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Abstrakt

Rodina transkrip&nich faktort TEAD reguluje expresi genu, které reguluji buné&nou
proliferaci, diferenciaci a apoptozu. Aktivita TEADL1 je regulovana prostfednictvim Hippo
signalni drahy. Obecny mechanismus suprese nadorovych bunék skrze Hippo signalni
drahu zlOstava nejasny. C-MYC a GLUT1, dva klicové regulatory glykolyzy, byly
recentné popsany v lidskych leukemickych bunkach jako cile Hippo signalni drahy.
V této diplomové praci byla pomoci ChIP analyzy v lidskych leukemickych burkach
experimentalné potvrzena vazba TEAD1 k prvnimuexonu genu C-MYC a dale
objevena nova interakce TEAD1 s enhancerem genu C-MYC a s enhancerem genu
GLUT1. Regulace glukézového metabolismu Hippo signalni drahou muze predstavovat

novy mechanismus suprese nadorovych bunék.

Klicova slova: genova regulace, transkripéni faktory, chromatinova imunoprecipitace,

bioinformatika



Abstract

The family of transcription factors TEAD regulates the expression of genes that
affect cell proliferation, differentiation and apoptosis. Activity of TEAD1 is regulated via
the Hippo signaling pathway. General mechanism of tumor cell suppression by the
Hippo signaling pathway remains unclear. C-MYC and GLUT1, the two key regulators of
glycolysis, were recently described as targets of the Hippo signaling pathway in human
leukemia cells. In this diploma thesis, the interaction of TEAD1 with M-CAT binding
motifs was experimentally confirmed in the first exon of C-MYC gene. In addition, a new
interaction of TEAD1 with M-CAT binding motifs has been found in the enhancer of C-
MYC promoter and enhancer of GLUT1 promoter by ChIP analysis. Regulation of
glucose metabolism by the Hippo signaling pathway may represent a new mechanism

of tumor cell suppression.

(In Czech)

Key words: Gene regulation, transcription factors, chromatin immunoprecipitation,

bioinformatics
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Seznam pouzitych zkratek

14-3-3
AbaA
ACACA

Afp

AKT
AMOTL1
AMP
AMPK
AP-1
APC
APS
ATP

ATTS

AXL

Birc2

Blimp-1

bp

BSA

cytosolicky protein nalezici do rodiny konzervovanych regulaénich molekul
transkrip&ni faktor
stézejni enzym pro oxidaci MK (z angl. acetyl-CoA carboxylase 1)

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD ko&dujici a-fetoprotein (z angl. alpha-

fetoprotein)

serin-threoninové kinaza

protein podporujici fosforylaci YAP/TAZ komplexu (z angl. angiomotin-like protein 1)
adenosinmonofosfat

enzym (z angl. adenosine monophosphate-activated protein kinase)

transkripcni faktor (z angl. activator protein 1)

antigen-prezentujici bufiky (z angl. antigen presenting cells)

peroxodisiran amonny (z angl. ammonium persulfate)

adenosintrifosfat

druhy nazev pro TEA doménu nézev, vznikl podle prvnich pismen protein(, kde byla
doména nalezena (AbaA, TEF-1, Tec-1, Scalloped)

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD kodujici AXL receptor s tyrosin-kindzovou

aktivitou

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD kdédujici Birc2 protein (z angl. baculoviral

inhibitor of apoptosis repeat-containing protein)

protein kbdovan PRDM1 genem potlacujici expresi INF-B (z angl. PR domain zinc

finger protein 1)
pary bazi (z angl. base pair)

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)



C2C12

CCD

CD28

CD80

CD86

CD4+

Cdx2

CG

CKCA

C-MYC

CT

Cr

CTGF

CTL

CTLA-4

CYR61

DNA

EDTA

Eomes

ERMS

FBS

mysSi imortalizovana myoblastova bunécna linie

CCD kamera (z angl. Charge-coupled device)

kostimulacni receptor T-lymfocyt(

kostimulaéni receptor exprimovan na povrchu APC

kostimulaéni receptor exprimovan na povrchu APC

glykoprotein na povrchu pomocnych T-lymfocytl

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD (z angl. caudal type homeobox)
par cytosin-guanin

centralni kinazova kazeta Hippo drahy (z angl. central kinase cassette)

cilovy gen ftranskripéniho faktoru TEAD koédujici transkripéni faktor C-MYC

(z angl. Myc proto-oncogene protein)
zkumavka pro Cisténi vzorku soucasti kitu (z angl. collection tube)

poCet cykla, kdy fluoresncence pFfesahne prahovou hodnotu (z angl. cycle of
treshold)

cilovy gen transkripniho faktoru TEAD (z angl. connective tissue growth factor)
cytotoxické T-lymfocyty

proteinovy receptor (z angl. cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4)

cilovy gen transkripCniho faktoru TEAD (z angl. cysteine-rich angiogenic inducer)
deoxyribonukleovéa kyselina

ethylendiamintetraoctova kyselina

gen kodujici protein Eomesodermin

nadorové burky (z angl. embryonal rhabdomyosarcoma)

fetalni hovézi sérum (z angl. fetal bovine serum)



FOXA1/2

Foxp3

GATAG

GLUT1
H19
HIF1a

HNF1B

HPV-16

ChIP-Seq

ChREBP

IKKa/Bly
IFN-a/
IL-2

IL-6

IL-7
IL-7Ra
IL-17
IL-17a

IL-21

transkrip&ni faktor obsahujici forkheadbox DNA vazebnou doménu, ktery se podili

na vyvoji pankreatu (z angl. Forkhead box protein)
transkrip&ni faktor Tregs (z angl. Forkhead box P3)

transkripéni faktor podilejici se na vyvoji pankreatu (z angl. transcription factor
GATAG)

glukozovy transportér typu 1 (z angl. glucose transporter)
cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD kddujici dlouhou RNA
transkripCni faktor (z angl. hypoxia-inducible factor 1a)

transkripéni faktor podilejici se na vyvoji pankreatu (z angl. hepatocyte nuclear
factor 1B)

lidsky papilomavirus typu 16 (z angl. human papilloma virus)

metoda pouzivana pro analyzu proteinovych interakci s DNA (z angl. Chromatin

Immunoprecipitation sequencing)

protein zprostfedkovavajici aktivaci regulacnich enzyml glykolyzy (z angl.

carbohydrate-response element binding protein)

enzymaticky komplex (z angl. IkB kinase)

interferony typu I.

zakladni ristovy faktor T-lymfocytl (z angl. interleukin-2)
prozanétlivy cytokin dalezity pfi preméné B-lymfocytl na plazmocyty
hlavni rastovy faktor bunék kostni dfené

fetézec receptoru pro IL-7

prozanétlivy cytokin produkovan Th17 burikami

prozanétlivy cytokin produkovan Th17 burikami

interleukin exprimovan CD4+ T-lymfocyty



IL-23

IRF3

JAK

Ko

KIBRA

KLRG1

LATS1/2

LDHA

MAP4Ks

MAVS

M-CAT

MK

MIx

MOB1A/B

MondoA

MPCs

MST1/2

mMTOR

heterodimerni cytokin stimulujici dendritické buriky k produkci INF-y
regulacni transkripcni faktor (z angl. interferon regulatory factor 3)

rodina intracelularnich kinaz, které transdukuji cytokinem zprostfedkované signaly
JAK/STAT signalni dréhou

disociacni konstanta
protein obsahujici WW doménu (z angl. kidney and brain expressed protein)

receptor na NK a T-bunkach (z angl. killer cell lectin-like receptor subfamily member
1)

kindzy Hippo drahy (z angl. large tumor supresor)
laktatdehydrogenaza A

protien kindza (z angl. mitogen activated protien kinase)
signalni protein (z angl. mitochondrial antiviral-signaling protein)

sekvence DNA, kterou ve svalech vaze TEAD (z angl. muscle-cytosine, adenine,

thymine)

mastné kyseliny

transkripcni faktor (z angl. Max like protein X)

enzym (z angl. MOB kinase aktivator 1A/B)

jiny ndzev pro MLXIP (z angl. MLX interacting protein)

multipotentni kmenové buriky (z angl. multipotent pancreatic progenitor cells)
kindzy Hippo signalni drahy (z angl. Mammalian STE20-like protein kinase)

serin-threoninova kindza (z angl. mammalian target of rapamycin)

MTORC1/2proteinovy komplex sou¢asti mTOR kinazy (z angl. mTOR Complex 1/2)

NaCl

chlorid sodny
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NAIP

NF-kB

NF2

NFAT

NGS

Pax3

PBS

PCR

PDK1

PDK1

PDX1

PDZ

PI3K

PIC

PKM2

PMP22

PP2A

RHAMM

RLR

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD kodujici protein Bircl (z angl. Neuronal
apoptosis inhibitory protein 1)

transkripcni faktor (z angl. nukleus factor kB)
tumorsuperesorovy protein (z angl. Neurofibromin 2)
transkripcni faktor (z angl. nuclear factor of activated T-cells)

metoda umoziujici sekvenovani celych genom( (z angl. Next generation

sequencing)

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD koédujici transkripéni faktory rodiny Pax

(z angl. paired box gene 3)

fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)

polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase chain reaction)

protein kindza (z angl. Phosphoinositide-dependent protein kinase 1)

pyruvat dehydrogenaza kinaza (z angl. pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 1)

transkripcni faktor dulezity pro vyvoj pankreatu (z angl. pancreatic and duodenal

homeobox 1)

vazebnd doména obsahujici sekvenci 80-90 aminokyselin

lipid kinaza (z angl. phosphatydil-inositol-4,5 bisphosphate 3-kinase)
proteazovy inhibiéni koktejl (z angl. Protease Inhibitor Coctail)
pyruvat kindza M2 (z angl. pyruvate kinase muscle isozyme)

gen (z angl. Peripheral Myelin Protein 22)

protein fosfataza (z angl. protein phosphatase 2A)

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD kd&dujici receptor RHAMM (z angl. receptor

for hyaluronan mediated motility)

receptory (z angl. RIG-I-like receptors)
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RORyT
ROS
SAV1
SCFB -TRCP
SCRIB
SDS

SMAD

STAT

STING

SOX4

SV40
SVM
TAE
TAO

TAZ

T-bet
TBK1
TCA
TCR

TEA

transkrip&ni faktor Th17 bunék (z angl. RAR-related orphan receptor gamma)
reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)

protein obsahujici WW doménu (z angl. Salvador homolog 1)

ubikvitin ligaza (z angl. B-transduction repeat containing E3 ubikvitin protein ligase)
protein apiko-bazalni polarity (z angl. protein scribble homolog)

dodecylsiran sodny

intracelularni proteiny transdukujici extracelularni signaly do jadra bunky

(z angl. mothers against decapentaplegic homolog)

transkripCni faktor, ktery transdukuje cytokinem zprostfedkované signaly JAK/STAT

signalni drahou (z angl. signal transducer and activator of transcription)
indukuje produkci interferont typu I. (z angl. Stimulator of interferon genes)

cilovy gen transkripéniho faktoru TEAD kodujici transkripéni faktor SOX4
(z angl. Transcriptional factor SOX-4)

simian virus 40

zkumavka pro ¢€isténi vzorku soucasti kitu (z angl. SV Minicolum)
pufr vznikly smichanim (z angl. Tris base, acetic acid, EDTA)
Serin-threoninova-protein kindza

koaktivator TEAD transkrip&nich faktord (z angl. transcriptional coactivator with PDZ

binding motif)

transkripni faktor kddovany genem TBX21

soucast IKK komplexu (z angl. TANK-binding kinase 1)
trikarboxylova kyselina (z angl. tricarboxylic acid)
specificky receptor T-bunék (z angl. T-cell receptor)

doména transkripéniho faktoru TEAD
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TEAD1-4

Tecl
TEF1
TEMED
TGF-B
TGS
Th1l7
Tip-60
TLR
Treg
TRIF
Tris
TSC1/2
TTBS
Tyl
WB
WILLIN

YAP

rodina transkrip&nich faktorl majici TEA vazebnou doménu (z angl. transcriptional

enhancer activator domain)

transkrip&ni faktor podilejici se na aktivaci transpozénu u kvasinek
jiny ndzev pro TEAD1 (z angl. transcriptional transcriptional factor)
N,N,N',N-Tetramethylethylendiamin

transformujici rdstovy faktor (z angl. transforming growth factor )

pufr pro SDS elektroforézu (z angl. Tris,Glycine,PBS)

druh pomocnych T-lymfocytd

acetyltransferaza

receptor (z angl. Toll-like receptor)

T-regulaéni bunky

doména (z angl. TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-3)
tris(hexomethyl)aminomethan

tumor supresorové komplexy (z angl. Tuberous sclerosis complex 1/2)
pufr pro WB (z angl. Tris buffered saline with Tween)

transpozon u kvasinek

metoda pfenosu proteinu (z angl. western blot)

protein soucasti Hippo drahy

koaktivator TEAD transkripéniho faktoru (z angl. Yes associated protein)
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1. Teoreticka cast:
1.1. Hippo signalni draha

Hippo signalni draha byla poprvé popsana u modelového organizmu Drosophila
melanogaster (Octomilka obecnd) jako dulezity regulator velikosti organd [1]. Je to
vysoce konzervovany systém od octomilky az po savce. Témér vSechny slozky Hippo
drahy octomilky maji své rozpoznatelné orthology u savcu [2], u kterych omezuji
velikost tkani a organa tim, Ze inhibuji proliferaci a podporuji apoptézu [3]. Hippo
signalni draha Fidi nejen proliferaci, diferenciaci a apoptézu bunék, ale je rovnéz
spojena s rozvojem nadorového onemocnéni [4]. Pfes 35 proteinu je u savcu zapojeno

do Hippo signalni drahy.

CKCA (z angl. central kinase cassette) tvofi centralni ¢ast Hippo signalni drahy.
Sklada se z dvojice regulacnich serin-threoninovych kinaz MST1/2 (z angl. mammalian
STEZ20-like protein kinase 1/2), z dvojice proteinovych kinaz LATS1/2 (z angl. large
tumor suppressor 1/2) a z adaptorového proteinu SAV1 (z angl. Salvador homolog 1).
SAV1 tvofi leSeni mezi LATS1/2, MST1/2 a MOB1A/B (z angl. MOB kinase activator) a
umoznuje jejich interakci. MST1/2 spole¢né s MAP4Ks (z angl. mitogen-activated
protein kinase kinase kinase kinases) fosforylaci aktivuji LATS1/2 [5]. LATS kinazy
nasledné fosforylaci inaktivuji onkoprotein YAP (z angl. YES-associated protein) a
transkripéni koaktivator TAZ (z angl. transcriptional co-activator with PDZ-binding
domain) obsahujici PDZ vazebnou doménu, jez je nezbytna pro stimulaci genové

exprese [6].

Inhibice rastu tkané fosforylaci YAP/TAZ je zprostfedkovana nékolika mechanismy.
Fosforylovany komplex YAP/TAZ se spole¢né s proteinem 14-3-3 vaze na a-catenin,
coz zpusobuje jeho hromadéni v cytoplazmé a naslednou degradaci. a-catenin brani
opétovné defosforylaci a translokaci do jadra. V burikdch se snizenou koncentraci a-
cateninu dochézi k interakci YAP s PP2A (z angl. protein phosphatase 2A), coz mlze
vést k defosforylaci a nasledné aktivaci [7]. Transkripéni koaktivator TAZ interaguje
s SCFPTRCP E3 ubikvitin ligdzou. Ta katalyzuje jeho ubikvitinaci, &imz zapfigini jeho
degradaci v proteazomu [8]. Naopak nefosforylované onkoproteiny YAP a TAZ slouzi

jako transkrip€ni koaktivatory, které se pohybuji mezi cytoplasmou a jadrem.
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Po translokaci do jadra a interakci s transkripénimi faktory zrodiny TEAD (z angl.
transcriptional enhancer aktivator domain), nebo SMAD (z angl. mothers against
decapentaplegic homolog) vyvolavaji expresi proliferacnich a antiapoptickych gena, coz

vede ke zvySenému rustu tkani a organu, coz mize vyustit az v tvorbu nadora [9].

U savcu je CKCA regulovana mnoha rtznymi slozkami [10]. TAO kinaza fosforyluje
kinazy MST1/2, &imz potlaCuje aktivitu YAP onkoproteinu. Lidska TAO1 kinaza
kontroluje drdhu Salvador-Warts-Hippo fosforylaci MST2 [11]. Zjistilo se, Ze Tao-1
kindza u octomilky reguluje rust vyvoje epitelialnich tkani [12]. Komplex KIBRA-NF2-
WILLIN aktivuje CKCA doposud neobjasnénym mechanismem. Dal§imi proteiny, které
se podili na aktivaci CKCA jsou proteiny apiko-bazalni polarity. Mezi ty patfi napfiklad
SCRIB (z angl. protein scribble homolog). Prestoze jejich receptory jsou stale
predmétem zkoumani, nedavné studie naznacuji, Ze se jedna o receptory spfazené
s G-proteiny [13] a receptory aktivované proteazou [14]. Tyto receptory mohou byt
komponenty nékolika rlznych slozek, které u savcu spojuji extracelularni signaly
s aktivaci Hippo signalni drahy, jez nakonec ovlivni aktivitu YAP/TAZ [15,16].
Mechanismus, jakym jsou tyto molekuly aktivovany, zUstava neznamy. Schéma Hippo

signalni drahy je uvedeno na obr. 1 na strané 16.
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Obrazek 1: Grafické schéma Hippo signalni drahy. Aktivované molekuly NF2 a KIBRA aktivuji
serin-threoninové kinazy MST1 a MST2, jez nasledné fosforyluji LATS kinazy. Ty naopak
fosforylaci tlumi efektorové onkoproteiny YAP a TAZ. Fosforylované onkoproteiny jsou bud
oznadeny prostiednictvim SCFP™"" E3 ubiquitin ligdzy k degradaci v proteazomu, nebo vazbou
k proteinu 14-3-3 zadrzovany v cytoplazmé. Kdyz Hippo draha neni aktivni, onkoproteiny nejsou
fosforylovany a dochazi k jejich translokaci do bunééného jadra. Tam interaguji s transkrip&nimi
faktory rodiny TEAD, ¢imz je spustén prepis cilovych gend. PferuSovana ¢ara znaci neznamy

mechanismus aktivace.

Genova exprese aktivovana TEAD transkripénimi faktory spole¢né s jeho
koaktivatory je potfebna k regulaci rustu, diferenciace bunék a inhibici apoptdzy. Tyto
vlastnosti jsou nezbytné pro fadny vyvoj organismu [17]. Mutace v Hippo draze, poprvé

objevené u octomilky, ukazaly, Zze dysfunkéni signalizace vede k nadmérnému déleni
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bunék. Nékteré populace rakovinovych bunék se svymi vlastnostmi podobaji kmenovym

bufikédm, coz jim umoziuje rychly rast a tvorbu metastaz [18].

ZvySené hodnoty onkoproteinu YAP jsou spojené s vyskytem rakoviny prsu, plic,
jater, stfev i vaje€niku [19,20]. Ke zvySeni koncentrace YAP proteinu mize dojit dvéma
odliSnymi mechanismy. Prvnim je jiz zminény defekt v Hippo signalni draze, kdy
nefosforylovany YAP reaguje v jadfe s TEAD1-4, ¢imz dochazi k nadmérné proliferaci.
Druhou moznosti je amplifikace genu YAP, jez ma za nasledek zvySeni Cetnosti
proteinu. Deregulovany protein YAP kromé samotného vyskytu rakoviny ovliviuje i
prubéh onemocnéni. Nadmérna exprese YAP je spojovana se Spatnou prognézou
u nadorového onemocnéni plic a dokonce mlze zpusobovat rezistenci
na chemoterapeutickou lécbu [21]. Podobné bylo prokazano, Ze i zvySena exprese TAZ
koreluje s vyskytem nadorovych onemocnéni, jako jsou napfiklad rakovina prsu,

kolorektalni karcinom nebo karcinom dlazdicovych bunék jazyka [22,23].

| CKCA a jeji poruchy v signalizaci vedou k vyskytu nadorovych onemocnéni, jako
jsou napfiklad karcinom tlustého stfeva ¢i jater. V porovnani s YAP/TAZ se tyto poruchy
vyskytuji v mnohem mensi mife [24]. Vzhledem k dulezité funkci pfi regulaci proliferace
a tkanové homeostazy Hippo draha predstavuje dllezity cil pro Ié€bu rakovinového

onemocnéni.

1.1.1. Transkripéni faktory rodiny TEAD

Rodina eukaryotickych transkripénich faktord TEAD spole€né sdili evoluéné
konzervovanou DNA vazebnou doménu TEA. Jako prvni z rodiny TEAD byl objeven
transkripéni faktor TEAD1, ktery byl schopny vazbou na enhancer viru SV40 aktivovat
transkripci u lidskych HelLa bunék [25]. Dale se prokazalo, ze TEAD1 vazbou
na enhancer aktivuje onkogeny E6 a E7 lidského papillomaviru-16 (HPV-16) [26].

TEA vazebna doména, ktera je tvofena 72 aminokyselinami, byla dfive nazyvana
ATTS. StarSi oznaceni vzniklo spojenim prvnich pismen protein(, ve kterych byla TEA
doména nejdfive objevena [27]. Mezi tyto proteiny nalezi protein AbaA, ktery je

nezbytny pro spravny vyvoj spor Aspergillus nidulans. Dale sem patfi TEF1 (z angl.
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transcriptional enhancer factor), kterym se dfive oznacoval TEAD1, jehoz homologem
u octomilky je Scalloped (Sd), jez je potfebny k vyvoji nervového sytému a kfidel. Tecl
se u kvasinek Saccharomyces cerevisiae podili na aktivaci transpozonu Tyl [28].

Srovnani aminokyselinové sekvence téchto Ctyf proteind je znazornéno na obr. 2.

o-Helix 1 o-Helix 2 o-Helix 3

TEF-1 |
sd
Abai

Obréazek 2: Evolu¢né konzervovana TEA doména a jeji znazornéné aminokyselinové sekvence
u lidského TEF-1, jeho orthologu u octomilky scalloped, dale pak u AbaA a kvasinkového Tec-1.

Zvyraznéné jsou ty sekvence, které jsou evoluéné konzervované. Pfevzato a upraveno z [28].

1.1.1.1. Transkripéni faktory TEAD u savcl

U savcu existuji Ctyfi geny, které koduji Ctyfi homologické ¢Eleny transkripénich
faktord rodiny TEAD — TEAD1, TEAD2, TEAD3, TEAD4 [29]. VSechny Ctyfi transkripCni
faktory obsahuji na svém N-konci prakticky totoznou DNA vazebnou doménu a vazi
stejné sekvence DNA [30]. Porovnani aminokyselinové sekvence pro jednotlivé Tead
transkripéni faktory u mysi vedlo k poznani, ze Tead1 ma TEA vazebnou doménu
naprosto shodnou s Tead2, z99 % sTead3 a z94 % s Tead4 [31]. Sekvence
pro jednotlivé mysSi transkripni faktory je znazornéna na obr. 3 na strané 19. Jednotlivé
proteiny rodiny TEAD odliSuje pfedevSim misto a faze vyvoje jejich exprese. V kazdé
tkani je exprimovan alespon jeden z TEAD genl. Misto exprese TEAD transkripnich
faktord je stézejni pro jejich funkce v organismu. Jejich funkce jsou detailngji
prozkoumany u mysi, které se od lidskych liSi jen velmi nepatrné [31].
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Obrazek 3: Porovnani aminokyselinové sekvence mysSich transkripénich faktorl Tead1,
Tead2, Tead3 a Tead4. Znaménkem + jsou znazornény ty aminokyseliny, které jsou ve shodné

pozici stejné v Teadl. Pfevzato a upraveno z [31].

Teadl se u mysi uplathuje pfedevSim v pribéhu vyvoje jak srde¢niho, tak i
kosterniho svalu. Dokonce je jako jediny z rodiny TEAD exprimovany u mySich embryi
v myokardu, kde reguluje rist svalu [28]. Naopak u dospélych mysi byla jeho pfitomnost
zjisténa v mnoha organech a tkanich, jako jsou napfiklad mozek, srdce, kosterni
svalstvo i jatra [30]. Teadl se v pribéhu vyvoje podili na vyvoji nervového systému,
ledvin &i dychaciho Ustroji a rlstu kosterniho svalstva [28]. Ne vzdy je mozné jeho
funkci

nahradit jinym proteinem zrodiny TEAD. U lidi je pfitomny zejména

ve Schwannovych bunkach [32] a také v nadorovych burikach [28].

Tead2 je exprimovan hlavné v prubéhu embryonélniho vyvoje [30]. Do osmého dne
vyvoje je exprimovan témeér ve vSech tkanich, kde se podili zejména na vyvoji mozku.
U dospélych jedincl jeho mira exprese klesa a nachazi se v malém mnozstvi pouze

ve vybranych organech — ledviny, plice a mozek [33]. U lidi byla jeho exprese zjisténa
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v bunikach stfev, vajecnikl, placenty a ledvin [28]. Na poc¢atku vyvoje mohou byt funkce
Tead2 nahrazeny Tead1. Pfi poruSe Tead2 dochazi k normalnimu vyvoji mysSich

embryi, ale zaroven roste riziko poskozeni mozku [33,34].

Tead3 byl objeven jako posledni €len transkrip&nich faktord z rodiny TEAD, ktery je
u mysi exprimovan v placenté, kde ovliviiuje diferenciaci bunék. Stejné jako Tead?2 je
exprimovan v pribéhu embryondlniho vyvoje, v pozdnich fazich pak ve svalovych a

nervovych bunkach [34]. U lidi je jeho exprese detekovana pfedevsim v placenté.

Tead4 ovlivhuje diferenciaci bunék trofoektodermu na pocatku embryonalniho
vyvoje. V dospélosti je u mySi exprimovan zejména v plicnich bunikach a v kosternim

svalstvu [34]. V lidskych burnikach byla jeho exprese zjisténa u nadorovych bunék

.....

1.1.1.2.  Struktura proteind rodiny TEAD

Doposud u zadného transkripéniho faktoru z rodiny TEAD nebyla vyfeSena cela
struktura proteinu. Sav¢i TEAD proteiny spolecné mezi sebou na svém C-konci sdili
transaktivaCni doménu, prostfednictvim které ksobé vazi koaktivatory. Tyto
koaktivatory jsou nutné k zahajeni pfepisu cilovych genu. Naopak na svém N-konci sdili
DNA vazebnou doménu TEA [29]. Struktury téchto domén jsou jiz znamy a jsou

znazornény pro TEAD1 na obr. 4.

TEA Transaktivacni doména

TEAD1 11— - 426
o 1%

411

Obrazek 4: Pozice transaktivacni a TEA domény pro TEAD1. Pfevzato a upraveno z [29].

Pomoci nuklearni magnetické rezonance byla vyfeSena struktura TEA domény
transkripéniho faktoru TEAD1 [35]. TEA doména je globularni protein sloZeny ze ftfi a-
helixd (na obr. 5 znazornény jako H1, H2 a H3) a dvou B-smycek, které propojuji a-
helixy [36]. Struktura TEA domeény vyfeSena nuklearni magnetickou rezonanci je
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znazornéna na obr. 5. V roce 2017 byla pro TEAD4 byla vyfeSena krystalova struktura

TEA domény v komplexu s DNA [36]. Tato krystalova struktura je znazornéna na obr. 6.

Obrazek 5: Struktura TEA domény zobrazena stuzkovym diagramem (A) a s hydrofobnimi

zbytky (B). Pfevzato a upraveno z [35].

Prostfednictvim TEA domény se proteiny zrodiny TEAD vazi na DNA. TEA
vazebna doména vaze shodnou sekvenci DNA 5-CATTCCA/T-3 [37] zvanou M-CAT
(zangl. muscle cytosine adenine thymine) [38]. Tyto M-CAT vazebné elementy
nalezneme v promotorech a v exonech mnoha gent exprimovanych ve svalech. Mezi

tyto geny patfi tézky rfetézec 3-myosinu ¢i troponin-T [39].

Obrazek 6: Krystalova struktura TEA domény transkripéniho faktoru TEAD4 v komplexu

s MCAT-vazebnym elementem DNA. Pfevzato a upraveno z [36].

Vazba TEA vazebné domény k DNA vede k jejim konforma&nim zmé&nam. a3 helix

se vaze k velkému Zlabku DNA, zatimco L1 region (smyc¢ky B1 a p2) interaguje s malym
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zlabkem. Helixy a1 a a2 pfispivaji k udrzeni TEA domény k DNA [36]. Porovnani
struktury TEA domény TEAD1 a TEAD4 je zobrazeno na obr. 7.

(]2/\* —,i'

a2
4 ‘ \.‘4‘-’/ - "
(RAc2326n

¢ » - - (3& .
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Obrazek 7: Srovnani TEA domény transkripéniho faktoru TEAD1 a TEAD4 v apo stavu (vlevo)
a komplexu s DNA (vpravo). TEAD1 je znazornén modie a TEAD4 zelené. Pfevzato a upraveno
z [36].

1.1.1.3. Regulace TEAD proteinl post-transkripénimi modifikacemi

Nedavné studie poukazuji na fakt, ze aktivita transkripénich faktorGt TEAD neni
regulovdna pouze jejich vazbou s koaktivatory, ale také post-transkrip&nimi
modifikacemi [40]. Mezi tyto post-transkripéni modifikace patfi fosforylace, ktera je
nezavisla na koaktivatorech. Fosforylace TEAD proteinkinazou A nebo proteinkindzou C
inhibuje schopnost vazby na DNA [41,42].

DalSi moznou post-transkripéni modifikaci je S-palmitoylace [40]. Ta je nezbytna
pro stabilitu a transkripéni aktivitu TEAD transkripénich faktort [43]. Dodnes zUstava
nejasné, jestli se v pfipadé palmitoylace jedna o dynamicky proces a zda je mozné ho
vyuzit k manipulaci a kregulaci transkripéni aktivity TEAD [40]. K S-palmitoylaci

dochazi na evolu¢né konzervovanych cysteinech [44].

1.1.1.4. Cilové geny transkrip&nich faktor( rodiny TEAD

Mezi cilové geny, kjejichz pfepisu je nutna interakce koaktivatoru s TEAD
transkripénim faktorem, patfi zejména ty, které se uplatfiuji v obdobi vyvoje a rastu
organismu [4]. Mezi prvni objevené geny, jejichz pfepis je zavisly na interakci YAP/TAZ-
TEAD, nalezi CTGF (z angl. connective tissue growth factor) a CYR61 (z angl. cystein
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rich protein 61). Proteiny kddované témito geny patfi mezi faktory, které reguluji velky
poCet bunécnych funkci nejen v prubéhu apoptdzy, proliferace a diferenciace bunék
[45,46], ale také pfi tumorgenezi a zanétu [47]. TEAD proteiny dale aktivuji genovou
expresi AXL protein kinazy, kterd brani apoptéze a naopak podporuje rust tkani a

metastaz [48].

Nékteré Tead transkripCni faktory v mySich nadorovych bunkach jater zvySuji
expresi genu ovliviujicich proliferaci bunék. Mezi tyto geny patfi napfiklad Afp (z angl.
alpha fetoprotein), H19 a Sox4 [49]. TEAD v nadorovych bunkach prsu reguluje gen
RHAMM (z angl. receptor for hyaluronan mediated mobility). Ten podporuje tvorbu
metastaz vazbou na mitotické délici vieténko [50]. TEAD ma vliv i na prubé&h bunééného
cyklu. U nervovych progenitorovych bunék v pribéhu vyvoje embrya Tead ovliviiuje rist
zvySenou expresi cyklinu D1. Ten blokuje expresi NeuroM a naopak zrychluje bunéény
cyklus. Timto zpusobem brani pfedCasné diferenciaci [51]. Mezi dalSi geny, které
podporuji proliferaci inhibici apoptézy, patfi NAIP (z angl. Neural apoptosis inhibitory
protein) [52] nebo Birc2 (z angl. baculoviral IAP repeat-containing protein) [53]. TEAD
neovliviiuje pouze expresi gendl, které se v prubéhu vyvoje podili na proliferaci, ale
rovnéz geny, které ovliviiuji spravnou diferenciaci. Mezi ty patfi napfiklad Pax3 (z angl.
paired box protein), ktery zodpovida za spravny vyvoj mozku, a Cdx2 (z angl.
homeobox protein Cdx-2) [54]. Tead4 spousti pfepis genu pro transkripéni faktor Cdx2,

ktery spousti expresi genu trofoektodermu, coz vede k jeho diferenciaci [55].

Nedavno byla objevena skupina metabolickych genu, které jsou regulovany
prostfednictvim Hippo signalni drahy transkripCnimi faktory z rodiny TEAD. Do této
skupiny genl nalezi C-MYC (z angl. Myc proto-oncogene protein) a GLUT1 (z angl.
glucose transporter) [10,47]. Onkoprotein C-MYC pusobi jako kliovy transkripéni

faktor, jez se vyrazné podili na regulaci bunécného metabolismu a rustu [56].

1.2. Souvislost mezi Hippo signalni drahou a imunitnim systémem

T-bunky jsou klicové slozky adaptivni imunity, které zastavaji efektorovou obrannou
funkci [57]. Pfi vystupu z thymu maji zralé klidové T-buriky nizké metabolické
pozadavky, které slouzi k zisku bazalni energie. Naivni klidové T-burnky nepretrzité
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migruji prostfednictvim sekundarnich lymfatickych tkani a zastéavaji funkci imunitniho
dohledu. Tento proces je naro¢ny na ATP, tudiz T-buriky ve svém klidovém stavu maji
metabolickou rovnovahu, ktera upfednostriuje tvorbu energie pfed biosyntézou. Aby se
vyhovélo této potfebé, klidové T-burky pfevazné spoléhaji na oxidaci mastnych kyselin
a pyruvatu s vysokym ziskem energie prostfednictvim TCA (z angl. tricarboxylic acid)
cyklu [58]. T-buniky se béhem infekce setkavaji s antigeny, jsou aktivovany a
specifickym zpusobem diferencuji v buriky efektorové [57]. Aktivace T-lymfocytu iniciuje
zmény V jejich epigenetickém stavu [59], ktery je kritickym faktorem pro osud buriky a
jeji metabolismus, coz je zasadni pro podporu zvySené metabolické a energetické
naroCnosti [58]. Se zvySenou potfebou glukézy dochazi i ke zvySeni exprese
transportéru GLUT1 [60]. Stimulované T-bunky musi byt schopné rychle se délit a rist.
Proto aktivované T-bufiky posouvaji metabolickou rovnovahu smérem k biosyntéze
nukleovych kyselin, lipidovych membran a proteinl. Tento proces doprovazeny
dilezitymi zménami bunéfného metabolismu je znam jako metabolické
pfeprogramovani [57]. Zmény bunéfného metabolismu béhem metabolického
preprogramovani, které jsou zasadni pro diferenciaci, proliferaci a efektorové funkce T-

bunék jsou znazornény na obr. 8 na strané 25.
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Obrazek 8: Schéma metabolického prfeprogramovani T-bunék po jejich aktivaci.
Neaktivni/pamétové T-buhky vyuZivaji jako u€inny zdroj energie ATP oxidacni fosforylaci, kdy
kromé& pyruvatu oxiduji i lipidy a mastné kyseliny. Stimulované T-buriky musi byt schopné
rychlého rustu, déleni a efektorové funkce. V dusledku toho se metabolické pozadavky T-bunék
po aktivaci dramaticky zvysi. Podporuji biosyntézu intracelularnich slozek v&etné lipidovych
membran, nukleovych kyselin a proteinu. T-buriky udrzuji dostate¢né mnozstvi meziproduktd
pro rist bunék tim, Zze souCasné zvySuji metabolismus glukézy a glutaminu pfi sou¢asném

snizeni oxidace lipid{. Pfevzato a upraveno z [58].

Tato zvySena metabolicka aktivita zvySuje produkci ROS (z angl. Reactive oxygen
species) prostfednictvim mitochondrialniho elektron transportujiciho Fetézce [61].
Zatimco nizké koncentrace ROS podporuji bunéénou proliferaci a samotné preziti
bunék, vysSi koncentrace iniciuji poSkozeni DNA a mohou vyustit az v bunénou smrt
[62]. Aktivované T-burky reguluji jejich zvySujici se koncentrace vyuZzitim endogenniho

antioxidantu glutathionu.

1.2.1. Transkrip€ni regulatory metabolismu T-bunék

Stimulace a kostimulace T-bunék zavisi na signalizacni ose PI3K-AKT-mTOR.

Zapojeni signalizace pres koreceptor CD28 v pribéhu stimulace TCR (z angl. T-cell
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receptor) vede k navazani katalytické podjednotky PI3K (z angl. phosphatidylinositol-3
kinase), coz nasledné zapfiCini aktivaci AKT (protein kinase B) a mTOR (z angl.
mechanistic target of rapamycin) komplexu 1 (mTORC1) [63]. Inhibici TSC2 (z angl.
tuberous sclerosis 2 protein) AKT reguluje aktivaci mMTORCL1 [64]. Aktivita AKT kinazy je
zavisla na fosforylaci Thr308, Thr4d50 a Ser473. Thr308 je cilem PDK1 (z angl. 3-
phosphoinositide-dependent protein kinase 1), zatimco Thr450 a Ser473 jsou cilem
mTORC2, coz umoziiuje AKT kinadze pusobit i na dalsi substraty, které se podili
na metabolické regulaci a preziti bunék. Aktivace signalni drahy PI3K-AKT-mTOR je
nezbytna pro generovani a metabolické pfeprogramovani pomocnych T-bunék a
cytotoxickych lymfocytu (CTL) [57,65,66]. Signélni drdha PI3K-AKT-mTOR reguluje
cilové transkrip&ni faktory, které fidi metabolické pfeprogramovani v T-burikach [57].

Tato signalni draha s cilovymi transkripEnimi faktory je znazornéna na obr. 9.
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Obrazek 9: Schéma signalni drahy PI3BK-AKT-mTOR s cilovymi transkrip&nimi faktory, které fidi

metabolické pfeprogramovani T-bunék. Pfevzato a upraveno z [57].

Mezi cilové transkripéni faktory PI3K-AKT-mTOR signalni drahy patfi C-MYC. T-
bunky indukuji expresi genu C-MYC uz dvé hodiny po aktivaci, €imz podporuji svdj rist
a vstup do buné&ného cyklu. Transkripéni faktor C-MYC reguluje mnoho gend, jejichz
produkty se ucastni jak buné&ného cyklu, tak metabolismu [58]. Mezi procesy
regulované transkripénim faktorem C-MYC patfi metabolismus glukézy, glutaminu a

mitochondrialni biogeneze. Konkrétné C-MYC mize fidit expresi vSech glykolytickych
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genu, v€éetné GLUTL, laktatdehydrogenazy A (LDHA), PKM2 (z angl. pyruvate kinase
muscle isozyme) a hexokindzy [67], stejné jako glutaminazy a glutaminovych
transportértl [68]. Dale je dulezity pro regulaci glutaminolyzy a tvorbu a-ketoglutaratu,

ktery slouZi jako intermediat TCA cyklu [58] .

DalSim cilovym transkripénim faktorem PI3K-AKT-mTOR signalni drahy je HIF1a
(z angl. hypoxia-inducible factor 1a). BEhem hypoxie vede k transkripci mnoha genu,
které jsou nezbytné pro preziti bunék v prostfedi s nedostatkem kysliku. Tyto geny
koduji enzymy, které jsou nezbytné pro pribéh glykolyzy [69]. HIFla zvySuje expresi
genu GLUT1 a upfednostriuje zisk ATP glykolyzou oproti oxidacni fosforylaci tim, Ze
zvysi ¢innost pyruvat dehydrogenazové kindzy 1 (PDK1). PDK1 je enzym, ktery inhibuje
vstup pyruvatu do TCA cyklu [70]. Exprese HIF1a neni regulovana pouze hladinami
kysliku, ale také zavisi na vnéjSich podnétech, které jsou integrovany aktivitou mTOR
[71].

MTOR je evoluéné konzervovana serin/threoninova kinaza, ktera spojuje
riznorodou fadu environmentalnich podnétl, ¢imz reguluje rust, preziti a proliferaci
bunék. mTOR je pfitomna ve dvou fyzikalné a funkéné odliSnych bilkovinnych
komplexech mTORC1 a mTORC2, které se vzajemné odliSuji svou regulaci, cili
pusobnosti a citlivosti na alostericky inhibitor mTOR rapamycin [72]. mMTORCL1 integruje
vstupy z péti hlavnich intracelularnich a extracelularnich podnétl — ristové faktory,
stres, stav energie a kysliku, aminokyseliny. Toto spojeni vyuziva k Fizeni mnoha
hlavnich procesu, v€etné syntézy proteinu a lipidu [73]. mTORC1 dale zvySuje expresi
HIF1a, ¢imz nepfimo stimuluje proces glykolyzy [72]. Propojeni metabolismu a aktivace

T-bunék je znazornéno na obr. 10 na strané 28.
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Obrazek 10: Schéma propojeni metabolismu a aktivace T-bunék. Na obrazku je znazornéno
propojeni kanonickych signanich drah T-bunék (modfe) a regulatord metabolismu (zelené).
Kanonické signélni drahy vedou k transkripci, ktera je indukovana aktivaci téchto cest. Tyto
signalni drahy jsou zprostfedkovany NF-kB, aktivacnim proteinem 1 (AP-1) a nuklearnim
faktorem aktivovanych T-bunék (NFAT). ZvySena metabolicka potfeba T-bunék pro jejich
diferenciaci a efektorovou funkci je regulovana C-MYC, HIFla a mTORC1. Pfevzato a

upraveno z [70].

Diferenciace a funkce T-bunék je spojena s jejich metabolismem. Metabolické
preprogramovani neprobiha u vSech T-bunék stejné, u riznych typla T-bunék se na ném
podili jiné transkripéni regulatory [58]. Regulatory, které se podili na metabolickém

preprogramovani T-bunék, jsou znazornény na obr. 11 na strané 29.
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Obréazek 11: Jednotlivé typy T-bunék a pro né& charakteristicky metabolicky program a

transkrip&ni regulator. Pfevzato a upraveno z [58].

Po UspéSném zabiti a odstranéni patogenu z organismu dochazi k navratu
do klidového stavu. V tomto obdobi se rovnéz tvofi pamétové buriky, které tvofi u€innou
obranu pfi opétovné infekci stejnym patogenem [57]. Stejné jako pfi tvorbé efektorovych
bunék i zde pfi tvorbé pamétovych bunék hraje metabolické pfreprogramovani
vyznamnou roli. AMPK (z angl. 5"-AMP activated kinase) aktivuje TSC2, ktery inhibuje
mTORC1, ¢&imz potlaCuje prabéh glykolyzy [64]. AMPK dale podporuje oxidaci
mastnych kyselin (MK). Ktomu dochéazi inhibici ACACA (z angl. acetyl-CoA
carboxylase 1), ktera je stézejni pro syntézu MK [74]. Tento posun metabolismu je

stézejni pro vyvoj a preziti pamétovych bunék [57].

1.2.2. Degradace YAP pri antivirové imunitni odpovédi

Vrozena imunita slouzi jako prvni obranna linie hostitele proti patogenum. Virové
Castice jsou krom jiného detekovany receptory TLR (z angl. Toll-like receptor), RLR
(z angl. retinoic-acid-inducible gene | (RIG-I) like receptors) a cytosolickymi receptory
rozpoznavajicimi virovou DNA [75,76]. Navazani virové Castice na receptor vyvola
konformaéni zménu v jeho cytosolické ¢&asti, kter& umozni navazani adaptorovych
molekul TRIF (z angl. TIR domain-containing adapter molecule), MAVS (z angl.
mitochondrial antiviral-signaling protein) a STING (z angl. stimulator of interferon
genes), coz nasledné spousti fadu signalnich drah [77]. Tyto drahy spole¢né sdili kB
kinazovy komplex (IKK), ktery je slozen bud z IKKa, IKKB a IKKy, nebo z kindzy TBK1 a
IKKe. Komplex IKK a TBK1-IKKe aktivuje transkripéni faktory NF-kB a IRF3, které
po translokaci do jadra spousti transkripci gent kodujicich interferony 1. typu (IFN-a a

IFN-B) [78], a také prozanétlivé cytokiny jako jsou napf. IL-1, IL-6 a IL-8. Interferony I.

29



typu jsou schopné inhibovat replikaci vird. Déle jsou zodpovédné za aktivaci klicovych
sloZek jak vrozeného, tak adaptivniho imunitniho systému, zrani antigen prezentujicich

bunék, produkci cytokint a za aktivaci T i B-bunék [79].

Vroce 2017 bylo dokazano, Zze YAP pusobi jako regulator vrozené antivirové
odpovédi zprostifedkované IRF3. YAP interaguje s IRF3, ¢imz inhibuje jeho dimerizaci a
tim i translokaci do jadra. Timto mechanismem dochazi k inhibici antivirové odpovédi.
Deficit YAP proteinu zesiluje funkci IRF3, produkci INF-B a vrozenou antivirovou
odpovéd na virovou DNA & RNA in vitro i in vivo. V prab&hu virové infekce je YAP
fosforylovan IKKe kinazou na Ser403, ktera vyvolava jeho degradaci v lysozomech. YAP

tedy funguje jako antagonista IRF3 [75].

1.2.3. Aktivace Hippo drahy kontaktem dvou cytotoxickych T-lymfocytu

Cytotoxické T-lymfocyty (CTL) hraji vyznamnou roli vobrané organismu
proti intracelularnim patogenim a nadorovym onemocnénim. V reakci na tyto stimuly
naivni CTL podléhaji klonalni expanzi a dochazi k tvorbé velkého poctu efektorovych
bunék [80]. Na konci imunitni odpovédi vétSina efektorovych CTL hyne apoptézou. Mala
¢ast aktivovanych bunék vytvari pamétové bunky [81]. Pfitomnost KLRG1 (z angl. killer
cell lectin-like receptor subfamily G member 1) a IL-7R receptort odliSuje prekurzory
pamétovych bunék od bunék efektorovych. O jejich vzniku rozhoduje mnozZstvi
transkripéniho faktoru T-bet. Velké mnozstvi T-bet vyvolava tvorbu kratce Zijicich
efektorovych bunék (KLRG1", IL-7R’) a naopak malé mnoZstvi T-bet indukuje tvorbu

prekurzorti pamétovych cytotoxickych bunék (KLGR1", IL-7R") [82].

CTL maji na svém povrchu cytotoxicky T-lymfocytarni protein 4 (CTLA-4). Jedna se
o receptor, ktery je exprimovan predevsim na aktivovanych T-burikach a regulacnich T-
lymfocytech [83]. Ukazalo se, ze Hippo signalni draha ma dilezitou roli v diferenciaci
CTL [80]. Samotna signalni drdha muze byt spusténa interakci CTLA-4 s CD80 ¢i CD86
na povrchu dvou aktivovanych CTL. Protoze z pocatku rané faze klonalni expanze je
antigenné specifickych bunék velmi malo, pravdépodobnost jejich vzajemného kontaktu
je nizka [84]. Tim nedochazi Kk fosforylaci YAP a jeho néasledné degradaci

prostfednictvim Hippo signalni drahy [80].
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Studie ukazuji, Zze odezva CTL na stimulaci antigenem v prostfedi IL-2 vede
k expresi transkripéniho faktoru Eomesoderminu (EOMES), jehoZ pfepis je zavisly na
YAP proteinu. EOMES potlacuje expresi jeho funkéniho antagonisty Blimp-1 a
podporuje tvorbu pamétovych prekurzoru. Stimuluje produkci INF-y ¢€i migraci CTL
do nadorové tkané a potlauje produkci IL-17 [85]. Kontakt mezi aktivovanymi CTL
indukuje degradaci YAP proteinu prostfednictvim Hippo signaini drahy. Tim v prostredi
IL-2 dochazi k expresi Blimp-1 proteinu, ktery inhibuje transkripéni faktor EOMES, ¢imz
potlaCuje tvorbu prekurzorl pamétovych bunék [84,86]. Blimp-1 je zodpovédny za
termindlni diferenciaci CTL a jejich efektorové funkce jako je napfiklad cytotoxicita [87].
Aktivace Hippo signalni drahy kontaktem dvou aktivovanych CTL v prostfedi IL-2 je

znazornéna na obr. 12 na strané 32.
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Obrazek 12: Hippo signalni draha a jeji uloha pfi diferenciaci CTL.
A): Po stimulaci CTL antigenem v prostfedi IL-2 nejprve dochazi k transkripci a translaci
jednotlivych slozek Hippo signalni drahy. Jelikoz v rané fazi klonalni expanze je antigenné
specifickych bunék ze zaatku malo, jejich vzajemny kontakt je velmi nepravdépodobny. Hippo
signalni draha neni aktivni, tudiz k degradaci YAP proteinu nedochazi. Transkripce genu
EOMES, ktera je zavisla na YAP proteinu potlacuje expresi Blimp-1 a podporuje tvorbu
pamétovych prekurzord.

B): Klonalni expanze zvySuje pocet antigenné specifickych T-bunék, a tim i pravdépodobnost
jejich vzajemné interakce. Interakci CTLA-4 s CD80 dochazi k aktivaci Hippo signalni drahy.
YAP protein je diky aktivni draze fosforylovan a degradovan, coz je v prostiedi IL-2 spojené

s expresi proteinu Blimp-1 a terminalni diferenciaci CTL. Pfevzato a upraveno z [80].
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1.2.4. Regulace Th17-Tregs bunééné rovnovahy pomoci TAZ

Th17 skupina pomocnych T-bunék a T-regulacni bunky (Tregs) maiji protichldné
role v chronickych zanétlivych onemocnénich [88]. Thl7 pFedstavuji prozanétlivou
skupinu bunék, ktera muze pfispét k rozvoji autoimunitnich onemocnéni a poskozeni
tkané. Naopak Tregs jsou imunosupresivni bunky, které zabraruji vzniku autoimunitnich
chorob [89]. Vyvoj téchto dvou odliSnych skupin bunék ze stejného prekurzoru je zavisly
na cytokinové stimulaci. TGF-B Fidi diferenciaci naivnich T-buné&k na Tregs, zatimco
TGF- spole¢né s prozanétlivymi cytokiny IL-21, IL-23 a IL-6 vede ke vzniku Th17 [90].
TGF-B aktivuje transdukéni protein SMAD3, &imz vyvola expresi transkripéniho faktoru
Foxp3, ktery je nezbytny pro vyvoj Tregs. Naproti tomu IL-6 aktivuje JAK/STAT signalni
drahu, jez vyvolava expresi transkripéniho faktoru RORYT, ktery definuje Th17 a expresi
IL-17 [91,92]. TGF-B samostatné indukuje expresi obou transkripénich faktorll RORyT i
Foxp3, ale nikoli expresi IL-17 [89].

Transkripéni koaktivator TAZ ma klicovou roli v diferenciaci mezenchymalnich
kmenovych bunék, vyvoji rakoviny a kontrole velikosti organt [93,94]. Jak jiz bylo
popsano vyse, TAZ je regulovan prostfednictvim Hippo signalni drahy. Aktivace STAT3
soubézné pomoci IL-6 nebo IL-23 silné indukuje expresi TAZ. Nedavna studie
dokazala, ze TAZ hraje zasadni roli pfi diferenciaci Th17 pomoci nékolika mechanism.
TAZ pfimou vazbou aktivuje RORyYT a blokuje inhibi¢ni u€inek Foxp3 na RORyT. Tim
podporuje expresi genl asociovanych s Th17 burkami, véetné IL-17 [88]. TAZ dale
inhibuje  vyvoj Tregs tim, Ze snizuje acetylaci Foxp3 zprostfedkovanou
acetyltransferazou Tip-60, coz vede Kk destabilizaci Foxp3 a k jeho zvySené
proteazomalni degradaci. Aktivované Tregs spousti expresi TEAD1, ktery zabrariuje
vazbé TAZ na RORyT, Tip60 a Foxp3, ¢imz podporuje diferenciaci Tregs. TEAD tedy
funguje jako antagonista TAZ proteinu [88,89]. Regulace Th1l7 a Tregs je znazornéna
na obr. 13 na strané 34. PoruSeni Th17-Tregs bunécné rovnovahy vede k rozvoji

autoimunitnich i zanétlivych onemocnéni.
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Obrézek 13: TAZ reguluje Th17-Tregs bunécnou rovnovahu. TGF-f aktivuje SMAD3, ktery fidi
expresi Foxp3 i RORyT. Soubézna aktivace STAT3 IL-6 nebo IL-23 silné indukuje expresi TAZ,
ktery podporuje vyvoj Th1l7 (vlevo) koaktivaci transkripce genu kodujiciho RORyT, zabranuje
acetylaci Foxp3 transkripéniho faktoru acetyltransferazou Tip60 a vytvari leSeni, které
zabranuje interakci Foxp3 s RORyT. Pfi absenci STAT3 Tregs indukuji expresi TEAD1, ktery

oddéluje TAZ od Foxp3, ¢imz upfednostriuje vyvoj Tregs. Prevzato a upraveno z [88].

34



1.3. Souvislost mezi Hippo drdhou a metabolismem

Metabolismus glukdzy je centralni biochemicka cesta poskytujici energii a zakladni
stavebni molekuly rostoucim bufikdm. Burfiky mohou pouZzivat glukézu, &i jeji derivaty
pro vstup do nékolika syntetickych drah, kterymi ziskaji prekurzory hlavnich
makromolekul potfebné k vybudovani buriky a tvorbé energie ve formé& ATP v procesu
dychaciho fetézce [95]. Byla prokdzana existence propojeni signalnich drah
s metabolismem sacharidi, pfedevSim s metabolismem glukézy. Toto téma vSak

nadale zUstava pfredmétem vyzkumu [96].

Ovlivnéni transkripce glukézou muze probéhnout dvéma rdznymi mechanismy.
V prvnim pfipadé intracelularni forma glukézy (glukéza-6P) muize pfimo ovliviiovat
MondoA/ChREBP (z angl. carbohydrate-response element-binding protein) transkripéni
faktory plUsobici v jadfe spole¢né se svym vazebnym partnerem Mix (z angl. Max-like
protein x) [97]. Stézejni ulohou transkripCnich faktor( je kontrola exprese enzymu
uCastnicich se lipogeneze a glykolyzy. Tato kontrola je uskute¢néna prostfednictvim
metabolické adaptace na ménici se hladinu glukézy [96,97]. Navic gluk6éza a jeji
metabolismus ovliviuje celkovou koncentraci ATP, ¢imz reguluje aktivitu AMPK. AMPK
je aktivovana jakymkoli metabolickym stresem, ktery vyCerpava ATP. K vyCerpani ATP
dochazi bud inhibici jeho produkci nebo jeho zrychlenou spotfebou [98]. Bunka
s nizkou hladinou ATP je ve stavu energetického stresu, pfi némz dochazi k fosforylaci
TSC2 kindzou AMPK a nésledné inhibici aktivity mTORC1 komplexu. Tento
mechanismus AMPK udrzuje energetickou homeostazu tim, Zze napomaha aktivaci jiné

katabolické draze, ¢imz se ustavi puvodni hodnoty ATP [99].

YAP a TAZ jsou dulezité regulatory diferenciace, preziti bunék a hraji dalezitou roli
v kmenovych burkach, ristu organd a udrzeni homeostazy v dospélych tkanich. Jejich
¢innost byva casto naruSena pfi nadorovych onemocnénich [95]. Nedavno bylo
popsano spojeni mezi gluk6zou a aktivitou YAP/TAZ onkoproteint [100]. V pfipadé, kdy
glukdza je zaclenéna do aerobni glykolyzy, YAP/TAZ jsou pIné aktivni, a tim pfispivaji
k udrzeni jejich pro-tumorgenni funkce jako je napfiklad proliferace nadora. V opacném
pfipadé omezeni pfijmu glukdzy v lidskych burikach in vitro vyustilo v inhibici

transkripéni aktivity YAP/TAZ [100]. Zda se, zZe tento prubéh procesu je evoluéné
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zachovaly, jelikoz pfi inhibici glukézy doSlo ke stejnému trendu i u octomilky. Glukéza
mechanicky fFidi stabilitu transkripniho komplexu s transkripCnimi faktory z rodiny
TEAD, a proto nachazime korelaci mezi transkripCni aktivitou YAP/TAZ a bunécnou
odpovédi na koncentraci glukézy [96,100]. Mechanismus regulace YAP/TAZ pomoci
glykolyzy je znazornén na obr. 14. Spojeni mezi metabolismem glukdzy a aktivitou
YAP/TAZ bylo prokazano u bunék rakoviny prsu. Tyto buriky potfebuji gluk6zu pro svou
proliferaci [101,102]. Aktivita aerobni glykolyzy in vitro je dostateCna k produkci
malignich fenotypl bunék rakoviny prsu. Tento fakt koreluje se zvySenou aktivitou
YAP/TAZ u vySSich stupfill nador(, ktera je potfebna pro proliferaci a agresivitu bunék
[103]. Navic bylo zjisténo, Ze fosfofruktokinaza-1 (PFK1) vaze YAP/TAZ transkripCni
kofaktory a podporuje jejich funk&ni a biochemickou spolupraci [100]. PFK1 je enzym,
ktery je vyznamnym regulatorem procesu glykolyzy. PFK1 v glykolyze katalyzuje
pfeménu fruktzy-6P na fruktdézu- 1,6-bisP za spotfeby 1 molekuly ATP.

Glukoza

(PFE1 ) —> ( PFE1 ¥,

Glykolyza .
ATP/AMP T

/ N\ [omr] A
& o

Obrazek 14: Glukéza poskytuje prostfednictvim metabolické drahy glykolyzy ATP a sama se
oxiduje na pyruvat. Glukéza i aktivita enzymu fosfofruktokindzy-1 ovliviuji transkripci YAP/TAZ
a jejich naslednou spolupraci s TEAD transkripénim faktorem. P¥i nizkém poméru ATP/AMP
nebo aktivaci LKB1, kinaza AMPK fosforyluje komplex YAP/TAZ, coz vede k inhibici a ndsledné
degradaci komplexu. Aktivovana kindza AMPK fosforyluje AMOTL1, ktery podporuje fosforylaci
YAP/TAZ prostfednictvim kindaz LATS1/2 Hippo signalni drahy. Zelenymi barvami jsou
oznaceny ty produkty, které jsou potfebné pro aktivitu komplexu YAP/TAZ a naopak Cervené

komponenty komplex inhibuji. Pfevzato a upraveno z [96].
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1.4. Soucasné poznatky regulace TEAD1 proteinem

ChIP-Seq (z angl. Chromatin Immunoprecipitation Sequencing) analyza provedena
na Schwannovych burnkach odhalila, Ze enhancer genu PMP22 (z angl. Peripheral

Myelin Protein 22) obsahuje vazebné motivy pro transkrip¢ni faktory rodiny TEAD [32].

Dostupnost velkého poCtu MPCs (z angl. multipotent pancreatic progenitor cells) in
vitro umoznila ChlIP-Seq analyzu. Krom jiz znamych transkripénich faktort jako jsou
napfiklad GATAG [104], PDX1(z angl. pankreas/duodeum homeobox protein 1) [105],
HNF1B (z angl. hepatocyte nuclear factor 1-beta), FOXA1/2 (z angl. Forkhead-box A
1/2) [106], které se podili na embryonalnim vyvoji pankreatu a jsou nezbytné pro
specifikaci MPCs, byly v enhancerech nalezeny i DNA sekvence bohaté na M-CAT
elementy pro TEAD1 [107].

ChIP-Seq analyza byla provedena i na nadorovych burfikdch YAP-ERMS (z angl.
human embryonal rhabdomyosarcoma) [108] a v C2C12 burnkach (myoblastova
bunécné linnie). Pomoci C2C12 bunék se studuji aspekty diferenciace svall. ChiP-Seq

analyza u nich identifikovala mista v genomu, na které se vaze TEAD1 a TEAD4 [37].

Do dnesni doby nebyla provedena ChlIP-Seq analyza pro TEAD1 na leukemickych
nadorovych burnkach. Z tohoto duvodu byla v nasi laboratofi provedena bioinformaticka
analyza C-MYC promotoru, kde byly objeveny jednak konzervované M-CAT elementy,
tak i aktivni chromatin. M-CAT vazebné elementy se objevily rovnéz i v promotoru genu
GLUT1 [10]. Pozice M-CAT vazebnych elementd v GLUT1 a C-MYC jsou znazornény

na obr. 15 na strané 38.
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Obréazek 15: Pozice M-CAT vazebnych elementl pro geny C-MYC (a) a GLUT1 (b). Pfevzato a

upraveno z [10].
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2. Cil diplomové préace

Cilem této diplomové prace je experimentalné potvrdit pfitomnost TEAD1 v C-MYC
a GLUT1 promotorech u leukemickych bunék pomoci chromatinové imunoprecipitace.
DNA ziskana touto metodou bude dale pouzita ke konstrukci DNA knihovny. DNA
knihovna v kombinaci s NGS (z angl. Next-Generation Sequencing) umozniuje
identifikovat pozice TEAD1 na urovni celého genomu. Dale se pomoci hmotnostni
spektrometrie pokusime identifikovat proteiny, které v jadfe interaguji s TEAD1

proteinem.

39



3. Material a metody

3.1. Pristroje a materidl
3.1.1. Biologicky material

Leukemické T-bunky linie Jurkat (klon E6.1., ATTC Collection, USA)

3.1.2. Pristroje a prislusenstvi
Aparatura na SDS elektroforézu: BIORAD (USA)
Aparatura pro prenos protein(i: BIORAD Trans-blot ® SD Semi-dry transfer cell (USA)
Automatické pipety: RAININ Pipet-LITE XLS (Kanada)
Automatické pogitadlo bunék: Logos Biosystems Luna II™ Automated Cell Counter (USA)
Box hluboce mrazici: Panasonic MDF DV500VF-PE (Japonsko)
Birkerova komarka: P-lab (CZ)
CCD kamera: BIORAD ChemiDoc ™ MP Imaging systém (USA)
Centrifuga: ALC PK 110 (Italie)
Centrifuga: Eppendorf 5424R (Némecko)
Centrifuga: Eppendorf Concentrator Plus (Némecko)
CO, inkubétor: Panasonic (Japonsko)
Desticky: BIORAD Hard-Shell® PCR Plates, 96 walls, thin-wall (USA)

TPP® Tissue culture Testplate 96F (Svycarsko)

Elektricky zdroj: BIORAD PowerPac™ HC (USA)
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Filtracni papir: BIORAD Extra Thick Block Paper (USA)

Kultivaéni lahve: TPP® Tissue culture Flask 300 a 150 cm? (Svycarsko)
Laminarni box: SafeFAST Classic (Italie)

Magneticky stojan: New England Biolabs 6 Tubes Magnetic Separation Rack (UK)
Néastavec na pipety: Pipetus® HIRCHMANN LABORGERATE (Némecko)
Nitrocelulosova membrana (péry 40um): SANTA Cruz Bioctechnology (USA)
PCR: CFX 96TM Real-Time System BIORAD (USA)

Plastové Spicky na automatické pipety: RAININ Precision Pipette Tips (USA)
Rotéator: BIOSAN Bio-RS 24 Mini Rotator (Litva)

Spektrofotometr: BioTek Synergy HT (USA)

Spektrofotometr a fluorometr: DENOVIX Ds-11 FX+ (USA)

Termostat a tfepacka: BIOER Mixing Block MB-102 (Cina)

TFepacka: Benchmark Scientific Inc. (Taiwan)

Vahy: KERN® EMB 600-2 (Némecko)

Vakuovy koncentrator: JOUAN RC10-10 (Francie)

Vortex: Biosan Vortex V-1 plus (Litva)

3.1.3. Chemikalie

Agar6za LSL-LE 8200: Lonza (USA)

Amoniak vodny roztok 25% p. a.: Lachner (CZ2)
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Akrylamid: BIORAD (USA)

APS (peroxodisiran amonny): Sigma Aldrich (CZ)

Azid sodny: Amresco (Francie)

Benzonaza: Merck (Némecko)

BSA (hovézi sérovy albumin): Serva (Némecko)

Destilovana voda

Detergent: Nonidet NP40 (4-Nonylphenyl-polyethylene glycol) Sigma Aldrich (CZ)
Dodecylsiran sodny (SDS): BIORAD (USA)

EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina): Active Motif (Belgie)

Ethanol: P-lab (C2)

Enzym: Micrococal Nuclease: New England Biolabs (UK)

FBS (Fetalni hovézi sérum): ThermoFisher Scientific (USA)

Formaldehyd (37% vodny roztok): Sigma Aldrich (C2)

GelRed Nuclei Acid Stain Solution: 10 000x in water, Biotium (USA)

Hypotonicky pufr 10x: Active Motif (Belgie)

Chlorid sodny: Active Motif (Belgie)

Inhibitory: Halt™ Protease Phosphatase Inhibitor Cocktail 100x: ThermoFisher Scientific (USA)
Kyselina kumarova: Sigma Aldrich (C2)

Luminol: Sigma Aldrich (CZ)
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Master Mix SsoFast™ EvaGreen® Supermix: BIORAD (USA)

Médium: LONZA BioWhittaker® RPMI 1640 s L-Glutaminem, FBS a ATB (USA)

Odtu¢néné susSené mléko: BIORAD Blotting-Grade Blocker (USA)

PBS pufr (0,15 M NacCl; 0,3 mM KCI; 1 mM Na,HPO,; 0,2 mM K,HPO,; pH 7,4): Sigma Aldrich
(C2)

Peroxid vodiku vodny roztok: Fluka Analytical (Némecko)

Proteazovy inhibicni kokteil (PIC): Active Motif (Belgie)

Proteindza K: (2 mg/ml) Sigma Aldrich (CZ)

Protilatky:

e RNA pol. Il mouse antibody IgG 0,2 mg/ml; Active Motif (Belgie)

¢ Bridging antibody for mouses IgG; Active Motif (Belgie)

e TEADZ1 rabbit antibody; Cell Signalling (USA)

¢ TEF1 rabbit polyclonal antibody 1 mg/ml; GeneTex (USA)

¢ TEF1 mouse monoclonal antibody 2,66 mg/ml; Sigma Aldrich (C2)
¢ Negative Control IgG; Active Motif (Belgie)

¢ Rabbit IgG isotype control antibody 5 mg/ml; GeneTex (USA)

¢ Goat-anti-rabbit IgG — HRP; Santa Cruz Biotechnology (USA)

Pfenosovy pufr (48 mM Tris; 39 mM Glycin; 20% methanol; pH 9,2)

Pufr pro elektroforézu 10x TGS (25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% SDS (w/v); pH 8,3) BIORAD
(USA)

Pufr pro enzym: Micrococal Nuclease Buffer (50 mM Tris-HCI, 5 mM CaCl,, pH 7.9): New
England Biolabs (UK)

RNé&zaA (10 mg/ml): ThermoFisher Scientific (USA)

Sigma voda: Sigma Aldrich (C2)

Standard pro elektroforézu: BIORAD Precision Plus Protein Standards, All Blue (USA)

43



Standard pro elektroforézu DNA: 100 bp DNA ladder Promega (USA)

Substrat: ThermoFisher Scientific Super Signal West Femto Trial Kit (USA)

TAE pufr 50x (2 M Tris-acetéat, 0,05 M EDTA, pH 8.3)

TEMED (tetramethylethylendiamin): Sigma Aldrich (CZ)

Tris (tris(hexomethyl)aminomethan) pufr (0,1M; pH 8,8)

TTBS pufr (50 mM Tris; 150 mM NacCl; 0,05% v/v Tween 20; pH 7.6)

Vzorkovy pufr pro DNA elektroforézu: Blue/ Orange 6x Loading Dye: Promega (USA)

Vzorkovy pufr Leammli pro SDS elektroforézu (2,4 ml 1M Tris o pH 6,8; 0,8 g SDS; 4 ml 100%
glycerol; 0,01% bromfenolova modf; 1 ml merkaptoethanolu; 2,8 ml vody)

3.1.3.1. Kity

e Kit pro Co-Imunoprecipitaci: Dynabeads™ Co-Immunoprecipitation Kit invitrogen: Thermo
Fisher Scientific (SB pufr; HB pufr; C1 a C2 roztoky; LB pufr; 5x LWB pufr; 5x IP;
Dynabeads™ M-270 Epoxy; EB pufr)

e Kit pro ChIP: ChIP-IT® Express Enzymatic: Active Motif (10x Glycin; ChIP pufr 1 a 2; 1x
Lysis pufr; 10x PBS; Proteinaza K 0,5 mg/ml; RNaza A 10 ug/ul; Protein-G Magnetické
kulicky; Reverse-Crosslink pufr; Proteindza K Stop roztok; Inhibi¢ni roztok proteaz;
Enzymaticky koktejl; 5 M NaCl; 0,5M EDTA; Pufr pro eluci AM2; 100 mM PMSF; 10x
Hypotonicky pufr)

e Kit pro ¢&i$téni chromatinu: Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Sytem: Promega
(Membrane Wash Solution; Bind Solution ; Nuclease Free Water; Collection Tubes; SV

Minicolumns)
e Kit pro izolaci genomové DNA: Wizard® Genomic DNA Purification kit: Promega (DNA

Rehydratation Solution; Cell Lysis Solution; Nuclei Lysis Solution; Protein Precipitation
Solution; RNAsa A Solution)
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3.2. Metody
3.2.1. Kultivace a pasazovani bunék

Leukemické T-bunky byly kultivovany pfi teploté 37° C, v atmosféfe 5% CO, v RPMI
1640 meédiu obsahujici antibiotika (100 jednotek penicilinu a 0,1 mg streptomycinu
na 1 ml média) a 10% fetalni hovézi sérum. Buriky byly vZzdy pasazovany v takovém

Ccasovém horizontu, aby nepfesahly koncentraci 700 000 bunék /ml.

3.2.2. Priprava chromatinu

Buiky byly nasazeny tak, aby se jejich koncentrace v pribéhu experimentu
pohybovala v rozmezi 500 000 — 700 000 bunék/ml. Z kultivacni lahve byl odebran
pozadovany pocet bunék tak, aby jejich vysledna koncentrace v celkovém objemu byla
10 000 000 bunék. Poté byly buriky centrifugovany (pfi 20° C, 4 min na 400x g; ALC PK
110). Nasledné byl pelet bunék resuspendovan v 10 ml roztoku 1xPBS a opét stoCen
(pfi 20° C, 4 min na 400x g; ALC PK 110). Poté byl odstranén supernatant a k burikam
byla pfidana Fixacni soluce (20 ml média BioWhittaker® RPMI 1640 a 0,54 ml 37%
formaldehydu) a po dobu 7 minut byl vzorek ponechan na tfepacce pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti doby byl vzorek stoen (pfi 20° C, 3 min na 400x g; ALC PK 110).
Poté byl supernatant odstranén a pelet bunék byl opét resuspendovan v 10 ml roztoku
1xPBS a ihned sto€en (pfi 20° C, 3 min na 400x g; ALC PK 110). Nasledné byl opét
odstranén supernatant a k bunikam byl pfidan Glycin-Stop roztok (8 ml dH>O, 1 ml 10x
PBS a 1ml 10x Glycin). Buriky byly v roztoku ponechany 7 minut na tfepacce
pfi laboratorni teploté. Nasledné byly buriky stoCeny (pfi 20° C, 10 min na 500x g; ALC
PK 110). Po stoCeni byly buriky promyty 1 ml roztoku 1xPBS a stoCeny (pfi 4° C, 4 min
na 400x g; centrifuga 5424R, Eppendorf). Poté byl pipetou odstranén supernatant a
pelet bunék byl resuspendovan v 500 pl Hypotonického pufru (450 pl 10x Hypotonicky
pufr a 50 pl dH,O) a ponechan 15 minut na ledu. Po uplynuti doby bylo ke vzorku
pridano 25 pul detergentu (Nonidet NP40) a roztok s burikami byl opatrné promichan
pipetou. Poté byl vzorek sto¢en (pfi 4° C, 30 sekund na 12 000x g; centrifuga 5424R,
Eppendorf) a supernatant byl opatrné pipetou odstranén. Ziskana jadra bunék byla
resuspendovana v 350 pl 10x nafedéném Micrococal Nuclease pufru s proteazovymi

inhibitory (Halt™ Protease Phosphatase Inhibitor Cocktail).
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3.2.3. Enzymatické Stépeni chromatinu

Vzorek ziskanych jader v Micrococal Nuclease pufru s inhibitory byl temperovan
5 minut na 37° C. 1 pl enzymu Micrococal Nuclease byl pfidan do 99 pl 50% glycerolu.
Do vzorku bylo po jeho vytemperovani na 37° C pfidano 5 ul roztoku enzymu a
obsazeny chromatin byl Stépen po dobu 8 minut pfi teploté 37° C. Vzorek byl
vortexovan kazdé dvé minuty. Reakce byla zastavena pfidanim 7 pl 0,5M EDTA.
Vzorek byl nasledné chlazen 10 minut na ledé a poté stoCen (pfi 4° C, 10 min
na 18 000x g; centrifuga 5424R, Eppendorf). Vzorek byl vyuZit pro imunoprecipitaci jak

pomoci proteinu G, tak i pomoci kulicek Dynabeads.

Pfed kontrolou miry enzymatického Stépeni chromatinu bylo nutné chromatin
decroslinkovat. K 50 pl vzorku chromatinu bylo pfidano stejné mnozstvi Reverse Cross-
link pufru a vzorek byl zahfivan pfi 95° C po dobu 15 minut. Po 15 minutach byly
do vzorku pfidany 2 pl RNazyA. Poté byl vzorek zahfivan pfi 37° C po dobu 15 minut.
Po uplynuti doby byly do vzorku napipetovany pfi laboratorni teploté 2 pl Proteinazy K a
nasledné byl vzorek zahfivan po dobu 60 minut pfi 37° C. Po uplynuti doby byly
do vzorku napipetovany 2 ul Stop Proteinazy K a ziskany vzorek chromatinu byl vyuzit

pro identifikaci miry St€peni pomoci elektroforézy.

3.2.4. Priprava genomové DNA

Z kultivaéni lahve byl odebran takovy objem bunék, aby koncentrace bunék
pro experiment nepfesahla hodnotu 1 000 000 bunék. Pro izolaci genomové DNA byl
vyuzit protokol z Wizard® Genomic DNA Purification Kit. Bunécna kultura byla nejprve
stoCena (pfi 20° C, 4 min na 400x g; ALC PK 110). Nasledné byl pelet bunék
resuspendovan v 1 ml roztoku 1xPBS a opét stocen (pfi 20° C, 4 min na 400x g; ALC
PK 110). Po centrifugaci byl odstranén supernatant a k bufikam bylo pfidano 600 pl
Nuclei Lysis roztoku a 3 pl roztoku RNazy. Vzorek byl inkubovan 30 minut pfi 37° C.
po uplynuti doby a zchlazeni vzorku na laboratorni teplotu bylo k vzorku pfidano 200 pl
Protein Precipitation roztoku. Vzorek byl kratce vortexovan a pak ponechan 5 minut
na ledu. Poté byl vzorek centrifugovan (pfi 4° C, 4 min na 14 000x g; centrifuga 5424R,
Eppendorf). Po centrifugaci byl supernatant pfenesen do 600 ul isopropanolu. Vzorek

byl v ruce promichan a nasledné centrifugovan (pfi 4° C, 1 min na 14 000x g; centrifuga
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5424R, Eppendorf). Poté byl supernatant odstranén a k peleté bunék bylo pfidano
600 pl 70% ethanolu. Vzorek byl v ruce promichan a centrifugovan (pfi 4° C, 1 min
na 14 000x g; centrifuga 5424R, Eppendorf). Nasledné byl ethanol odstranén a peleta
bunék resuspendovana v 200 ul DNA Rehydratation roztoku. Poté byl vzorek inkubovan
60 minut pfi 65° C. Nakonec byla zméfena koncentrace a C istota vyizolované
genomové DNA na spektrofotometru (DENOVIX Ds-11 FX+).

3.2.5. Elektroforéza

0,75 g L-agarézy bylo rozpusténo v 50 ml IXTAE pufru. Agaréza se v roztoku
rozpoustéla v mikrovinné troubé po dobu 50 s. Do rozehfatého gelu byly pfidany 4 ul
GelRed Nuclei Acid Stain a jesté vafici byl pfenesen do pfedem vyvazené aparatury,

kde gel ztuhnul.

Pfed nanesenim na gel byl roz&tépeny chromatin ¢istén pomoci kitu Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up Sytem. Ke 200 pl vzorku chromatinu bylo napipetovano stejné
mnozstvi Membrane Binding Solution. SV Minicolum (SVM) bylo viozeno do Collection
Tube (CT) a vzorek, nafedén Membrane Binding solution v poméru 1:1, byl pfenesen
do SVM. Vzorek byl centrifugovan (pfi 20° C, 1 min na 16 000x g; centrifuga 5424R,
Eppendorf). Roztok protekly do CT se odstranil a do SVM bylo pfidano 700 pl
Membrane Wash Solution, Vzorek byl opét centrifugovan (pfi 20° C, 1 min
na 16 000x g; centrifuga 5424R, Eppendorf). Protekly roztok se znovu odstranil a
do SVM bylo napipetovano 500 pl Membrane Wash Solution, Vzorek byl stoen (pfi 20°
C, 5 min na 16 000x g; centrifuga 5424R, Eppendorf). Nasledné se SVM v CT
centrifugovala (pfi 20° C, 1 min na 16 000x g; centrifuga 5424R, Eppendorf)
pro vysuseni SVM. SVM bylo pfeneseno do nové CT a bylo do néj pfidano 50 ul
Nuclease-Free Water. SVM bylo inkubovano 5 minut pfi laboratorni teploté a nasledné
sto€eno (pfi 20° C, 1 min na 16 000x g; centrifuga 5424R, Eppendorf). Nové vznikly
Cisty vzorek chromatinu byl vyuzit pro elektroforézu a pro stanoveni koncentrace
chromatinu na spektrofotometru (DENOVIX Ds-11 FX+).

K 15 pl vzorku chromatinu bylo pfidano 5 ul vzorkového pufru (Blue/ Orange 6x
Loading Dye). Jako standard byl vyuzit 100 bp DNA ladder, kdy bylo smichano 5 pl
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standardu se 3 ul vzorkového pufru. Elektroforéza probihala 70 minut pfi napéti
100 V v aparatuie (Bio-Rad-Mini-Sub® Cell GT Cell) vyplnéné 300 ml 1XTAE pufrem
(6 ml 50x TAE, 294 ml dH,0).

3.2.6. Imunoprecipitace pomoci G-proteinu

K imunoprecipitaci pomoci proteinu G byl vyuzit kit od firmy Active Motif. Ke véem
tfem vzorkdm obsahujicim 50 pl chromatinu bylo pfidano 25 pl Protein-G Magnetic
Beads, 10 pl ChIP Pufru 1, 1 pl PIC, 10 ul destilované vody a protilatky, které jsou pro
jednotlivé vzorky uvedeny v Tabulce 1. Protilatky byly pfidany do reakce vzdy jako
posledni. Pfed pfidanim byly magnetické kulicky resuspendovany pipetou a
zvortexovany. Vychytavani cilového proteinu nesouci DNA pomoci magnetickych

kulicek s navazanym G proteinem je znazornéno na obrazku 16 na strané 49.

Tabulka 1: Uvedené pratilatky a jejich pfidana mnozstvi ke vzorkim obsahujicim 50 pl

enzymaticky Stépeného chromatinu

Chromatin (Stépeny 15 minut) 50 pl
protilatky vzorek €. 1 vzorek €. 2 vzorek €. 3
RNA polymeraza Il 5 pl - -
Bridging Ab 1ul - -
TEAD1 - - 5 pl
Negative control - 5 pl -
IgG

VSechny vzorky byly inkubovany pfes noc v lednici pfi 4° C na rotatoru.
Nasledujici den byly vzorky centrifugovany (pfi 4° C, 1 min na 400x g; centrifuga
5424R, Eppendorf). Poté byly vzorky umistény na magneticky stojanek (Tube Magnetic
Separation Rack) a odstranén supernatant. Megnetické kulicky nesouci protein-G byly
na magnetickém stojanku promyty nejprve 800 pl ChIP Pufrem 1 a nasledné dvakrat
800 ul ChIP Pufrem 2 (oba od firmy Active Motif). Po odstranéni supernatantu byly
vSechny tfi vzorky resuspendovany v 50 pul AM2 Pufru a ponechany 15 min na rotatoru
pfi laboratorni teploté. Po uplynuti doby byly vzorky centrifugovany (pfi 4° C, 1 min
na 400x g; centrifuga 5424R, Eppendorf) a ke kazdému bylo pfidano 50 pl Reverse-

cross link pufru. Po umisténi na magneticky stojanek byly ziskany vzorky.
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Obréazek 16: Mechanismus vychytdvani cilového proteinu s navazanou DNA pomoci

magnetickych kuli¢ek nesouci G protein.

Vzorky ziskané imunoprecipitaci pomoci G-proteinu byly nasledné inkubovany 15
minut pfi teploté 95° C, poté do kazdého vzorku byly pfidany 2 pl Proteinazy K. Po
pridani Proteinazy K byly vzorky inkubovany 60 min pfi teploté 37° C. Po 60 minutach
byly do vzorkl pfidany 2 pl Proteindzy K Stop. Vzorky byly vyuzity pro qPCR analyzu.

3.2.7. Imunoprecipitace pomoci kulicek Dynabeads

3.2.7.1. Navazani protilatky na kulicky Dynabeads

Imunoprecipitace probihala dle protokolu Dynabeads™ Co-Immunoprecipitation Kit.
Na analytickych vahach bylo do ependorfky navazeno 7,5 mg kulicek Dynabeads.
Kulicky byly promyty 1 ml roztoku C1. Pomoci magnetického stojanku byl odstranén
roztok C1 a ke kulickam bylo pfidano 375 ul roztoku C1 obsahujici protilatku. Protilatka
byla pfipravena v roztoku C1 tak, aby vysledné mnozstvi protilatky bylo 50 pg. Podle
koncentrace protilatky bylo pfidano jeji poZzadované mnozstvi a doplnéno do vysledného
objemu 375 pl roztokem C1. Nakonec bylo pfidano 375 ul roztoku C2. Vysledny roztok
0 objemu 750 pl obsahujici kulicky Dynabeads a pozadovanou protilatku byl inkubovan
pres noc na rotatoru pfi laboratorni teploté. Mechanismus navazani protilatky na kulicky
Dynabeads majici na svém povrchu epoxidovou skupinu je zobrazen na obr. 17
na strané 50. Druhy den byl roztok pomoci magnetického stojanku odstranén, kuli¢ky
byly nejprve promyty 800 ul HB pufrem, poté 800 pl LB pufrem a nakonec 3x 800 ul SB
pufrem. Po tfetim pfidani HB pufru byly kuli¢ky inkubovany 15 minut na rotatoru pfi
laboratorni teploté. Po uplynuti doby byl na magnetickém stojanku roztok odséat a ke

kulickam bylo pfidano 750 pl HB pufru a 7,5 pl 2% azidu.
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Obrazek 17: Mechanismus navazani proteinu na magnetické kulicky Dynabeads. Kulicky maji
na svém povrchu epoxydovou skupinu, prostfednictvim které reaguji s aminoskupinou proteinu.

Pfevzato a upraveno z [109].

3.2.7.2. Postup imunoprecipitace pomoci kuliC¢ek Dynabeads

Na magnetickém stojanku byl z kulicek odsat SB pufr, ve kterém byly kuliCky
v lednici uchovany. Azid byl z kulicek vymyt pomoci 900 pl 0,1% roztoku BSA. Kuli¢ky
byly inkubovany na rotatoru v roztoku 0,1% BSA pfi laboratorni teploté po dobu 5 minut.
Poté byly kulicky promyty 3x 900 ul Extrak&niho pufru. Slozeni Extrakéniho pufru je
znazornéno v tabulce 2 na strané 51. Po poslednim promyti bylo ke kulickam pfidano
50 ul chromatinu v 850 ul Extrakéniho pufru. Ze vzorku chromatinu v Extrakénim pufru
bylo pfed pfidanim ke kulickam odebrano 20 pl na detekci pomoci metody western blot

(WB). Magnetické kuli¢ky s pfidanym chromatinem byly inkubovany pfi 4° C 30 minut.

Po 30 minutach byl roztok na magnetickém stojanku odstranén, pouze 20 pl bylo
uchovano na detekci WB. Magnetické kulicky poté byly promyty 3x 900 ul Extrakéniho
pufru, nasledné 3x 900 pl LWB (800 pl 5xLWB, 3 200 pl dH20) pufru. Po promyti bylo
ke kulickam napipetovano 200 yl HPHEB pufru a vzorky byly inkubovany 20 minut
pfi laboratorni teploté. Po uplynuti doby byly kuliCky umistény na magneticky stojanek a
z kuliek byl ziskan vzorek po imunoprecipitaci. Poté bylo ke kulickam pfidano 150 ul
HPHEB pufru a inkubace na rotatoru probihala 10 minut pfi pokojové teploté. SloZeni
pufru HPHEB je znazornéno v tabulce 3 na strané 51. Na magnetickém stojanku bylo
ziskano dalSi mnozstvi vzorku po imunoprecipitaci. Ziskany vzorek byl vyuzit pro PCR

analyzu, Western blot a pro hmotnostni spektrometrii.
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Tabulka 2: Uvedené reagencie a jejich mnozstvi potfebna k pfipravé Extrakéniho pufru

o celkovém objemu 10 ml.

reagencie V (ml)
5X IP 2,0
Inhibitory 0,1
5 M NaCl 0,2
H,O 7,7
Celkovy objem 10,0

Tabulka 3: Uvedené reagencie a jejich mnozstvi potfebna k pfipravé HPHEB pufru o celkovém

objemu 1 ml.
reagencie V ()
H.,O 965
0,5 M EDTA 1
Amoniak (aq) 25% p.a. 34
Celkovy objem 1000

Ke kulickam bylo nakonec pfidano 750 pl SB pufru a 7,5 pl 2% azidu. Kulicky byly

uchovavany v lednici. Obecné schéma imunoprecipitace pomoci kuli¢ek Dynabeads je

znazornéno na obr. 18.
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Obréazek 18: Obecné schéma imunoprecipitace pomoci kuli€ek Dynabeads. Prevzato a

upraveno z [110].
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3.2.8. SDS elektroforéza

Elektroforéza je elektromigracni metoda, ktera umozrniuje déleni latek na zakladé
rozdilné pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli. NejCastéji se vyuziva
elektroforéza v pfitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS). SDS udéluje vSem

proteinim stejny z&porny naboj a tim zajiStuje, ze se proteiny déli podle své velikosti.

Pro SDS elektroforézu byly pfichystany dva gely: délici gel, v némz dochéazi
k rozdéleni jednotlivych proteini a zaostfovaci gel, kde se jednotlivé zény vzorku
zaostfuji. Slozeni obou gelu je znazornéno v tabulce 4. Elektroforéza byla provadéna v

aparatufe (Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra cell) napinéné 500 pl TGS (25mM Tris; 192

mM Glycin; 0,1% w/v SDS; pH 8.3) pufrem. TGS pufr byl nafedén vodou v poméru 1:10.
K vzorkum, které byly ziskdny imunoprecipitaci pomoci kulicek Dynabeads byl pfidavan
vzorkovy pufr 4x Leammli tak, aby byl nafedén v poméru 1:4. Pfipravené vzorky byly
povareny pfi teploté 95 °C po dobu 5 minut. Poté byly vzorky centrifugovany (pfi 20° C,
30 sec na 14 000x g; centrifuga 5424R, Eppendorf) a naneseny na gel. Elektroforéza
probihala prvnich 15 min pfi napéti 100 V a dalSich 50 min pfi napéti 150 V.

Tabulka 4: PouZité reagencie a jejich mnozstvi pro pfipravu déliciho a zaostfovaciho gelu.

reagencie délici gel (ml) zaostrovaci gel (ml)

30% akrylamid 1,6700 0,4300
1,5 M Tris (pH 8.8) 1,2500 -

0,5 M Tris (pH 6.8) - 0,3100
10% SDS 0,0500 0,0250
10% APS 0,0500 0,0250
TEMED 0,0025 0,0025
dH,O 1,9800 1,7000

3.2.9. Prenos proteint

Pfenos (z angl. blotting) je metoda, jez se vyuzZiva nejen pro pfenos proteinu
(Westen blot), ale rovnéz také pro DNA (Southern blot) ¢ RNA (Northern blot). Po

probéhlé elektroforéze se rozdélené proteiny pfenasi z gelu na nitrocelulosovou
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membranu a poté dochazi k jejich vizualizaci prostfednictvim imunodetekce, pfi niz

dochézi k interakci primarni a sekundarni protilatky.

Pro pfenos proteind byla vyuZita specidlni aparatura (Trans-blot® SD Semi-dry
transfer cell) Ze dvou filtraénich papird, gelu a nitrocelulosové membrany byla
vytvofena sendviCova struktura, jejiz uspofadani je zobrazené na obr. 19. VSechny
komponenty sendviCového uspofadani byly pfedem namocené v pfenosovém pufru (48
mM Tris; 39 mM Glycin; 20% methanol; pH 9,2). Pfenos proteind probihal 60 minut pfi
napéti 15 V.

A B

blotovaci aparatura

)

katoda
filtracni papir

akrylamidovy gel

nitrocelulosovi membrina

filtracni papir .
*+)

Obrazek 19: Schéma pfenosu proteind z gelu na nitrocelul6zovou membranu. V Casti A je

znazornéna sendviCova struktura jednotlivych komponentu. V B €asti je znazornéna blotovaci
aparatura, ktera je nezbytné pro spravny pfenos proteinl na membranu. Pfevzato a upraveno z
[111].

Po 60minutovém pfenosu proteint byla membrana blokovana v 5 ml roztoku 5%
mléka na tfepacce (Mixing Block MB-102) pfi laboratorni teploté po dobu 45 minut.
Po uplynuti doby blokovani byla membrana promyta v 10 ml TTBS pufru (50 mM Tris;
150 mM NacCl; 0,05% v/v Tween 20; pH 7.6). Poté byla membrana inkubovana do
dalSiho dne v lednici pfi 4° C v 5 ml roztoku 5% mléka obsahujici 4 pl primarni

protilatky.

Druhy den byla membrana promyta 3x 10 minut v 10 ml TTBS pufru. Po promyti
byla membrana ponechana 45 min pfi laboratorni teploté na tfepacce v 5 ml roztoku 1%
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mléka, do kterého byly pfidany 2 pl sekundarni protilatky. Nakonec byla membrana
promyta 3x 5minut v10 ml TTBS pufru a namocCena 45 sekund v roztoku
pro vizualizaci, ktery byl pfipraven smichanim roztoku 1 a 2 (1: 0,1 M Tris o pH 8.8;
0,018% peroxid vodiku; 2: kyselina kumarova, luminol). Mnozstvi pouzitych reagencii
v roztoku pro vizualizaci jsou uvedeny v tabulce 5. Smichanim obou zminénych roztoku
vznikl chemiluminiscenéni substrat, ktery reaguje s kfenovou peroxiddzou, kterd je
konjugovana se sekundarni protilatkou. Kfenova peroxidaza pfeménuje
chemiluminiscencni substrat na nestabilni produkt, ktery se stabilizuje tak, ze vyzafri
svétlo. Vyzarené svétlo bylo na membrané detekovano CCD kamerou (ChemiDoc™MP

Imaging Systém).

Tabulka 5: Pouzité reagencie a jejich mnozstvi pro pfipravu roztoku 1 a 2, jejichz smichanim

vznikne roztok pro vizualizaci nitrocelul6zové membrany.

reagencie roztok 1 (ml) roztok 2 (ml)
Luminol - 10,000
Kyselina kumarova - 0,044
0,1 M Tris (pH 8.8) 10,000 -
Hydrogen Peroxide Solution 0,007 -

3.2.10. Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR z angl. Polymerase chain reaction) je metoda,
pfi které dochazi k mnohonasobné amplifikaci DNA. Ke zmnozeni Useki DNA musi byt

jednotlivé useky na zacCatku i na konci ohrani¢eny primery.

Primery byly navrhnuty v databazi Ensembl pro exon a enhancer genu C-MYC a
pro enhancer genu GLUT1 tak, aby kazdy primer mél zastoupeni CG paru mezi 50-
60%, délku 20 paru bazi a neobsahoval sekundarni struktury ani netvofil dimery.
Navrzené primery byly testovany na jejich efektivitu. Testovani primerd bylo provedeno
tak, Zze byla pfipravena Fedici fada vyizolované genomové DNA. Kazdy nasledujici
vzorek byl 10x vyfedén Sigma vodou oproti puvodnimu. Aby byla efektivita PCR 100%,
hodnoty C+ (z angl. cycle of treshold) by se od sebe mély liSit o 3,32. Plati, Ze pokud je
efektivita 100%, tak v kazdém probéhlém cyklu se mnozstvi DNA zdvojnasobi. V tomto
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pfipadé PCR reakce b&zi dle 2", kde n je podet prob&hlych cykld. Uginnost PCR Ize
ziskat ze sklonu standardni kfivky. Standardni kfivka byla ziskdna vynesenim zavislosti
koncentrace genomové DNA na hodnotach Cr. Ct je hodnota cyklu, kdy doslo
k pfeskoCeni fluorescence nad prah pozadi. Pomoci hodnoty sklonu standardni kfivky

Ize vypoditat efektivita dle nasledujiciho vzorce:

1

E = (10‘% _ 1)x 100

Na PCR destiCku byly do jednotlivych jamek nanaseny vzorky tak, Zze vzdy do jedné
jamky bylo pipetovano 10,5 pl vzorku; 2 pl roztoku primerd (80 pl Sigma vody, 10 ul
Forward primeru a 10 pl Reverse primeru) a 12,5 pl Master mix. Desti¢ka se vzorky byla
centrifugovana (pfi 20° C, 30 sec na 400x g; centrifuga Concentrator Plus, Eppendorf) a
poté vlozena do pfistroje (CFX 96TM Real-Time System). PCR zahrnovalo 40 cyklu
(vzorek byl nejprve zahfivan 30 s na 95° C, poté nasledné 5 s na 95° C a nakonec 20 s

pfi 60° C) a bylo nasledovano méfenim kfivek tani.
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4. Vysledky

Jelikoz doposud nebyla provedena ChIP-Seq analyza TEAD1 na lidskych
leukemickych burikach. Ztohoto divodu a zdivodu vyskytu aktivniho chromatinu
v mistech M-CAT vazebnych elementl jsme se rozhodli provést ChIP analyzu cilovych
genl (C-MYC a GLUT1) TEAD1. ChIP analyza byla provedena na burikach linie Jurkat.
Jedna se o buriky akutni lymfoblastické leukémie T-bunééné populace. Cilové geny
TEAD1 C-MYC a GLUT1 patfi mezi dva kliCové regulatory glykolyzy, které jsou rovnéz
cilem Hippo signalni drahy v lidskych leukemickych burikach [10].

4.2. Navrzeni primera pro PCR a jejich efektivita

Primery pro geny C-MYC a GLUTL, jejichZ exprese je regulovana transkripénim
faktorem TEAD1 byly navrzeny pomoci databaze Ensembl a analyzovany na pfitomnost

sekundarnich struktur pomoci programu GeneRunner.

4.1.1. Navrzeni a pozice primeru pro gen C-MYC

Pro gen C-MYC byly navrzeny dva primery, jeden pro enhancer a jeden pro exon

genu. Sekvence navrzenych primerl jsou znazornény na obr. 20 na strané 57.
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ATCCAGCATAGCGATTGGTTGCTCCCCGEGTTTGCGGCAAAGGCCTGGAGGCAGGAGTA

ATTTGCAATCCT TAAAGCTGAATTGTGCAGTGCATCGGATTTGGAAGCTACTATATTCACT . ME
TAACACTTGAACGCTGAGCTGCAAACT CAACGGGTAATAACCCATCTTGAACAGCGTACA
TGCTATACACGCACCCCTTTCCCCCGAATTGTTTTCTCTTTTGGAGGTGGTGGAGGGAGA l:l MP1

B M-CAT vazeb. elementy

TTATGCCTCTATCATTCCTCCCTATCTACACTAACATCCCACG
ATACCCTT
GACTCTTGATCAAAGCGCGGCCCTTTCCC

Constrained elements

- -— I N EE N . EXDI’I

GERP score

First MY'C exon

DHAse sensitive chromsatin

RMAFgIZChIF

Obréazek 20: Sekvence navrzenych primertd pro gen C-MYC. Primer ME je navrzen pro
enhancer genu a primer MP1 pro exon genu C-MYC. V obrazku jsou Cervené vyznaleny

nejblizsi M-CAT vazebné sekvence. Pfevzato a upraveno z [10].

4.1.2. Efektivita primert pro gen C-MYC

Efektivita primerd byla spocitana dle vzorce v odstavci 3.2.10. na strané 55
ze standardni kfivky ziskané vynesenim zavislosti koncentrace pouzité genomové DNA
na hodnotach Cr cyklu. Standardni kfivky a efektivity pro jednotlivé primery genu C-

MYC jsou znazornény na obr. 21 a 22 na strané 58.
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Obrazek 21: Graf zavislosti koncentrace genomové DNA na pocet cykld C; s vyjadfenou
standardni kfivkou pro primer MP1 z exonu genu C-MYC. V ramec¢ku je uvedena efektivita

pro dany primer.
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Obrézek 22: Graf zavislosti koncentrace genomové DNA na pocet cykld C; s vyjadienou
standardni kfivkou pro primer ME z enhanceru genu C-MYC. V ramecku je uvedena efektivita

pro dany primer.
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Ke zjisténi skuteCnosti, zda v prubéhu PCR reakce nevznikaji nespecifické
produkty, byly vyuzity kfivky tani. Kfivky tani se ziskaji ze zavislosti zmény fluorescence

na teploté. Kfivky tani pro navrzené primery genu C-MYC jsou znazornény na obr. 23.

Huorescence

Zmeéna
o
=)
(=]

Teplota (°C)

Obréazek 23: Kfivky tani pro navrzené primery genu C-MYC.

Z obr. 23 je vidét, Ze kfivky tani pro oba navrzené primery maji pouze jeden vrchol.
To potvrzuje, Ze reakce byla Cisté specificka.
4.1.3. Navrzeni a pozice primera pro gen GLUT1

Pro gen GLUT1 byly navrZzeny pomoci databaze Ensembl dva primery, oba byly
z enhanceru genu. Sekvence jednotlivych primert a jejich pozice jsou znazornény na

obr. 24 na strané 60.
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B MCAT2 GCCAGGAGGAAAGGTTTTGCTGAGTCAGCTACAATT
GGGCTGGGACGGAAGCCCCCCTAATCCAAAG

[ MCAT1 GGTGTTTTGCAATTCAAATCCTCCTGGATTGCAGGTAAACACAGT
GATGGATTCCAGGAAGGTCTGATG
B M-CAT vazeb. elementy TGTG

ACGACCTAGTGCCCCTTCCCTAGTCTGCGCCCACACTGACAGCT
TTATTCCCTGGAGGCTGCCTTTAGTCCTGGACGGAACTCGGCCT
CTTCTGGGTCCGATTCTAAGCAGTTCCAGCCC

uuuuuuuuuuuuuuuu Constrained elements
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GERF score
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Obréazek 24: Sekvence navrzenych primertd pro gen GLUT1. Primery MCAT1 i MCAT2 jsou
navrzeny pro enhancer genu GLUTL1. V obrazku jsou Cervené vyznaleny nejblizSi M-CAT

vazebné sekvence. Pfevzato a upraveno z [10].

4.1.4. Efektivita primeri pro gen GLUT1

Efektivita pro primery MCAT1, MCAT2 byla spocitan& dle vzorce v odstavci 3.2.10.
na strané 55. Efektivita byla spoCitdna ze smérnice standardni kfivky ziskané
vynesenim zavislosti koncentrace pouzité genomové DNA na hodnotach Ct cykld.
Standardni kfivky a efektivity pro jednotlivé primery genu GLUT1 jsou znazornény na
obr. 25 a 26 na strané 61.
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Obrazek 25: Graf zavislosti koncentrace genomové DNA na pocet cykld C; s vyjadienou
standardni kfivkou pro primer MCAT1 z enhanceru genu GLUT1. Vramecku je uvedena

efektivita pro dany primer.
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Obrazek 26: Graf zavislosti koncentrace genomové DNA na pocet cykli C; s vyjadienou
standardni kfivkou pro primer MCAT2 z enhanceru genu GLUT1. Vramecku je uvedena

efektivita pro dany primer.
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Fakt, Zze i v pfipadé primert z genu GLUT1 béZela PCR specificky, je pomoci kfivek

tani dokazan na obr. 27. VSechny kfivky tani maji i v tomto pfipadé pouze jeden vrchol.
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Obrazek 27: Kfivky tani pro navrzené primery genu C-MYC.

4.3. lzolace chromatinu a enzymatické stépeni

Chromatin byl izolovan z bun&éné linie Jurkat za vyuZiti kitu CHIP-IT® Express
Enzymatic od firmy Active Motif. Ke Stépeni chromatinu byl nejprve vyuzit Enzymatic
Shearing Coctail z kitu. Chromatin byl Stépen po dobu 12 minut. Mira Stépeni

chromatinu je znazornéna na obr. 28 na strané 63.
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Obrazek 28: Mira rozstépeni chromatinu po 12 minutovém enzymatickém Stépeni. V levé Casti

je ziskany chromatin z bunécné linie Jurkat a napravo je standard DNA Ladder 100 bp.

Z obr. 28 je vidét, Ze vétSina rozstépeného chromatinu se pohybuje v rozmezi
mezi 100-500 bp, ale ve vzorku byla pfitomna i ¢ast neroz$tépeného chromatinu.
ProtoZze se mi dlouhou dobu nepodafilo uspésné izolovat chromatin, nejprve jsme
predpokladali, ze je problém venzymu. Ztohoto dlvodu jsme objednali enzym
Micrococal Nuclease (New England Biolabs). Nejprve byl optimalizovan &as Stépeni
chromatinu pro enzym Micrococal Nuclease. Pro Stépeni byly pouzity ¢asy: 4, 6, 8, 10,
12 minut. Vysledek optimalizace Stépeni enzymem Micrococal Nuclease je znazornén

na obr. 29 na strané 64.
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Obrazek 29: Mira rozstépeni chromatinu po 4, 6, 8, 10 a 12 minutovém enzymatickém Stépeni.
V levé Casti je standard DNA Ladder 100 bp a napravo chromatin $tépeny enzymem Micrococal

Nuclease.

Ackoli mnozstvi enzymu pouzité pro Stépeni chromatinu bylo stejné v obou
pfipadech (obr. 26, obr. 27), tak na obr. 27 doSlo k pfestépeni chromatinu jiz po 4
minutach. VétSina chromatinu se nachazi mezi 100 — 200 bp. Z tohoto ddvodu byl
enzym Micrococal Nuclease nafedén 10x oproti koncentraci pouzité v pfipadé obr. 26,
27. Nafedénym enzymem byla provedena optimalizace $tépeni chromatinu s ¢asy 2, 4,

6, 8, 10, 12 a 14 minut. Vysledek je znazornén na obr. 30 na strané 65.
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Obréazek 30: Mira rozstépeni chromatinu po 2, 4, 6, 8, 10, 12 a 14 minutovém enzymatickém
Stépeni. Vlevé Casti je standard DNA Ladder 100 bp a napravo S$tépeny chromatin 10x
nafedénym enzymem Micrococal Nuclease. U vSech Casl je zjevné, Ze chromatin je nadéale
prestépeny, ale ne v tak vysoké mife jako v pfipadé na obr. 17. VétSina chromatinu se pohybuje
v rozmezi 300 — 200 bp.

Z obrazku je patrné, Ze i pfi pouziti 10x mensi koncentrace enzymu pro Stépeni,
chromatin je stale nadmérné rozstépeny. Ztohoto duvodu zacaly byt testovany
jednotlivé stéZejni komponenty kitu CHIP-IT® Express Enzymatic od firmy Active Motif
pro izolaci a $tépeni chromatinu. Mezi testovanymi komponenty byla zahrnuta RNazaA,
Proteindza K a Reverse Cross-link pufr. Testovani bylo provedeno pro jednotlivé kroky
izolace chromatinu, které jsou uvedeny v odstavci 3.2.3. na strané 46. K testovani byl
vyuzit chromatin Stépeny 8 minut enzymem Micrococal Nuclease. Vysledky testovani
jsou zobrazeny na obr. 31 na strané 66.
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Obrazek 31: Testovani komponent kitu pro izolaci a $té€peni chromatinu od firmy Active Motif.
1: vzorek chromatinu s Reverse Cross-link pufrem 1:1

2: vzorek chromatinu s Reverse Cross-link pufrem 1:1 povafen 15 minut pfi 95°C

3: vzorek chromatinu s Reverse Cross-link pufrem 1:1 povafen 15 minut pfi 95°C a poté pfidan
1 ul RNézyA a inkubovano 15 minut pfi 37°C

4: vzorek chromatinu s Reverse Cross-link pufrem 1:1 povafen 15 minut pfi 95°C nasledné
pfidan 1 pl RNazyA a inkubovano 15 minut pfi 37°C poté pfidany 2 ul Proteindzy K a inkubace
60 min 37°C

5: vzorek chromatinu s Reverse Cross-link pufrem 1:1 povafen 15 minut pfi 95°C nasledné
pfidany 2 ul Proteinazy K a inkubace 60 min 37°C

6: vzorek chromatinu s Reverse Cross-link pufrem 1:1 povafen 15 minut pfi 95°C a nasledna
inkubace 60 min pfi 37°C

Z obr. 31 je pravdépodobné, Ze prestépeni chromatinu, které je znazornéné na
obr. 29 a 30 je zfejmé zpusobené RNazouA a/nebo Proteindzou K. Pravdépodobné byly
RN&zaA a Proteinaza K kontaminovany DNazovou aktivitu. Po objednani nove
Proteinazy K a RNazyA vedlo k ziskani chromatinu, ktery byl z velké vétSiny rozStépen
enzymem Micrococal Nuclease na useky o velikosti v rozmezi 200-500 bp. Izolovany

chromatin je znazornén na obr. 32 na strané 67.
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Obrazek 32: Mira rozstépeni chromatinu po 8 minutovém S§tépeni enzymem Micrococal
Nuclease. V levé Casti je standard DNA Ladder 100 bp a napravo je ziskany chromatin

Z bunécéné linie Jurkat.

4.4. Imunoprecipitace pomoci G-proteinu

Imunoprecipitace pomoci G-proteinu byla vyuzita nejen na zjisténi efektivity
primarnich protilatek TEAD1 pro imunoprecipitaci, ale také pro imunoprecipitaci
samotnou. Pouzité protilatky pro imunoprecipitaci pomoci proteinu-G byly nasleduijici:
TEAD1 Rabbit Ab Cell Signalling-TEAD1 (1); TEF-1 Ab GeneTex-TEAD1 (2); TEAD1
Ab Sigma Aldrich-TEAD1 (3), RNA polymeraza Il + Bridging Ab for Mouse IgG a
negativni kontrola 1gG. Vzorky ziskané imunoprecipitaci byly vyhodnoceny pomoci
metody PCR. Vysledek imunoprecipitace vyhodnoceny metodou PCR pro primer

MCATL1 z genu GLUTL1 je znazornén na obr. 33 na strané 68.
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Obrazek 33: Vysledek PCR po imunoprecipitaci pomoci proteinu G. Protilatka je pouZzita
proti transkrip&nimu faktoru TEAD1 od tfi rGznych vyrobcu. (1) - Cell Signalling, (2) — GeneTex,
(3)- Sigma Aldrich. Jako pozitivni kontrola je pouzit vzorek po imunoprecipitaci protilatkou RNA

polymeréza Il.

Z vysledkl na obr. 33 je zfejmé, Ze nejucinngjsi protilatkou pro imunoprecipitaci je
protilatka proti TEAD1 od firmy GeneTex. Jako kontrolu jsme pouzili primer z genu
GAPDH. Jedna se o gen, ktery je neustale prepisovany. Vysledek pro primer GAPDH je

znazornén na obr. 34 na strané 69.
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Obrazek 34: Vysledek PCR po imunoprecipitaci protilatkou TEAD1 pomoci proteinu G.
Protilatka je od tfi rdznych vyrobcu. (1) - Cell Signalling, (2) — GeneTex, (3)- Sigma Aldrich.

Z obr. 34 vyplyva, ze PCR probihalo, coz detekujeme na vzorku, kdy jsme pouzili
k imunoprecipitaci protilatku proti RNA polymeraze Il. Vzorek RNA polymerazy v obou
pfipadech potvrzuje, Ze se jedna o aktivni misto v genomu. Déle je z obr. 34 patrné, ze

v promotoru genu GAPDH neni pfitomen TEAD1.
Vzorek ziskany imunoprecipitaci protilatkou TEAD1 od firmy GeneTex byl

vyhodnocen pomoci PCR pro primery z genu C-MYC (ME, MP1) a GLUT1 (MCAT2).

Vysledek PCR je zobrazen na obr. 35 na strané 70.

69



[
S
)

[EnY
N
1

> 10 -
o
S
€
o 81
-
'
2 6
)
©
g
c 4 1

Mnoistvi DNA sekvenci (nasobky od

mME mMP = MCAT2

Obrazek 35: Vysledek PCR po imunoprecipitaci protilatkou TEAD1 od firmy GeneTex pomoci
proteinu G. PCR bylo provedeno s primery pro gen C-MYC (ME, MP1) a GLUT1 (MCAT2).

V grafu jsou pro jednotlivé primery znazornény chybové usecky.

Z obr. 35 je vidét, ze TEAD1 se s vySsi afinitou vaze na M-CAT vazebné elementy
v promotorové oblasti genu C-MYC. Dale se TEAD1 vaze s podobnou afinitou na M-

CAT elementy pfitomné v enhanceru genu C-MYC a v enhanceru genu GLUT1.

4.5. Imunoprecipitace pomoci kulicek Dynabeads

Nejucinngjsi protilatka — TEAD1 od firmy GeneTex vybrana metodou
imunoprecipitace pomoci proteinu-G byla navazana na kulicky Dynabeads a vyuzita pro

imunoprecipitaci.

45.1. Western Blot

Proteiny obsazené ve vzorcich ziskané imunoprecipitaci byly nejprve rozdéleny SDS
elektroforézou a pfreneseny na nitrocelulosovou membranu. Pro imunodetekci byly
detekovany chemiluminiscenénim zplsobem. Detekce nitrocelulosové membrany CCD

kamerou je zobrazena na obr. 36 na strané 71.
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Obrazek 36: Detekce proteint po imunoprecipitaci protilatkami TEAD1 a Negativni kontrolou.
Vzorek ,pfed“ znazorfiuje mnozstvi chromatinu pouZitého k imunoprecipitaci, vzorek ,po* je
odebran po navazani proteinu TEAD1 s DNA na protilatku a zbylé dva vzorky jsou ziskané

imunoprecipitaci protilatkou TEAD1 a krali¢i negativni kontrolou.

Na obr. 36 je vidét vysoké mnozstvi imunoprecipitaci ziskaného TEAD1 o velikosti
48 kDa. Déle pozoruje komplex o velikosti 90 kDa. Jedna se o komplex TEAD1
pravdépodobné s DNA ¢&i jinym proteinem. Ve vzorku ,po“ je patrna detekce proteinu o
stejné velikosti jako TEAD1. Je mozné, ze imunoprecipitace nema 100% vytézek nebo
doslo k uvolnéni téZzkého fetézce protilatky IgG z kulicek. Tézky fetézec IgG ma témér
stejnou velikost (50 kDa) jako transkripéni faktor TEAD1 (48 kDa).

Vzorky ziskané imunoprecipitaci pomoci kuli¢ek Dynabeads budou v nejblizSi dobé

vyuzity pro analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie.
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5. Diskuse

V ramci této diplomové prace byla pomoci ChIP analyzy experimentalné potvrzena
pritomnost TEAD1 jak v genu C-MYC tak v genu GLUT1. TEAD transkrip&ni faktory se
uplatfiuji pfi regulaci exprese proteinl, které v organismu ovliviuji rlst a proliferaci
bunék a zabranuji apoptéze [4]. Rodina transkripénich faktorlt TEAD a jejich aktivita je
regulovana Hippo signalni drahou, vazbou s koaktivatory a post-translacnimi
modifikacemi [15,40]. Jejich funkce je pfisné regulovana a nepostradatelna pro spravny
vyvoj tkani a organu. Mutace a deregulace v Hippo signalni draze vedou k velkému
vyskytu nadorovych onemocnéni [18]. Z vySe uvedenych duvodu jsou TEAD proteiny
zajimavym cilem pro vyvoj protinddorovych |é€Civ. Ke snizeni efektivity TEAD proteina
muUze dojit inhibici vazby s jejich koaktivatory. Mezi latky, které brani vazbé TEAD na
koaktivator YAP, patfi verteporfin [112]. DalSim moznym zpUlsobem, jak inhibovat rist
nadoru, by mohla byt inhibice vazby TEAD transkripnich faktord na DNA. K vyvoji
takoveho |éCiva je nejprve nutné znat, jak prfesné se TEAD prostfednictvim TEA
domény vaze na DNA. Ackoli byly vyfeSeny ruzné struktury pro TEA domény, povaha
interakce nebyla doposud zcela objasnéna [35,36]. Tyto latky by bud mohly obsahovat
TEA vazebnou doménu a soupefily by s TEAD transkripénimi faktory o vazbu na M-
CAT vazebné elementy nebo by se pfimo vazaly na TEAD, &imz by se inhiboval vznik
komplexu TEAD s DNA.

Transkrip&ni faktor C-MYC kdédovany genem, jehoz exprese je fizena Hippo signalni
drahou a transkripénim faktorem TEAD, reguluje mimo jiné metabolismus glukozy
v nadorovych burikach [10]. Dal§im potencionalnim cilem nadorové I1éEby by mohla byt
praveé regulace protein(, které jsou kédovany geny pro C-MYC a GLUTL1. Transkrip¢ni
faktor C-MYC a glukézovy transportér GLUT1 jsou stézejni pro zvySeny prijem glukdzy
nadorovou bunkou z extracelularniho prostfedi [10,67]. Nadorové bunky vyuZivaji
anaerobni glykolyzu k zisku ATP a jeji meziprodukty k biosyntéze v anabolickych
drahéch, ¢imz podporuji vlastni proliferaci [67,113]. Na druhou stranu C-MYC i GLUT1
jsou po aktivaci T-bunék stézejni pro jejich metabolické pfeprogramovani. Metabolické
preprogramovani aktivovanym T-bunkam umoznuje diferenciaci, proliferaci a

vykonavani jejich efektorovych funkci [57,58,68].
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V této diplomové praci byla nejprve izolovana genomova DNA, ktera byla pouzita
pro stanoveni efektivity navrzenych primert pro geny C-MYC a GLUTL1. Tyto dva geny
byly vybrany z toho dlvodu, jelikoz v nich byly nalezeny konzervované M-CAT vazebné
motivy v misté aktivniho chromatinu [10]. Spocitané efektivity pro jednotlivé primery
z genu C-MYC jsou zobrazeny na obr. 21 a 22 na strané 58 a z genu GLUT1 na obr. 25
a 26 na strané 61. Z uvedenych obr. vyplyva, Ze vétdina hodnot efektivit primert se
pohybuje lehce pfes 100 %. To mizZe byt zpusobeno nepfesnym pipetovanim nebo
obtiznym fedénim celogenomové DNA, které bylo vyizolovano pomérné velké mnozstvi.
Vyjimkou je primer MCAT1 z genu GLUT1 jehoz efektivita je vy$Si nez 120 %. To muze
byt zplsobeno vzajemnou interakci reverse a forward primerd, nespecifitou

v amplifikovanych regionech nebo nepfesnosti béhem pipetovani.

Déle byl izolovan chromatin z bunééné linie Jurkat. K izolaci chromatinu byl pouzit
Kit CHIP-IT® Express Enzymatic od firmy Active Motif. Prvni chromatin, ktery byl izolaci
ziskan, je zobrazen na obr. 28 na strané 63. Chromatin byl §tépen po dobu 12 minut
enzymem, ktery byl soucasti kitu. Jelikoz kit pro izolaci chromatinu byl pouZivan jiz
predtim, nebylo dostatek vSech reagencii a bylo potfeba objednat kit novy. Bohuzel
od zacatku pouzivani nového kitu se nam nepodafilo ziskat a enzymaticky rozstépit
chromatin, ktery by se nasledné mohl vyuzit pro imunoprecipitaci. Nejprve jsme se
domnivali, Ze je problém v pouzivaném enzymu, ktery mohl byt malo stabilni a nachylny
na zménu fyzikalnich podminek. Opétovnym rozmrazovanim a zmrazovanim mohla byt
naruSena efektivita tohoto enzymu. Z tohoto duvodu jsme se rozhodli optimalizovat
Stépeni enzymem Micrococal Nuclease. ACkoli mnozstvi enzymu pouzitého ke Stépeni
bylo stejné jako na obr. 28 na strané, dosSlo k pfestépeni chromatinu viz obr. 29
na strané 64. Jelikoz v tomto pfipadé doSlo k pfestépeni chromatinu, rozhodli jsme se
enzym Micrococal Nuclease 10x nafedit. | s 10x niz§im mnozstvim enzymu chromatin
byl pofad prestépeny viz obr. 30 na strané 65. Bylo nam divné, ze by oba pouzité
enzymy byly nefunkéni. Proto jsme se rozhodli otestovat funkci jednotlivych
komponentl obsazenych v kitu pouzivaného pfi izolaci chromatinu. Z vysledku
testovani jednotlivych komponentl nového kitu (obr. 31 na strané 66) je vidét, Ze pokud
po enzymatickém Stépeni do vzorku nepfidame Proteinazu Ka RNazuA, vzorky
chromatinu jsou standardné pfitomny v jamce. Po pfidani RNazyA doslo dokonce

k vyraznému narlstu chromatinu v oblasti 100 — 500 bp. To je zfejmé zpUsobené tim,
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ze RNazaA je nejspiS§ kontaminovana nukleazami s afinitou k DNA. Po pfidani
Proteindazy K nejspi$ nedoS$lo k zastaveni a vystépeni proteind ve vzorku a samotna
Proteinaza K taktéz zpUsobovala degradaci chromatinu. Proto si  myslime,
Ze Proteinaza Ka RNazaA obsazené v kitu byly kontaminovany dalSimi enzymy
(nukleazami), pfipadné byly samy nefunkéni a z tohoto divodu se nepodafilo dlouhou
dobu optimalni chromatin vyizolovat. Toto tvrzeni podporuje i fakt, ze pokud byly pouzity
reagencie od jinych dodavatell, podafilo se chromatin izolovat. Ten je zobrazen na obr.

32 na strané 67.

Nasledné byl chromatin pouZit pro imunoprecipitaci. Nejprve byla imunoprecipitaci
pomoci G-proteinu vybrana protilatka, ktera je nejucinnéjSi pro chromatinovou
imunoprecipitaci transkripéniho faktoru TEAD1. Tato protilatka byla poté pouzita
pro imunoprecipitaci pomoci G-proteinu i pomoci kuli¢ek Dynabeads. Vytézek TEAD1
imunoprecipitaci pomoci kulicek Dynabeads je znazornén na obr. 36 na strané 71.
Z vysledku WB je patrné, Zze imunoprecipitaci se ziskalo pomérné velké mnozstvi
transkripéniho faktoru TEAD1. Toto mnozstvi vSak nebylo dostatecné pro detekci
barvenim Coomassie™ Brilliant Blue. Z vysledku blotu ve vzorku ,po“ je dale vidét
fragment o stejné velikosti jako TEAD1. Tento fragment mize odpovidat bud proteinu
TEAD1, ktery se veSkery nenavazal na protilatku proti TEAD1 a &ast ho zlstala
v roztoku. DalSi moznosti je, Ze mohl dojit k rozpadu protilatky a detekoval se tézky
fetézec IgG protilatky. Ten potom reagoval se sekundarni protilatkou a byl vizualizovan
CCD kamerou. Déle pozorujeme fragment o velikosti 90 kDa. Proteiny vyprecipitované
spoleéné s TEAD1 budou v nejbliz§i dobé identifikovany pomoci hmotnostni

spektrometrie.

Imunoprecipitace pomoci kulicek Dynabeads ma v8ak jedno uskali. Ackoli se
k protilatkdm navazanym na kulicky Dynabeads pfidava 2% azid sodny, aby Zivotnost
protilatek byla co mozna nejdelSi, tak zalezi na dobé, po kterou jsou kuliCky
s navazanou TEAD protilatkou uchovany. Protilatka je nejucinnéjsi v dobé jeji navazani
na kuliky. Cim del$i dobu je protilatka na kulicky navazana, tim jeji efektivita pro
imunoprecipitaci klesa. Z tohoto dlivodu jsme pro imunoprecipitaci vyuzili i protein-G.
Tato imunoprecipitace ma vyhody v tom, Ze se pouziva malé mnozstvi protilatky oproti
kulickam Dynabeads. Nevyhody této imunoprecipitace jsou pfedevSim vtom, Ze
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k navazani proteinu na protilatku je nutna inkubace do dalSiho dne. Navic protein-G a

protilatky se nedaji pouzit opakované a vzdy je nutna jejich opétovna pfiprava.

Vzorky ziskané imunoprecipitaci pomoci G-proteinu byly vyhodnoceny metodou
PCR. Vysledky jsou zobrazeny na obr. 35 na strané 70. Z vysledkld PCR vyplyva, ze
TEAD1 se vaze s vysSi afinitou na M-CAT vazebné elementy pfitomné v exonu genu C-
MYC. To je pravdépodobné zpusobené orientaci M-CAT vazebnych elementd. Ten je
v enhanceru genu C-MYC orientovany ve sméru 5 — 3 vzhledem ke sméru
transkripce. Naopak nizsi afinita vazby TEAD1 k M-CAT vazebnym elementim
pfitomnym v enhanceru genu GLUT1 a enhanceru genu C-MYC je zpUsobena jejich
opacnou orientaci tedy 3'— 5" vzhledem ke sméru transkripce. Tyto vysledky
odpovidaji vysledkim, které jsou soucasti jiného projektu feSeného v nasi laboratofi.
V ramci tohoto projektu se pomoci metody fluorescencni anizotropie stanovuje Kp
vazby rekombinantné pfipravené TEA domény a vybranych M-CAT motivd in vitro.
Z dosavadnich vysledkul tohoto projektu plyne, Ze vazba rekombinantné pfipravené TEA
domény k DNA ma vys$Si hodnotu Kp pro enhancer genu GLUT1 a C-MYC a nizsi pro
exon genu C-MYC. Tyto vysledky odpovidaji vysledkim na obr. 35.

Pro pfipravu DNA knihovny je nutné jesté optimalizovat Cisténi vzorku pomoci

kulicek AMPure XP. Timto Cisténim se vzorky odstrani od necistot a zUstanou pouze

fragmenty DNA o velikosti vetSi nez 100 bp. DNA knihovna bude dale vyuzita pro NGS.
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6. Zaver

Vramci této diplomové prace byla nové potvrzena vazba TEAD1 na M-CAT

vazebné elementy v enhanceru a promotoru genu C-MYC a v enhanceru genu GLUTL.

/////
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