zabranit tvorbé jejich komplext s koaktivatory pomoci vhodného inhibitoru a bylo uz
nalezeno nékolik molekul, které tuto schopnost maji®*®. Dali moznosti, jak inhibovat
expresi TEAD proteiny regulovanych proteini, by mohlo byt zabranéni vazbé TEAD
transkripénich faktorti na DNA. K navrzeni 1é¢iva fungujiciho na tomto principu je potieba
nejprve znat presny zpusob, jakym se TEAD na DNA vaze. Piestoze struktura samotné
TEA domény byla vyfeSena pomoci NMR spektroskopie a rentgenové krystalografie,
piesna strukturni podstata dynamiky jeji vazby na DNA stéle jesté znama neni*®%®, TEA
doména pfipravend v této praci bude nasledné vyuzita pravé pro strukturni charakterizaci
jejich interakci s DNA pomoci metod strukturni hmotnostni spektrometrie, které by
v kombinaci sjiz dfive publikovanymi NMR a krystalografickymi daty mély byt
dostatecnym podkladem pro vyvoj 1é¢iva schopného inhibovat vznik komplexu proteinu
TEAD s DNA.

Na zacatku préace byly pfipraveny dva plasmidy s inserty kodujicimi protein TEADI a
jeho DNA vazebnou doménu. Pomoci polymerasové fetézové reakce byly nejprve oba
inserty amplifikovany a délka produkti PCR reakce byla ovéfena agarosovou
elektroforézou.

Protoze se nepodafilo inserty po Stépeni restrikénimi enzymy, jejichz zasahovd mista
byla soucasti primert vyuZzitych pro PCR amplifikaci, vloZit rovnou do expresniho vektoru
tohoto vektoru je moznost zvolit z kolonii vyrostlych na misce po transformaci takove,
které obsahuji vloZeny insert a ne jen prazdny vektor, metodou zvanou modro-bila selekce.

Zaroven bylo mozné sem insert vlozit bez predchoziho §tépeni restriktasami v jednom
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kroku za vyuziti enzymu Smal, ktery vytvaii tupé konce. Restrikéni endonukleasa Ndel,
jejiz zasahové misto bylo soucasti jednoho z primerd, totiz potiebuje pro svou optimalni
funkci pfitomnost Sesti dalSich parG bazi mezi jejim zasahovym mistem a koncem
Stépeného fetézce DNA. Tento pfesah po PCR amplifikaci s vyuzitim primert uvedenych
na pocatku kapitoly 4 v insertu chybél, coz bylo nejspis pricinou neuspechu pii pokusech
vlozit inserty rovnou do expresniho vektoru.

Po ligaci do vektoru pBluescript byly restrikéni analyzou zvoleny bakterialni klony se
spravnym insertem. Z téchto klonti bylo izolovano vétsi mnozstvi plasmidul, které byly
nasledné Stépeny restrik¢nimi endonukleasami ECoRI a Ndel. V tomto pfipadé uz problém
S chybéjicim presahem odpadl (pfesah byl tvofen vektorem pBluescript). Nasledné byly
inserty Gspés$né vlozeny do expresniho vektoru pET-28a(+), coz bylo ovéfeno restrikéni
analyzou s n€kolika riznymi endonukleasami a také DNA sekvenovanim.

Byl zvolen vhodny produkéni bakteridlni kmen pro piipravu DNA vazebné domény
proteinu TEADI1. Testovany byly buiiky BL21-Gold (DE3), které jsou béZné v nasi
laboratoti pouzivany k produkci rekombinantnich proteini a buiky BL21-CodonPlus
(DE3)-RIPL, kter¢ byly pouzity autory ¢lanku o strukturni charakterizaci TEA domény
pomoci NMR k jeji ptiprave®. Ukazalo se, ze bunéény kmen BL21-Gold (DE3), ve kterém
prob&hl pokus o produkci nejdiive, pro ptipravu TEA domény vhodny neni. Vytézky byly
Vv téchto buiikdch tak malé, Ze ani po afinitni purifikaci na Ni-NTA kolon& nebyl na
SDS-PAGE gelu po obarveni CBB ani stfibrem zadny prouzek o velikosti TEA domény
vidét a pro jeho zobrazeni musel byt vyuzit elektropienos s imunodetekci, ktery ma vyssi
citlivost.

Optimalizace koncentrace induktoru proto byla rovnou spojena s porovnanim vytézku
pfi produkci v puvodnich bunkdch (BL21-Gold (DE3)) a Vbunéném kmeni
BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL, pouzitém autory ¢lanku o NMR struktufe TEA domény.
V tomto bunééném kmeni se piipravovaného proteinu produkovalo jiZ o poznani vice
a dal$i produkce proto probihaly uz jen v ném. Rozdil mezi obéma pouzitymi bunécnymi
kmeny je v tom, ze BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL ve svém genomu obsahuje vice kopii
genti koédujicich tRNA s kodony obvyklymi v lidskych genech, kterych by bakterie
V normalnim stavu mohla mit nedostatek. TEADI je lidsky protein a opravdu ve své DNA
sekvenci obsahuje n¢kolik téchto kodonti, coz nejspis limitovalo jeho produkci v buiikdch
BL21-Gold (DE3).
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Na SDS-PAGE gelu se prouzek, ktery by mél odpovidat TEA doméné, pohyboval
stejné jako marker o velikosti 15 kDa. Protoze velikost TEA domény s histidinovou kotvou
méla byt jen 11,8 kDa, byl tento prouzek z gelu vyfiznut a po Stépeni trypsinem
identifikovan metodou peptidového mapovani. Po porovnani ziskaného hmotnostniho
spektra s databazi SwissProt pomoci algoritmu Mascot byl k vyfiznutému prouzku piitazen
lidsky protein TEADI1. Zdéanlivé jina velikost pfipravovaného proteinu tedy byla pouze
nepiesné urcena elektroforézou

Pro produkci v bunééném kmeni BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL byly poté hledany
vhodné podminky. Jako optimalni koncentrace IPTG bylo zvoleno 0,2 mM. Pii 2 mM je
sice v gelu na obr. 27 (str. 61) vidét jesté o néco malo silnéjsi prouzek, ale pii vyuziti tak
vysoké koncentrace by byla také vysoka spotieba IPTG, jehoz cena neni zanedbatelna.
Z ostatnich testovanych produkénich podminek se jako nejvhodnéjsi ukazala del$i doba
produkce pii nizsi teploté a to konkrétné 16 h pii 23 °C.

Za téchto podminek byl protein produkovan ve velkém objemu média a nésledné
purifikovan pomoci afinitni chromatografie na Ni-NTA koloné, coz bylo umozZnéno
pritomnosti polyhistidinové kotvy na N-konci odd¢litelné proteasou thrombinem. Pti
prvnich pokusech o afinitni purifikaci se na koloné zachytavalo spole¢né s pfipravovanym
proteinem 1 velké mnoZstvi bakteridlnich proteint. To bylo nejspi§ zptsobeno piitomnosti
jednoho volného cysteinu v primarni sekvenci pfipravované TEA domény, ktery se
tvorbou disulfidovych mustkli vazal na ostatni proteiny, a ty se kvuli tomu pfes n¢j
zachytavaly na koloné. Tento problém se podafilo vyfesit ptidanim 2-merkaptoethanolu,
ktery funguje jako reduk¢ni ¢inidlo, do mobilni faze. Po ptidani 2-merkaptoethanolu se na
kolon¢ opravdu zachytdvalo méné bakteridlnich proteinii nez predtim. Pfi eluci proteinli
z Ni-NTA kolony gradientem imidazolu jsou z ni nejprve eluovany bakterialni proteiny,
které na koloné nedrzi tak pevné, a az pti vyssi koncentraci imidazolu v mobilni fazi i TEA
doména.

Protein byl dale purifikovan pomoci iontové vyménné chromatografie, kde se podaftilo
diky vysoké hodnoté pI TEA domény oddélit vétSinu zbyvajicich bakterialnich proteini.
Tomuto purifika¢nimu kroku muselo piedchéazet odstranéni soli a 2-merkaptoethanolu
z roztoku proteinu. V roztoku o vysoké koncentraci soli by se proteiny na kolon¢ ionexu
nezachytily a 2-merkaptoethanol zase inhibuje aktivitu thrombinu, ktery byl po tomto

purifika¢nim kroku pouzit k odstépeni histidinové kotvy.
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Polyhistidinovd kotva byla nésledné odstépena thrombinem. Pribéh Stépeni byl
sledovan nejprve pomoci SDS-PAGE, ale rozdil hmotnosti §tépené a nestépené formy byl
nejspi§ moc maly na to, aby Sly od sebe v gelu odlisit. Pfesnd hmotnost proteini
V jednotlivych vzorcich pribéhu Stépeni byla proto stanovena hmotnostni spektrometrii
o vysokém rozliseni. Z vysledkl bylo zjisténo, ze se kotvu podatilo tspéSné odstépit a po
16 h Stépeni byl prakticky vSechen protein ve formé s odstépenou kotvou. Nejveétsi Cast
proteinu Vv nestépeném vzorku se nachdzela ve stavu s odstépenym N-koncovym
methioninem a s 2-merkaptoethanolem navazanym na -SH skupiné cysteinu. Cast proteint
Vv nestépeném vzorku byla také acetylovana na N-konci. 2-merkaptoethanol byl nalezen i
na proteinu ve vzorku po St€peni thrombinem.

Poslednim purifikaénim krokem pak byla gelova permeacni chromatografie, v jejimz
pribéhu se podafilo oddélit vSechny zbyvajici bakteridlni proteiny i1 odStépenou
polyhistidinovou kotvu. Do mobilni faze byl také ptidan TCEP k odstranéni
2-merkaptoethanolu navdzaného na cysteinu.

Po poslednim purifikacnim kroku byl ziskan piiblizn€ 1 mg DNA vazebné¢ domény
proteinu TEADI1. Vytézek by nejspi§ bylo mozné jesté zvysSit zménou podminek pii
vymeéne pufri dialyzou a nésledném koncentrovani, kde dochdzelo k nejvétSim ztratam
kvali precipitaci proteinu ve chvili, kdy ho byla vysoka koncentrace v roztoku o malé
koncentraci soli. Vyprodukované mnozstvi 1 Cistota pfipraveného proteinu jsou nicméné

dostate¢né pro strukturni analyzu jeho interakce s DNA, coz bylo cilem této prace.
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7. Zavér

Byly pfipraveny dva konstrukty pro rekombinantni ptipravu proteinu TEAD1 a jeho DNA
vazebné domény. Pro produkci DNA vazebné domény proteinu TEADI1 byl nalezen
vhodny produkéni bakterialni kmen a to BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL. Dale byly
nalezeny vhodné podminky produkce. Protein byl produkovan 16 h pti 23 °C a jeho
produkce byla indukovana pifidanim IPTG o kone¢né koncentraci v médiu 0,2 mM.
Ziskany protein, jehoz identita byla potvrzena peptidovym mapovanim, byl purifikovan
pomoci afinitni chromatografie, iontové vyménné chromatografie a po odstépeni
polyhistidinové kotvy také gelové permeacni chromatografie. Ziskané mnozstvi DNA
vazebné domény proteinu TEAD] i jeho Cistota je dostate¢nd pro strukturni analyzu jeji

interakce s DNA.
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