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SOUHRN

Geneticky podminénd onemocnéni jsou v souCasné dob¢ vétSinou léCena pouze
symptomaticky. Vyvoj mistné specifickych nukleaz, jako je nukledza zinkového prstu, TALEN
¢i CRISPR/Cas9, muze velkym zpusobem piispét ke genové terapii dédiénych onemocnéni
na urovni DNA, kde je vyuzito pfirozenych procest opravy genetické informace.

Mistné specifické nukleazy pronikaji do jadra, kde vytvaii zlomy DNA v Konkrétnich
sekvencich. Burika reaguje na tyto zlomy spusténim repara¢niho systému, pficemz voli ze dvou
zpuisobl opravy — spojovani nehomolognich koncti nebo homologné tizend oprava. Na zakladé
zpusobu, kterym buiikka DNA opravi, mohou byt vkladany delece Ci inzerce v konkrétnich
mistech genomu, a to za piedpokladu, Ze je poruSena DNA opravovéna zpisobem spojovani
nehomolognich koncti. Dale miize byt do konkrétniho mista v genomu piepsana sekvence podle
ptitomného templétu prostiednictvim homologné fizené opravy DNA.

Experimentalni ¢ast této prace byla vénovdna vypnuti genu RPS19 pomoci
CRISPR/Cas9 systému. Jako cilové misto byl v ramci genu zvolen exon 3. Tento tsek byl
vybran z divodu umisténi bodové mutace R56Q, ktera se vyskytuje u pacientd s Diamond —
Blackfanovou anémii a jako jedna z mnoha dal$ich mutaci v ribosomalnich proteinech se podili
na projevu tohoto onemocnéni. Postup zahrnoval analyzu vhodnych mist pro editaci v ramci
exonu 3 a navrzeni pfisluSnych DNA oligonukleotidi kodujicich sgRNA, které jsou nutné
pro navedeni proteinu Cas9 na cilovou sekvenci. Nasledné byl pfipraven expresni vektor
kodujici protein Cas9, ktery dale obsahoval navadéci informaci pro protein v podobé
inzertovaného specifického DNA oligonukleotidu. Nakonec byl tento vektor transfekovan
do lidskych buné¢k a nasledné zmény v cilovych sekvencich byly analyzovany sekvenovanim

nove generace.



SUMMARY

Genetically-mediated diseases are recently treated mainly symptomatically.
The development of site-specific nucleases, such as zinc finger nuclease, TALEN or CRISPR /
Cas9 system, can greatly contribute to the gene therapy of genetic disorders at the DNA level,
where natural processes of genetic information repair are used.

Site - specific nucleases penetrate the nucleus, where they generate DNA breaks
in specific loci. The cell responds to these breaks by activation of a repair system that chooses
from two ways of repairing the DNA break - non-homologous ends joining or homology
directed repair. Based on the chosen way of repair, deletions or insertions might be created
at specific sites of the genome, provided that the broken DNA is corrected by the method
of non-homologous ends joining. Additionally, a sequence in a specific site in the genome can
be transcribed in accordance with present template via homologous DNA repair.

The experimental part of this work was devoted to knock-out the RPS19 gene using
the CRISPR/Cas9 system. The target site within the gene was exon 3. This segment was
selected due to the occurrence of the R56Q mutation that has been found among the patients
with Diamond-Blackfan anemia and as one of many other mutations in genes for ribosomal
proteins is involve in the manifestation of this disease. The procedure comprised of analyzing
suitable sites for editing within exon 3 and designing the appropriate DNA oligonucleotides
encoding sgRNAs. These sgRNAs are essential for directing the Cas9 protein to the target
sequence. Subsequently, an expression vector encoding Cas9 protein was prepared. The vector
also contained a guiding sequence for the protein in the form of inserted specific DNA
oligonucleotide. Eventually, this vector was transfected into human cells and subsequent

changes in target sequences were analyzed by the next generation sequencing.
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1 UVOD

D¢édiéné podminéné choroby jsou patologické zmény v konkrétnich sekvencich DNA.
Zmény genetické informace jsou prendSeny na dalSi generace a mohou byt dédény
Vv heterozygotnim ¢i homozygotnim stavu, dale mohou byt i pohlavné¢ podminény. Tyto
choroby se vyskytuji v lidské populaci minoritné a jejich 1é¢ba vétsinou konéi pouze u potlaceni
symptomu nemoci.

Od roku 1990, kdy byla poprvé genova terapie Gspé$né pouzita na ¢lovéka, se zasadné
rozvinul vyzkum tohoto odvétvi (Culver et al.,1991). Nejvyssi metou védct v oblasti lidského
genového inzenyrstvi je nalezeni metody, kterd dokéaze vylécit tak rozahlou zménu genomu
jedince jako je chromozomova aberace. Od tohoto uspéchu nejsou védci daleko diky modernim
ptistupim manipulace s genetickou informaci, v tomto ptipadé by se dal tento zasah do genomu
¢lovéka oznacit jako ,,chromozomova terapie* (Jiang et al., 2013)

V soucasné dob¢ hraje vyznamnou roli v lidském genovém inzenyrstvi uml¢ovani genti
pomoci RNA interference (RNAI). RNAI zajistuje snizeni exprese dané¢ho genu pomoci
antisense RNA, ktera se vaze na cilovou mRNA a znemoziuje tim jeji pieklad do sekvence
aminokyselin (Waterhouse et al., 1998).

Dalsim zptisobem je vnaseni gend pomoci virovych vektort, vét§inou jsou u tohoto
pfistupu pouzivany retroviry, které maji schopnost integrace virové DNA do genomu hostitele.
Pokud je patogenicky integrujici se usek virové DNA vyménén za terapeuticky gen kodujici
cilovy produkt, 1ze takto geneticky modifikovat buiiky, které jsou napadany témito viry. Terapie
retroviry je rizikova metoda, u které nelze urcit misto integrace virové DNA, integrace
do zivotné dulezitych genti muze vést ke smrti bufiky nebo vyvoji rakoviny (Naldini
et al.,1996).

Genova terapie pomoci mistné specifickych nukleaz oproti vySe zminénym ptistupiim
modifikace genetické informace nabizi tvorbu zmén v konkrétnich sekvencich v ramci genomu
na urovni DNA. Mezi mistné specifické nukleazy jsou fazeny nukleaza zinkového prstu,
TALEN a Cas9, tyto nukleazy jsou schopny pierusit vlakno definované sekvence DNA v jadie
Zivé buiky a tim aktivovat nasledné reparacni procesy. Pfirozené opravné mechnismy bunky
pak mohou vytvofit delece ¢i inzerce, V ptipad¢€ Ze je v blizkosti homologni templat muze dojit
k opraveé téchto zlomi podle templatu. Zpusob, jakym je vlakno opraveno, mize mit
za nasledek vypnuti, zapnuti ¢i zménu sekvence genu (Khalili et al., 2015). A pravé mistné

specifickym nukledzam je tato prace vénovana.
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Vypracovani reSerse na téma "Specificka editace genomu pomoci nukleaz’.
Optimalizace CRISPR metody.
Vypnuti cilového genu RPS19 (Human Ribosomal Protein S19) metodou CRISPR

Analyza vysledki a vypracovani bakalaiské prace



3 SOUCASNY STAV DANE PROBLEMATIKY

3.1 Vyvoj genového inzenyrstvi

Genové inzenyrstvi je védni obor zabyvajici se vyvojem a aplikaci védeckych metod,
procedur a technologii, které umoziuji pfimou manipulaci genetického materialu za ucelem
zmény vlastnosti dané buniky, organizmu ¢i populace (Somnath, 2016).

Genetickd modifikace, kterou se genové inZenyrstvi zabyva, je proces zmény DNA
v genomu daného organizmu. To miZze znamenat napiiklad zménu jedné baze (A-T za C-G),
deleci nebo naopak inzerci useku DNA. Dale je mozné vyjmout konkrétni Cast genetické
informace z jednoho organizmu a nasledné vlozit tuto ¢ast do genomu organizmu jiného.
Genové inzenyrstvi je pouzivano k vylepSeni a upravé konkrétnich vlastnosti konkrétniho
organizmu. Genové inZenyrstvi mizZe byt pouzito na jakykoliv organismus od viru az po ovci
a ve vyjimecnych ptipadech i na ¢lovéka (yourgenome.org, 2016).

Jiz od znovu objeveni Mendelova ¢lanku Pokusy s hybridy rostlin v roce 1900 se zacal
rozvijet védni obor zabyvajici se studiem informace, kterd je nutnd k tvorbé komplexniho
organizmu. Gregor Mendel tuto informaci nazyval ,,dédi¢ny faktor”, my ji dnes zname
pod pojmem gen. Mendel sice chapal gen jako informaci dédénou z generace na generaci
v ur¢ité formé, ale nevédél, kde je tato informace v buiice ulozena nebo co takova informace
vibec je (Mendel, 1866).

AZv roce 1944 se ttem védclim Averymu, MacLeodovi a McCartymu podafilo dokazat,
Zze materidlem nesoucim genetickou informaci je deoxyribonukleova kyselina. Pomoci
experimentu prokazali, Ze za transformaci bakterie Streptococcus pneumonie stoji pravé DNA
(Avery et al., 1944).

Dalsim experimentem dokazujicim, Ze i bakterialni virus nese informaci potfebnou
k jeho replikaci ulozenou v deoxyribonukleové kyseling, byl v roce 1952 pokus A. D. Herseyho
a M. Chaseové. Bakteriofag T2, ktery je parazitem bakterie Escherichia coli (E.coli), je tvofen
z50 % proteiny a 50 % DNA. Hersey a Chaseova dokazali, Ze DNA virové Castice je
injikovana do cytoplazmy bakterie, zatimco vétSina virovych proteini zistavala adsorbovana
na povrchu bunky. Z téchto vysledki vyplynulo, Ze geneticky material zajiStujici reprodukci
viru v bunce je ulozen v DNA (Hershey et al., 1952).

O rok pozdgji roku 1953 James Watson a Francis Crick se znalosti chemického slozeni
deoxyribonukleové kyseliny vytvofili strukturni model dvouvlaknové molekuly DNA na
zakladé¢ krystalografického snimku Rosalind Franklinové. To vedlo Kk pochopeni

komplementarniho parovani bazi DNA a tvorb¢ teorie popisujici proudéni genetické informace
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uvnitf bunky z DNA ptes RNA k proteinu, dnes znamou jako tzv. centralni dogma (Watson et
Crick, 1953).

DalSim velkym krokem kupiedu k pochopeni vlastnosti genetické informace byl
vynalez sekvenac¢ni metody Frederikem Sangerem a jeho kolegy. Tato metoda umoznuje urceni
sekvence nukleotidi v konkrétnim pofadi za sebou (Sanger et Coulson, 1975). Vyuziti tohoto
nového objevu na sebe nenechalo dlouho ¢ekat a Sangerovo sekvencovani se v té dobé stalo
velmi dulezitym nastrojem nové se rozvijejiciho oboru - genové inZzenyrstvi. Objev
sekvenacnich metod zajistil Siroky rozvoj genového inzenyrstvi. Razem bylo mozné zkoumat
sekvence nukleotida v DNA, popf. gent, sledovat zamény — mutace a pozorovat zmény
ve funkci téchto genu (Lander et al., 2001).

Jako prvni se stfedem vyzkumu genového inZenyrstvi Stala bakterie Agrobacterium
tumefaciens, ktera nese Ti-plazmid (tumor inducing plasmid) (Hamilton et Chopan, 1975),
soucasti tohoto plazmidu je sekvence T-DNA (transferred DNA). T-DNA je oblast plazmidu
transdukovatelna do genomu rostliny. Ti-plazmid dale obsahuje tzv. Gsek vir (virulence), ktery
koduje proteiny potiebné k vyjmuti, ptenosu a zaclenéni T-DNA do rostlinného genomu (Klee,
1983).

Studium vlastnosti Ti-plazmidu umoznilo pochopit princip fungovani pfenosu genetické
informace z T-DNA oblasti do genomu hostitelského rostlinného organismu. Pfirozené tato
oblast nese gen pro tumorogenezi - po infekci rostliny Agrobacteriem vznika nador, ktery
produkuje ziviny pro rostlinu nepotiebné, ale pro bakterii nezbytné (Stachel, 1986).

Védci Ti-plazmid upravili, nahradili gen pro tumorogenezi za gen zvyhodnujici rostlinu.
Napftiklad do rostliny tabaku (Nicotiana) byl vnesen gen resistence proti antibiotiku kanamycin.
Po expresi daného genu rezistence byla rostlina schopna rist na médiu obsahujicim prave
kanamycin (Bevan, 1984). Tento objev oteviel nové mnoznosti modifikaci rostlinnych
organizmd, dnes lze napiiklad vlozit do rostlin geny rezistence vici parazitim (Bartoszewski
et al., 2003), skadcim, nebo geny ovliviujici vlastnosti ploda (Gatehouse, 2008).

Dalsim ptikladem genetické modifikace je rostlina tabaku rezistentni proti X viru
brambor (potato virus X, PVX), tabak produkuje protein potiebny k tvorbé obalu viru, tim je
Vv rostlin€ samotné spustén proces interference vedouci k rezistenci. Do genomu rostliny mize
byt piimo vlozena sekvence DNA kodujici anti-sense RNA, ktera interferuje s virovou RNA
a dochazi k degradaci genetického materialu potfebného k reprodukci viru (Hemenway et al.,
1988).



Uprava genomu neziistala pouze u rostlin, aplikuje se dnes i na Zivo¢ichy a vytvateji se
nez U rostlinnych modeli. Mezi nejpouzivanéjsi pfistupy K vytvoreni transgenniho Zivoc¢icha
patii napiiklad aplikace transgenni genetické informace do jadra bunky pouzitim lipofekce (Ran
et al., 2013) ¢i mikroinjekce (Smith et al., 2006). Dale mize byt pouzita transfekce pomoci
retrovirt (O’Keefe, 2013) ¢i embryonalnich bunék (Thomas et Capecchi, 1987). Tyto metody
jsou ale malo G¢inné, pouze u 5 % takto upravenych zivocichl je pozorovana pozadovana
zmena.

Mezi nejdilezitéjsi modelové organismy patii Xenopus laevis (drapatka vodni). Kviali
nadmérné velikosti vajicek a jejich mimotélnimu vyvoji je zajiSténo snadné pozorovani
a manipulace. Pro transgenozi vajicek se obvykle pouziva mikroinjekce. Tento modelovy
organizmus se vyuziva kK pozorovani vyvoje zarodku a jeho zakladnich organt (Smith et al.,
2006).

Dopraveni genetické informace pomoci mikroinjekce se také pouzivad pro tvorbu
transgennich lososti obecnych (Shears et al., 1992). Gen pro rtstovy hormon z lososa ¢avy¢i,
ktery béhem svého Zivota dosahuje vétsi velikosti nez losos obecny, je vloZen pod specifickym
promotorem do vaji¢ek lososa obecného. Vneseni genu ma za nasledek rychlejsi rast
a dospivani ryby. Toho se vyuziva pi1 umélém péstovani ryb v saddkach. Systém zrychleného
vyvoje ma, ale velké riziko, pokud dojde k uniku transgennich ryb, miZe byt vazné ohroZena
populace ve volné pifirodé. Upravené ryby jsou zvyhodnény pfi pafeni, ale jsou méné zdatné
(Stokstad, 2002).

Dale jsou znamy experimenty s tvorbou transgennich mysi. Dvé nej¢astéji pouZivané
metody pfi vnaseni transgenit do mysi jsou mikroinjekce linearni DNA do oplozeného vajicka
(Gordon et al., 1980). Druhou moznosti je vyjmuti embryonalni kmenové bunky z blastocysty
mysiho embrya, nasledna transfekce dané buniky a navraceni pozménénych kmenovych bunék
zpét do blastocysty mysiho embrya. Pokud se vnesené bunky vyviji v zarode¢né bunky, je
vysoka pravdépodobnost, ze se transgeny pienesou do dalsi generace (Thomas et Capecchi,
1987). Témito zpisoby je napiiklad mozné vlozit gen meduzy Aequorea victoria kodujici
zeleny fluorescen¢ni protein (angl. green fluorescent protein, GFP) do mysiho zarodku
a nasledn¢ pozorovat in vivo charakteristickou fluorescenci mysich bungk, které tento cizorody
gen v exprimuji (Pratt et al., 2000).

Jednim z vrcholii genového inzenyrstvi je naklonovani ovce Dolly. Roku 1996 se
védcum z Roslin Institute v Edinburghu podatilo naklonovat zZivotaschopny klon savce. Ovce
byla vytvofena pouzitim techniky pienosu jadra somatické bunky, kdy bunééné jadro z dospélé
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buniky bylo pfeneseno do neoplozeného oocytu, z n€hoz bylo jeho ptivodni bunééné jadro
odejmuto. Hybridni buiika byla dale stimulovana elektrickym proudem k déleni. A poté,
jakmile dosahla stadia blastocysty, byla implantovana do nahradni matky (Campbell et al.,
1996).

Dolly byla prvni klon vytvotfeny z buniky odebrané z dospélého savce. Vytvoreni Dolly
ukazalo, ze geny v jadfe diferenciované somatické bunky jsou stale schopny byt navraceny
do embryonalniho totipotentniho stavu a vytvofit bunku, ktera se nasledné¢ muize vyvinout
do jakéhokoliv druhu tkan¢ (Niemann et al., 2008).

Ovce Dolly zemfela v tnoru roku 2003 ve véku 6,5 let i pies to, ze jeji druh se bézné
doziva 11 az 12 let. Pti¢inou smrti byla rakovina plic. Dlouho se spekulovalo, zdali pfi¢inou
pted¢asného umrti Dolly nebyl jeji geneticky vek Sesti let - vék matky - darkyné jadra somatické
buiiky. Zakladem této domnénky bylo nalezeni zkracenych telomer v bunikdch ovce, coz je
prirozeny vysledek procesu starnuti. Rosalin Institute tedy zapocal vyzkum, ktery mél potvrdit
¢i vyvratit hypotézu, zda délka telomer a pti¢iny smrti Dolly maji hlubsi souvislost. Vysledky
vsak nepotvrdily zadné abnormality v téle ovce, které by mohly byt spojeny se starnutim.
(Roslin.ed.ac.uk, 2016).

Transfekce pomoci vird (nejéastéji lentivird) je dal$i pouzivana metoda zejména
Vv genové terapii. Lentiviry jsou rod viru patiici do ¢eledi Retroviridae, charakteristické svoji
dlouhou inkuba¢ni dobou (Weiss, 1996). Lentivirus je schopen integrace znacného mnozstvi
virove RNA do genomu hostitelské buiiky pomoci enzymu reverzni transkriptazy (RT).
Unikatni vlastnosti lentiviru mezi retroviry je schopnost infikovat ned¢lici se buiiky, a proto je
hojné vyuzivan jako genovy vektor (Cockrell et Kafri, 2007). Uméle vytvotrené lentiviralni
vektory mohou nést cilovou sekvenci DNA o velikosti az 8 kbp. Tyto vektory se dnes vyuzivaji
napiiklad pro multigenni 1é¢bu Parkinsonovy choroby (Jakobsson et Lundberg, 2006).

Nejlépe prostudovany a také mozna nejznaméj$im wild-type lentivirem je human
imunodeficiency virus typu I (HIV), virus zptsobujici syndrom ziskané imunodeficience (angl.
acquired immune deficiency syndrome, AIDS) (Connolly, 2002).

Kwviili spojitosti s timto vaznym onemocnénim je pouzivani lentivird jako vektord pro
pfenos transgenti spojeno S mnoha bezpe¢nostnimi opatfenimi. V ramci bezpecnosti byly
vytvofeny nereplikujici se a auto-inaktivujici se lentiviry, které mohou naptiklad vykazovat
tropismus ke konkrétnim bunkam a mohou byt schopny trvalé exprese nesenych gend uvnitt

téchto bun¢k (Mandel et al., 2008; Schambach et Baum, 2008).



Od 80. let minulého stoleti se snazi védci manipulovat s genomy organismui s vyssi
ptesnosti, efektivitou a hlubsim porozuménim celého mechanismu zasahu. Jednim z hlavnich
pristupt, ktery cilenou upravu dovoluje, je pouziti specifiky navrzenych endonukledz
schopnych navazat se na konkrétni sekvenci nukleotidii a ptfipadné¢ k tomu provést fizené
pteruseni vlakna DNA. Ptirozenou reakci bunky na takto porusenou DNA je jeji reparace.

Cilem téchto metod je indukovat poskozeni DNA, které vede k vypnuti (angl. knock-
out), zapnuti (angl. knock-in) ¢i nahrazeni genu za jiny pomoci pfirozenych DNA opravnych
mechanisml bunky. Vypinani a zapinani gent je nasledkem vzniku inzerci a deleci (indel),
které nastavaji pii nepfesné reparaci mechanismem nehomologniho spojovani konct vlaken
dvousroubovice DNA (angl. non-nomologous end joining, NHEJ).

Rozséahlejsi zména ¢asti nukleotidového fetézce muze byt provedena reparaci podle
piitomného templatu (napf. nesestersky chromozom ¢i kratky tsek DNA), tento mechanismus
opravy se oznacuje jako homologné fizena oprava (angl. homology directed repair, HDR).
NHEJ je v porovnani s HDR castéjsi, avSak vede k pouze vypnuti/zapnuti gent vznikem indeld,
cilenych napt. bodovych oprav neni schopen.

Jednotlivé druhy endonukledz umoziuji specificky fizené stiihy dvouvldknové DNA.
Konkrétné se jednd o endonukleazy vyuzivané v systémech pro editaci genomu: nukleazy
zinkového prstu, Transcription Activator Like Effector Nuclease (TALEN) a nejaktualné&jsi
CRISPR/Cas9 technologie (Khalili et al., 2015).



Obr. 1: Nukledzami zinkového prstu (ZFN), TALEN a CRISPR/cas9 indukované
dvouvlaknové zlomy vedouci k HDR nebo k NHEJ opravé
(pfevzato z Khalili et al., 2015)
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Schéma pilisobeni ZFN, TALEN, CRISPR (zleva do prava). Specificky usek DNA, na ktery se vaze nukleaza
(recognition site). Misto stéihu je zndzornéno tmavé zelenymi lichob&zniky a symbolem niizek. Cerveny obdelnik

znazornuje sekvenci PAM, ktera je nutna pro rozpoznani mista stfihu nukleazou Cas9 (viz kapitola CRISPR/Cas9).

Hlavni oblasti, kde se vyuziva genovych uprav za pouziti ZFN, TALEN a CRISPR/Cas9 lze
rozdélit do tii hlavnich kategorii:
— Tvorba bunéénych nebo rostlinnych/zivo¢isnych modeld vybranych onemocnéni.
— Modifikace genomu ekonomicky vyznamnych druhti pro zeméd¢€lstvi a primysl.

— Lidska genova terapie.

3.2 Nukleaza zinkového prstu (Zinc Finger Nuclease)

Nukleazy zinkového prstu (angl. zinc finger nuclease, ZFN) patii do tiidy uméle
vytvofenych nukleaz, které se skladaji z DNA vazebné a restrik¢ni domény. Restrikéni doména
je tvofena proteinem s enzymatickou funkci odvozeného od katalyticky aktivni domény
restrikéni endonukleazy Fokl a je zodpovédna za stiih DNA. Série proteint tvoticich vazebnou
doménu slouzi k navazani na DNA nekovalentni vazbou (Kim et al., 1996).

Sekvencni specifitu a vazebnou afinitu ZFN zajist'uje proteinovy motiv zinkového prstu
(angl. zinc finger protein, ZFP), ktery je odvozena od piirozenych eukaryotickych
transkrip¢nich faktord. Tyto proteiny jsou schopny vazat se na specificky tisek DNA (Klug et
al., 1986). Usporadani aminokyselin vazajici se na zine¢naty iont uréuje celkovou terciarni

strukturu proteinu a jeho vyslednou funkci (Zhong et Zhao, 2011).



Afinita a specificita vazebného modulu K cilovému tiseku DNA byla testovana in vitro,
v takovém prostiedi byla vazba vysoce specificka. Ale pii testech in vivo se obvykle ZFN
nevazala na konkrétni endogenni lokus Vv zivych bunkéch. Jednim z diivodii netspéchu mohla
byt pfitomnost opakujicich se kopii sekvenci, které jsou identické nebo velmi podobné
cilovému useku (hlavné jde o paralogni geny nebo pseudogeny). ZFN se tak mlze vazat
na useky genomu, které nejsou cilem editace a vznika tzv. mimo cilové pisobeni (angl. off-
target effect). Dalsi piekazkou pro ZFN muze byt kondenzovana struktura heterochromatinu

znesnadnujici pristup nukleazy k pozadovanému tseku (Urnov et al., 2010)

3.2.1 Doména zinkového prstu

Proteiny zinkového prstu jsou velkd rozmanita rodina proteint, kterd slouzi k mnoha
biologickym ucelim. Kvuli jejich diverzité je velmi tézké piijit s vSeobecnou definici. Lze je
Siteji definovat jako malé funkéni domény, které pro svoji koordinaci vyzaduji pfitomnost
alespon jednoho zine¢natého iontu v jejich struktute (Laity et al., 2001).

S terminem zinc finger protein se mizeme v literatuie také setkat pod pojmem zinc
finger motif nebo zinc finger array. V proteinu zinkového prstu lze pozorovat konzervativni
motivy aminokyselin (ZF motiv), které se podileji na vazbé s iontem podle téchto motivi se
déli ZFP do tii hlavnich subtypt CyszHisz, Cyss a Cyss. (MacPherson et al., 2006).

Plvodné byl za ZFP povaZovéan jen transkripéni faktor nalezeny v drapatce vodni.
Momentalné se zahrnuji proteiny podobné strukturou a vazbou se zine¢natym ionem do skupiny
proteinti zinkového prstu. Obecné ZFP kovalentné vaze ve své struktufe ion Zn?* vazany
narizné kombinace cysteinovych a histidinovych rezidui. Pivodné pocet a potadi téchto
rezidui fidilo klasifikaci riznych typt ZFP (napi. Cys2His2, Cyss, Cyse). Nova klasifikace fadi
proteiny zinkového prstu do skupin podle struktury - zakladniho uspofadani domény, jak je
znazornéno v Tab. 2. Nejbéznéjsimi strukturnimi skupinami jsou CyszHis-like (klasicky
protein zinkového prstu), trojity kli¢ (angl. treble clef) a zinkova stuha (angl. zinc ribbon)
(Krishna et al., 2003).



Tab. 1: Klasifikace motivii zinkového prstu podle struktury

(pfevzato a upraveno podle Krishna et al., 2003)

Strukturni skupina

Struktura

Poloha vazeb vézici zineCnaty ion

1. Cys2His2

Dv¢ vazby z ohybu mezi B-listy a dvé vazby z C-
konce a-helixu

Dvé vazby z ohybu mezi B-listy a dvé kratké z a-

2. Gag knuckle helixu
N
c _z\
3. Treble clef F’} Dvé vazby z ohybu a dvé dalsi z N-konce a-helixu
"N
>
. . - \'E' S
4. Zinc ribbon & / Dvé vazby kazda ze dvou ohybu
N
,?\ Dv¢ vazby z N-konce a-helixu a dvé dalsi ze
5. Zn2/Cys6 c\f_“?-.“’; smycky
e
N.C
6. TAZIiZkgomaln %ﬁﬁ Dvé vazby na kazdém z koncli dvou a-helixti
bind Vi
7. Zinc binding P o .
loops 25 ﬂi? Ctyfi vazby ze smycky
i
8. Metallothionein | ¢ 3‘.} OG0 Na cystein bohata, kov vazajici smycka
'Q\’{g" N
-t

Struktury jsou rozdéleny do osmi skupin podle jejich strukturalnich vlastnosti v oblasti Zn?* vazebného mista.

Aminokyselinové zbytky chelatujici zinek (vybarven oranZove€) jsou zndzornény jako kulicka a Sedé tycky

se zlutymi konci. Helixy jsou znazornény modte. Ohyb vazici zinek a spojujici dva B-listy je vybarven &ervené.

Primarni B-listy, které sousedi ohybem, jsou vybarveny fialové, nesousedici B-listy zluté. Smy¢ky jsou zobrazeny

svétle zelenou. Zbylé ¢asti struktury, které nepatii do zinek-vazebné ¢asti, jsou vybarveny Sed¢. Tabulka obsahuje

struény popis umisténi zinek-vazebného mista v ramci sekundarni struktury proteinu. Zadné dve strukturni

skupiny nesdileji vice nez 50 % identickych sekvenci aminokyselin v zinek-vazebné oblasti.
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Prvni objevenym motivem byl Cysz-Hisz, a to jako opakujici se motiv v transkripcnim
faktoru IITA (TFIIIA) africké vodni zaby drapatky vodni (Xenopus laevis) (Brown et al., 1985;
Miller et al., 1985).

,Prst (angl. finger) motiv Cys;His, je tvofen sekundarnimi strukturami (a-helix
a dvéma B-listy), které jsou formovany dohromady zmifiovanym zine¢natym ionem, kovalentné
vazi zine¢naty ion dvéma Cysteiny na paru B-listd a dvéma histidiny na a-helixu. Toto
usporadani dalo motivu nazev Cys-Hisz. Zinecnaty ion zde slouzi k stabilizaci motivu
samotného a nezasahuje do vazby na cilové misto DNA. (Lee et al., 1989). ZFP je dale tvoien
motivy slouzici k interakci s DNA, RNA, proteiny a malymi molekulami. (Laity et al., 2001)
Schématické zobrazeni ZFP je na Obr. 2.

Zbylé casti proteinu mohou podléhat Siroké sekvenéni diversité (Michael et al., 1992).
Cyso-Hisy zinc finger vazici se na DNA ma obvykle 2-6 tandemovych ZF motivt jako soucast
vétsiho vazebného proteinu (Pavletich et Pabo, 1991). Casti a-helixu tvoii specifické kontakty
s urCitou sekvenci DNA ve velkém zlabku dvousroubovice (Elrod-Erickson et al., 1996;).
Obvykle dva sousedici ZF motivy k sobé nejsou pfimo spojeny. Ptirozené se mezi motivy
nachdzi tzv. spacer (misto mezi motivy) v podob¢ sekvence aminokyselin TGEKP (Looney et
al., 1989).

Pro tvorbu umélych nukleaz se hlavné vyuziva subtyp Cys2Hisy, Tento ZFP se sklada
zmotivu o 30 aminokyselinach, vkteré je 8. a 13. aminokyselina cystein a 26. a 30.
aminokyselina histidin, a ty spole¢né vazi zine¢naty iont, jak je znazornéno na Obr. 2. (Zhong
et Zhao, 2011).

Uspoiadani dvou cysteini, dvou histidinGi a Zn?* je evolu¢né konzervovana struktura
a Cysy-His; proteiny jsou nejvétsi skupinou transkripénich faktord u vétSiny eukaryotickych
druhti. Mezi Cysz-His. proteiny patii naptiklad inhibitor apoptdzy (angl. inhibitor of apoptosis,
IAP) (Schwerk et Schulze-Osthoff, 2005) a transkrip¢ni represor CTFC (znamy také jako 11-
zinc finger protein nebo CCCTC-binding protein) (Filippova et al., 1996).
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Obr. 2: Struktura Cys2-His2 domény zinkového prstu
(pfevzato z www.cbm.msoe.edu/ scienceOlympiad/module2015/index.php)
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Jakmile byla funkce a specificita proteinu zinkového prstu pochopena, vznikla myslenka
vytvoteni umélého ZFP. O realizaci se pokouSelo mnoho biotechnologickych spole¢nosti.
Kazdé Cysz-His2 motivy rozeznavaji specificky Gsek nukleotidii v zavislosti na slozeni jejich
a-helixu. Zamérem bylo tedy vytvofit jednoduchy aminokyselinovy kod, ktery by mohl byt
pouzit k rozpoznani velmi specifické DNA sekvence, k tomu by méli slouzit fuzované ZF
motivy, tvofici jeden komplexni vazebny protein. K vazebnému proteinu je nasledné ptipojena

restrikéni doména, jejiz aktivita je podminéna zménou konformace vazebného proteinu (Urnov
etal., 2010).

3.2.2 Endonukleaza Fokl

Fokl je restrikéni endonukleaza bakteridlniho typu 1IS objevena v bakterii
Flavobakterium okeanokoites, sklada se z oddélitelnych ¢asti DNA-vazebné a nukleazové.
Nukleazova ¢ast se vyuziva v konstrukci ZFN a TALEN (Kim et Kim, 2014).

Fokl rozeznava nepalindromické pentadeoxyribonukleotidy 5-GGATG-3‘ a 5°'-
CATCC-3"v dvousroubovici DNA a stfiha vlakno 9 nukleotidli za vazebnym mistem na vlakné
5¢- 3 a 13 nukleotidi za vazebnym mistem na 3°- 5° vlakné (9/13) (Hiroyuki et Susumu, 1981).
V misté stiihu tento enzym nerozeznava zadné specifické sekvence, musi tedy existovat i ¢ast,
ktera definuje, kam ma endonukle4za nasedat a kde ma provést stith. Enzym je tedy rozdélen
na vazebnou doménu a katalytickou doménu. Jakmile se vazebna doména navaze na cilovou

sekvenci, pienese se signal alosterickou interakci a dojde ke stfihu vldkna. Samotna restrikéni
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cast bez vazebné Casti neni schopna uskutecnit stfih vlakna DNA, vzdy je zapotiebi vazebné
domény, ktera zajisti zménu konformace proteinu a tim i signal ke stéihu (Durai, 2005).

Jedna endonukleaza Fokl je schopna uskutecnit stiih pouze jednoho ze dvou vlaken
DNA, pro dvouvldknovy stith (9/13) musi dojit kdimerizaci dvou nukleaz
ve vazebnych mistech za piitomnosti Mg?* iontu pro uskuteénéni pozadovaného

dvouvlaknového stiihu (Bitinaite et al., 1998).

3.2.3 Mechanismus piisobeni nukleazy zinkového prstu

Typ CysoHis2 ZFP v kombinaci s restrikéni doménou endonukleazy Fokl se typicky
vaze na DNA ve formé monomeru na kazdé vlakno. Dnes je vétSina ZFN designovana ze
zakladni struktury lidského transkripéniho faktoru ZIF268. Byla anylyzovana krystalova
struktura ZIF268 a popsana jeji tvorba vodikovych vazeb mezi (-1), +2, +3, +6
aminokyselinami v a-helixu ZIF268 a cilovou DNA, viz Obr. 3 (Isalan et al., 1998).

Aminokyseliny zodpovédné za tvorbu vodikovych vazeb s DNA jsou zodpovédné
I za specifické rozpoznani useku DNA. Predpoklada se, Ze druha aminokyselina (+2) je schopna
rozpoznat jednu bazi ve sméru od 5 k 3¢ konci na jednom vlakné€ DNA, zatimco aminokyseliny
v pozici (-1), + 3a + 6 jsou schopny rozeznat triplet bazi ve sméru od 3¢ k 5° na druhém vlakné
DNA (Dreier et al., 2001). Jeden ZFP je tedy schopen obvykle rozpoznat 4 baze jednu na 5°-3¢
a tfi na 3°-5° vlakn¢. Z technického hlediska je ucinné&jsi uchopit usek tii bazi ve sméru 3°-5°.

Nejnovéjsi technologie pro navrhovani ZFNs umoziuji vytvotit ZFN tak, aby byla
endonukledza prakticky vyuzitelna pro Gpravu genti. ZFN musi rozeznavat isek o minimalni
velikosti 18 bp, je tedy potieba minimalné 6 ZF proteini K vytvoreni vazebné ¢asti ZFN (Zhong
et Zhao, 2011). ZFN se sklada ze dvou monomérd, kde minimalni pozadavek pro tvorbu
monomeru je série 3 ZF proteint a nukleazy Fokl (Looney et al., 1989).

Tvorba nukledz zinkového prstu je velmi ndrocny proces, a to zejména kvili
skute¢nosti, Ze ZFN neni mozné navrhnout na jakoukoliv DNA sekvenci (Pabo et al., 2001).
Navzdory tomu, ze se inzenyrstvi ZFN Siroce rozvinulo, neni ndhodou, ze motivy zinkového
prstu pouzivané pro tvorbu chimérickych proteinti se vazi na G-bohatou konsenzudlni sekvenci
(napt.: Zif268: 5'-GCG(G/T)GGGCG-3'). G-bohaté sekvence jsou pfirozenou preferenci
zinkovych prstll a vazba na jiné druhy sekvenci je Casto netispés$na ze dvou duvodu (Isalan et
al.,, 1998). Prvnim divodem je silngjsi interakce mezi argininovym zbytkem a-helixu
a guaninem ve velkém zlabku dvousroubovice DNA (Seeman et al., 1976). Druhym diivodem
jsou prekryvajici se ¢asti sousedicich ZF proteint, kde prekrytim tvofi usporadani, které velmi

stabiln¢ interaguje s guaniny v prvni a tieti pozici kazdého ZF proteinem vazaného tripletu
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(Isalan et al., 2001). Tato preference znesnadnuje vazbu ZFN k sekvencim, které neobsahuji
dostate¢né mnozstvi guanint (Pabo et al., 2001).

Byl proveden experiment zacileny na tvorbu nejucinnéjsi kombinace (-1), +3 a +6
aminokyselin v struktute a-helixu ZFP pro vazbu s tfemi nukleotidy. Lze vytvoiit ZFP schopny
vazat vSechny 3 baze v tripletu GNN (Segal et al., 1999), slozité&jsi je design pro triplety ANN,
CNN a TNN (Bae et al., 2003).

Mezi antiparalelné polozenymi vazebnymi doménami ZFN se nachazi mezera (angl.
gap) velka 5 - 7 para bazi. Mezera se podili na G¢innosti a ptesnosti stiihu restrikénich domén.
restrikéni funkci FokI. Pro ur¢eni délky mezer jsou pouzivany spojniky slozené z aminokyselin,
napiiklad LRGS tvorici mezeru 5 - 6 bazi (Maeder et al., 2008), QNKK tvotici mezeru 6 bazi
(Bibikova et al., 2001) a TGQKD tvofici mezeru 7 bazi. Tyto spojniky propojuji koncovy
histidin ZFP a QLV pocatek restrikéni domény Fokl (Isalan, 2011).

Nejjednodussi sekvence, kterou je mozné ZFN uchopit, je 5-MNNCNNCNNCNNCXs-
7GNNGNNGNNGNNK-3" (kde M = A/C; N = ZFP kontaktni baze, nejlépe G; X = ZFP
nekontaktni baze a K = G/T). Vazba ZFN na tuto sekvenci je detailnéji popsana na Obr. 3
(Pabo et al., 2001).

Dalo by se ptedpokladat, ze ¢im vice ZF motivl bude tvofit vazebnou doménu, tim vetsi
bude vazebna schopnost domény a tim i specifita. Po fadé experimenti se vSak ukazalo,
Ze nejvyssi vazebnou schopnost si zachovava doména pouze se tfemi az ¢tyfmi ZF motivy. ZFN
funguje jako dimer, sloZzeny ze dvou monomerd, kde jeden monomér je slozen z Fokl a série
ZF proteind. Vazebné domény jsou zodpoveédné za rozpoznani a vazbu na DNA, zatimco Fokl
restrikéni doména stitha vlakno DNA a tvoii DSB ve chvili, kdy oba monomery nasednou
antiparalelné na dané sekvence DNA a vytvoti dimer, jako je zobrazeno na Obr. 3.

Uméle vytvofena ZFN ma obvykle del§i rozeznéavajici doménu neZz pfirozené
se vyskytujici FOKI, délka Spacerii mezi jednotlivymi ZF proteiny ma vliv na aktivitu nukleazy.
Pfi navrhovani ZFN je tedy nutné zahrnout i tento faktor (Fairall et al., 1993).
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Obr. 3: Struktura nukleazy zinkového prstu pfi vazbé na specifické misto DNA
(pfevzato a upraveno podle Isalan, 2011)
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M = A, C; N = ZFP kontaktni baze, nejlépe G; X = ZFP nekontaktni baze a K = G, T. Obrazek ukazuje schéma
dimeru ZFN, kazdy monomer se sklada ze ¢tyt zinc finger motivil vazajicich DNA. Cilova sekvence pro vazbu
ZFP je zvyraznéna modre (tmaveé modie hlavni kontaktni DNA baze). Podminky pro sttih touto ZFN je pfitomnost

unikatni cilova sekvence DNA v genomu, absence podobnych sekvenci a pristupny chromatin.

Experimenty ukazaly, ze pokud byl spacer mezi vazebnymi ZF proteiny 4 bp, tak byla
enzymatickd aktivita FOkI témét zcela potlacena. Prodlouzenim spaceru mezi vazebnymi
elementy na 8 bp ¢i 16 bp bylo dosazeno zasadniho zvysSeni enzymatické aktivity Fokl
podjednotky (Bibikova et al., 2001).

3.2.4. Metody tvorby ZFN

Pro tvorbu umélych ZFN s unikatni DNA vazebnou specificitou byly vyvinuty riizné
metody, které vyuzivaji DNA knihovny kodujici ZFN proteinové jednotky specifické az pro 64
moznych tripletl bazi (Perez-Pinera et al., 2012). Pochopeni tc¢elu spaceru mezi ZF motivy
umoznilo pifimé propojovani a kombinovani jednotlivych motivi, které jsou specifické
pro dané trojice bazi a sestavit tak vazebnou ZFP podjednotku nukleazy schopnou vazat
specifickou sekvenci DNA (Maeder et al., 2008).

Vyznamnou metodou je OPEN (angl. Oligomerized Pool Engineering),
ktera je zalozena na kombinatorické selekci riznych ZF proteint k vytvoreni u¢inného vazebné
podjednotky. K produkci ZFN vazebné podjednotky tento piistup vyuziva DNA pooly, kédujici
ZF proteiny, které rozeznavaji dany DNA triplet. Produkty pooll jsou umistény na jedné ze tii
pozic N-koncové, centalni a C-koncové misto vazebného proteinu. Pooly jsou ruzné
kombinovany a vznikaji stovky az tisice unikatnich kombinaci jejich produktl pro uréeny DNA

usek. Na zaklad¢ testovani jsou vybrany proteiny s nejlepSimi vlastnostmi, piednostné
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se hodnoti DNA vazebna afinita a specifita (Greisman et Pabo, 1997), vysoka aktivita a nizka
cytotoxicita (Cornu et al., 2008; Maeder et al., 2008).

Metoda OPEN je vetejné piistupna platforma pro designovani vazebnych domén ZFN.
Vytvofila ji skupina Zinc Finger Consortium. Platforma je dostupna pies webové stranky
a nabizi z jeji knihovny sirokou paletu jednotlivych ZF proteinu (zifit.partners.org). Nevyhodou
tohoto pfistupu je jeho Casovd ndroCnost pro ovéfeni ucinnosti jednotlivych ZF proteini
a nasledné i celé vazebné domény, kterou tvofi.

Dalsi metodou je ,,context-dependent assembly* (CoDA), piistupem metody je spojeni
tii DNA fragmentt kodujici ZF proteiny. Cilem je vytvofit kompletni ZFN vazebnou doménu
za pouziti tii ZF proteint, které budou tvofit N — koncovou, centralni a C — koncovou ¢ast
vazebné domény. Tyto proteiny jsou specifické k danym tripletim DNA. Nasledn¢ se spojuji
do trojice, aby vytvofily funkéi ZFN vazebnou doménu. Kombinace nejucinnéjsich N-
koncovych a C-koncovych motivi je vybrana na zékladné t¢inného fungovani s centralnim
motivem, jak je zobrazeno na Obr. 4.

CoDA vyuziva velkého archivu N - koncovych a C - koncovych ZF proteinti, které musi
byt vhodné umistény k ptislusnému centralnimu motivu, aby fungovaly spravné (Sander et al.,
2010). Metoda CoDA nepracuje s ZF proteiny jako samostatnymi moduly, ale misto toho
zahrnuje i efekty zavislé na interakci mezi sousedicimi proteiny, tim zvysuje pravdépodobnost,
ze vysledny vazebny protein bude fungovat spravné (Isalan et al., 1997 a 1998). CoDA je

rychld, nevyzaduje specidlni expertizy a ZFN miZe byt sestavena béhem jednoho ¢i dvou tydni.
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Obr. 4: Schématické zobrazeni tvorby ZFP metodou CoDA

(pfevzato a upraveno podle Sander et al., 2010)

Fuze zinkovych
motivl pres
spoleény F2 motiv,

Cilovy Gsek DNA 3’

ZF proteiny jsou vyobrazeny jako barevné kulicky (F1 = N-koncovy protein, F2 = centralni protein, F3 = C-
koncovy protein) a tii triplety DNA bazi, které jsou zobrazeny jako barevné obdélniky. Schéma popisuje dvé ZFN
vazebné domény, které jsou slozeny ze tii ZF proteinti, kazda vaze rizné Gseky velikosti 9 bazi. Odlisné specifické
ZFN vazebné domény byly vytvoteny pfipojenim rtiznych F1 a F3 motiva k F2. Jako vysledna vazebna doména
byl oznacen protein skladajici se z konstatni F2 podjednotky a kombinace F1 a F3 podjednotek, které se vazi

specificky na cilové misto DNA a vhodné interaguji s podjednotkou F2.

Vyvoj ZFN oteviel nové moznosti Gpravy genid s pfimym vyuZitim v genové terapii.
Zvysujici se ¢innost tvorby DSBs v cilové sekvenci DNA a nasledné tpravy poskytuji Sirokou
paletu moznosti, jak geny upravovat, zahrnujicich jak vypnuti, tak vkladani genti. VloZeni mize
byt vyuzito K opravé abnormalnich ¢i mutovanych genti zaclenénim externich “kouskd genu“
a to za pomoci HDR opravy, kterd vyzaduje pfitomnost vzoru pro opravu, je velmi piesna,

ale méné casta v porovnani s NHEJ (Orlando et al., 2010).

3.2.4 Tvorba resistence vici HIV pomoci ZFN

V roce 2014 byly provedeny klinické testy uc¢innosti nukleazy zinkového prstu k uprave
CD4 T-lymfocytu a jejich resistenci vici viru HIV. Vyzkum byl zacilen na tvorbu rezistence,
a to inaktivaci genu kodujiciho lidsky chemokinovy koreceptor 5 (angl. chemokine co-receptor
5, CCR5) pomoci cileného vypnuti tohoto genu (Tebas et al., 2014).

CCRS je hlavnim koreceptorem podilejici se na rozpoznani a nasledném pohlceni viru
imunitni deficience ¢lovéka (HIV) lymfocytarni bunikou (Alkhatib et al., 1996; Deng et al.,
1996). Védci se pokouseli zjistit, zdali specificky fizena modifikace lymfocytarnich bun¢k
pacienta vypnutim urcitého genu a jejich naslednym navracenim do téla mtize ovlivnit pritbéh

onemocnéni.
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Metoda spocivala v podani jedné davky ZFN-modifikovanych autolognich CD4
T- buné¢k 12ti pacientim. Pacienti méli chronickou aviremickou HIV infekci a v t€ dobé byli
1éCeni vysoce aktivni antiretroviralni terapii (angl. highly active antiretroviral therapy,
HAART). Pozorovani vysledkti bylo zaméfeno primarné na bezpecnost 1é¢ebné metody,
sekundarné pak na pozorovani imunitni reakce a ptipadné HIV resistence (Tebas et al., 2014).

Pro tento experiment byl vyuzit par ZF nukleaz, kde se kazda ZFN skladala ze 4 ZF
proteinti, které specificky tvofily vazbu s ¢asti genu CCR5. V preklinickych testech
se modifikované CD4 T-lymfocyty mnozily normaln¢ po oSetfeni mitogeny a byly resistentni
k viru HIV. Nasledné byla pozorovana i redukce viralni RNA v humanizovaném mySim
modelu infekce HIV (Perez et al., 2008).

CCR5 koreceptor byl vybran z tohoto dtvodu, Ze je postradatelny pro buiiku, na rozdil
od CD4 receptoru. Dale pak experimenty naznacuji, Ze poruSeni tohoto genu zvySuje
pravdépodobnost pieziti bunky v organismu infikovaném virem HIV. Homozygoti pro 32bp
deleci (delta32/delta32) v CCR5 jsou resistentni vici infekci virem HIV (Liu et al., 1996). CD4
T-lymfocyty téchto lidi jsou v in vitro podminkach vysoce resistentni vic¢i kmenim HIV,
které se dominantné vyskytuji v populaci (Samson et al., 1996). U nakaZenych jedincu,
kteti jsou heterozygoti pro CCR5 delta32, je prabéh infekce oproti homozygotim bez deleci
zpomaleny (Eugen-Olsen et al., 1997; Cohen et al., 1997).

Obr. 5: Rozdil mezi piirozenym CCR5 a CCR5A32 (ptevzato z Barmania et Pepper, 2013)
CCR5
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CCR5A32

Lze pozorovat deleci 32 bp u 4A32CCR5 genu (dole), coZ zptisobuje zna¢né zkraceni produktu genu, jak je patrno

ze sekvence aminokyselin (zelené trojuhelniky). Zkraceni ma zasadni dopad na vlastnosti proteinu, vznika

nefunkeni protein, virus se tedy nemtize vazat na dany koreceptor.

Po provedeni klinickych testli byla z celkového poctu 12 pacientii pouze u 4 1écba
hodnocena jako tc¢inna. Tito 4 pacienti dokon¢ili 12ti tydenni pozorovani po infizi upravenych
bunék, aniz by u nich byl pozorovéan nérist virové RNA nad limit 100 000 kopii/mm?. Zbylych
8 pacientt prerusilo 1écbu modifikovanymi buiikami (po piekroceni limitu 100 000 kopii virové
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RNA/mm?) a vrétilo se zp&t k HAART. Nakonec pouze u jednoho pacienta ze &ty pacientl
S ptiznivou odpovédi na 1écbu doslo k zasadnimu snizeni poctu virovych Castic, tento pokles
pretrval 6 tydnu od podani infuze, nasledné se pocet stale mirné snizoval. Tento pacient
ptirozené nesl heterozygotni mutaci delta32 v CCR5.

Median CD4 T-lymfocytéi v krvi pacienti byl 1517 bunék/mm? v prvnim tydnu
PO osetfeni, to byl znaény nar@ist v porovnani se 448 buitkami/mm? pied osetfenim.
Modifikované bunky mély primérnou zivotnost 48 tydnu s rychlosti smrti 1,81 burnka/den,
to bylo vyznamn¢ méné nez u nemodifikovanych bun¢k (7,25 bunka/den). Hladina RNA viru
HIV v krvi se snizila u vétSiny pacientli, u jednoho ze Ctyf pacientd S nejpiizniveéjsi reakei
az pod detekovatelnou hranici.

Na zékladé této studie lze fici, Ze metoda infize CCR5-modifikovanych autolognich

CD4 T-lymfocytu je proveditelna a v ramci uréitych omezeni i bezpe¢na (Tebas et al., 2014).
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3.3 Transcription activator-like effector nuclease (TALEN)

TALEN systém je velmi podobny systému ZFN, taktéz se sklada z nespecifické
nukledzové domény a “programovatelné* DNA-vazebné domény. Vazebnd doména je slozena
z vysoce konzervovanych repetic odvozenych od transkripéniho aktivator podobnému efektoru
(angl. transcription activator-like effector, TALE). TALEs byly ptvodné objeveny
Vv rostlinném patogenu Xanthomonas sp. jako soucast bakterialni invaze infekce rostlinné bunky
(Bonas et al., 1989). Tyto efektory jsou injektovany do rostlinné buiiky pies sekre¢ni systém
bakterialni buniky. Nasledné putuji do jadra rostlinné builky, kde se vazi na cilové genové
promotory, aby aktivovaly transkripci genti podporujicich kolonizaci eukaryotické buiky
bakterii (Kay et al., 2007; Romer et al., 2007)

Obr. 6: Mechanismus pusobeni ptirozenych TALE z bakterii Xanthomonas sp.

(pfevzato a upraveno z Boch et Bonas, 2010)
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Xanthomonas (Bakteria) vnasi davku efektorovych proteint pies sekreéni systém typu III (Servené) do rostlinné
buniky (Plant cell). Efektory podobné aktivatorum transkripce (TAL effector) pfechazi do jadra rostlinné buiiky

(Nucleus), kde indukuji transkripci cilovych gend (Transcripts).

3.3.1 Struktura TALEN

TALE se sklada ze specialnich efektorovych proteint, jejichz N-konec a C-konec plni
funkci aktivace centralni domény pro tvorbu specifické vazby DNA-protein (Boch et Bonas,
2010; Miller et al., 2010). Centralni doména je sloZena z variabilniho poétu tandemovych
monomernich repetic vyskytujicich se v po¢tu od 5 do 30 (obvykle vsak 17,5). Kazda repetice
obsahuje 34 aminokyselin, které specificky rozpoznavaji jeden cilovy nukleotid
(Boch et Bonas,2010). Stala aminokyselinova sekvence repetic nazyvajici se “repetiéni

variabilni diresiduum® (angl. repeat variable diresidues — RVDs) se nachazi v pozici 12. a 13.
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aminokyseliny. Jeho funkci je uréovat specificitu vazby kazdé TALE repetice ke konkrétnimu

nukleotidu (Boch et Bonas, 2010; Miller et al., 2010). Obvykle oblast tandemovych repetic

u C-konce proteinu kon¢i zkracenou repetici, ktera se obecné nazyva poloviéni repetice (angl.

half repeat). Tato polovi¢ni repetice obsahuje prvnich 20 residui véetné RVD (Boch et Bonas,
2010; Miller et al., 2010).
Obr. 7: Schéma TALEN s vyzna¢enymi RVDs (pfevzato a upraveno z Joung et Sander, 2012)

N-koncova C-koncova -
N . Fokl nukleaza
doméng TALE repeti¢ni domény doména e T

3

b)

c)

d)

=P C'G'T C A

Schéma TALEN. TALE repetice jsou vyznaceny jako vybarvené disky s koncovou poloviéni repetici
na C-konci. Pismena v kazdé repetici reperezentuji dvé hypervariabilni residua (RVDs). TALE
repetice a C-koncova doména (Sed€) jsou potfebné pro vazbu na DNA. Nespecifickd nukleazova
doména FoKI je znazornéna Cervené.

TALEN se vaze a stiiha vlakno DNA jako dimer. N-koncovd doména a C-koncova doména
ohrani¢uji centralni repetice a také mohou interagovat s DNA. Sttih FokI nukledzy probiha v mezete,
coz je sekvence, ktera lezi mezi dvéma vazebnymi doménami proti sobé umistnénych TALEN
monomeru.

Schématické vyobrazeni DNA vazebné domény. Aminokyselinova sekvence jedné TALE repetice
nese dvé hypervariabilni residua. (zvyraznény oranzové ve spodnim textu)

TALE - DNA vazebna doména nasednutd na jeji cilovou DNA sekvenci. Repetice tvoii vazby
se samostatnymi bazemi v cilové sekvenci podle jeji TALE aminokyselinového kodu. Pfitomnost

5¢- tyminu piedchazejiciho prvni vazanou bazi TALE repetici.
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Prirozené vyskytujici se TALES byly ur¢eny k manipulaci DNA rostlin, vyzkum tohoto
mechanismu vedl k rozlusténi kodu, ktery tento systém vyuziva k vytvoreni specifické vazby
mezi aminokyselinou a vlaknem DNA (Kay et al., 2007; Romer et al., 2007). Specificita vazby
je uréena interakci RVDs s bazemi (A, C, G, T). RVD pary aminokyselin jako NI (Asn, Ile)
rozeznavaji adenin, HD (His, Asp) cytozin, NN (Asn, Asn)/NK (Asn,Lys) guanin a NG
(Asn,Gly) tvori vazbu s tyminem (Boch et al., 2009; Moscou et Bogdanove, 2009). N&které
interakce aminokyselinovych zbytku s bazemi jsou zobrazeny na Obr. 8.

Dalsi béznou vlastnosti TALE je rozpoznani baze tyminu na 5° konci jeho cilové
sekvence (Bogdanove et Voytas, 2011). Mechanizmus, ktery TALE pouziva k rozpoznani
cilové sekvence, byl vyuzit k vyvoji na TALE zalozeném editacnim nastroji umoznujicim
upravu konkrétniho tiseku v genomu eukaryotické buiiky. Néstroj vznikl fazi s restrikéni
doménou endonukledazy Fokl a uméle vytvofenym TALE, vysledkem byla specificky fizena
a programovatelna nukleaza - TALEN (Cermak et al., 2011; Wood et al., 2011).

TALEN je rozdélen do ¢tyf hlavnich ¢asti: N-koncové domény, centralni domény
obsahujici RVDs, C-koncové domény a efektorové domény Fokl. N-koncové domény zahrnuji
jaderny lokaliza¢ni signal. Centralni doména se typicky skladd ztandemovych TALE
aminokyselinovych repetic pro rozpoznani konkrétni DNA sekvence (obvykle dlouhé 14-20
bp) a C-koncova doména je umisténa za posledni polovi¢ni repetici s Fokl endonukleazou,
ktera provadi sttih. TALEN funguje pro DSB pouze v dimerickém uspofadani, z toho vyplyva,
ze je potieba dvou TALEN monomert (stejné jako ZFN).

Par navrZzenych TALENS se vaZe na jeho cilovou DNA sekvenci, monomery vazebnych
domén mezi sebou vytvareji mezeru (obvyklé délky 14-18 bp), coz je misto pro dimer nukledzy
Fokl potiebny pro uskuteénéni dvouvlaknového stiihu. DSBs jsou pak opravovany dvéma
zpisoby, jak jiz bylo zminéno vyse, a to NHEJ nebo HDR opravnou drdhou. NHEJ vétSinou
vede k delecim ¢i inzercim (indel), které jsou esencialni pro modifikaci genomu v cilové
oblasti. Pokud se indel nachézi v kodujici oblasti, zptisobi posun ¢teciho ramce a nasledné mize
mit pfi translaci zdsadni dopad na tvorbu ¢i funkci proteinu. Alternativné miize dochdzet
k homologné fizené oprave, a to v ptipadé, ze je ptitomen homologni templat (Bedell et al.,
2012).
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Obr. 8: Struktura vazebné domény TALEN vazané k dvousroubovici DNA a princip vazeb

mezi aminokyselinami a jednotlivymi bazemi (pfevzato z Doyle et al., 2013)

Nahoie je zobrazena vazba mezi TALEN vazebnou doménou a DNA cilovym mistem. Nahote, vlevo je
zndzornéna vazba TALEN-DNA z boku DNA. Vpravo, nahoie je zobrazena vazba z pohledu stiedni osy DNA
dvousroubovice. TALEV vazebna doména obsahuje 22,5 repetic (kazda je zbarvena odlisng). Pti pohledu z boku
v horni ¢asti obrazku je N-konec proteinu na levé strang. N-konec obsahuje zvlastni repetice, které se podileji
na tvorb¢ vazby s DNA pfes sérii AMK zbytkd, jsou zacileny hlavné na vysoce konzervativni 5 Tymin v pozici
0 vazebného mista. Oznacené repetice (14,15 a 16) jsou detailné zobrazeny ve spodni ¢asti obrazku. Vlevo dole
jsou ukazany interakce vytvoiené mezi HD RVDs (residua 12 a 13; H12, D13) v repetici 14. Histidin v pozici 12
tvoti vodikovy mustek s kyslikem karbonylu AMK zbytku v pozici 8 na prvnim a-helixu, zatimco aspartat v pozici
13 tvoti vodikovy mustek s dusikem aminoskupiny cytozinu, baze ve dvousroubovici DNA. Vpravo dole jsou
zobrazeny repetice 14, 15 a 16 interagujici s DNA. Po sob¢ nasledujici RVDs- HD, NG a NN interaguji se sérii
bazi (v tomto piipadé cytozin, Cyt; tymin, Thy a guanin, Gua) na stejném vlakné DNA jako repetice 14.

Aplikace systému TALEN nabizi jednodussi vlozeni exogenni sekvence do nékterych
endogennich gent. Tim se oteviraji moznosti in vivo znaceni gent fluorescen¢nimi znackami,
coz umoznuje vizualizaci exprese daného genu. Dale Ize produkovat builkky nebo tkané
s vypnutymi konkrétnimi geny (Carlson et al., 2012). Genetické manipulace pomoci TALEN,
jako je velké genomové pieusporadani ve formé deleci, inverzi a reverzi, jsou snadno
dosazitelné a mohou hrat dualezitou roli pfi studiu nekodujicich gend, protoze posun ¢teciho
ramce zapiicinén malou deleci ¢i inzerci, nemusi byt dostate¢né rozsahly k inaktivaci funkce

téchto gent (Nyquist et al., 2013).
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3.3.2 Metody tvorby TALEN

Konstrukce funkéniho paru TALEN je slozity proces kvili pozadavkiim, které musi
nukledza splilovat pro Gspésné nasednuti na sekvenci DNA. Za tucelem tvorby ucinnych
TALENs byly vyvinuty metody a postupy, kde je vétSina z nich zaloZena na klonovacim
principu.

Standartni metoda (angl. standard cloning-based method) je ptvodni metoda
konstruujici vazebnou ¢ast TALEN z TALE repetic. Tato metoda vyuziva archivu plazmidi
kodujicich jednu nebo vice TALE repeti¢nich domén. Spojovanim jejich kodujicich sekvenci
pomoci restrikénich endonukledz a naslednou ligaci jsou ndsledné¢ tazeny do paralelni
sekvence. Primarni vyhodou tohoto pfistupu je, ze vyuziva metod a postupti bézné pouzivanych
v mnoha laboratofich. Proces tvorby TALE repeti¢ni domény obvykle trvé jeden az dva tydny
a bohuzel tuto metodu nelze pouzit k tvorbé vétsiho po¢tu TALENSs (Joung et Sander, 2012)

Dalsi vyznamnou klonovaci metodou je Golden Gate metoda, ktera vyuziva multi-
fragment ligacni strategie. (Engler et al., 2009). Jak je znazornéno na Obr. 9. Metoda Golden
Gate je zaloZena na spojovani 5°- presaht (tvofenych po stiihu restrik¢nim enzymem typu I1S)
na obou koncich kazdého fragmentu DNA. Pouziti 5°- koncovych piesahii zarucuje ligaci
riznych fragmentti do vektoru v uréeném potadi. Horni limit repetic na jednom fragmentu,
ktery muze byt u¢inné ligovan k jinému timto zpuisobem, je 10 TALE repetic. Golden Gate
metoda obvykle vyzaduje konstrukci meziproduktovych plazmidd koédujicich pouze casti
opakujicich TALE repeti¢ni domény, které se nasledné spojuji a tvofi finalni pozadovanou
TALE repeti¢ni doménu. Metoda umoznuje konstrukci TALE repeti¢ni domény béhem méné
nez dvou tydnt, ale stejné jako u predeslé metody neni mozné efektivné konstruovat timto

zpusobem velké mnozstvi riznych TALENs (Joung et Sander, 2012).
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Obr. 9: Pristupy tvorby DNA kodujicich TALE repetice (pfevzato z Joung et Sander, 2012)
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Obrazek zobrazuje metody tvorby DNA kodujicich repetiéni TALE domény. (Aa-Ae) Standardni na klonovani
zalozené metodé (angl. Standard cloning-based method) vyuZziva bézné pouZzivané restrikéni enzymy pro stiih a
naslednou ligaci. Fragmenty kodujici jednotlivé TALE repetice jsou spojovany dohromady sériovym
hierarchickym zpisobem. (Ba-Bd) Golden Gate klonovaci metody jsou schopny spojovani fragmentti s mnoha
TALE repeticemi (maximalné 10) v jediné reakci, pouzitim 5° pfesahd danych fragmenti k navedeni a spojeni
fragmenti ve spravném pofadi. V ptikladé na Obr. 9Bb jsou znazornény fragmenty kodujici 10 a 6 TALE repetic,
kde jsou tyto mnohaclenné fragmenty spojeny a nasledné vytvareji isek DNA, ktery koduje 16 TALE repetic (Bd).
(Ca-Ce) SAM nebo FLASH vyuziva opakujici se ligace uskute¢néné na streptavidinem potazeném povrchu pevné

faze, coz umoznuje rychlé spojovani dlouhych fragmenti DNA kddujicich mnohacetné reptice.

Tretim postupem pro tvorbu TALENS je tvorba na tuhém nosici (angl. Solid-phase
assembly method, SAM), jedna se o automatizovanou metodu S vysokym vystupem vytvoiené
DNA koédujici TALE repetice na tuhém nosié¢i, jak je vyobrazeno na Obr. 9. Tento typ
konstrukce je vhodny pro produkci TALENs ve velkém poctu, protoZe nevyzaduje tvorbu
meziproduktovych plazmidu. S metodou FLASH (angl. Fast Ligation-based Automatable
Solid-phase High-throughput) odvozenou od SAM je mozné provést nespocet ligaci fragmenta
DNA kédujicich jednu nebo vice TALE repetic a tim vytvotit kone¢nou DNA kédujici Giplnou
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TALE repeti¢ni doménu, kterd miize byt odejmuta z pevného nosice a zaklonovana pifimo
do expresniho vektoru. Cilem FLASH metody je vytvofit plazmid kodujici jednu, dvé, tii
¢i ¢tyfi TALE repeticni domény. FLASH je mozné provadét manualné pomoci multikanalové
pipety a vytvorit tak tucty DNA fragmentt kodujicich TALE repeti¢ni domény béhem jednoho
dne. Nebo Ize FLASH automatizovat, coz umozinuje vytvofit az 96 DNA fragmentd kodujicich
rozdilné TALE repeti¢ni domény béhem jednoho dne (Reyon et al., 2012).

Aktualné je mozné si TALE proteiny navrhnout prostiednictvim online softwaru - TAL
Effector-Nucleotide Targeter (tale-nt.cac.cornell.edu/) a wvytvofit si TALEN de novo
podle piislusnych protokolii (Cermak et al., 2011). Dalsi moznosti je objednani zkonstruovaného
plazmidu nesouciho kompletni informaci ke konstrukci TALEN véazici se na pozadovanou
sekvenci DNA napiiklad od firem Cellectis Biosearch ¢i Life Technologies (DeFrancesco,
2011).

TALEN mize byt napfiklad pouzita pro tvorbu lidského modelu onemocnéni
Vv indukovanych pluripotentnich kmenovych buiikdch. Nedavno védci vytvofili mutace v 15
genech a detailné zkoumali fenotypovou analyzou 4 z nich, a to geny APOB (gen
pro apolipoprotein B), SORT1 (gen pro sortilin 1), AKT2 (gen pro ser/thr kinazu) a PLIN1 (gen
pro perilipinl), jejichz role v tvorbé kardiovaskularnich rakovinnych onemocnéni a virovych

infekci byla nedavno odkryta (Ding et al., 2013).

3.3.3 Vyuziti TALEN systému

Ding a kolegové pouzili pary TALE nukleaz na 16 riznych mist v 15 genech v linii lidskych
somatickych bunék, linii lidskych embryonalnich kmenovych bunék (hESC) a liniich
indukovanych pluripotentnich kmenovych bunck (iPSC). Zasahy do gent zahrnovaly rizné
knock-out mutace a také knock-in nonsense mutace a funkéni mutace, které posunuji Cteci
ramec. Efektivnost mutaci se liSila podle lokalizace cilového mista v genomu bunky
a podle typu buniky. Indely vzniklé nepfesnou opravou NHEJ po pouziti nukleazy méli u¢innost
od 2 % do 34 %, knock-in vznikly pfi HDR opravé mél frekvenci vyskytu 1,6 %. Nasledné byla
udélana fenotypizacéni analyza bunek nesoucich mutace ve ¢tyfech genech, které jsou spojeny

S riznymi onemocnénimi ¢lovéka — APOB, SORT1, AKT2 a PLIN1.
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3.3.3.1 Gen APOB hraje roli v replika¢nim cyklu HCV

Gen APOB koéduje apolipoprotein B velky 512 kDa (apoB-100), ktery je soucasti
struktury VLD-lipoproteinu (angl. very low density lipoprotein) a LDL-lipoproteinu (angl. low
density lipoprotein). Lipoproteiny jsou molekuly transportujici cholesterol a triacylglyceroly
z jater do tkani pies krevni fecisté. Protein APOB se podili na replikaci viru hepatitidy C
(HCV). Bylo zjisténo, ze apolipoproteiny vSeobecné hraji kritickou roli pti infekci virem
hepatitidy C. V modelech HCV vyuzZivajicich hepatomalnich buniek (HuH-7) se metodou RNA
interference (iIRNA) dokazalo, ze ¢astecnym uml¢enim exprese genu APOB se redukuje sekrece
HCV, ale nikoliv replikace viru (Huang et al., 2007). Nicmén¢ dalsi poznatky naznacuji, Ze
apolipoprotein E, a ne apolipoprotein B, je potiebny pro produkci novych HCV c¢astic (Jiang et
Luo, 2009). Dulezitost APOB a ptesné body interakce s zivotnim cyklem HCV bylo nutné
objasnit, proto byl proveden experiment cileny na knock-out APOB genu v HuH-7 buiikdch
(Ding et al., 2013).

Byl navrzen par TALEN, ktery cilil na ¢ast 13. exonu tohoto genu a zpisoboval mutaci
posunujici ¢teci rdmec, coz mélo za nésledek produkei zkraceného proteinu zhruba o 12,5 %
z celkové velikosti. Klonalni linie HuH-7 bunék se zvySenou expresi CD81 (koreceptor
pro vstup HCV do bunky; HuH-7/CD81"9") byly transfekovany vektorem nesouci TALEN péar
navrzenym na zminény APOB gen. Vektor nesouci TALEN byl znaceny fluorescenénim
markrem, coz umoznovalo selekci pomoci FACS (angl. fluorescene-activated cell sorting)
anaslednou kultivaci jednotlivych bungk. Zjistilo se, Ze ze 126 sledovanych klonid byly
piitomny inzerce nebo delece pouze u 9 z nich (u 4 byla pfitomna mutace posunujici éteci ramec
exonu 13 v obou alelach). Na rozdil od wild-type (WT) kontrol stejné bunééné linie v APOB
knock-outovanych buikach nebyl detekovan apoB-100 protein, ale také ani vné bun¢k v mediu

nebyl nalezen (Ding et al., 2013).
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Obr. 10: Zobrazeni modifikovaného tseku na exonu 13 genu APOB a vysledné mutace
po zasahu TALEN (pievzato a upraveno z Ding et al., 2013)

. I N N .
S Y HiH

) APOB

B cilowy excn 13 -_

GCGACTGGCTACC TATCTTATGTTGATGAGGAGTCCTTCACA
HuH=T wild=type
ATTOGCTEACCCACGEATAGAATACARCIAC TCCTCAGGRAG TS

ki TAAGCOACTO0 T e m = CTTCATOAGGASTOCTTCACA 11bp del
on ~
TARGCGACTGOGET - - e *GTTCATGAGGAGTCCTTICACA llbp del; Bbp dup; I6bp ina
Kl TARGCGACTGEC TEOCTATC - TATGTTGATGAGEAGTCCTTOACA 1bp del
on B
TARGCGACTGGC TGOCTAT -~ TATG TTGATGAGGAGTCCTTCACA 1bp del
i TAAGCGACTGGC TGCCTATC TT=GT TG TTGATGAGGAGTCCTTCACA 1bp del; 2bp ins
on <
TARGCGACTGGC TGOCTAT == === GTTGATGAGGAGTCCTTCACA Sbp del
TAMGCGACT -~ ———— = TGTTGATGAGGAGTCCTTCACA libp dal
klon o

TAAGCGACTGGC TGO TATCTTA-GTTGATGAGGAGTCCT TCACA lbp del

Vytvotené APOB knock-out HUH-7 klony. Ohraniéené sekvence znazorfiuji TALEN vazebna mista. Delece (del),

inzerce (ins) a duplikace (dup) ve dvou alelach kazdého klonu. Klony A-D nesou rizné mutace na obou alelach.

APOB -/- a WT bunky byly infikovany virem HCV (kmen JFH-1). APOB -/- bunky
mely zésadn€ snizenou hladinu intracelularni HCV RNA (az o 74%) s minimalnim
detekovatelnym mnozstvim stavebnich proteinti viru. Reintrodukce apoB-100 proteinu
piidanim LDL do media APOB -/- bun€k umoznila pfijmuti LDL, coz vedlo k ¢aste¢nému
obnoveni hladin HCV stavebniho proteinu v bunice. To je diikkaz, ze defekt replikace HCV byl
taky dokazuji, ze se apoB-100 podili na zivotnim cyklu HCV, a ze 1éky cilené na APOB (napft.
Mipomersen, cholesterol redukujici 1€k, antisense terapeutikum cilici na mRNA genu APOB
(Merki et al., 2008; El Harchaoui et al., 2008; Athyros et al., 2008) mohou byt velmi G¢inné
Vv 1é¢bé HCV infikovanych pacientt (Ding et al., 2013).

3.3.3.2 Posun ¢teciho ramce v genu PLIN1 dominantné méni lipolyzu v adipocytech

Gen PLIN1 koduje protein perilipin - velmi abundantni protein obalujici lipidové kapky
Vv adipocytech. Je dilezity pro formaci kapek a jejich maturaci, dale zajiStuje uskladnéni
triacylglycerold a uvolnéni volnych mastnych kyselin z intracelularnich lipidovych kapek
(Brasaemle et al., 2009). Mutace posunujici ¢éteci ramec genu PLIN1 byla nedavno
identifikovana v pacientech s autosomalné¢ podminénym subtypem c¢asteéné lipodystrofie
(Gandotra et al., 2011). Mutace posunujici ¢teci ramec nalezena u pacientl vede k C-terminalni
elongaci perilipinu se znacnou zménou aminokyselinové sekvence. My$i postradajici Plinl

vykazovaly zvySenou hladinu bazalni lipolyzy v adipocytech (Zhai et al., 2010), coz bylo
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povazovano za mechanismus, ktery u pacientd nesouci posunovou mutaci zpusoboval
lipodystrofii. Studie mechanismu téchto mutaci zpusobujicich onemocnéni byly omezeny
na overexpresi mutantni a wild-type CONA (komplementarni DNA) z mysi adipocytd 3T3-L1.
Zaveérem téchto studii byl fakt, ze wild-type a ne mutant PLIN1 je schopen inhibovat basalni
lipolyzu (Gandotra et al., 2011).

Byla navrzena TALEN pro specifickou sekvenci DNA pacienta - mutace (Val398fs)
na koédujicim exonu 8 PLIN1. Po prvnim pouziti TALENSs zacilenych na dany usek v burikach
HUES9 bylo identifikovano 70 mutantnich kloni z 293 kontrolovanych klont. Byly
charakterizovany dva mutantni typy. Jeden nesl mutaci posunujici c¢teci ramec,
ktera prodluzovala perilipin do délky 558 aminokyselin (vytvofeny PLIN1°%® wild-type ma
pouze 522 aminokyselin), tento mutant vykazoval podobné vlastnosti jako pfirozené
se vyskytujici Val398fs mutace. Druhy mutantni klon nesl posunovou mutaci na C - konci
proteinu, to mélo za nasledek tvorbu zkraceného produktu na 415 aminokyselin (PLIN14%)
(Ding et al., 2013).

Obr. 11: Zobrazeni modifikovaného useku na exonu 8 genu PLIN1 a vysledné mutace po zasahu

TALEN (pievzato a upraveno z Ding et al., 2013)

s ——HHH—

PLIN1

cilovy exon 8

ACAACGTGGTGGACACAGTGGTGCATTACGTGCCGGTGAGTACCA
HUES 9 wild-type
ACTGTTGCACCACCTGTGTCACCACGTAATACACGGCCACTCATGGH

TGACAACGTGGT === === === m e e ACGTGCCGGTGAGTACCA 17bp del
klon A

TGACAACGTGGTGGACACAGTGGTGCATTACGTGCCGGTGAGTACCA wild-type

Kt TGACAACGTGGTGGACACAGTG = m = e o e e e e e o e TACCA 20bp del
on B

TGACAACGTGGTGGACACAGTGGTGCATTACGTGCCGGTGAGTACCA wild-type

Ohrani¢ené useky znazoriiuji TALEN vazebna mista. Klon A nese mutantni PLIN15%® (delece 17 bp, del). Klon B
nese mutantni PLIN14% (delece 20 bp, del).

Nakonec byly diferenciovany tii alelické série klonG lidskych pluripotentnich
kmenovych bun&k (hPSC) — wild-type, PLIN1%® a PLIN1**® do bilych adipocytii. Byla
pozorovana podstatnd redukce v poctu bunék obsahujicich lipidové kapky, a také vyskyt
malych lipidovych kapicek u PLIN1%® adipocytil. Pfitomnost perilipinu ve viech adipocytech
byla potvrzena metodou western-blot a zjistilo se, ze PLIN1%® adipocyty maji znatelng
redukované mnozstvi triacylglycerolll az o 38 % Vv porovnani s wild-type bunikami, zatimco
PLIN1*5 adipocyty mély podobny obsah triacygliceroli jako wild-type buiiky. PLIN1%®
a PLIN1*"® adipocyty vykazovaly zvyseni bazilni lipolyzy 0 83 % a 52 %. Mutace PLIN1%*®

29



a PLIN1% tedy vedly k celkovému zvyseni lipolyzy, ackoliv tento efekt byl vyraznéji spojen
s mutaci PLIN1%,

Déle pak byly vyrazné rozdily v trovni exprese pro adipocyty specifickych gent
mezi PLIN1°%® a PLIN1*'® butikami. Tato skutenost ukazuje na to, Ze dvé posunové mutace
jedna, co vede k prodlouzeni perilipinu a druhd vedouci ke zkraceni perilipinu maji odlisné
funkéni nésledky.

Vysledky ukazuji, ze prodlouzeni C-konce proteinu perilipinu prostfednictvim
posunové mutace, ktera je podobna mutaci vyskytujici se u lipodystrofickych pacientl, hraje
dominantni roli pii zméné lipolyzy a redukuje uskladnéni triacylglycerolti a formaci lipidovych

kapek v lidskych adipocytech (Ding et al., 2013).

3.4 CRISPR/Cas9 systém

CRISPR (angl. Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats) je
bakterialni nukleazovy systém, ktery je zodpovédny za ochranu mikroorganismu proti
bakteriofagiim ¢i za odstranéni cizorodé DNA. CRISPR lokus v hostiteli obsahuje kombinaci
nekodujicich RNA elementi a CRISPR asociovanych genu (angl. CRISPR-associated genes,
Cas) kodujicich produkty, které jsou zodpovédné za fungovani CRISPR systému (Cong et al.,
2013; Ran et al., 2013)

CRISPR lokus byl poprvé objeven v roce 1987 v E.coli, jeho organizace repetic byla
velmi neobvykla, protoze opakujici se sekvence jsou typicky uspotaddny hned za sebou
na konkrétnim lokusu DNA, v tomto ptipadé repetice ohrani¢uji nerepetitivni oblasti. Funkce
prerusovanych klastrii repetic v té dob& nebyly znamy (Ishino et al., 1987). V roce 2002 byly
nalezeny geny asociovany s CRISPR repeticemi a byly pojmenovany Cas geny. Prvotni
spekulace poukazovaly na jejich mozné funkce spojené s CRISPR repeticemi (Jansen et al.,
2002), jejich skutecné vlastnosti byly popsany az v roce 2007 (Barrangou et al., 2007).

Doposud bylo popsano pét typi CRISPR systémi, nejlépe prostudovany je typ II.
Systém zajist'uje rozstipani cizorodé DNA na malé fragmenty a jejich integraci do CRISPR
lokusu mezi sérii kratkych repetic, tim vznika tzv. CRISPR spacer. Nasledné je CRISPR spacer
pfepsan do RNA a z transkriptu je vytvotena crRNA (CRISPR RNA), kterd je nésledné spojena
s tracrRNA (angl. trans-activating crRNA) a pouzita pro navedeni efektorového Cas9 proteinu

na komplementarni DNA exogenniho pivodu (Jinek et al., 2012).
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3.4.1 Klasifikace CRISPR/Cas systémii

Soucasna klasifikace fadi CRISPR/Cas systémy do dvou tfid. Systémy tiidy 1 vyuzivaji
komplex Cas proteini k degradaci cizorodé nukleové kyseliny. Ttida 2 zahrnuje systémy
vyuzivajici jeden velky Cas protein ke stejnému ucelu, jak lze vidét na Obr. 12. Ttida 1 je
rozdélena do tfech typd, Typ I, III a IV; tfida 2 obsahuje typ II a V. Systémy typu V jsou
rozdéleny do dalSich subtypti. Kazdy typ a vétSina subtypii jsou charakterizovany
tzv. unikatnimi geny (angl. unique genes), coz jsou geny, které byly nalezeny pouze v dané
kategorii. Klasifikace je dale zaloZena na ptitomnosti konkrétnich Cas genti v dané skuping.
Vétsina CRISPR/Cas systémi zahrnuje geny pro proteiny Casl a Cas2 (Makarova et al., 2015).
Organismy mohou obsahovat vice typtt CRISPR/Cas systému, to poukazuje na propletenost a
kompatibilnost riznych CRISPR systému. (Wiedenheft et al., 2012).

Obr. 12: Funk¢ni klasifikace CRISPR/Cas systému

(pfevzato a upraveno z Makarova et al., 2015)
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Nazvy proteind jsou pouzity podle sou¢asné nomenklatury a klasifikace (podle Makarova et al., 2011). Hvézdicka
znazortiuje domnélou malou podjednotku (small subunit, SS), ta je spojena s velkou podjednotkou-Cas8/LS (large
subunit, LS), dohromady tvoti efektorovy protein v systémech typu I. V systémech typu III a IV jsou velkymi
podjednotkami Cas10 a Csfl (proteiny odvozeny od Cas8 rodiny proteint). Postradatelné komponenty systému
jsou zvyraznény prerusovanym ohrani¢enim. Cas6 je pln¢ ohranicen v systémech typu I, v systémech typu III je
postradatelny, v ostatnich Cas6 chybi. V téchto systémech jsou proteiny, které funkci Casé supluji nebo dosud
nebyly systémy dostate¢né prostudovany. Vybarveni Cas4 dvéma a Cas9 tfemi barvami znazortiuje, Zze tyto
proteiny se ucastni v mnoha urovnich odpovédi na cizorodou DNA. Funkce komponentt v systémech typu IV
atypu V jsou odvozeny podle strukturni homologie s komponenty Vv jinych systémech, a je$té nebyly

experimentalné ovéteny jejich konkrétni funkce.
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3.4.2 Mechanismus pisobeni CRISPR sytému typu II

CRISPR/Cas systém je pfirozeny obranny proces probihajici v bakteriich a archeich.
Tento imunitni systém chrani buniky pied invazi cizorodé DNA, ktera se do buiiky dostava, a to
jeji degradaci (Aliyari et Ding, 2009).

Jakmile je bakterie napadena virem, prvnim krokem imunitni odpovédi je zachyceni
fragmentu virové DNA (Mojica et al., 2005). Nasledn¢ je DNA fragment vybran adaptacnim
mechanismem, ktery vyzaduje piitomnost kratkych (3-7 bp) sekvenci na vybrané cizorodé
DNA. Sckvence se nazyva protospacer adjacent motif (PAM) a je kli¢ova pro sekundarni
expozici cizorodé DNA imunitnimu systému bakterie (Shah et al., 2013; Heler et al., 2014).

Integrace kazdého nového fragmentu DNA (o délce asi 20 bp) do CRISPR lokusu je
doprovazena tvorbou nové repetice oddélujici tento novy integrovany fragment (spacer)
od jinych spaceru. (Barrangou et al., 2007). Mechanismus adaptace je fizen proteiny Casl
a Cas2, které jsou pritomny u ¢ty z péti hlavnich typid CRISPR/Cas9 systému, jak je
znazornéno v Obr. 12 (Yosef et al., 2012; Swarts et al., 2012).

V E.coli Casl a Cas2 tvoti komplex, kde je Cas2 dimer spojen se dvéma Casl dimery.
V tomto komplexu ma Cas2 strukturni neenzymatickou roli (Nufez et al., 2014) — vaze se
na dvouvlaknovy fragment invazivni DNA. Zatimco Casl vaze jednovlaknové piesahy DNA
a katalyzuje integraci do CRISPR lokusu. (Nuifiez et al., 2015a; Nuiiez et al., 2015b; Wang et
al., 2015)

Casl a Cas2 proteiny v odlisnych typech CRISPR systému se skladaji z riznych
aminokyselinovych sekvenci, nicméné¢ jejich krystalova struktura je pro vSechny subtypy velice
podobna. VSechny Casl jsou metalodependentni nukledzy/integrazy, které se vazi na exogenni
DNA (Wiedenheft et al., 2012) a Cas2 proteiny maji jak RNazovou (Beloglazova et al., 2008),
tak i DNazovou aktivitu (Nam et al., 2012)

Existuji tfi subtypy CRISPR systému typu Il (Chylinski et al., 2014) a kazdy obsahuje
tii Cas proteiny Casl, Cas2 a Cas9, dale trans-activating crRNA (tracrRNA) (Deltcheva et al.
2011) a CRISPR spacer. Pozdé&ji byl objeven také étvrty Cas protein u subtypu II-A (Csn2)
a u suptypu 11-B (Cas4), ale zadny u subtypu II-C (Chylinski et al., 2014). Casl a Cas2 maji
stézejni roli v adaptaci protospacerii v systému typu II (Datsenko et al., 2012; Yosef et al.,

2012). Zasadni funkce vyse zminénych proteint jsou zobrazeny v Obr.13a a 13b.
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Obr. 13a: CRISPR/Cas9 in vivo: Bakterialni adaptivni imunitni systém typu II
(pfevzato a upraveno podle Mali et al., 2013Db)
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Dvé faze mechanismu fungovani bakterialnihi imunitniho systému. Faze I Imunizace: Zde probiha adaptace viralni
DNA do CRISPR lokusu, ktery posléze slouzi jako endogenni zdroj pro tvorbu crRNA. Po vstupu cizorodé DNA
je tato nukleova kyselina zpracovana Casl/Cas2 komplexem a v mezefena mezi repetice CRISPR za vzniku nové
repetice (Cerné obdélniky) oddélujici nové a staré sekvence (barevné Sestiuhelniky). Pfed mistem, kde jsou ulozeny
repetice v genomu, jsou také ulozeny Cas geny (angl. CRISPR associated genes), jako je Cas9 (svétle modra),
Casl, Cas2 (oranzova) a Csn2 (hnéda). Tyto geny koduji proteiny zajistujici manipulaci s vlastni, ale také
cizorodou genetickou informaci. Pfed Cas geny je umistén tisek DNA kddujici tracrRNA, ktera je posléze

ptipojena k crRNA a napojena na Cas9.
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Obr. 13b: CRISPR/Cas9 in vivo: Bakterialni adaptivni imunitni systém typu 11
(pfevzato a upraveno podle Mali et al., 2013Db)
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Féaze II Imunita: V této fazi probihd obrannad reakce bakterie vii¢i invazivni DNA prostfednictvim komplexu
tracrRNA-crRNA-Cas9. Pti napadeni bakterie virem je jsou exprimovany Cas geny a spacer a jeho prechazejici
repetice jsou piepsany do CrRNA, dale je pfepsana i tracrRNA sekvence (¢ervené) do RNA. Dochazi k vazbé mezi
tracrRNA a ¢asti pfepsané repetice na crRNA. Tvofi se duplex tractrRNA-crRNA, ktery je zpracovan RNazou Il
(oranzova koule) a nasledné spojen s Cas9. Kone¢nou fazi je navazani tracrRNA-crRNA-Cas9 komplexu na

cilovou DNA a jeji nésledné rozrugeni na zéklad& piitomnosti PAM.

CRISPR spacery ptesné odpovidaji sekvencim virti a plazmidi exogenniho ptivodu
(protospaceriim) (Pourcel, 2005; Mojica et al., 2005, Bolotin et al., 2005). Nékteré spacery
mohou vykazovat homologii také k tisekim vlastniho prokaryotniho genomu (self-targeting
spacers), které pravdépodobné maji regulacni funkce (Stern et al., 2010). Nové spacery mohou
byt zpracovany a zaclenény mezi repetice velmi rychle a tvofit tim ¢ast imunitniho systému,
ktery je ptipraven pohotové reagovat proti puvodci zaclenéného useku (Tyson et Banfield,
2007). CRISPR repetice maji obvykle 24 az 48 part bazi (Haft et al., 2005).

RNA pritomny v proteinu Cas9 jsou polyribonukleotidy a jsou transkribovany
z konkrétniho integrovaného CRISPR spaceru. Po trasnkripci vznika crRNA (CRISPR RNA),
ktera se inkorporuje do efektorového komplexu s Cas9, kde fidi specifické navadéni komplexu
na cilovou sekvenci DNA (Terns et Terns, 2011). Existuji vSak procesy, které pied integraci
crRNA tuto ribonukleovou kyselinu upravuji a aktivuji tim funkci komplexu protein-RNA.
Jeden z procest je vazba tracrRNA s crRNA. TracrRNA je v dané ¢asti komplementarni

k pre - crRNA (premature crRNA) a tvofi s ni RNA heteroduplex. Ten je nasledné upraven
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RNézou III a vznika crRNA/tracrRNA heteroduplex, ktery je stabilizovan v molekule proteinu
Cas9, jak je zobrazeno v imunitni fazi na Obr. 13b. RNA duplex zajistuje navedeni Cas9
na cilovou sekvenci, ktera je nasledné rozstiizena (Deltcheva et al., 2011).

Protein Csnl je jednim z Cas ribonukleoproteint, vice znamy jako Cas9 (spole¢ny
pro vsechny subtypy typu II), podili se na tvorbé crRNA a deaktivaci invazivni DNA. Cas9
fizena RNA duplexem crRNA/tractrRNA, ktery je zodpovédny za specifitu vazby na cilové
misto (Jinek et al., 2012), nasledné stiiha antiparalelni vlakna cizorodé DNA, které jsou
komplementarni k crRNA. Stiih provadi dvé nukleazové domény RuvC a HNH (Garneau et al.,
2010). Jak jiz bylo zminéno Cas9 je dulezitym komponentem ve fazi destrukce invazivni DNA.
Dutlezitou vlastnosti cizorodého DNA fragmentu je pfitomnost PAM u typu | a Il CRISPR
systému (Shah et al., 2013; Heler et al., 2014). PAMs jsou dulezité pro prvotni selekci
protospaceru (v kontextu selekce k adaptaci se spise hovoti o SAM, angl. spacer acquisition
motif) a nasledné pfi navazani na protospacer jako cilové misto pro Cas9 (v tomto piipadé
mluvime o TIM, angl. target interference motif) (Shah et al., 2013). PAM sekvence potiebna
pro piesné fungovani CRISPR/Cas systému doposud nebyla nalezena v CRISPR lokusu, to
zajistuje, ze pokud je vytvoren spacer (usek stejné sekvence jako protospacer, ale bez PAM)
mezi CRISPR repetice, neptisobi imunitni systém proti tomuto adaptovanému fragmentu. Bylo
dokazano, ze C-koncova doména Cas9 interaguje s TIM cizorodé DNA a v piipadé dostatecné
komplementarity této cizorodé DNA s crRNA Cas9 proteinu, provadi sttih. (Anders et al.,
2014; Nishimasu et al., 2014, Sternberg et al., 2014).

Obr. 14: Umisténim PAM sekvence pii adaptaci a imunitni odpovédi na cizorodou DNA

(Shah et al., 2013)

A B
Rozpoznani PAM/SAM Rozpoznani TIM/PAM
Cas1/Cas2 komplex cizoroda )
DNA 2 PAM " 3

\

SAM/PAM 5

crRNA/tracrRNA Cas9

A) U CRISPR systému typu II jsou SAM/PAM cizorodé DNA rozpoznavany adaptaénim komplexem proteinti
(Casl/Cas2). V jejich blizkosti je proveden stiih a fragment DNA bez SAM/PAM je vlozen ve formé spaceru
do lokusu CRISPR.

B) Rozpoznani TIM proteinem Cas9 je uskuteGnéno na antiparalelnim vlakné, které neni komplementarni

k crRNA. PAM je rozpoznavana v blizkosti heteroduplexu crRNA-DNA.
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3.4.3 Pouziti CRISPR/Cas9 systému pro editaci genomu

Jednoduchost Cas9 v CRISPR systému typu Il, ktery ke svému fungovani potiebuje
pouze tii komponenty (Cas9, crRNA a trRNA), pfivedla védce k mySlence piesné
programovatelného nastroje k editaci genomu. Tuto skute¢nost si jako prvni uvédomila dvojice
védkyn Doudna a Charpentier vroce 2012. Na zakladé CRISPR sytému typu II autorky
vytvotily zjednoduSenou verzi tohoto systému. Ten vyzadoval pouze dva komponenty, a to
Cas9 a sgRNA (single synthetic guide RNA), ktera byla kombinaci trRNA a crRNA v jedné
molekule (jednom polyribonukleotidu). Tato strategie programovatelné nukleazy pies sSgRNA
se pozdéji ukazala jako levnéjsi, rychlejsi a efektivnéjsi alternativa TALENS a ZFNSs.

V soucasné dob¢ existuje mnoho zpusobl vyuziti Cas9 nukledzy k upravé exprese
dvouvlaknového zlomu (Overballe-Petersen et al., 2013), jednovlaknového zlomu (Jinek et al.,
2012) a epigenetické umlc¢ovani/aktivace genti pomoci dCas9 (angl. nuclease-deficient Cas9)
(Jinek et al., 2012; Gasiunas et al., 2012).

Plvodnim zptsobem vyuziti Cas9 je tvorba sekvencné specifickych DSBs a navozeni
repara¢ni masinérie v podobé NHEJ ¢i HDR opravy. Tyto opravy maji pak za nasledek vznik
indels v ptipadé NHEJ ¢i zménu sekvence zptuisobenou templatovou DNA, jak je znazornéno
na Obr.15A (Overballe-Petersen et al., 2013).

Pfesnéjsim zpisobem, jak zajistit upravu sekvence DNA, byla tvorba mutantni Cas9,
znamé jako Cas9D10a (mutace v misté D10a) s aktivitou nukleazy stiihajici pouze jedno
vlakno DNA. Strategie Cas9D10A vyuziva paru Cas9 komplexti, navrZzeného k tvorbé blizkych
jednovlaknovych stfihi na komplementarnich vlaknech DNA, jak lze vidét na Obr. 15B (Ran
et al., 2013b). Tato strategie umoznila tvorbu dvouvlaknového stiihu, jenz neni opraven NHEJ.
Misto toho je oprava fizena zplisobem HDR, a to vZdy pokud je pfitomen homologni templat.
Timto zpisobem se snizuje pravdépodobnost opravy pres NHEJ a tedy i vzniku indeli (Cong
etal., 2013).

Tteti variantou pouziti CRISPR/Cas9 systému je umlcovani ¢i aktivace geni
na transkripéni tirovni. Systém vyuziva upraveného dCas9, ktery nese mutace v mistech H840a
vV doméné¢ HNH a D10a v doméné¢ RuvC. Mutace maji za néasledek deaktivaci nukleazové
aktivity téchto domén za soucasného zachovani DNA vazebnych vlastnosti (Jinek et al., 2012;
Gasiunas et al., 2012). Tento ptistup muze byt vyuzit k navazani dCas9 proteinu do jakéhokoliv
mista v genomu, aniz by byl proveden sttih. Po fuzi proteinu dCas9 s aktivatorem ¢i represorem
vznika nastroj, ktery mize byt pouzit k aktivaci ¢i represi transkripce dané¢ho genu a tim ke

studiu epigenetickych procest, jak je zobrazeno na Obr. 15C (Qi et al., 2013; Maeder et al.,
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2013; Gilbert et al., 2013; Perez-Pinera et al., 2013). Dale mize byt dCas9 pouzit jako

vizualiza¢ni sonda, pokud je k nému ptipojen fluorescencni protein, jako je tomu na Obr. 15C

(Chen et al., 2013).

Obr. 15: Aplikace CRISPR/Cas9 technologie (pfevzato a wupraveno z webu
www.neb.com/tools-and-resources/crispr-cas9-and-targeted-genome-editing-a-

new-era-in-molecular-biology)
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Obrazek znazoriiuje moznosti pouziti nukledzy Cas9 (oranzove) fizené sgRNA (zvyraznéna tmavé-Sedé a zeleng)
k upravé (A a B), aktivaci/represi transkripce genii (C nahote) ¢i vizualizaci daného iseku DNA (C dole). Cerné
Sipky s napisem cleavage znac¢i misto stfihu provedeného nukleazou.
3.4.4 U&innost cileni na danou sekvenci DNA a mimo cilové piisobeni

Uginnost nebo procento pozadovanych Gprav dosazenych pii pouZiti editaénich néstrojt
jsou dilezitym parametrem pii hodnoceni daného piistupu. Lze srovnat u¢innost CRISPR/Cas9
s u¢innosti dalsich editacnich metod, jako jsou TALEN ¢i ZFN (Barrangou et al., 2007).
Napftiklad v lidskych bunikdch navrzené ZFNs a TALENs béZzn¢ dosahuji Gi¢innosti V rozmezi
od 1 do 50 % (Miller et al., 2010; Mussolino et al., 2011). Pti pouziti CRISPR/Cas9 systému
byla zaznamenana ucinnost zasahu vyssi nez 70 % v zebii¢ce (Hwang et al., 2013) a husenicku
(Feng et al., 2013). Dale bylo dosazeno ucinnosti pozadovaného zasahu metodou CRISPR az
78 % Vv jednobunécnych mysich embryich (Zhou et al., 2014) a v lidskych pak 52 % (Liang et
al., 2015).

Dalsim dualezitym parametrem je incidence mimo cilového plsobeni. Tento jev

v piipadé Cas9 nastava, pokud je v genomu ptitomen tsek lisici se od cilové sekvence pouze
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malym mnozstvim rozdilnych bazi, nachazejicich se v blizkosti PAM sekvence. Cas9 je
schopna tolerovat az 5-bazovy rozdil mezi SgRNA komplementarnim k useku protospaceru (Fu
et al., 2013) nebo 1-bazovy rozdil ptimo v sekvenci PAM (Hsu et al., 2013). Mimo cilové
pusobeni nukledz je obecné obtizné detekovat, detekce Casto obnasi sekvenaci celého genomu
upravované burnky.

Pro ptedpovéd potencionalnich vedlejsich tseku, které by byly schopny vazat komplex
Cas9/sgRNA, byly vytvofeny online softwary. Ty zajist'uji identifikaci cilovych useki
pouzivanych sgRNA a jejich pfibuzné sekvence, které by nebyly cilem zasahu, jsou to naptiklad
CRISPR design tool (Hsu et al., 2013) a ZiFiT Targeter (Sander et al., 2007).

Od roku 2012, kdy byl systém CRISPR/Cas9 poprvé vyuzit k fizené upravé gend, byly
provedeny experimenty s mnoha bunéénymi liniemi a organismy zahrnujici i, bakterie (Fabre
et al., 2014), kvasinky (DiCarlo et al., 2013), rostliny (Feng et al., 2013), hlistice (Friedland et
al., 2013), octomilky (Gratz et al., 2014), zebticku (Hwang et al., 2013), zaby (Guo et al.,
2014), mysi (Mashiko et al., 2013), krysy (Ma et al., 2013), opice (Niu et al., 2014), prasata
(Hai et al., 2014) a ¢lovéka (Mali et al., 2013b)

CRISPR/Cas9 systém vyZaduje pouze navrzeni sgRNA pro zménu konkrétniho cile. To
je vporovnani s metodami jako je ZFN ¢i TALEN snaz$i, protoZe je vynechana slozita
konstrukce proteinu vaziciho DNA. Dale pak CRISPR/Cas9 diky svym jiz rozsahlym sgRNA
knihovnam umoznuje rychlou analyzu funkce jednotlivych geni v celém genomu (Mali et al.,

2013; Koike-Yusa et al., 2013).

3.4.5 Tvorba CRISPR/Cas9 systému cileného na konkrétni isek DNA

Nejpouzivangj§im a zakladnim systémem pro upravu genu je komplex SpCas9
(Cas9 ze Streptococcus pyogenes) a sgRNA, ktera byla navrzena na danou sekvenci v genomu
daného organismu. Vybér spravné sgRNA s vlastnostmi pfesného navazani na cilovou
sekvenci, a to bez mimo cilového navazani na sekvenci jinou, je zakladnim ptedpokladem pro
uspésny experiment.

Pro névrh sgRNA je umisténi PAM sekvence na protospaceru zcela stézejni, protoze
zarucuje jeji spravné navazani a nasledny sttih. Pokud v cilovém useku nejsou PAM sekvence
potftebné pro aktivaci proteinu Cas9, je nutné pouzit Cas9 zjiného druhu bakterie,

ktery rozeznava odlisnou sekvenci (Addgene CRISPR 101 ebook, 2016).

38



Tab. 2: PAM sekvence u jednotlivych druhi bakterialnich organizmu
(pfevzato a upraveno z Addgene CRISPR 101 ebook)

Druh/Varianta nukleazy Cas9 PAM sekvence (5°-3°)
Streptococcus pyogenes (SP); SpCas9 NGG

Staphylococcus aureus (SA); SaCas9 NNGRRT nebo NNGRR(N)
Neisseria meningitidis (NM) NNNNGATT
Streptococcus thermophilus (ST) NNAGAAW

Treponema denticola (TD) NAAAAC

Cpfl (z riznych druhii) TTN

N = (any Nuleotide) jakakoliv baze se mize vyskytovat v této pozici, R = (puRine) v této pozici se vyskytuje

jakakoliv purinova baze, W = (Weak) baze tvotici slabou vazbu — adenin a tymin

Po provéfeni, zda je pfisluSna PAM na sekvenci protospaceru ptitomna, lze navrhnout
SgRNA pro cilovy tsek DNA v programu ChopChop (chopchop.rc.fas.harvard.edu/) nebo
CRISPR design (crispr.mit.edu/). Jakmile je cilova sekvence vybrana, jsou navrhnuty
oligonukleotidy sgRNA, které jsou zaklonovany do vektoru a dale se fesi otazka dopravy
vektoru do bunky.

Metoda dopraveni Cas9/sgRNA do bunky se voli v zavislosti na buné¢ném typu ¢i
druhu organismu. Doprava do buniky muze byt uskuteénéna za pouziti plazmida, lentivirt,
AAVs (angl. Adeno-Associated Virus) ¢i piimou lipofekci komplext Cas9 s asociovanymi
sgRNA pomoci kationtovych lipida (Addgene CRISPR 101 ebook, 2016).

Na zaklad¢é typu zésahu, ktery bude proveden, se voli nukleaza Cas9 s danymi
vlastnostmi. Pokud by byl experiment zacilen na provedeni HDR opravy v misté stiihu podle
dodané¢ho templatu, je nutné templat dodat kotransfekci plasmidu, ktery templat nese. Templat,
jinymi slovy homologni ramena (angl. homology arms), Ize navrhnout na vefejné dostupnych
platformach jako je naptiklad Blenching (benchling.com) nebo Deskgen (www.deskgen.com).

Jako vektror, ktery nese informaci o sgRNA a Cas9 proteinu, se vétSinou pouziva
plazmid. Plazmidy CRISPR/Cas9 obsahuji klonovaci misto uvniti sgRNA kostry, selekéni
marker k amplifikaci v bakteriich, pocatek replikace, druhové specificky promotor a gen
pro fluorescen¢ni znaceni nebo gen rezistence proti konkrétnimu antibiotiku pro selekci

v eukaryotickych bunkach, jak je zobrazeno na Obr. 16.
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Obr. 16: Mapa vektoru/plasmidu pCas-Guide (ptevzato z pCas-Guide manual Origene, 2016)

BamH | BsmB |

pCas-Guide
8.0 kb

Plasmidovy vektor obsahuje klonovaci mista BamH I a BamB I pro zaklonovani DNA kodujici sgRNA. Vektor
dale nese promotor (CMV promoter) pro potein Cas9 (Cervené). Pocatek replikace (Ori), gen resistence

k antibiotiku Ampicilinu (AMP") a promotor pro ptepis zaklonované DNA do sgRNA (U6 promoter).

3.4.6 Vyuziti CRISPR/Cas9 k ipravé lidskych embryonalnich bunék

Technologie CRISPR/Cas9 jiz byla vyuzita k editact DNA dospélych lidskych bunck
a zvitecich embryi, ale teprve v roce 2015 byla poprvé aplikovana k upravé lidského embrya.

Skupina ¢inskych védct pouzila CRISPR/Cas9 systém K tpravé genu, ktery ve své
mutantni formé zpUsobuje potencialné fatalni krevni onemocnéni B-talasemii (Liang et al.,
2015). Mnoho védcu veéii, ze takovyto zasah, pokud bude tspé$né vykonan ve viabilnim
embryu, miZe vést k eradikaci této devastujici geneticky podminéné nemoci jiZ pied narozenim
postizeného ditéte. Jini zase tvrdi, ze takovy druh vyzkumu jiz piekracuje etické hranice,
ze Uprava zarode¢nych bunék muze byt velmi nepredvidatelnd a mize mit negativni efekt
nadalsi generace. Dale existuje riziko nebezpe¢ného zneuziti technologie pro neetické
a nemedicinské ucely (Cyranoski et Reardon, 2015).

Tento vyzkum byl veden za ucelem objasnit mechanismus reparace poskozené DNA
Vv embryonalnich buiikach, analyzovat u¢innost a potencialni mimo cilové ptisobeni pfi pouziti
CRISPR/Cas9 systému (Liang et al., 2015).

Pro vypnuti genu podminujiciho onemocnéni Cervenych krvinek (B-talasemii) byly
pouzity rané tripronuklearni (3PN) zygoty, protoze se ukazalo, ze polyspermické zygoty jako
je 3PN zygota mohou byt pouZity jako alternativa pro studium vyvoje normalni lidské zygoty
(Balakier, 1993). Polyspermické zygoty vznikaji pfi in vitro fertilizaci a jsou schopny vytvaret

blastocysty, ale jiz nejsou schopny se normalné vyvinout in vivo (Munne et Cohen, 1998).
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Lidsky HBB je gen umistén na chromozomu 11, kéduje podjednotku proteinu
hemoglobinu a jeho mutaci vznika onemocnéni B-talasemie (Muncie et Cambell, 2009). HBB
je soucast globin genového klastru, ktery obsahuje dalsi ¢tyii globinové geny v potadi (od 5° k
3) HBE, HBG2, HBG1, HBD a HBB (Schechter, 2008), protoze jsou HBB a HBD velmi
podobné, spekuluje se, ze mize byt HBD pouzit jako templat pro opravu HBB.

Byly navrZzeny a testovany tii SQRNA oznaceny G1, G2 a G3, které cilily na odlisné
useky v genu HBB. Z téchto tii gRNAs byla vybrana G1 jako nejlepsi kandidat, u néhoz nebylo
detekovano ptisobeni mimo cilovou sekvenci pii analyze 7 ptredpokladanych usekii, na které by
se mohl G1 alternativné vazat.

Pro testovani specificity a i¢innosti v embryich bylo nutné komponenty k modifikaci
genu dopravit do cytoplazmy 3PN mikroinjekci. Vpravena smés obsahovala G1 sgRNA, Cas9
MRNA, GFP mRNA a ssDNA oligonukleotidy v riznych koncentracich. Dale byla vybrana
embrya exprimujici GFP pro amplifikaci potencionalné upraveného useku pomoci G1 sgRNA,
produkt amplifikace byl nasledn¢ osekvenovan.

Z 54 testovanych embryi bylo 28 upraveno Cas9, coz ukazuje 52% ucinnost zasahu.
Dale 4 z 28 upravenych embryi byly opraveny podle ssDNA templatu. Sedm embryi neslo ¢tyfi
identické bodové mutace za sebou, coz mohl byt diikaz, ze pro HDR u téchto embryi byl pouzit
HBD gen jako templat. U zbylych analyzovanych embryi hlavni cestou opravy dvouvlaknového
stiihu byla NHEJ oprava.

Nahodné bylo vybrano 6 HBB upravenych embryi pro exomové sekvenovani, aby se
analyzovalo pfipadné mimo cilové pusobeni G1sgRNA/Cas9 komplexu. Byla nalezena dvé
pozménénd mista v exonech genti C1QC (gen kdédujici subkomponent C1qC komplementu)
a TTR (gen kodujici protein transthyretin), obé vykazovala schopnost vazat G1sgRNA/Cas9
komplex.

Ukézalo se, ze DSBs v genu HBB mohou byt preferen¢né opraveny pomoci mechanismu
nevyuzivajici crossing-overu (Liang et al., 2015). DSBs mohou byt opraveny zptusobem NHEJ
¢i vysoce presnou alternativou HDR opravy (Ciccia et Elledge, 2010; Moynahan et Jasin,
2010). Existuje vsak dal$i moznost opravy pies HDR a to pres jednosmérny prenos useku DNA
mezi homolognimi geny (angl. synthesis-dependent strand annealing, SDSA), jde
0 jednosmérny pienos tseku DNA mezi c¢astetné homolognimi useky gent. Ze vSech

analyzovanych 3PN embryich byl DSB pravé timto zptisobem opraven u 7 embryi.

41



Obr. 17: Oprava DSBs v genu HBB v ranych lidskych embryich

(pfevzato a upraveno z Liang et al., 2015)
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V lidskych buiikdch DSBs jsou opravovany dvéma hlavnimi zpusoby necrossing-overové (NHEJ nebo SDSA)
a crossing-overové (HDR). Oprava DSB v lidskych embryich zpusobenych pusobenim CRISPR/Cas9 probiha
hlavné procesem NHEJ. Pokud je oprava zapocata ptes HDR preferencné je vyuzita necrossing overova varianta

opravy-SDSA. V ptipadé opravy dvouvlaknového stiihu v genu HBB je jako temlpat vyuzivan gen HBD.

Zjistilo se, ze CRISPR/Cas9 je schopen efektivné rozstiihnout endogenni gen pro
B - globin (HBB). Nicméng¢ u¢innost HDR pti opravé genu HBB byla nizka a upravena embrya
byla mozaikou bun¢k obsahujici mnoho riznych podob stejné alely. Mimo cilové pisobeni
bylo také mozno pozorovat V3PN zygotach, jak potvrdilo exomové sekvenovani. Dale
ptitomnost genu pro 3-globin (HBD) homologniho k HBB zpiisobovala kompetici s exogennimi
oligonukleotidy, které mély slouzit jako templat pro reparaci naruSeného HBB, coz vedlo
k nezadoucim opravam (mutacim).

Vysledky poukazaly na to, Ze oprava HBB genu v téchto embryich preferen¢né vyuziva
mechanismu SDSA (Liang et al., 2015), tento mechanismus byl pozorovan také pii opravach
DSBs v iPS buiikach (Byrne et al., 2014).

Po tomto vyzkumu lze fici, ze CRISPR/Cas9 systém je nutné vylepsit - zvysit jeho
specificitu a piesnost, aby mohl byt bezpeéné pouzivan ke klinickym aplikacim pii 1é¢bé

geneticky podminénych chorob (Liang et al., 2015).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Buné¢na linie RPE-1 (Retinal pigmented epithelial cells 1) imortalizovana pomoci
metody hTERT pochazela ze sbirky Ustavu molekularni a translaéni mediciny v Olomouci.
Bunky byly kultivovany v Dulbecco Modified Eagle‘s Medium (Sigma Life Science) s 10%
fetalnim bovinnim sérem, antibiotiky penicilinem (100 pg/ml) a streptomycinem (100 pg/ml)
a kultivovany Vv inkubdatoru pii 37 °C.

Bakterie Escherichia coli kmen DH5a z knihovny Ustavu molekularni a translaéni
mediciny v Olomouci byly kultivovany v Luria-Bertani mediu (Invitrogen) s antibiotikem
ampicilinem (100ng/ml). Bakterie Escherichia coli kmen Stbl3 nesouci vektor pSpCas9(BB)-
2A-GFP (PX458) dodané firmou Addgene ve form¢ vpichu bakterialni kultury v Sikmém agaru.

4.2 Sekvence exonu 3 genu RPS19 a navrzeni sgRNA pro dany exon

Prace byla zaméfena na indukci mutace v konkrétnim misté exonu 3 genu RPS19
kodujiciho ribosomalni protein malé podjednotky ¢islo 19 (Ribosomal protein subunit 19) a to
pomoci metody CRISPR/Cas9. Pro tento ucel byly navrzeny oligonukleotidy pomoci online
softwaru ChopChop (chopchop.cbu.uib.no), které ve své sgRNA podob¢ navadéji protein Cas9
k cilové sekvenci. Cas9 je spole¢né s oligonukleotidy exprimovan z jednoho vektoru (PX458)
a tvofi se ribonukleoproteinovy komplex, ktery je schopen pterusit dvouvlaknovou DNA

V pozadovaném misté.

4.3 Priprava vektoru PX458 a klonovani SgRNA oligonukleotidi

Pro ucely této prace bylo nutné piipravit funkéni plazmid PX458 vloZzenim navrzenych
oligonukleotidii, které koduji SQRNA a namnozit kultivaci v bakteriich. Bakterie nesouci
prazdny konstrukt (PX458) byly dodany firmou Addgene ve form¢ vpichu bakterialni kultury
do sikmého agaru.
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4.3.1 Kultivace bakterii a izolace plazmidu PX458

K namnozeni dodaného vektoru byla pfipravena tekuta kultura bakterii Escherichia coli

kmene Stbl3, ze které byl nasledné cilovy vektor izolovan pomoci kitu HiSpeed Plasmid Midi

Kit (Qiagen) - Postup 1 (navod vyrobce byl ¢aste¢né upraven).

Postup 1: 1zolace vektoru PX458 z tekuté kultury

1.

10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

Tekuta kultura byla zalozena prenésenim bakterii ze Sikmého agaru plastovou Spickou
do Erlenmayerovy barnky obsahujici 100 ml LB media s 25 pl ampicilinu (100 ng/ml)
a kultivovana v 37 °C po dobu 16 hodin za stalého tfepani (125 rpm).

Objem tekuté kultury byl rozdélen do 50 ml falkon a centrifugovan 15 minut v 4 °C
pii 4500 rpm.

Supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan ve 6 ml chlazeného P1 pufru.

Do falkony byly pfidany 6 ml P2 pufru, nasledné byla smés dikladné promichéna
(pfevracenim 4-6 X) a inkubovana Vv laboratorni teploté po dobu 5 minut.

Do falkony byly piidany 6 ml chlazeného P3 pufru a obsah byl okamzit¢ dukladné
promichan pievracenim, dokud nevznikla bila srazenina.

Patrona s filtrem byla utésnéna pomoci uzavéru, suspenze bakterii I Se sraZzeninou byla
pienesena do patrony a inkubovana 10 minut pii laboratorni teploté.

Kolona QIAGEN-tip 20 byla aktivovana aplikaci 4 ml QBT pufru (samovolny pruchod).
Obsah patrony byl nanesen na filtr aktivované kolony (samovolny prichod).

Kolona byla 2x promyta 10 ml QC pufru (samovolny prachod).

Plazmidova DNA byla eluovana do 5 ml QF pufru (samovolny prachod).

K eluovanému vzorku byly pfidany 3,5 ml izopropanolu o laboratorni teploté, obsah
falkony byl promichan a inkubovan 5 minut v laboratorni teplot¢.

Obsah falkony byl rozpipetovan po 2 ml do mikrozkumavek (2ml).

Mikrozkumavky byly centrifugovany 30 minut pii 15 000 rpm v 4 °C.

Supernatant byl odstranén a vznikly pelet resuspendovan v 0,5 ml 70% chlazeného etanolu.
Vzorky byly centrifugovany 10 minut pti 15 000 rpm v 4 °C.

Supernatant byl odstranén, zbyvajici etanol byl odpafen v laboratorni teploté béhem 10
minut a pelet byl nasledné resuspendovan v 250 ul ddH-O.

Koncentrace izolované plazmidové DNA byla zméfena spektrofotometricky.
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4.3.2 Restrikce vektoru PX458

Po izolaci vektoru nasledovala jeho restrikce enzymem FastDigest Bpil (Bbsl)
a defosforylace enzymem FastAP (alkalicka fosfataza) podle General Cloning Protocol Zhang
Lab, tento krok byl nutny pro nasledné zaligovani cilovych sekvenci. Do mikrozkumavky
(0,2ml) byly pipetovany reagencie podle Tab. 3, poté byly vzorky promichany a stoceny
ve stolni centrifuze. Restrikce probihala 30 min pti 37 °C.

Tab. 3: Reak¢ni smés pro restrikci a defosforylaci vektoru PX458 (1 reakce = 20 ul)

Reagencie Objem [ul]
vektor PX458 1ug

10 U/ul FastDigest Bpil 1

1 U/ul FastAP 1

10 x Fast Digest Buffer 2

ddH20 doplnéno do 20 pl

Produkt restrikce byl rozdélen elektroforetickou separaci v 0,7% agar6zovém gelu/TBE
s GelRed™ za 1 hodinu pfi stejnosmérném napéti 90 V za Gcelem odliSeni stiihaného
a nestithaného vektoru. Dale byl rozstfizeny vektor extrahovan z gelu pomoci kitu QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen) podle navodu QIAquick Spin Handbook (04/2015) - Postup 2.

Postup 2: Extrakce stiihaného vektoru PX458 z agar6zového gelu

1. Pied samotnou extrakci byly zvazeny zkumavky (1,5ml).

2. Gel byl po separaci umistén do UV transluminétoru uréeného pro fezani gelu.

3. Sterilnim skalpelem byl vyfiznut produkt separace ve formé& blocku, umistén
do mikrozkumavky (1,5ml) a zvazen.

4. Vaha agarozového blocku byla zjiSténa odeftenim hmotnosti mikrozkumavky pted
a po vlozeni vyfezaného blocku.

5. Do zkumavky byl ptidan QG pufr v poméru 3:1 vzhledem k hmotnosti gelu, tj. na 100 mg
gelu ptidat 100 pl QG pufru. Nasledné byl vzorek inkubovan v termobloku po dobu
10 minut pii 50 °C. Béhem inkubace byly vzorky promichavany na vortexu, dokud se
bloc¢ek nerozpustil.

6. Nasledn¢ byl ptidan izopropanol v poméru 1:1 k ptivodni vaze gelu
(100 mg gelu : 100 pl izopropanoluy).

7. Sm¢s byla ptenesena na kolonu pro izolaci DNA umisténé ve sbérné zkumavce (2ml).
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8. Kolona byla centrifugovdna 1 minutu pii 13 400 rpm ve stolni centrifuze. Protekly objem
byl odstranén.

9. Na kolonu bylo pridano 750 ul PE pufru a kolona byla opét centrifugovana 1 minutu
pfi 13 400 rpm. Protekld tekutina byla odstranéna.

10. Kolona byla ptenesena do 1,5ml sbérné zkumavky.

11. Plazmid byl nakonec eluovan z kolony pfidanim 50 pl ddH.O a centrifugaci 1 minutu
pti 13 400 rpm. Pro zvySeni vytézku byl krok 11 zopakovan.

12. Koncentrace byla zmétena spektrofotometricky.

4.3.3 Priprava komplementarnich oligonukleotidi

Navrzené jednovlaknové oligonukleotidy bylo nutné hybridizovat do dvouvlaknové
formy. Béhem hybridizace byla také provedena fosforylace na 5°-konci enzymem
T4 polynukleotid kinaza (T4 PNK). Rozpis reakéni smési je v Tab. 4. Po pfipravé reakéni smési
v 0,2ml zkumavce byl jeji obsah promichan na vortexu a stocen na stolni centrifuze.
Oligonukleotidy byly hybridizovany za specifickych podminek: v 37 °C 30 minut, 95 °C
5 minut a poté byla teplota postupné snizovana az na 25 °C a to rychlosti 5 °C/minutu. Nakonec

byla fluorometricky zméfena koncentrace produktt reakce.

Tab. 4: Reak¢ni smés pro fosforylaci a hybridizaci oligonukleotidi (1 reakce = 10 pul)

Reagencie Objem [ul]
100uM oligonukleotid 1 1

100uM oligonukleotid 2 1

10x T4 Ligation Buffer 1

10 U/ul T4 PNK 0,5

ddH.O 6,5

4.3.4 Ligace hybridizovanych oligonukleotidii do vektoru PX458

Ligace oligonukleotidu z kroku 4.3.3 byla provedena dle Tab. 5. Po pfipravé reakéni
smési v 0,2ml zkumavce byl jeji obsah promichan a centrifugovan. Pro kalkulaci liga¢ni reakce
byl pouzit pomér 5:1 (inzert : vektor) a online kalkulator NEBioCalculator™ v 1.6.0.
(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation) Reakce probihala po dobu 18 hodin pti 16 °C. Na

konci inkubace byl enzym inaktivovan 65 °C po dobu 15 minut.
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Tab. 5: Reak¢ni smés pro ligaci oligonukleotidi do vektoru PX458 (1 reakce = 20 pl)

Reagencie Objem [ul]

10x T4 DNA Ligase Reaction Buffer 2

vektor PX458 350 ng

inzert 4,7 ng

400 U/ul T4 DNA Ligaza 1

ddH20 doplnit do 20 pl

Obr. 18: Schéma vektoru PX458
(ptevzato z http://www.axybio.com/crispr_cas9_zai_ti_gou_jian.html)

U6 promoter
G(N)20 gRNA

;;— gRNA scaffold
C@b
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‘bor
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pSpCas9 BB-2A-GFP PX458
9.3kb

Poly(A) —g#®

T2A —'

NLS

U6 promoter — U6 promotor je lidsky promotor pro transkripci gent ve vektoru v lidskych buiikach, G(N)20 grana
— mista restrikce enzymu Bpil (Bbsl) v pozicich baze 245 a 267, CBh promoter — CBh je lidsky promotor
umozhujici expresi geni ve vektoru, DYK (FLAG tag) - znaCka pro chromatografii obsahujici sekvenci
aminokyselin DYKDDDDK to je misto pro $tépeni enterokinazou, NLS (nucler localisation signal) - jaderny
lokaliza¢i signal, Cas9 — gen pro nukleoprotein Cas9, NLS — jaderny lokaliza¢ni signal pro GFP, T2A — signal
pro ribozom K pteskoceni syntézy urcitych aminokyselin — oddéleni produkti translace, EGFP — gen pro GFP,
Poly(A) — Poly(A) oblast, AmpR — gen rezistence proti antibiotiku ampicilin, Ori — pocatek replikace vektoru
pro E. coli.
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4.3.5 Transformace kompetentnich bakterii E. coli kmen DH5a vektorem PX458
Pro namnozeni plazmidového vektoru PX458 se zaligovanymi oligonukleotidy bylo
nutné transformovat kompetentni bakterie E.coli (Postup 3), vytvofit tekuté kultury a nakonec
cilovy vektor izolovat.
Postup 3: Transformace chemicky kompetentnich bakterii teplotnim Sokem
1. Kompetentni bakterie E.coli DH5a byly rozmrazeny na ledu.
2. 4 ul ligacni smési byly pfidany k bakteriim a obsah zkumavek byl lehce promichat
Spickou.
3. Suspenze byla inkubovana na ledu po dobu 30 minut.
4. Transformace teplem byla provedena inkubaci smési v termobloku pii 42 °C po dobu
30 sekund.
5. Zkumavky s bakteriemi byly okamzité zchlazeny na ledu.
6. Nasledné¢ bylo pfidano 250 pl tekutého LB média k samotné suspenzi bakterii,
nasledovala inkubace po dobu 1 hodiny v 37 °C za neustalého horizontalniho tfepani
(150 rpm).
7. Mezitim byly ptipraveny agarové plotny s LB médiem a ampicilinem (100 ng/ml)
V Petriho miskach a to rozvafenim 0,3 g agaru v 20 ml LB v mikrovinné troubg,
po zchladnuti byl pfidan ampicilin jako selekéni faktor (0,5 pl ampicilinu o koncentraci
100 ng/ml na 1 ml tekutého LB media).
8. Na Petriho misky byl nanesen cely objem transformované bakterialni suspenze
a rozetten sterilni bakteriologickou hokejkou.

9. Petriho misky byly uzavieny a inkubovany dnem vzhutru v 37 °C po dobu 16 hodin.

4.3.6 Priprava konzerv bakterialnich bunék a izolace vektoru

Tekuté kultury bakterii byly pfipraveny a vektor izolovan podle - Postup 1. Konzervy
bakterialnich bun¢k byly vytvotfeny z ptipravené bakterialni suspenze odebranim 750 ul tekuté
suspenze bakterii do mikrozkumavky (1,5 ml) sptidanim 250 pl glycerolu. Suspenze

s glycerolem byla promichana na vortexu a skladovana v -80 °C.

4.3.7 Ovéreni uspésné ligace pomoci sekvenovani

Pro ovéteni uspésné ligace oligonukleotidi do plazmidového vektoru PX458 byla cilova
sekvence amplifikovdna v polymerdzové fetézové reakci (PCR). To pomoci primerd
(CRISPR_oligo_control_FP 1 GACTATCATATGCTTACCGT; CRISPR_oligo_control_RP
2 CGACTCGGTGCCACTTTTTC) navrzenych pro dany usek vektoru zahrnujici misto
zaklonovani oligonukleotidt, které byly vypijéeny ze sbirky UMTM. PCR reakéni smés byla
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ptipravena podle Tab. 6. Obsah byl promichan vortexovanim a centrifugovan. Reakce probihala

podle specifickych podminek, které jsou shrnuty v Tab. 7.

Tab. 6: Reak¢ni smés pro amplifikaci cilové sekvence v PX458 (1 reakce = 20 ul)

Reagencie Objem [ul]
10 x Thermo-Start PCR Buffer 2
25 mM MgCl, 16
10 mM dNTPs 0,4
10 uM CRISPR _oligo_control FP 1 1
10 uM CRISPR _oligo_control_RP 2 1
5U/ul Thermo-Start Tag DNA polymeraza 0,4
Templat 50 ng
ddH20 doplnit do 20 pl

dNTPs = smés deoxyribonukleotidtrifosfati (ATP, TTP, GTP a CTP)

Tab. 7: Specifické podminky pro PCR vektoru PX458

Teplota Cas
95 °C 5 min
95°C 1 min
57 °C 30 sek 35 x opakovani
72 °C 1 min
72 °C 3 min
4°C o

Za ucelem kontorly sekvence zaklonovaného tseku do vektoru byla vyuzita metoda
Sangerova sekvenovani od spolecnosti SeqMe™, proto bylo nutné nachystat vzorky
k sekvenaci purifikaci PCR produktii pomoci kitu QIAquick Mini Elute PCR Purification Kit
QIAGEN podle QIAquick Spin Handbook 11/2006.
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Postup 5: Purifikace PCR produktu

1.

20 pl PCR produktu bylo smichano se 100 ul PB pufru v 2ml mikrozkumavce (v poméru
1:5).

Na QlAquick kolona v 2ml sbérné zkumavky byl nanesen vzorek s PB a centrifugovan
60 sekund pti 13 400 rpm.

Protekly objem byl odstranén a QIAquick kolona umisténa zpét do stejné sbérné
zkumavky.

Pro promyti bylo ptidano 750 pl PE pufru a kolona byla centrifugovana 60

sekund pii 13 400 rpm.

Protekly objem byl odstranén a kolona umisténa zpét do stejné sbérné zkumavky.
Nasledné byla centrifugovana prazdna kolona po dobu 1 min pti 13 400 rpm pro vysuseni
filtru.

Kolona byla umisténa do ¢isté sbérné mikrozkumavky (1,5ml), na filtr kolony bylo
rovnomérné naneseno 20 pl ddH20 a kolona byla centrifugovana 60 s pfi 13 400 rpm.
Protekly eluat byl opét rovnomérné aplikovan na kolonu (opakovani kroku 7).

Koncentrace purifikovaného PCR produktu byla méfena fluorometricky.

Pro kazdy vzorek byly pfipraveny dvé reakéni smési podle Tab. 8. Jedna smés

obsahovala forward primer a druhd reverse primer.

Tab. 8: Slozeni reakéni smési k sekvenaci spole¢nosti SeqMe™ (1 reakce=10 pl)

Reagencie Objem [ul]

10 mM FP 1 nebo RP 2 2,5 ul
purifikovany PCR produkt vektoru 50 ng

ddH20 doplnit do 10 pl

FP = forward primer
RP = reverse primer
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4.4 Transfekce a tfidéni bunék RPE-1

Vektor PX458 nesouci sekvenci kodujici navadéci sgRNA pro protein Cas9 byl vnesen
transfekci do bun¢k linie RPE-1 X-tremeGENE 9 DNA reagentem (Sigma-Aldrich) za G¢elem
indukce zmény vexonu 3 genu RPS19. V lidskych buinkach tento vektor exprimuje
nukleoprotein Cas9 s piislusnou sgRNA, jako reporterovy gen v tomto vektrou slouzi GFP

(angl. green fluorescent protein).

4.4.1 Transfekce bunék RPE-1

Pro tento krok bylo nutné si nachystat do T75 kultivaéni ldhve 2 x 10° bungk v 20 ml
média MEME (+ pen/strep), aby nasledujiciho dne kultivované bunky dosahly konfluence 60
%. Toho bylo dosazeno pasazi T125 kultivacni lahve, bylo vylito medium obsahujici
transfekéni smés a buiiky byly omyty 2 x 5 ml 1 x PBS pufru, nasledné byly buiiky oSetfeny
TrypLE a inkubovany 3 min v inkubatoru pii 37 °C. TrypLE byl neutralizovan 10 ml media.
Deadherované bunky v bunééné suspenzi byly spocitany zatizenim Vi-cell pro analyzu poctu
a viability bun€k. Po pfeneseni piislusného mnozstvi bun€k do T75 kultivacni lahve byl zbytek
bun€k z T125 lahve dale kultivovan. Bunky v T75 urCené nasledujici den k transfekci byly
inkubovany ptes noc v 37 °C a atm. 5,0 % CO..

Nasledujici den dosahovala konfluence bunék urc¢enych pro transfekei v T75 kultivacnich
lakvich 60 %. Transfekéni smés byla piipravena podle protokolu X-tremeGENE 9 DNA
Transfection Reagent a to smichanim 1 ml OptiMEM media (medium bez séra a antibiotik)
laboratorni teploty, 10 pg plazmidové DNA a 30 ul transfekéniho reagentu laboratorni teploty.
Tato smés byla inkubovana po dobu 20 min pii laboratorni teploté. Nasledné byla cela
transfekéni smés aplikovana na buriky a dobfe promichana s kultivaénim médiem. Buiiky byly

dale inkubovany 48 hodin v 37 °C a atm. 5,0 % CO..

4.4.2 Zamrazeni RPE-1 bunék

Zmrazeni bylo provedeno za uc¢elem uchovani zbylych netransfekovanych bunck. Pfi
konfluenci bun¢k nad 80 % byla kultivaéni lahev zpasazovana a deadherované bunky byly
centrifugovany v 12 ml falkon€ 5 min, pii 1620 rpm, v 25 °C. Nésledn¢ byl odsat supernatant
a pelet resuspendovan v 900 pl MEME, takto vnikld suspenze byla nasledné pienesena
do zamrazovaci zkumavky. Na zavér bylo k obsahu zkumavky ptidano 100 ul DMSO, suspenze

byla promichana a uskladnéna v -80 °C.
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4.4.2 Tridéni pomoci FACS

FACS (angl. fluorescence-activated cell sorting) je laboratorni metoda pritokové
cytometrie, kterd umoziiuje hodnocenti a tfidéni bun¢k na zéklad¢ jejich fluorescence pii dopadu
laserového paprsku. Buiiky byly tiidény pomoci fluorescenéniho cytometru BD FASCAria™
Il Mgr. Ivem Frydrychem Ph.D na zakladé¢ jejich fluorescence v zelené oblasti viditelného
svétla po excitaci zafenim o vinové délce 395 nm. Emise zeleného svétla byla ditkazem exprese
vektoru PX458, ktery nesl reporterovy gen pro GFP.

Transfekované bunky z kultiva¢ni lahve T75 byly pasazovany podle 4.4.1 a obsah lahve
byl ptenesen do 50 ml falkony a centrifugovan 5 min, v 25 °C pii 1620 rpm. Nakonec byl
supernatant odsat, pelet bun¢k resuspendovan v 750 ul media MEME (+pen/strep) a tato
suspenze pienesena do kKyvety pro cytometr. GFP-pozitivni bunky byly selektovany do 15ml

falkony a nasledné zpracovany dle postupt v kapitole 4.5.

4.5 Sekvenovani exonu 3 genu RPS19 pomoci metody sekvenovani nové

generace

Metoda sekvenovani nové generace (angl. Next-Generation Sequencing, NGS) umoziiuje
sekvenaci jednotlivych tsektll a je schopna poskytnout data procentudlniho zastoupeni zmén
ve zkoumaném useku DNA. Tato metoda byla pouzita pro zjisténi, zdali komplex Cas9 +
sgRNA zasahl cilovou sekvenci, popiipadé jaké zmény byly vytvofeny V poZadovaném tsek
v ramci exonu 3 genu RPS19. Pied samotnou sekvenaci bylo nutné izolovat genomovou DNA
z vyselektovanych buné€k pomoci kitu DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) podle DNeasy
Blood & Tissue Handbook 07/2006 — Postup 6 a dale ziskat dostate¢ny pocet kopii exonu 3
z téchto bungk k analyze sekvenaci. K tomuto ucelu byly pouzity primery (RPS19_ex3 FP 3
GGGCATTTGGGATATGGGGT; RPS19 ex3 RP 4 GTATGGTTTGTGCCAGGGGT),
vypujéené ze sbirky UMTM, které amlifikovaly tGsek na genu RPS19 o velikosti 250 bp
v¢etné exonu 3 (101 bp). Nakonec bylo nutné PCR produkty purifikovat — Postup 5 a dodat

ve vhodné koncentraci k sekvenaci.

4.5.1 1zolace gDNA z bunék RPE-1 a amplifikace exonu 3 genu RPS19
Postup 6: Izolace genomové DNA z tranfekovanych bunék linie RPE-1
1. Po tiidéni transfekovanych bunék do falkony (15 ml) s 5 ml MEME media (+ pen/strep)
byla falkona centrifugovana v 25 °C pii 1620 rpm, 5 minut.
2. Supernatant byl odsat a pelet resuspendovan v 5 ml 1 x PBS pufru a opét centrifugovan
v 25 °C, 1620 rpm, 5 minut.
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3. Supernatant byl odsat a pelet resuspendovan v 200 ul 1 x PBS pufru a bylo pfidano
20 ul proteinazy K.

4. Suspenze byla pfenesena do mikrozkumavky (1,5ml) a k suspenzi bylo pfidano 200 pl
AL pufru, suspenze byla dukladné promichana na vortexu a inkubovana 10 minut
v 56 °C.

5. Do zkumavky se supsenzi bylo piidano 200 pl etanolu (96-100%) a dukladné
promichano na vortexu.

6. Cely obsah mikrozkumavky byl pfenesen na kolonu DNeasy Mini Spin, ktera byla
umisténa v 2ml sbérné zkumavce a centrifugovana pii 13 400 rpm 1 minutu. Protekly
objem byl odstranén.

7. Na kolonu v nové sbérné zkumavce (2ml) bylo aplikovano 500 ul AW1 pufru, kolona
byla centrifugovana pii 13 400 rpm, 1 minutu. Protekly objem byl odstranén.

8. Na kolonu v nové sbérné zkumavce (2ml) bylo aplikovano 500 ul AW?2 pufru, kolona
byla centrifugovana 14 000 rpm, 3 minuty pro odstranéni zbylého pufru ve filtru kolony.
Protekly objem byl odstranén.

9. Kolona byla umisténa do ¢isté mikrozkumavky (1,5ml), na filter bylo ptidano 50 pl
ddH20, nasledovala inkubace 1 minutu pfi laboratorni teploté, poté byla celkova gDNA
eluovana centrifugaci po dobu 1 minuty pii 13 400 rpm.

10. Pro zvySeni vytéZku byl protekly objem opét pipetovan na kolonu, opakovani kroku 9.
Pro piipravu vzorku bylo nutné amplifikovat ¢ast genu RPS19 nesouci exon 3 podle

genomoveé DNA izolované z transfekovanych bun¢k RPE-1. PCR reakéni smés byla piipravena

podle Tab. 9. Reakce probihala podle specifickych podminek, které jsou shrnuty v Tab. 10.
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Tab. 9: Reak¢ni smés pro amplifikaci cilového useku v genu RPS19 zahrnujici exon 3
(1 reakce 20 ul)

Reagence Objem [ul]
10 x Thermo-Start PCR Buffer 2
25 mM MgCl, 16
10 mM dNTPs 0,4
10 uM RPS19_ex3 FP 3 1
10 pM RPS19_ex3_RP 4 1
5U/ul Thermo-Start Taq DNA polymeraza 0,4
gDNA 50 ng
ddH20 doplnit do 20 pl

dNTPs = sm&s deoxyribonukleotidtrifosfatd (ATP, TTP, GTP a CTP)

Tab. 10: Specifické podminky pro amplifikaci Giseku v genu RPS19 zahrnujici exon 3

Teplota Cas
95 °C 5 min
95°C 1 min
57 °C 30 sek 35 x opakovani
72 °C 1 min
72 °C 3 min
4°C o0

Purifikace PCR produktu byla provedena pomoci kitu QIAquick Mini Elute PCR
Purification Kit (Qiagen) podle QlAquick Spin Handbook 11/2006 - Postup 5. Nasledné byla
zmérena koncentrace preciSténého produktu na fluorimetru Qubit podle navodu vyrobce

a provedena elektorforéza v agarozovém gelu pii napéti 120V po dobu 45 minut.

4.5.2 Priprava knihovny pro NGS z PCR produktu
Knihovny byla pfipravena tagmentaci purifikovaného PCR produktu z podkapitoly
4.5.1. Ptiprava byla udélana podle kitu Nextera XT DNA Library Preparation Kit.
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Postup 7 — Ptiprava knihovny pro NGS
1. Purifikovany PCR produkt byl 100 x fedén.
2. Redény vzorek a reagence zkitu byly pipetovany do 0,2ml mikrozkumavky
podle Tab.11.
Tab. 11: Reakéni smés pro tagmentaci PCR produktu (1 reakce = 10 pl

Reagence Objem [ul]
TD pufr 5
ATM 2,5
pur. PCR produkt 2,5

3. Smeés byla 5x promichéna pipetou a centrifugovana pti 2000 rpm, 1 minutu.

4. Zkumavka byla nechana 5 minut v laboratorni teplot¢.

5. Po tagmentaci byly vzorek neutralizovan 2,5 pl NT pufru, smés byla promichana
pipetovanim a centrifugovana pii 2000 rpm, 1 minutu.

6. Nasledné byla provedena indexa¢ni PCR. Do zkumavky byly jednotlivé reagence
pipetovany podle Tab. 12. Reakce probéhla za specifickych podminek podle Tab. 13.

Tab. 12: Reakéni smés pro indexacni PCR (1 reakce = 12,5 pl)

Reagence Objem [ul]
NPM 3,75
17 index primer (spole¢ny pro vSechny vzorky) 1,25
15 index primer (liSici se pro konkrétni vzorek) 1,25
tagmentovany PCR produkt 6,25

Tab. 13: Specifické podminky pro indexacni PCR

Teplota Cas

72 °C 3 min

95°C 30 sek

95 °C 10 sek

55°C 30 sek 16 x opakovani
72 °C 30 sek

72 °C 5 min

10 °C udrzeni reakce
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7.

Ovéfeni uspéSného probehnuti indexaéni PCR bylo provedenu fluorometricky

na zatizeni Qubit v programu dsDNA HS podle postupu vyrobce.

Po indexa¢ni PCR bylo nutné vzniklé produkty purifikovat pomoci magnetickych

kuli¢ek SPRI (Beckman Coulter) — Postup 8, aby byly ve vzorku pouze produkty pfislusné

velikosti pro sekvenacni analyzu. Pozadovany produkt mél velikost 250 bp piecisténim byl

vzorek zbaven nespecifickych produkti a reagenci z predeslych reakei.

Postup 8 — Purifikace pomoci magnetickych kuli¢ek SPRI

1.
2.

10.

11.

Pted pouzitim byla magnetické kulicky fadné protiepany.

Vzorek byl doplnén ddH20 na koneény objem 50 upl a pteveden do 1,5ml
mikrozkumavky.

K50 pl vzorku bylo pfidano 75 pl roztoku magnetickych kulicek a dokonale
promichano pipetovanim.

Suspenze se inkubovala 3 minuty pii laboratorni teplot¢.

Suspenze v mikrozkumavce byla umisténa do magnetickéo stojanu a nechala se
magnetizovat do vycefeni.

Ciry supernatant byl odpipetovan.

Do zkumavky, ktera byla stale umisténa v magnetické stojanu bylo piidano 180 ul 80%
etanolu.

Etanol byl odsat a zbyly etanol se nechal odpafit.

Mikrozkumavka byla vyjmuta z magnetického stojanu a do ni bylo pfidano 20 pl ddH-0,
uvolnéné magnetické kuli¢ky byly dikladné resuspendovany v ddH-O a tato suspenze
se inkubovala 4 minuty v laboratorni teploté.

Suspenze v mikrozkumavce byla opét umisténa do magnetickéo stojanu a nechala se
magnetizovat do vycCeteni.

Ciry supernatant byl odebréan a skladovén, ten obsahoval piecistény vzorek.

Na zé&vér ptipravy knihovny pro NGS byla provedena kvantifikace precisténych vzorkt

fluorometrickou metodou pomoci piistroje Qubit v programu dsDNA HS podle postupu

vyrobce. V tomto stavu byly knihovny piedany zaméstanci UMTM, ktery piipravu knihovny

dokon¢il.
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4.6 Pouzité chemikalie

Agar (Oxoid, LP0011)

Agardza (Sigma Life Science, 9012-36-6)

Ampicilin (Sigma-Aldrich, 69-53-4)

Deionizovana voda (ddH20)

DMSO (AppliChem Pancreac, 4E013941)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-DMEM (Sigma Life Science, D5546)
Etanol (Penta)

Fast AP-alkalicka fosfataza (ThermoFisher Scientific, EF0651)
FastDigest Bpil (Bbsl) (ThermoFisher Scientific, FD1014)

FastDigest buffer (ThermoFisher Scientific, FD1014)

Fetalni bovinni sérum (Gibco, 10270-106)

GelRed™ (Biotium, 41003)

GeneRuler 1 kb (Thermo Fisher Scientific, SM1331)

Glycerol (Sigma-Aldrich, BC1576)

HyperLadder™ 100 bp (Bioline, BIO-33056)

chlorid hotec¢naty — MgCl, (ThermoFisher Scientific, AB0O908B)
Isopropanol (Lach-Ner)

Loading Dye 6x (ThermoFisher Scientific, R0611)

Luria Broth (LB) Base (Invitrogen, 12790-029)

Magnetické kulicky SPRI (Beckman Coulter, B23318)

Opti-MEM® (Gibco, 31985062)

Smés deoxyribonukleotidi - ANTPs (ThermoFisher Scientific, R0186)
Streptomycin a penicilin (Sigma Aldrich, P4333)

T4 DNA Ligase (New England Biolabs, 101228-176)

T4 DNA Ligase Reaction Buffer + ATP (New England Biolabs, 101228-176)
T4 PNK-polynukleotidkinaza (ThermoFisher Scientific, EK0032)

TBE smés (Duchefa Biochemie)

Thermo-Start PCR Buffer (ThermoFisher Scientific, AB0908B)
Thermo-Start Taq DNA polymeraza (ThermoFisher Scientific, ABO908B)
TrypLE (ThermoFisher Scientific, 12605036)

X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Sigma-Aldrich, 06 366 511 001)
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4.7 Pouzité roztoky a jejich sloZeni

LB médium (250 ml): destilovanavoda ................cooiiiiiia. .
LB Base....cccoviiiiiiiiiiiiici i,
agar (pro tuhé LB médium)............................

1 x PBS pufr: destilovanavoda .................ocooeiiiiinl.
chlorid sodny........ccooviiiiiiiii e
chlorid draselny.............ccooiiiiiiiiiiiiinn,

hydrogenposfore¢nan sodny

dihydrogenfosfore¢nan draselny

pH 7,4

TBE pufr: destilovana voda..................cooiiiiiinnnn.
TBE SMES.....viiiiiiiiiii e,

pH 8,2 - 8,4
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4.8 Pouzité pristroje

Centifuga (Eppendorf centrifuge 5810R)

Flowbox pSafe 1.2 (Bioair)

Flowbox-HERA Safe KS (Thermo Scientific)
Flowbox-MSC advantage (Thermo Scientific)
Fluorometr Qubit 2.0 (Invitrogen)

Hlubokomrazici box U725 Imowa (New Brunswick)
Chlazena centrifuga Rotina 420R (Schoelter)
Inkubator (Thermo Scientific)

Lednice (Bosch)

Lednice (Liebherr)

MikrovInna trouba (ECG)

Nanofotometr (Implen)

Pipetor (Pipetus)

Pipety a Spicky (Eppenorf)

Pocita¢ bunék Vi-Cell XR (Beckman-Coulter)
Sekvenator Illumia (MiSeq)

Sorter FASCAria (

Stolni centrifuga MiniSpin (Eppendorf)

Svételny mikroskop (Olympus IX51)

Termoblok Genius (Major Science)

Termocyklér C1000 (BioRad)

Transluminator pro foceni Li-COR Odyssey Fc + Software Image Studio 2.0
Transluminator pro vyfiznuti z gelu Gel Logic 1500 (Kodac)
Vahy (Sartorius ED4235-OCE)

Vodni lazenn (Memmert WNB)

Vortex (Labnet International, Inc.)

Zdroj ELFO PowerPac HC (BioRad)



5 VYSLEDKY

5.1 Sekvence exonu 3 genu RPS19 a navrZeni oligonukleotidiu koédujici
SgRNA

Pomoci online softwaru ChopChop byly lokalizovany tuseky v exonu 3 v ramci genu
RPS19 (NG_007080) (pozice v genu RPS19 6194-6294) na chromozomu 19 vhodné k editaci
nukleoproteinem Cas9. Vybrané tseky byly umistény nejblize bazim v pozicich 95, 96 a 97
V ramci exonu 3, tento triplet je mistem mutace R56Q u pacientii s Diamond-Blackfanovou
anémii.

Sekvence exonu 3 genu RPS19 se zvyraznénym zdravym tripletem (a) bazi a tripletem nesouci
u pacient s Diamond-Blackfanovou anemii mutaci R56Q (b) (zvyraznény jsou pozice bazi 95,

96 a 97 v ramci exonu 3):

a) Zdravy typ

GTCCGGGAAGCTGAAAGTCCCCGAATGGGTGGATACCGTCAAGCTGGCCAAGCACAAAGAGCTTGCTCCCTACGA
TGAGAACTGGTTCTACACGCGAGCTG

b) Mutovany typ

GTCCGGGAAGCTGAAAGTCCCCGAATGGGTGGATACCGTCAAGCTGGCCAAGCACAAAGAGCTTGCTCCCTACGA
TGAGAACTGGTTCTACACGCAAGCTG

Ze tiinacti lokalizovanych sekvenci, obsahujici PAM sekvenci byly vybrany ctyfi
vhodné cilové sekvence oznaceny ¢isly 3, 4, 5 a 6 na zékladé vzdalenosti od bazi 95, 96 a 97
V ramci genu, piedpovidané Gcinnosti zdsahu v sekvenci, poctu potencidlnich mimocilovych
vazeb navadécich sgRNA, autokomplementarity sgRNA a procentualniho zastoupeni GC (%)

v ramci cilové sekvence, ja je uvedeno v Tab. 14.
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Tab. 14: Vybrané cilové sekvence a jejich vlastnosti

Off-targets .
Oznaceni Cilova sekvence Vlakno | GC (%) Ucinnost
0** 1** 2** 3**
3 ATGGGTGGATACCGTCAAGCTGG + 57 1* 2* 0* 1* 0,55
4 TTTGTGCTTGGCCAGCTTGACGG - 57 3* 0* 0* 1* 0,48
5 TAGAACCAGTTCTCATCGTAGGG - 48 1* | 2% | 0% | 2* 0,44
6 TTGCTCCCTACGATGAGAACTGG + 52 2% | 0% | 2% | 1* 0,51

Off-targets sloupec znazoriiuje *pocet potencialnich mimocilovych vazeb v ramci lidského genomu lidské a **

znazornuje pocet chyb parovani v ramci téchto mimocilovycho ptisobeni. Sloupec ,,V1dkno* udava umisténi
sekvence na vlakné - templatové (-), kodujici (+). Tuéné zvyraznéné jsou PAM sekvence. Konkrétni umisténi a

sekvence identifikovanych vazebnych mist jsou uvedeny v Ptilohy — 10.2.

Navadéci sgRNA pro vSechny cilové sekvence nevykazovaly zadnou
autokomplementritu, jejich self-complementary index byl 0. Na zaklad¢ orientace vlakna cilové
sekcence byly pak navrzeny a objednany oligonukleotidy, kodujici navadéci sgRNA.

Schéma 1: Cilové sekvence navadéci sgRNA v ramci exonu 3 (5°-3)
a) Cilova sekvence sgRNA kodovana oligonukleotidem 3

GTCCGGGAAGCTGAAAGTCCCCGAATGGGTGGATACCGTCAAGCTGGCCAAGCACAAAGAGCTTGCTCCCTACGA
TGAGAACTGGTTCTACACGCGAGCTG

b) Cilova sekvence sgRNA kodovana oligonukleotidem 4
(Pozn.: cilova sekvence s PAM sekvenci je v tomto piipad€ na nekddujicim vlakng, zvyraznéna je k ni komplementarni
sekvence na kodujicim vlakng) +

GTCCGGGAAGCTGAAAGTCCCCGAATGGGTGGATACCGTCAAGCTGGCCAAGCACAAAGAGCTTGCTCCCTACGA
TGAGAACTGGTTCTACACGCGAGCTG

c) Cilova sekvence sgRNA kodovana oligonukleotidem 5
(Pozn.: cilova sekvence s PAM sekvenci je v tomto pfipadé na nekodujicim vlakng, zvyraznéna je k ni komplementarni
sekvence na kodujicim vlakng)

v

GTCCGGGAAGCTGAAAGTCCCCGAATGGGTGGATACCGTCAAGCTGGCCAAGCACAAAGAGCTTGCTCCCTACGA
TGAGAACTGGTTCTACACGCGAGCTG

d) Cilova sekvence sgRNA kodovana oligonukleotidem 6

GTCCGGGAAGCTGAAAGTCCCCGAATGGGTGGATACCGTCAAGCTGGCCAAGCACAAAGAGCTTGCTCCCTACGA
TGAGAACTGGTTCTACACGCGAGCTG

Pozn.: Sipky znazoriuji predpokladana mista stiihu proteinem Cas9, podtrzené sekvence jsou cilové sekvence

navadéci sgRNA
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Po lokalizaci prislusnych cilovych sekvenci a analyze, jak protein Cas9 interaguje

s danou sekvenci DNA, byly navrzeny oligonukleotidy s adaptory pro snadné zaklonovani
do vektoru PX458 podle Tab. 15.

Tab. 15: Sekvence oligonukleotidu s pfidanymi lepivymi konci

Oznaceni | Sekvence (kodujici vlakno vektoru: 5'-3") | Sekvence (templatové vlakno: 5'-3")

3 CACCGATGGGTGGATACCGTCAAGC | AAACGCTTGACGGTATCCACCCATC

4 CACCGTTTGTGCTTGGCCAGCTTGA |AAACTCAAGCTGGCCAAGCACAAAC
5 CACCGTAGAACCAGTTCTCATCGTA |AAACTACGATGAGAACTGGTTCTAC

6 CACCGTTGCTCCCTACGATGAGAAC |AAACGTTCTCATCGTAGGGAGCAAC

Ptidané adaptérové konce jsou zvyraznény cervené, kddujici oligonukleotidy pro sgRNA jsou Cerné.

Obr. 19: Vazba sgRNA kodovana oligonukleotidem 3 na cilovou sekvenci

chromozom 19

gen RPS19 exon 3

cilovy usek DNA

PAM

5! 3
GTCCGGGARGCTGAAAGTCCCCGRATGEETGEATACCGTCAAGCTGGCCARGCACARAGAGCTTGCTCCCTACGATGAGARCTGETTCTACAC GC GAGCTG

31 5

CAGGCCCTTCGACTTTCAGGGGCTTACCCACCI‘ATGGCAGTTCGACCGGTTCGTGTTTCI‘CGAACGAGGGATGCTACTCJTTGACCAAGATGTGCGCTCGAC
VLl
[ITGCICCCIACGATGAGAAC|GUUUUAGAGCUAG

sgRNA L 1
GUUCARCUATUGCCUGATCGGRATARARTY CGAUA
20 GaR
ARAGUGGCACCER Cas9
G
3 'yuuuuuceueeCy

Cilovy usek na exonu 3, ktery obsahuje PAM sekvenci (Cervené) je znazornén zluté. Navadéci ¢ast sgRNA

kodovana oligonukleotidem 3 je ohrani¢ena modie. Mista stiihu proteinu Cas9 jsou vyznacena ¢ervenymi Sipkami.

5.2 Priprava vektoru PX458 a klonovani DNA kodujici sgRNA

5.2.1 Izolace vektoru PX458
Vektor byl izolovan ze 100 ml piesno¢ni kultiry E.coli kmene DHS5a kitem HiSpeed

Plasmid Midi Kit (Qiagen). Koncentrace izolovaného vektoru v roztoku o objemu 250 pl byla

zméfena spektrofotometricky. Namétfena hodnota koncentrace byla 404 ng/ul.

5.2.2 Restrikce vektoru PX458
Restrikce izolovaného vektoru PX458 vektor (404 ng/ul) byla provedena ve 4

opakovanich. V kazdé reakci byl 1 ug (2,475 ul) vektoru osetien restrik¢ni endonukleazou

62




Bbsl (10U/ul) a alkalickou fosfatazou (1U/ul). Produkty restrikce byly rozdéleny
elektroforetickou separaci v agar6zovém gelu pro odliSeni stfihané¢ho a nestfihaného vektoru,
viz Obr. 20. Kruhovy vektor ma velikost 9289 bp. Vektor PX458 po osetfeni ma velikost 9266
bp a je lineérni.

Kruhovy vektor v nadSroubovicovém stavu migruje gelem rychleji nez linearni a nez
kruhovy v rozvolnéném stavu. Na Obr. 20 ve sloupci K+ (pozitivni kontrola) Ize pozorovat
utvofeni bandu znazornujici linearni stav vektoru. V K- (negativni kontrola) sloupci lze
pozorovat band kruhového vektoru v nativnim stavu, ktery migruje v gelu pomaleji kvili jeho
velkému povrchu. Dale ve sloupci Ize pozorovat band vektoru ve stavu nadsroubovice, ten
migruje v gelu rychleji kvili jeho kompaktnimu stavu a tim i mensimu povrchu. Jamky 1 az 4

jsou separované produkty restrikce a defosforylace.

Obr. 20: Produkty restrikce a defosforylace vektoru PX458 s negativni a pozitivni kontrolou

10 000 bp

1000 bp

L= ladder GeneRuler 1 kb, 1-4 separované produkty restrikce, K- = negativni kontrola/cirkularni vektor PX458 —

nativni stav a nadSroubovice, K+ = pozitivni kontrola/linearizovany vektor PX458

Produkty restrikce byly extrahovany zgelu (QIAquick Gel Extraction Kit).

Spektrofotometricky zmétena koncentrace extrahovaného vektoru PX458 byla 35,1 ng/ul.
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5.2.3 Priprava komplementarnich oligonukleotidi

Priprava zahrnovala hybridizaci a fosforylaci navrzenych oligonukleotidt z kapitoly
5.1. Hybridizace a fosforylace danych part oligonukleotidii a konecna koncentrace
dvouvlaknového produktu hybridizace je zahrnuta v Tab. 16.

Tab.16: Koncentrace dvouvlaknovych oligonukleotidl po hybridizaci

Hybridizace a orientace vlaken Koncentrace

5¢-3¢ 3-5¢ dvouvlaknového produktu
CRISPR oligo_ 3 A CRISPR oligo_3B 49,4 ng/ul
CRISPR oligo_4 A CRISPR oligo_4 B 51 ng/ul
CRISPR oligo_5 A CRISPR oligo_ 5B 50 ng/ul
CRISPR oligo_6 A CRISPR oligo_6 B 65,6 ng/pl

5.2.4 Ligace hybridizovanych oligonukleotidi do vektoru PX458, transformace bakterii a

izolace vektoru

Liga¢ni reakce probéhla s 10 pl vektoru PX458 (35,1 ng/ul) osetiené¢ho restrikéni

endonukleazou Bpil a 4,7 ng oligonukleotidu (inzertu) fedéného podle Tab. 17.

Tab. 17: Redéni roztoki oligonukleotidu pro ligaéni smés

Inzert Koncentrace po fedéni 1:9 Objem v liga¢ni reakci
Oligonukleotid 3 4,94 ng/ul 1 ul
Oligonukleotid 4 5,1 ng/ul 0,9 ul
Oligonukleotid 5 5 ng/ul 0,9 ul
Oligonukleotid 6 6,56 ng/ul 0,7 ul

Po ptesnoc¢ni ligaci byly pipetovany 4 ul ligaéni smési kazdé varianty vektoru s danym
inzertem K bakteriim E. coli kmene DH5a a byla provedena pfesnocni selekce na Petriho misce
s ampicilinem. Dale byly pfipraveny negativni a pozitivni kontrola. Pozitivni kontrola byly
bakterie transformované vektorem PX458 bez inzertu. Negativni kontrola byla v podobé
netransformovanych bakterii kultivovanych na v Petriho misce bez antibiotik. Nasledujici den
bylo mozné na v§ech miskach pozorovat narust bilych kolonii.

Tekuta kulttra byla zaloZena odpichnutim jedné kolonie z kazdé¢ Petriho misky bakterii

nesoucich vektor s danym inzertem.
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Po izolaci plazmidové DNA — vektoru ze 100 ml bakterialni suspenze byla vysledna
koncentrace zméfena spektroforometricky na pfistorji NanoDrop. Namétené hodnoty jsou

uvedeny v Tab. 18.

Tab. 18: Koncentrace izolované plazmidové DNA

Vektorem s inzertem Koncentrace
PX458 + oligonukleotid 3 1229,3 ng/ul
PX458 + oligonukleotid 4 1203, 3 ng/ul
PX458 + oligonukleotid 5 1091 ng/ul
PX458 + oligonukleotid 6 1311,5 ng/ul

Jelikoz velikost vystfihnutého fragmentu z vektoru PX458 po plsobeni restrikéni
endonukleazou Bpil byla 23 bp a velikost vlozeného inzertu 25 bp, bylo nutné ovéfit tispésnou
ligaci inzertu Sangerovym sekvenovanim. Zisakné tdaje o sekvencich potvrdily tGspésné

vlozeni vsech oligonukleotidii do vektoru PX458. Vysledky sekvencovani - Pfilohy 10.1.

4.4 Transfekce a tiidéni bunék s naslednou analyzou exonu 3

5.3.1 Transfekce a tfidéni transfekovanych bunék RPE-1

Buiky linie RPE-1 byly transfekovany ve ¢tyfech T75 kultivaénich lahvich, kazda lahev
byla transfekovana vektorem PX458 nesouci jeden ze 4 oligonukleotidi. Pro kazdou lahev
obsahovala tranfekéni smés 10 pg vektoru podle doporuceni vyrobce X-tremeGENE 9 DNA

Transfection Reagentu. Objemy pouzitého vektoru do transfekéni smési jsou shrnuty v Tab. 19.

Tab. 19: Pouzité objemy vektoru PX458 v transfekéni smési

Vektor s inzertem Objem
PX458 + Oligonukleotid 3 8,2 ul
PX458 + Oligonukleotid 4 8,3 ul
PX458 + Oligonukleotid 5 9,2 ul
PX458 + Oligonukleotid 6 7,6 ul

Po transfekci byly buiiky t¥{dény na zakladé intenzity emise zeleného svétla. Uginnost

transfekce je shrnuta v Tab. 20.
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Tab. 20: U¢innost transfekce bunék linie RPE-1 vektorem PX458 + oligonukleotid

Inzert v PX458 Celkovy pocet bundk | Pocet transfekovanych b. | Uginnost [%]
Oligonukleotid 3 9,23.10° 1,65.10° 17,9
Oligonukleotid 4 9,4.10° 2,33 .10° 24,8
Oligonukleotid 5 9,07 . 10° 1,673 .10° 18,4
Oligonukleotid 6 8,7 .10° 1,86 . 10° 21,5

Prumérna Géinnost transfekce 20,65

5.3.2 PCR amplifikace exonu 3 genu RPS19 a purifikace PCR produktu

Z transfekovanych bun¢k byla izolovana genomova DNA (gDNA), ktera nasledné

slouzila jako templat do PCR reakce (4 pro kazdy vzorek). Koncentrace izolované gDNA

a PCR produktu po precisténi jsou uvedeny v Tab. 21.

Tab. 21: Koncentrace izolované gDNA a PCR produkti po purifikaci

DNA z bunék transfekovanych Koncentrace gDNA Koncentrace PCR
vektorem s inzertem produktu po purifikaci
PX458 + Oligonukleotid 3 839 ng/ul 102 ng/ul
PX458 + Oligonukleotid 4 780 ng/ul 89 ng/ul
PX458 + Oligonukleotid 5 440 ng/ul 85,2 ng/ul
PX458 + Oligonukleotid 6 553 ng/ul 88,4 ng/ul

Pro ovéfeni velikosti produktu byla po precisténi provedena elektroforéza v agar6zovém

gelu. Na Obr. 21 je elektorforetogram separovanych produkti PCR genomové DNA.
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Obr. 21: Elektroforetogram separace PCR produktl po purifikaci

1000 bp

300 bp _
200 bp
100 bp

L = ladder HyberLadder 100 bp, 1 = separovany produkt PCR exonu 3 bunék oSetfenych vektorem PX458 +
oligonukleotid 3, 2 = separovany produkt PCR exonu 3 bunék oSetfenych vektorem PX458 + oligonukleotid 4,
3 = separovany produkt PCR exonu 3 bun¢k oSetfenych vektorem PX458 + oligonukleotid 5, 4 = separovany
produkt PCR exonu 3 bunék osetienych vektorem PX458 + oligonukleotid 6
5.3.3 Priprava knihovny pro NGS

Purifikované PCR produkty byly 100x zfedény a tagmentovany. Pro naslednou
indexa¢ni PCR byly vybrany indexové primery, které jsou uvedeny v Tab. 22 (i7 index
spole¢ny pro vSechyn vzorky, 15 index specificky). Koncentrace produktl indexa¢ni PCR jsou
uvedeny v Tab. 23. PCR produkty pro sekvencovani budou nasledné oznaceny c¢isly (3-6)

podle linie bungk, ze kterych sekvence pochazeji.

Tab. 22: Indexaéni primery danych vzorkad

Purifikovany PCR produkt Indexacni primer 17 Indexacni primer i5
3 N703 S505
4 N703 S506
5 N703 S507
6 N703 S508
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Tab. 23: Koncentrace produktii indexa¢ni PCR

Produkt indexa¢ni PCR Koncentrace [ng/ul]
3 25,4
4 23
5 19,4
6 23,2

Koncentrace produktu indexa¢ni PCR po purifikaci na magnetickych kuli¢kach jsou uvedeny
v Tab. 24.
Tab. 24: Koncentrace produkti indexa¢ni PCR po purifikaci

Produkt indexa¢ni PCR Koncentrace [ng/ul]
3 591
4 7,95
5 4,86
6 7,5

5.3.4 Sekvenace exonu 3 genu RPS19 pomoci metodou Next-Generation Sequencing

Sekvenc¢ni analyza amplikont exonu 3 nepotvrdila zvySeny vyskyt zmén v této oblasti
genu RPS19 u 3 ze 4 modifikovanych mist po porovnani s referenénim lidskym genomem
GRCh38/hg38. Podle Tab. 25 pouze konstrukt vektoru PX458 a vlozeného oligonukleotidu 4
vykazoval vznik indel (inzerce/delece) mutace v 6,93 % z celkového poctu 317 196
mapovanych sekvenci. Minimalni hranice procentudlniho zastoupeni zmén byla 5 %. Jiné typy
mutaci touto analyzou nemohly byt analyzovény.

Tab. 25: Vysledky sekvenéni analyzy

Cislo bunééné linie/ oligonuklotidu 3 4 5 6
Procentualni zastoupeni indel mutaci [%] 0 6,93 0 0
Celkovy pocet mapovanych sekvenci 381806 | 317196 | 318610 | 287856

Mnozstvi analyzovanych sekvenci z celkového
98,68 98,48 98,51 98,68

poctu mapovanych sekvenci [%]
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Schéma 2: Oznaceni cilové sekvence sgRNA kodované oligonukleotidem 4 a misto zmény
Vv exonu 3

5'- GTCCGGGAAGCTGAAAGTCCCCGAATGGGTGGATACCGTCAAGCTGGCCAAGCACAAAGAGCTTGCTCCCT
ACGATGAGAACTGGTTCTACACGCGAGCTG -31%

Pozn.: Cilova sekvence sgRNA kodované oligonukleotidem 4 je podtrzena, Sipka znazorfiuje misto stéihu proteinu

Cas9 a zaroven misto nejvyssi ¢etnosti zmén.

Pozorované zmény V sekvenci nastavaly za bazi 41861152 vramci chromozomu 19,

coz odpovida pozici 41. baze v ramci exonu 3 genu RPS19, jak je znazornéno ve Schématu 2.
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6 DISKUZE

Bodova mutace v pozici 96 v ramci exonu 3 genu RPS19 je jedna z mutaci zptsobujici
Diamond - Blackfanovu anémii — onemocnéni kmenovych krvetvornych bun¢k (Cmejla et al.,
2000). Cilem experimentalni ¢asti této prace bylo vytvotit dvouvlaknovy zlom a indukovat tak
NHEJ opravu Vv blizkosti pozice 96 v exonu 3. Tato zména v kddujici oblasti by méla vyvolat
vypnuti (angl. knock-out) genu RPS19. Pro tyto ucely byly navrzeny oligonukleotidy, kodujici
navadéci sgRNA pro protein Cas9. Predpokladanymi cily téchto SgRNAS jsou kodujici ¢i
nekodujici vlakno v ramci exonu 3 podle pritomnosti PAM sekvence nezbytné pro tspésné
navazani proteinu Cas9. Zmény V cilovych usecich exonu by potvrdily spravnou funkci
navadécich sgRNAs a dale by se snimi potencialné dalo pracovat pii zméné sekvence
Vv pozicich 95, 96 a 97 podle konkrétniho navrzeného homologniho templatu.

Po identifikaci vhodnych sekvenci v ramci exonu 3 genu RPS19 v online softwaru
ChopChop a CRISPR design byly vysledky vzajemné srovnany a vzhledem k podobnym
vysledkum byly vybrany konkrétni sekvence.

Usp&sné vlozeni navrzenych oligonukleotidi do vektoru bylo potvrzeno sekvenovanim
podle Sangera (Pfilohy - 10.1). U vSech analyz ¢teni sekvence od forward primeru byly silné
signaly a sekvence byly jasng ¢itelné. Cteni sekvenci od reverse primeri u viech vzork mélo
hor$i rozliSeni signidlu a sekvence musely byt ¢teny manudlné podle vysky kiivek
elektroforetogramu, ale i piesto byla pfitomnost zkoumané sekvence potvrzena.

Dalsi postup zahrnoval transfekci imortalizovanych bunék linie RPE-1 cilovymi
vektory. U¢innost transfekce byla dostadujici vzhledem k velkému poétu bunék, pramémé se
pohybovala kolem 20 %, jak lze vidét v Tab. 20, coZ je dostate¢né vzhledem k relativné obtizné
transfekovatelnosti bunék RPE-1. Obvykle je ptenos DNA do téchto bunék provadén
elektorporaci, jejiz ucinnosti je v fadu jednotek procent (Chiang et al.,2016).

Usek zahrnujici exon 3 genu RPS19 byl amplifikova a separovan v agarézovém gelu,
coz potvrzuje Obr. 21. Elektorforetogram na Obr. 21 znazornuje separaci produktti amplifikace
z genomické DNA. Cilovy usek mél velikost 250 bp, dalsi rozd€lené produkty byly vétsi nez
1000 bp. Jednalo se o nespecifické produkty amplifikace, ne o rozsahlé zmény v podob¢ inzerci
do upravovaného tseku, protoze je velmi nepravdépodobné, aby ke stejnému prodlouzeni doslo
ve vSech liniich bunck, které byly oSetfeny vektory cilené na odliSné oblasti v exonu.
Nespecifické amplifikaci velkych produktli se dalo pfedejit zpfisnénim podminek, jako je

naptiklad: zvySeni teploty hybridizace primert, zkraceni Casu syntézy, snizeni koncentrace
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templatu a primerti zaroven. Amplifikace mohla byt dale zpfesnéna pouzitim polymerazy
s proofreading aktivitou, napiiklad Pfu polymerazy (Lorenz, 2012).

Pied samotnou seckvenaci byly produkty vétsi nez 300 bp odstranény a takto
purifikované produkty byly pouzity k pfipravé sekvenacni knihovny.

Vysledky sekvenovani potvrdily zmény pouze pfi pouziti jednoho ze Ctyt vytvotenych
vektord, a to vektoru nesouciho oligonukleotid 4. Podaftilo se tedy navrhnout jeden funkéni
konstrukt cilici na studovany exon. Divodem neuspésné detekce zmén sekvence v exonu 3
konstrukty s oligonukleotidy 3,5 a 6 muze byt jejich nefunk¢nost v in vivo podminkach. Nebo
do DNA, s tim Ze tyto zasahy zpusobily smrt buniky. PoSkozeni genu RPS19, které vede k jeho
vypnuti, mize totiz zpusobit vznik rakoviny nebo apoptozu (Danilova et al.,2014; Goudarzi et
Lindstrom, 2016). Jedina mutace zptisobena konstruktem nesoucim oligonukleotid 4 nemusela
mit tak zasadni dopad na viabilitu bunky.

Dalsim divodem smrti bun€k mohly byt nespecifické vazby proteinu Cas9 s danym
umisténi dalSich vazebnych mist konstruktu je uvedeno v Ptilohy — 10.2.

DalSim problémem pfi analyze zmén v exonu je skutecnost, ze gDNA byla izolovana
ze suspenze bun¢k, které byly vybrany na zakladé signalu GFP. Dané buniky mohly CRISPR
konstrukt exprimovat, ale samotna exprese vektoru neznamena tvorbu zmény v DNA. Suspenze
tfidénych bun¢k byla tedy sloZena z bun¢k se zménou v sekvenci DNA a bun¢k beze zmény,
to znesnadnilo analyzu konkrétnich zmén v DNA kvili vysokému zastoupeni pfirozené
varianty sekvence. Také je mozné zptisnit podminky tfidéni transfekovanych bunék, vybirat
pouze Zivé builky, které vykazuji vysokou expresi reporterového genu pro GFP, a tim zvysit
ucinnost tohoto kroku (Chiang et al.,2016) nebo by bylo vhodné vytvofit monoklonalni linii
buné¢k na zakladé GFP signalu pomoci pritokové cytometrie (Ran et al., 2013).

Zvysledk nelze wurcit, zdali vpfipadé bunck oSetfenych konstruktem
s oligonukleotidem 4 doslo k vypnuti genu RPS19. Pro potvrzeni tispéSného vypnuti mohla byt
pouzita analyza exprese genu pomoci RT-PCR (PCR s reverzni transkripci) prepisem mRNA
daného genu do cDNA a naslednou kvantifikaci zmén pouZitim specifické proby pro pfirozenou
variantu sekvence v ramci exonu 3 (Lee et al., 2016). Popiipadé by bylo mozné cDNA
osekvenovat a tim zjistit konkrétni zmény v sekvenci (Deltcheva et al., 2011). Dals§i moznosti
detailnéjsi analyzy zmény v pozadované sekvenci je pouziti CRISPR konstruktu spole¢né se
syntetickym homolognim templatem pro homologné fizenou opravu 0 dostatecné minimalni

velikosti (60 bp), aby byl pii pfepisu podle templatu pozménén predevsim triplet na pozici 95.,
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96. a 97. baze v exonu 3. Prepsani konkrétni sekvence do pozadovaného tseku DNA by
umoznilo zaméfit se pouze na pfedem znamou sekvenci, coz by zjednodusilo identifikaci zmén
sekvenovanim (Ran et al., 2013) nebo AS-PCR (angl. allele specific PCR) pro kvantifikaci
bodovych mutaci po zasahu CRISPR konstruktem pomoci fluorescencné znacCenych préb
nasedajici na mozné varianty sekvence (Nazarenko et al., 2002). Vsechny vyse navrhované
postupy je také nutné aplikovat pii studiu mimocilového ptisobeni konstrukti, aby se piedeslo
nezadoucim zménam v genomu buiiky. Pokud jsou po ditkladném ovéfeni konstrukty €inné a
pro bunku bezpecné, 1ze je aplikovat pro tvorbu transgennich organismt. V soucasné dobé se

jiz podobné ovétené konstrukty pouzivaji i pro tvorbu knock-out organizmu (Li et al., 2013).
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7 ZAVER

Experimentalni ¢ast této bakalaiské prace byla vénovana editaci sekvence exonu 3 genu
RPS19 pomoci CRISPR/Cas9 systému V buiikach imortalizované bundéné linie RPE-1. Ctyfi
sekvence oligonukleotidii oznaceny 3, 4, 5 a 6 navadégjici protein Cas9 byly navrzeny na zakladé
analyzy online softwaru ChopChop a tspésné vlozeny do expresniho vektoru PX458.

Buniky RPE-1 byly transfekovany vektory s vlozenymi oligonukleotidy a na zakladé
fluorescence tfidény pritokovym cytometrem. Primérna G¢innost transfekce byla 20,65 %.
Po izolaci genomové DNA a amplifikaci useku zahrnujici exon 3, byla u¢innost konstruktti
vektoru s danymi oligonukleotidy analyzovana sekvenovanim dal$i generace.

Sekvenacni analyza ukézala, ze pouze jeden ze Ctyf konstruktl s navrZenymi
oligonukleotidy, a to vektor s vlozenym oligonukleotidem 4, se da klasifikovat jako funkéni,
tedy kodujici uc¢innou sgRNA navadéjici Cas9 na pozadovanou sekvenci. Jako jediny vytvofil
mutace v podob¢ inzerci ¢i deleci s Cetnosti 6,93 % z celkového poctu 312 374 mapovanych
sekvenci. U zbylych tii konstrukti s oligonukleotidy 3, 5 a 6 nebyly detekovany mutace
V podobé inzerci ¢i mutaci. Pro budouci praci bude vyuzit pouze konstrukt nesouci sgRNA ¢islo
4 a to napf. pii ko-transfekci s pouzitim homologniho templatu. Vypnuti genu konstruktem

s oligonukleotidem 4 se nepodafilo sekvenovanim potvrdit.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3PN
AIDS
AKT2
APOB
AS-PCR
CCR5
cDNA
CoDA
CRISPR
Cas genes
CrRNA
dCas9
DMSO
dNTP
FACS
FLASH
GFP
HAART
HBB
HCV
HDR
HIV
HNH
Indel
iPSC
LDL
NGS
NHEJ
OPEN
PAM
PCR
PLIN1

tripronuklearni

acquired immune deficiency syndrome
(gen pro ser/thr kindzu)

gen pro apolipoprotein B

allele specific PCR

chemokine co-receptor 5
komplementarni DNA

context-dependent assembly

Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats
CRISPR associated genes

CRISPR RNA

nuclease-deficient Cas9

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleotid
fluorescence-activated cell sorting

Fast Ligation-based Automatable Solid-phase High-throughput
green fluorescent protein

highly active antiretroviral therapy

gen koduje podjednotku proteinu hemoglobinu
virus hepatitidy C

homology directed repair

human imunodeficiency virus
nukledzova doména proteinu Cas9
inzerce nebo delece

indukované pluripotentni kmenové bunky
low density lipoprotein

Next-Generation Sequencing
non-nomologous end joining
Oligomerized Pool Engineering
protospacer adjacent motif

polymerdzova fetézova reakce

gen pro perilipinl
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PNK
RNAI
RPE -1
RPS19
RT
RT-PCR
RuvC
RVD
SAM
SAM
SDSA
SgRNA
SORT1
SpCas9
TALEN
TFIHA
TIM
tracrRNA
VLD
WT
ZFN
ZFP

polynukleotidkindza

RNA interference

Retinal pigmented epithelial cells
Human Ribosomal Protein S19
reverzni transkriptdza

PCR s reverzni transkriptdzou
nukledzova doména proteinu Cas9
repeat variable diresidue

Solid-phase assembly method

spacer acquisition motif
synthesis-dependent strand annealing
single synthetic guide RNA

gen pro sortilin 1

Cas9 z bakterie Streptococcus pyogenes
Transcription Activator Like Effector Nuclease
transkrip¢ni faktor I1TA

target interference motif
trans-activating crRNA

very low density

wild type

zinc finger nuclease

zinc finger protein
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10 PRILOHY

10.1 Ovéreni ligace oligonukleotidi do vektoru PX458 sekvenovanim

Pro ovéfeni uspésného vlozeni navrzenych oligonukleotidi do vektoru PX458 byla
provedena sekvenace Useku na vektoru, ktery obsahoval misto stiihu restrikéni endonukleazy
Bpil. Nasledujici vystupy ze Sangerova sekvenovani jsou vyhodnoceny programem BioEdit.

Obr. 22: Sekven¢ni analyza vektoru nesouci oligonukleotid 3 — forward primer 1 (5°-3° vlakno)

TATATAT CTT GT GGA AGG/CGAANCACCG ATG £ 5 TTAGAGCTAGAAAT
20 30 40 50 60 70 80

Yoo

Obr. 23: Sekven¢ni analyza vektoru nesouci oligonukleotid 3 — reverse primer 2 (3°-5° vlakno)

CT TGCTAT TTCTAGCT CTAPAACRMMWG ACR GYRWCYCCCATCHGGTGTTTCGICCT TTOCACAA
20 30 40 50 60 70 80

L u«n-{b,.,a.uuuuhumuum 0

Na zakladé¢ vysky pika Ize urCit sekvenci zajmu. Sekvence podle pika je

AAACGCTTGACGGTATCCACCCATC.
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Obr. 24: Sekvencni analyza vektoru nesouci oligonukleotid 4 —forward primer 1 (5°-3° vlakno)

STATAT CT T GT GGA AGG/CGAAMCACCGTTT GT GCT TGGCCAGC TTGAGTTTTAGAGCTAGAAX
20 30 40 50 60 70 80

i

Obr. 25: Sekvenéni analyza vektoru nesouci oligonukleotid 4 — reverse primer 2 (3°-5° vlakno)

T GCTAT TTCTAGCTCT PAAOWRA GORGOCSAAS TACAAACIGGTGT TTCGTCCTT TCCAC
20 30 40 50 60 70 80

e !.lzh..h}.‘,\‘, 0y Ahhhlhdlhu

Na zékladé vysky pikd lze urCit sekvenci zdjmu. Sekvence podle piki je
AAACTCAAGCTGGCCAAGCACAAAC.

Obr. 26: Sekvenéni analyza vektoru nesouci oligonukleotid 5 —forward primer 1 (5°-3° vlakno)

TATATAT CT T GT GGA AGGCGAANCACCGT AG AAMCCAGT TCTCATCGTAIGT TTTAGAGCTAGAAAT
20 30 40 50 60 70 80

| ! AL,&MMM -“MN !
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Obr. 27: Sekvencni analyza vektoru nesouci oligonukleotid 5 — reverse primer 2 (3°-5° vlakno)

TTGCTATT TCTAGCT CTAAAACTACR AT SAS ARMYGGT TCTACIGGTGTTTCGTCCT TTCCAC
20 30 40 50 60 70 80

Na zékladé¢ vysky pikd lze urCit sekvenci zajmu. Sekvence podle piki je
AAACTACGATGAGAACTGGTTCTAC.

Obr. 28: Sekven¢ni analyza vektoru nesouci oligonukleotid 6 —forward primer 1 (5°-3° vlakno)

ATATAT CT T GT GGA AGG/CGAAMNCACCGT TGCTCCCTACGAT GAGAACIGT TTTAGAGCTAGAA
20 30 40 50 60 70 80

a1

Obr. 29: Sekvenc¢ni analyza vektoru nesouci oligonukleotid 6 — reverse primer 2 (3°-5° vlakno)

CT TGCTATT TCTAGCT CTAPAACGT TCWEM CS TAS GGAGCAACIGGTGTTTC GI'CCT TTCCACAA!
20 30 40 50 60 70 80

Na zékladé¢ vysky pikd lze wurcit sekvenci z4jmu. Sekvence podle pikl je

AAACGTTCTCATCGTAGGGAGCAAC.
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10.2 Nespecifické ptisobeni sgRNAs navrzenych oligonukleotida

Pomoci softwaru ChopChop byly identifikovany ¢asti genomu, které mohou byt danym

konstruktem potencidlné zasazeny. V tabulkach nize jsou uvedeny detaily k moznym cilim

ptipravenych konstrukta.

Tab. 26: Identifikovana mista piisobeni konstruktu nesouciho oligonuklotid 3

Sekvence oligonukleotidu 3 kdédujici piislusnou sgRNA

ATGGGTGGATACCGTCAAGCTGG (5°-39)

Identifikované sekvence

Umisténi v genomu

Pocet nesparovanych bazi

Sekvence (5°-3°)

chr19:41861136

0

ATGGGTGGATACCGTCAAGCTGG

chr20:18504728

1

ATGGGTGGACACCGTCAAGCTGG

chr5:53413920

1

ATGGGTGGACACCGTCAAGCTGG

chr6:110562495

3

CCAGITTGOtGGTATCCACCCAT

Cervené je zndzornéna cilova sekvence navrzené¢ho oligonukleotidu 3, modie pak PAM sekvence. Mala pismena

znazornuji misto, kde nedochazi k parovani s sgRNA daného konstruktu.

Tab. 27: Identifikovana mista pisobeni konstruktu nesouciho oligonuklotid 4

Sekvence oligonukleotidu 4 kodujici ptislusnou sgRNA (5°-3°)

TTTGTGCTTGGCCAGCTTGACGG

Identifikované sekvence

Umisténi v genomu

Pocet nesparovanych bazi

Sekvence (5°-3°)

chr19:41861147

0

CCGTCAAGCTGGCCAAGCACAAA

chr20:18504739

0

CCGTCAAGCTGGCCAAGCACAAA

chr22:30301225

3

CCGTCAAGGTGGGCAAGGACAAA

chr5:53413931

0

CCGTCAAGCTGGCCAAGCACAAA

Cervené je zndzornéna cilova sekvence navrzeného oligonukleotidu 4, modie pak PAM sekvence. Mala pismena

znazoriuji misto, kde nedochazi k parovani s sgRNA daného konstruktu.
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Tab. 28: Identifikovana mista pisobeni konstruktu nesouciho oligonuklotid 5

Sekvence oligonukleotidu 5 kodujici ptislusnou sgRNA (5¢-3)

TAGAACCAGTTCTCATCGTAGGG

Identifikované sekvence

Umisténi v genomu | Pocet nesparovanych bazi Sekvence (5°-3°)
chrl:113169117 3 CCCTgttATGAGAACTGGTTCTA
chrl14:34568966 1 TACAACCAGTTCTCATCGTAGGG
chr19:41861179 0 CCCTACGATGAGAACTGGTTCTA
chr20:18504771 1 CCCTACGITGAGAACTGGTTCTA
chr5:53413963 3 CCCTgtGATGAaAACTGGTTCTA
chrl:113169117 3 CCCTgttATGAGAACTGGTTCTA

Cervené je znazornéna cilova sekvence navrzené¢ho oligonukleotidu 5, modie pak PAM sekvence. Mala pismena

znazornuji misto, kde nedochazi k parovani s sgRNA daného konstruktu.

Tab. 28: Identifikovana mista ptisobeni konstruktu nesouciho oligonuklotid 6
Sekvence oligonukleotidu 6 kodujici ptislusnou sgRNA (5°-3°)

TTGCTCCCTACGATGAGAACTGG

Identifikované sekvence

Umisténi v genomu | Pocet nesparovanych bazi Sekvence (5°-3)
chrl:113169112 3 TTGCTCCCTgUtATGAGAACTGG
chr10:45073416 2 CCAGTTCTtATCGTAGGCAGCAA
chrl4:34568971 0 CCAGTTCTCATCGTAGGGAGCAA
chr19:41861174 0 TTGCTCCCTACGATGAGAACTGG
chr20:18504766 2 TTcCTCCCTACGITGAGAACTGG
chrl:113169112 3 TTGCTCCCTgUtATGAGAACTGG

Cervené je znazornéna cilova sekvence navrzeného oligonukleotidu 6, modie pak PAM sekvence. Mala pismena

znazornuji misto, kde nedochazi k parovani s sgRNA daného konstruktu.
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