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SOUHRN

Bakalarska prace se vénuje regulaci genové exprese pomoci CRISPR interference
(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats). Soucasna CRISPR/Cas9
technologie vyuzivajici single-guide RNA (sgRNA) a endonukledzu Cas9 je odvozena
od prokaryotniho imunitniho systému branici builku pfed napadenim proti cizorodému
genetickému elementu. Technologie je hojné vyuzivana v oblasti editace genomu, jelikoz
pomoci jediné molekuly sgRNA, ktera ma sekvenci komplementarni k sekvenci genu naseho
zajmu, jsme schopni diky endonukleaze Cas9 specificky narusit oblast DNA pravé v tomto
misté. Ve védeckém svéte je jiz pouzivand i modifikovana verze endonukleazy Cas9, ktera se
oznacuje jako dCas9 (dead Cas9), ktera na rozdil od modifikace molekuly DNA jen reguluje
expresi daného genu. Gen tedy mizeme bud’ aktivovat, nebo inhibovat s pouzitim pfislusnych
aktivacnich a inhibi¢nich domén navazanych na dCas9.

Nukleosidovy derivat PNH 173 je latka, ktera vyznamné ovliviiuje proliferacni
vlastnosti nadorovych bunécnych linii. K odhaleni molekularnich cila daného nukleosidového
derivatu byla pouzita data z CRISPR inaktivacniho screeningu, ve kterém bylo vyuzito spojeni
proteinu dCas9 s inhibi¢ni doménou KRAB (Kriippel associated box). Smyslem shromazdéni
poznatki o CRISPR aktivaci je potencialni pouziti metody ke srovnavacimu CRISPR
aktivaCnimu screeningu, ktery by slouzil primarné k odhaleni mechanismu rezistence

potencialnich antineoplastickych 1é¢iv.
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SUMMARY

This bachelor thesis focuses on the regulation of gene expression by CRISPR (Clustered
regularly interspaced short palindromic repeats) interference. The current CRISPR/Cas9
technology using single-guide RNA (sgRNA) and Cas9 endonuclease is derived from the
prokaryotic immune system defending the cell from an attack against a foreign genetic element.
The technology is widely used in the field of genome editing, as by using a single molecule of
sgRNA - which has a sequence complementary to that of the gene of our interest - we can cut
aregion of DNA at this specific location thanks to the Cas9 endonuclease. A modified version
of Cas9 endonuclease, called dCas9 (dead Cas9), is already being used in the scientific world,
which, unlike cutting a DNA molecule, only regulates the expression of the genes. The gene
can, therefore, be either activated or inhibited using the appropriate activation and inhibition
domains linked to dCas9.

The nucleoside derivative PNH 173 is a chemical compound significantly affecting the
proliferative properties of cancer cell lines. Data from a CRISPR inactivation screen was used
to uncover the molecular targets of the nucleoside derivative, in which the fusion of the dCas9
protein to the Kriippel associated box (KRAB) inhibitory domain was utilized. The purpose of
collecting more theoretical information about CRISPR activation is to potentially use this
method to perform a comparative CRISPR activation screen to uncover the mechanism of

resistance toward studied compounds.

il



Prohlasuji, ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné pod vedenim Mgr. Agaty

Kubigkové, Ph.D. a s pouzitim zdroji uvedenych v zavéru prace.

V Olomoucidne ................. Podpis: ...l

il



PODEKOVANI

Timto bych chtéla podékovat mé vedouci bakalarské prace Mgr. Agaté Kubickové,
Ph.D. z Ustavu molekularni a translaéni mediciny za odborné vedeni, praktickou pomoc
aveSkeré rady, kterymi mé doprovazela béhem experimentd a psani zavéreCné prace.
Podgkovat bych chtéla také Ustavu molekularni a translatni mediciny za umoznéni prace
v jejich laboratofich a Ing. Rastislavu Slavkovskému, Ph.D. a Mgr. Patricii Zizkovicové
za zpracovani sekvenacnich dat.

Tato studie byla podpofena Ministerstvem Skolstvi, mladeze a t&lovychovy CR
(Evropska infrastruktura translaéni mediciny EATRIS-CZ-LM2023053 a Narodnim tstavem
pro vyzkum nadori — program EXCELES, ID projektu ¢. LX22NPO5102, financovany
Evropskou unii - Next Generation EU).

V neposledni fade jsem vdécna a dékuji za podporu mych pratel a rodiny béhem celého

studia.

Y



OBSAH

T UVOD oo s 1
2 CILE PRACE ...ooorvvvveieseeeis et sesse s e 2
3 LITERARNI PREHLED..........coiutumiitiesressesessseessessses st sessis e sesssesesss s sssnones 3
3.1 CRISPR/CASY .....oiiiiieieie ettt sttt s st et eaae s s e esaesaaeeaae e 3
B 1.1 HASEOTIE ... cuveieiuieee et ee et e ettt e e ettt et e et eabe e et ee st e eeeaaeeesabeeesaaeessaaeeesaae e saaeeenaaesensaeeenns 3
3.1.2 Obecna charakteristika CRISPR SYSt€mu ........c.ceoueeieeiiinniiinieiiiiiiiiiie i 4
3.1.3 CRISPR/Cas9 systém tidy IL......cccceririiiiiiiiiiiiiii it 6
3.2 Endonukleazy a jejich rizné druhy ..........ccccccceviviiiiiiniiiiiiiiicee e 7
3.2.1 ENdOnuKIEAZA Cas9 .......ccuevierieeieeiieniieiiieiiee ettt s 8
3.2.2 ENndonuKI€aza CPIT1 ....c.eoeuieiiiiiieeieceieieeesee ettt 9
3.2.3 ENdONUKIEAZA C2C1 ..ouvioiiiiiiieiie ettt s 10

3.3 Vyuziti CRISPR/CAST ....ccviiiiiiiiiiiiiii ittt 11
3.3.1 GMO vytvoiené pomoci CRISPR/CasO .........ccccooviiiiiiiiiiiiiicii s 11
3.3.2 Aktivace exprese pomoci dCas9 SYyStEMU .........cceeiuiiiiiiiiiiiiniiiciie s 12

3.4 RNA INEEITEIEICE ....veeevieeeiie ettt ettt et ettt sabn e sabe e saae e saae e saae e e eabeees 15

4 MATERIAL A METODY ...oocoomiiiiimneriseeeeessees s sssesssee s sssses s sessessssesssssesssssssosssssenns 17
4.1 Biologicky MAterial .........cceeuieieieiiieeiecie sttt 17
4.2 Pouzité chemikalie, SOUPTavy @ rOZtOKY .......cccuerieviiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
4.3 Seznam pouzitych pristrojil @ ZafiZen .........ccceueruivuiiiiiiiiiiiiecice s 19
4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci poStUPY .........cccceevevimiiiniiiieniineniieicieeciens 20

4.4.1 Identifikace molekularnich cilti nukleosidového derivatu PNH 173 pomoci

genetického celogenomoveEho SCreeNINGU ..........ccccveviiuiiiiiiiniiiiee s 20
4.4.2 Detekce sgRNA v transdukované bunécné linii K562 dCas9 KRAB ..................... 22
4.4.3 Izolace proteinu a jejich detekce za pouziti Western blottingu ..o 25

5 VYSLEDKY ..ooioooiitumeisnmeeesesessesessessssesssssessssses s ssssssesesasssssss oo sonsnns 29

5.1. Selekce bunééné linie K562 dCas9 KRAB a kontrola exprese proteinu dCaso............ 29



5.2. Transdukce bunécné linie celogenomovu sgRNA knihovnou .........ccccceeviiiiiincnnnne. 29

5.3. Identifikace molekularnich cilti nukleosidového derivatu PNH 173 pomoci

sekvenovani na Illumina platforme............ccooeeeriiiiiiiniininiice e 30

O DISKUSE ...ttt ettt ettt st sa s a s e ea e ssea e sasnte e erees 32
6.1 Vlastnosti a funkce molekularnich cilti testované latky PNH173 ..........ccooiiiiinnnnnnne. 32
0. 1.1 KIF24 ...ttt st st st s st en s s r e 32
6.1.2 RDHITO ..ttt sttt s st a e 32

O. 1.3 PHEKB ...ttt ettt s st et s sa s 33

6.2 Vlastnosti a funkce geni podmiriujicich rezistenci vici testované latce PNH 173........ 33
6. 2.1 BENDD3 ..ottt ettt ettt sttt st et ettt et et et se et e sa e eh e e 33
6.2.2 HIBADH ..ottt sttt st sttt s en s ae e enees 34

T ZAVER ..ottt et 35
S LITERATURA ...ttt ettt e e ettt e e e e e st as e teee s st abaeaeeeee s ennannnes 36

vi



SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

3HiB
AD
AsCpfl
atRA
CGI
Cpfl
CRISPR
CRISPRa
CRISPRIi
crRNA
dCas9
DSB
GMO
gRNA
hATTR
HDR
HNH
HSF1
KRAB
LbCpfl
MCP
MS2
NGS
NHEJ
p65AD
PAM
PHK
PHKB

PIC

3-hydroxyisomaselna kyselina

aktiva¢ni domeéna (Activation Domain)

Cpfl z Acidaminococcus sp

kyselina all-trans-retinova

CpG Island (CpG ostrvoy)

CRISPR z Prevotella a Francisella

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
CRISPR-mediated gene activation

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats Interference
CRISPR RNA

dead Cas9

dvouvlaknové zlomy (DNA Double-Strand Breaks)
geneticky modifikované organismy

guide RNA

hereditarni transthyretinova amyloidoza (Hereditary transthyretin amyloidosis)

homologni rekombinace (homology-directed repair)
Endonukleazova doména obsahujici histidinové a asparaginové zbytky
heat-shock factor 1

Krippel-associated box

Cpfl z Lachnospiraceae bacterium

MS?2 coating protein

bakteriofag MS2

sekvenovani nové generace (New Generation Sequencing)
non-homologous end joining

P65 subunit activation domain

Protospacer Adjacent Motif

fosforylaza kinaza

regulacni podjednotka Beta fosforylazy kinazy (Phosphorylase Kinase
Regulatory Subunit Beta)

.....

vii



PRC2
pre-ctRNA
PTA
RDH10
RISC
RNAi
RNP
Rta
RuvC
SaCas9
SAM
ScFV
SDN
sfGFP
sgRNA
shRNA
siRNA
SpCas9
SPH
SSN
TALEN
TLR
tracrRNA
ZFN

Polycomb Repressive Complex 2
prekurzorova crRNA

programovatelny transkripcni aktivator
retinol-dehydrogenaza 10
RNA-induced silencing complex

RNA interference
ribonukleoproteinovy komplex

R transaktivator viru Epstein-Barrové
endonukledzova doména Cas9

Cas9 z Staphylococcus aureus
Synergistic activation system
jednovlaknovy variabilni fragment (Single-chain fragment variable)
site-directed nucleases

Superfolder GFP

single-guide RNA

short-hairpin RNA

malé interferujici RNA (short-interfering RNA)
Cas9 z Streptococcus pyogenes
SunTag-p65-HSF1

site-specific nucleases

transcription activator-like nukleazy
toll-like receptor

trans-activating CRISPR RNA

zinc-finger nukleazy (Zinc-finger nucleases)

viii



SEZNAM OBRAZKU
Obrazek 1: Obecny mechanismus CRISPR/Cas systému u prokaryot

Obrazek 2: Rozpoznani ciziho genetického elementu systémem CRISPR/Cas

Obrazek 3: Princip fungovani opravnych mechanismtt NHEJ a HDR

Obrazek 4: Zpusoby regulace genové exprese pomoci technologiim odvozenych od
CRISPR/Cas9 systému

Obrazek 5: Schéma pracovniho postupu pfi identifikaci molekularnich cilti nukleosidového
derivatu PNH 173 (A) a struktura latky PNH 173 (B)

Obrazek 6: Schéma znazorfiyjici sekvenci kazety s sgRNA vlozené v genomu bunék a vazbu
primert ke vneseni adaptert a indexti pro NGS

Obrazek 7: Vysledek Western blottingu detekujiciho expresi dCas9 proteinu u bunééné linie
K562 dCas9 KRAB

Obrazek 8: Vysledek detekce a separace PCR produktii ziskanych cilenou amplifikaci sgRNA
kazety zaclenéné v genomu linie K562 dCas9 KRAB

X



SEZNAM TABULEK

Tabulka 1: Rozpis komponent pro restrik¢ni St€peni pomoci restriktazy Sbfl

Tabulka 2: Rozpis latek na PCR reakci

Tabulka 3: Sekvence pouzitych primert pro PCR reakci

Tabulka 4: Koncentrace DNA ve vzorcich po Ctyfech ovilivnénich latkami DMSO a PNH 173
Tabulka 5: Rozpis latek na piipravu 12% gelu pro SDS-PAGE elektroforézu

Tabulka 6: Rozpis pouzitych primarnich protilatek viici studovanym proteinim



1 UVOD

Eukaryoticky imunitni systém zahrnuje okamzitou detekci a neutralizaci napadajicich
parazitd a cizich antigent prevazné pomoci specifickych protilatek a imunitnich bunék. Diky
bunéénému aparatu a komplexu signalnich drah mizou eukaryota provést efektivni imunitni
reakci proti cizimu elementu napadajici buriku.

AvSak 1 v prokaryotickych organismech se nachazi velmi sofistikovany adaptivni
imunitni systém chranici buriku pfed puvodci napadeni (Sorek er al., 2013). CRISPR
(Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) je mechanismus, kterym se bakterie
a archea brani proti fagovym infekcim a pienosu ciziho genetického materialu. Tyto organismy
inkorporuji fragmenty cizi DNA do CRISPR lokusu pfitomném v jejich genomu a tim umozni
rychlé rozpoznéani a eliminaci pii budoucim napadeni. V prokaryotnim imunitnim systému
hraje dilezitou roli zejména nukleaza Cas9.

Existuje nékolik prokaryotnich CRISPR-Cas systémi, nicméné k ucelim genetického
inzenyrstvi a k cilené genové editaci je vyuzivan jen CRISPR typu II. Zminény typ vyuziva
malé RNA molekuly (pfedev§im crRNA a tractrRNA), aby co nepfesnéji navedly nukleazu Cas9
ke specifickému mistu v genomu, coz je sekvence komplementarni k crRNA. Cas9 nukleaza
muize byt vyuzita napfiklad k aktivaci nebo represi exprese konkrétnich gent nebo k vizualizaci

ee,

specifickych mist v genomu zijicich bunék (Czarnek, Bereta, 2016).



2 CiLE PRACE
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 CRISPR/Cas9

CRISPR je technologie umoziiujici editaci gent, a sice korekci vad v genomu
Ci tzv. zapnuti a vypnuti gend v burikach a organismech. Je to metoda velmi rychla, levna
arelativné snadna. Ve védeckém svété je jiz obecné znamo, ze CRISPR/Cas9 technologie
je schopna napravit poskozenou DNA napt. v mySich modelech a vylécit je tak z geneticky
podminénych onemocnéni. Dokonce je toho schopna podobnym mechanismem i u lidskych
embryi. CRISPR/Cas9 technologie vyuziva pouze dvou komponent, a to guide RNA
a endonukleazu Cas9 (Redman et al., 2016).

3.1.1 Historie

Prokaryota si vyvinula n€kolik obrannych mechanismt, aby se dokazala ochranit pred
konstantni hrozbou, predstavovanou rozli€nymi patogeny jako napt. bakteriofagy a exogennimi
genetickymi elementy (Nussenzweig, Marraffini, 2020). V rozmezi let 1990 — 2000 probihalo
rozsahlé sekvenovani bakterialnich a archalnich genomu, v némz taktéz doslo k odhaleni
CRISPR lokusu a jeho podrobnéjsimu popsani (Han, She, 2017).

Objev CRISPR spolecné s Cas proteiny je jednou z nejptevratnéjsich udalosti v moderni
biologii. Neni proto divu, Ze se aktudlné CRISPR/Cas vyuziva zejména k editaci genomu a ke
genetickému inZenyrstvi. Navic pomohl mnoha védcim pokrocit v pochopeni a k odstartovani
genovych terapii tykajici se Siroké Skaly lidskych nemoci a kidentifikaci genetickych
onemocnéni a jejich mechanismt (Lino et al., 2018).

Prvni neobvyklé opakujici se sekvence byly popsany vroce 1987 v genomu
Escherichia coli (E. coli) skupinou japonskych védct, vedenych Yoshizumi Ishinem, ktery
zjistil, ze na 3° konci genu iap (jehoz produkty jsou zodpovédné za izoenzymatickou pfeménu
alkalické fosfatazy) se nachazi pét vysoce homolognich sekvenci o délce 29 nukleotida
usporadanych jako pfimé repetice se sekvencemi o délce 32 nukleotidd, slouzicimi jako urcité
,,mezerniky“. Jeho objev byl vSak dlouhou dobu prehlizen a az do roku 2007 byla jeho prace
citovana pouze jednou az dvakrat do roka.

O par let pozdéji, tyto zvlastni sekvence zaujali Spanélského védce Francisca Mojica,
ktery je nasel v genomu archea Haloferax mediterranei v roce 1993 (Shmakova et al., 2022).
Rozhodl se vénovat dlouholetému vyzkumu téchto ,tandemovych® repetic, ktery ale nebyl
jednoduchy a byl protkan spousty problémy a nepfijemnostmi. Vyzkum tandemovych repetic
ho nakonec svedl na spravnou cestu a Mojica uspésné predpovédel, ze zkoumané repetice
souvisi s adaptivnim imunitnim systémem. Mojica se poté spojil s nizozemskym

3



mikrobiologem Ruudem Jansenem a spolecné nazvaly tyto repetice jako CRISPR. Ruud Jansen
poprvé pouzil tento termin jiz v roce 2002 (CRISPR Timeline, 2015). V témze roce Jansen et

al. objevili s CRISPRem asociované Cas proteiny (Shmakova et al., 2022).

3.1.2 Obecna charakteristika CRISPR systému

Oblast s opakujicimi se sekvencemi typicky zacina vedouci sekvenci, coz je region
bohaty na adenin a thymin. S CRISPRem asociované (cas) geny, coz je soubor konzervovanych
protein kodujicich gent, jsou obvykle pfitomny na jedné stran€ tohoto seskupeni. Podrobné;jsi
analyzy objevily podobnosti mezi spacer sekvencemi a sekvencemi cizich, mobilnich
genetickych elementt, jako jsou plazmidy a bakteriofagy. Navazujici studie odhalily imunitni
funkci CRISPR lokusu, ktera je v mnoha smérech analogicka eukaryotické RNA interferenci,
ktera obdobné pouziva sekvence nukleovych kyselin k regulaci genové exprese (Marraffini,
Sontheimer, 2010).

Obranny mechanismus CRISPR/Cas systému funguje na zakladé tii kroku, a sice
adaptaci, biogenezi a interferenci (Obrazek 1). Adaptace sestava zvlozeni spaceru
do hostitelského genomu. Biogeneze je proces, ktery zahrnuje pre-ctrRNA transkripci a jeji
zpracovani. A na zavér stadium interference, kde probiha zanik cilového genetického elementu

efektorovym komplexem crRNA-Cas protein (Bhatia et al., 2023).

ADAPTACE mobilni geneticky element

.Jﬁ

§ F\ ziskani spacer sekvence

BIOGENEZE
—[ spaccr ]—[mpcticc]—[ spacer ]— .
Degradace cilové sekvence _\‘
Cas proteinem a CRISPR transkripce CRISPR RNA
RNA

l\TERFERENCE

<@~ L

Obrazek 1: Obecny mechanismus CRISPR/Cas systému u prokaryot (Upraveno dle Rath et al.,2021

pomoci programu BioRender.com
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Jelikoz jsou spacery odvozené od cizorodych genetickych elementd a virt, tak miazeme
fici, ze CRISPR je soucasti ur¢itého antivirového systému prokaryotni buiiky. Pfidanim novych
spacert dokaze burika rozpoznat dal§i neznamé bakteriofagy a poté je zneSkodnit.

Imunitni ochrana je dédi¢na, tim padem mizeme nalézt v dcefinych burikach upraveny
genom od buiiky matefské. Nové spacer sekvence jsou pridavany obvykle na jedné strané
CRISPR lokusu, ¢imz je CRISPR v podstaté chronologicky zaznam patogend, s nimiz se
prokaryotni burika a jeji predchiidci v minulosti setkali (Rath ez al., 2015).

Prozkoumani jednoduchého CRISPR/Cas systému - pozdéji klasifikovaného jako
CRISPR/Cas systém tiidy 11— otevielo vratka pro CRISPR technologii, schopnou diky jedinému
Cas proteinu, oznaCovaného jako Cas9, interferovat s DNA molekulou. Invazivni DNA
molekuly jsou rozpoznavany CRISPR/Cas systémem na zakladé kratkého DNA motivu,
tzv. protospacer adjacent motif (PAM) (Obrazek 2). Na zaklad¢é tohoto motivu je burika
schopna rozeznat organismu vlastni a cizi molekuly DNA (Han, She, 2017). Ukazalo se, ze jak
navazani, tak 1 St€peni DNA molekuly komplexem Cas9 protein s RNA zavisi na rozeznani této
kratké tifinukleotidové sekvence (Sternberg et al., 2014). PAM zavisi na variant¢ CRISPR-Cas
systému, z ¢ehoz vyplyva, ze dochazi ke specifickému (motivem fizenému) vybéru spacert,
které nasledné urcuyji cil interference. Taktéz tidi orientaci spacert v soustave repetic (Mojica
et al., 2009). Sekvence se nenachazi v bakterialnim CRISPR lokusu, tudiz spacery nebudou
cilem pro pozd¢jsi destrukci DNA. Sekvence obklopujici PAM mohou byt editovany
a reprogramovany, aby byly poté rozpoznany CRISPR/Cas systémem. Aktualné se tento postup
upravy sekvenci DNA pouziva pro specialni genovou editaci. (Han, She, 2017).
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Obriazek 2: Rozpoznani ciziho genetického elementu systémem CRISPR/Cas (Upraveno dle

,,The CRISPR-Cas9 Genetic Scissors™ pomoci programu BioRender.com)

V roce 2012 védecky tym vedeny Emmanuelle Charpentierovou a Jennifer Doudnovou
prizpusobil CRISPR/Cas II systém z bakterie Streptococcus pyogenes pro editaci genomu
spojenim CRISPR RNA (crRNA) s transactivating CRISPR RNA (tracrRNA). Vytvoiili tak
jedinou single-guide RNA (sgRNA), ktera rekrutuje Cas9 nukleazu k specifickym mistim

v genomu pres standardni Watson-Crickovo parovani bazi (Savi¢, Schwank, 2016).

3.1.3 CRISPR/Cas9 systém tridy 11
Klasifikace CRISPR/Cas systému a jeho roziazeni do tfid, typt a dale subtypu je velmi

slozité a komplexni. Postupem Casu se objevuji stale nové a nové poznatky skrze screening
nepretrzit€ rostouci genomické a metagenomické databaze poznatkd. Pro pokrok ve studiu
CRISPR je dilezité zaznamenat komplexni klasifikaci CRISPR/Cas systému na zakladé jejich
evolucnich vztaht. Stfetavame se tu vSak se slozitym problémem, kterym je rychla evoluce
CRISPR lokusu.

V roce 2015 vznikla klasifikace, ktera rozdélila CRISPR/Cas systém do dvou hlavnich
tiid, které se vzajemné lisi efektorovymi moduly zahrnutymi ve zpracovani
crRNA a interferenci. Tida I ma efektorové moduly slozené z nékolika Cas proteint, zatimco
tfida II zahrnuje jediny multidoménovy protein vazajici crRNA (v pfipadé typu II je to protein
Cas9), ktery kombinuje vSechny aktivity potfebné pro interferenci a v nékterych pripadech i pro

zpracovani pre-crRNA. Od té doby si prosla studie zkoumajici diversitu CRISPR/Cas systému
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nékolika velkymi zménami, které byly potifeba zaznamenat a klasifikaci tim padem zevrubné
upravit (Makarova et al., 2020).

CRISPR/Cas systém je podle nejnovéjsi klasifikace rozdélen do dvou tfid, které jsou
dale rozfazeny do ruznych typt a subtypt. Ttida prvni je slozena z typu I, typu III a typu 1V,
zatimco tfida druha sestava z typu II, V a VI (Bhatia et al., 2023).

Nejjednodussi a zaroven nejhojnéji pouzivany je typ II, ve kterém je endonukleazova
aktivita, potfebna k interferenci s cizi nukleovou kyselinou, koncentrovand v jediném
multidoménovém proteinu Cas9 (Chylinski et al., 2014).

Pokazdé, kdyz prokaryoticka buiika pfijde do styku s cizorodym invazivnim patogenem
(virem nebo plasmidem) se jeho DNA sekvence ulozi jako spacer do CRISPR lokusu hostujici
prokaryotické bunky a obklopi se repetitivnimi sekvencemi. Nasledné RNA polymeraza za¢ne
produkovat pre-CRISPR RNA (pre-crRNA) ze spacer regionti v CRISPR lokusu a zaroven se
s pre-ctRNA transkripci tvofi 1 trans-activating crRNA (tracrRNA) v proti sméru CRISPR
lokusu. tracrRNA je transkribovana ze dvou divodi, a sice aby indukovala maturaci pre-crRNA
za ucasti enzymu RNazy III a aby aktivovala §tépeni fizené crRNA. Poté se komplex
tracrRNA:crRNA navaze na nukleazu Cas9, aby spolecné vytvorili ribonukleoproteinovy
komplex (RNP), ktery nakonec zpusobi dvoufetézcové zlomy v DNA patogenu v misté
komplementarnim k crRNA (Wang et al., 2022).

Zajimavé je, ze se mohou endonukledzové domény proteinu Cas9 geneticky upravit
prostfednictvim mutaci a vytvofit tak programovatelny RNA-dependentni protein, vazici se
na DNA molekulu. Takto vznikl napt. katalyticky neaktivni Cas9 protein (dCas9), jenz byl
geneticky modifikovan specialné pro ucely regulace genové exprese. Disponuje funkci cilené
se navazat na usek DNA a zablokovat tim transkripci v bakteriich. V sav€ich buiikach byl
udCas9 vypozorovan jen mirny blok transkripce, a proto jej muzeme aplikovat
na programovanou represi nebo aktivaci gent. PouZit jej mUzeme upraveny ve spojeni

s doménami modulujicimi transkripci (Gilbert et al., 2013).

3.2 Endonukleazy a jejich rizné druhy

Mnoho nemoci je zpusobeno zménami v genové expresi nebo mutacemi v jednom
konkrétnim genu, a tak se védci snazili pfijit na zpasob, jak geny upravit in vivo, aby vyskyt
téchto nemoci byl co nejmensi. Jako nejefektivnéjsi zpusob se ukazala tzv. ,,editace gent“, kdy
se genom specificky modifikuje napt. inzerci, deleci nebo substituci bazi. Abychom mohli

vvvvv

DNA nebo RNA, tzv. endonukleazy.



Editace gent skrze uziti endonukleaz si prosla celkové tiemi generacemi vyvoje: editace
skrze zinc-finger nukle4dzy (ZFN), nasledné transcription activator-like nukleazy (TALEN)
a nakonec, nejrozsitenéjsi z nich, technologie CRISPR/Cas9 (Li et al., 2023).

Ve svété molekularni biologie a genetického inzenyrstvi se objevily i nové enzymy,
které vykazuji odlisny zptsob rozpoznani DNA molekuly a zptisob $tépeni nez jiz znamy Cas9.
Endonukledza Cas9, Cpfl (taktéz nazyvana jako Casl2a) a C2cl (Casl2b) jsou efektorové
proteiny tfidy 2, které tvofi dvoufetézcové zlomy bud tupé, ¢i s presahem v cilové molekule
DNA. Diky této schopnosti mizeme endonukleazy vyuzit napft. k inaktivaci gend, korekci nebo
ke zméné ulohy genu.

Proteiny druhé tfidy disponuji pouze jedinym multidoménovym efektorovym proteinem
cilenym kumoznéni interference a diive byly upraveny k precizni genomové manipulaci
zménénim spacer RNA sekvence v crRNA. Jsou rozdéleny do typa I a V, zaméfujici se
na DNA, a na typ VI, ktery cili na RNA. Mezi typy V patfi 1 jiz zminéné proteiny Cpfl a C2cl,

oznacené jako dalsi potencialni nastroje k editaci genu (Stella et al., 2017).

3.2.1 Endonukleaza Cas9

Cas9 puvodem ze Streptococcus pyogenes, pozdéji oznacovan zkratkou SpCas9, byl
pouzivan jako prvni pro genomovou editaci v savCich burikach. Specifita SpCas9 je zalozena
na 20 nukleotidi dlouhém spaceru a na PAM sekvenci 5’-NGG (N znamena jakykoliv
nukleotid) (Zhang et al., 2021). PAM je kratka DNA sekvence obklopujici cilovou sekvenci,
ktera je definovana typem endonukleazy a je kli¢ova k rozpoznani genetického cilu komplexem
Cas-gRNA (Okada et al., 2021). Mechanismus Stépeni probiha tak, ze sgRNA navede Cas9
endonukledzu k obéma vlakndm DNA pozadovaného genu. Stépeni DNA se poté nachazi
v sekvenci tfi baze v proti sméru od PAM.

Kromé SpCas9 bylo izolovano i nékolik dalSich variant tohoto proteinu z riznych
bakterii nabizejici nam Sir§i rozhled v oblasti editace gent, diky jejich odlisSnym PAM
sekvencim. Jednou z variant je napf. protein SaCas9 (Bhowmik, Chaubey, 2022). Byl
identifikovan vroce 2015 Nishimasem et al zorganismu Staphylococcus aureus
s Sestinukleotidovou PAM sekvenci NNGRRT (R znamena adenin nebo guanin). SaCas9
disponuje skvélou §tépici aktivitou a dobrou preciznosti pti zacileni (Zhang et al., 2021).

Specifita CRISPR/Cas9 ke komplementarni sekvenci je zprostiedkovana 17-20
nukleotidy, pfitomnymi na 5’ konci gRNA. Komplex gRNA-PAM nam zajisti, ze zacileni

systému bude zcela presné.



Cas9 sestava z dvou nukleazovych domén HNH (histidinn-asparagin-histidin) a RuvC
zatimco doména RuvC ten zbyvajici. Nové vytvorené DSB jsou opraveny skrze opravny
mechanismus NHEJ (Non-homologous end joining) nebo HDR (Homology-directed repair),
které se od sebe lisi svym zptsobem fungovani (Bhowmik, Chaubey, 2022).

Opravny mechanismus NHEJ je nachylny ke tvorbé nahodnych mutaci, jako jsou
napft. inzerce a delece, jelikoz jednoduse spoji dva zlomené konce dohromady. To muze
nasledné vést k mutacim vzniklym v disledku posunu a vysledné ztraté funkce genu. Na druhou
stranu opravny mechanismus HDR pouziva homologni DNA templaty k opravé a rekonstrukci
poskozenych vlaken DNA (Obrazek 3). Teoreticky je tedy mozné presné upravit genovou
sekvenci vygenerovanim novych DSB na specifickém misté v genomu a dodat ptihodny

templat cilové bunce (Wang et al., 2022).

sgRNA

Wmn

Opravné mechanismy

NHEJ HDR
NZNYZ W /N7, NZN\YZ W 7N/
WRAONGS  donorova DNA
DMPWIN DDA

nachylnost k mutacim DNA precizni oprava

Obrazek 3: Princip fungovani opravnych mechanismi NHEJ a HDR (Upraveno dle Zhang et al.,

2021 pomoci programu BioRender.com)

3.2.2 Endonukleaza Cpfl

Endonukleaza Cpfl je momentalné hojné vyuzivana napt. v editaci rostlinného genomu
nebo 1 lidskych bunék, a to zejména proto, ze oplyva vlastnostmi, které klasicka endonukleaza
Cas9 postrada. Zajimava studie byla provedena na nukleazach Cpfl rtzného puvodu,

oznaCovanymi zkracené AsCpfl (Acidaminococcus sp.) a LbCpfl (Lachnospiraceae
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bacterium), kde védci zkoumali jejich aktivitu a specifitu k budoucimu terapeutickému vyuziti
(Kleinstiver et al., 2016).

Nejdulezit€jsi z téchto rysu je pravdépodobné schopnost vytvorit lepivé DNA konce
s presahem 4-5 nukleotidu, zatimco klasicka endonukleaza Cas9 muize vygenerovat jen konce
tupé bez presahu. Tyto lepivé konce vytvareji lepsi prostiedi pro inzerci pozadovaného DNA
fragmentu do Stépeného mista Cpfl enzymem s pouzitim komplementarnich DNA konct
opravnym mechanismem HDR. Zminény postup by meél vyrazné zvysit Sanci pro genovou
inzerci ve specifickém lokusu v genomu.

Dalsi z vlastnosti, kterou se lisi od endonukleazy Cas9, je zptsob Sté€peni cilené DNA
molekuly. Cpfl §tépi molekulu DNA s jedinou crRNA molekulou, ktera je krat§i nez sgRNA
pouzivana pro Cas9 (pfiblizné€ 43 nt oproti 100 nt). Z toho divodu je editace genomu s Cpfl
snazsi a levnéjsi néz s Cas9.

Tteti z vlastnosti je rozeznani odliSné PAM sekvence bohaté na thymin a obsahujici
5’-TTTN-3’ (nebo 5’-TTTV-3’; V=A, C v nékterych piipadech G).

Je evidentni, ze Cpfl disponuje nékolika vyhodnéjsimi vlastnostmi nez endonukleaza
Cas9. Nakonec je tfeba zminit 1 schopnost tvofit vétsi mnozstvi zralych crRNA nebo mensi

riziko nerozeznani specifického mista u rostlinnych a zivocisnych bunék (Zaidi et al., 2017).

3.2.3 Endonukleaza C2cl

I kdyZz neni pochyb o vyuzitelnosti Cpfl a Cas9, byly nalezeny i dalsi typy endonukleaz
odvozené od CRISPR/Cas sytému ttidy I, které byly kategorizovany do tii skupin: C2c1, C2c2,
C2c3. C2cl a C2c3 byly spole¢ne zahrnuty do typu V a C2¢2 do nového typu VI. Nukleaza
C2c2 disponuje unikatni vlastnosti, diky které muze zacilit na jednovlaknovou RNA molekulu,
misto tradi¢né cilené dvouvlaknové DNA molekuly. Jsou diskutovany vyhody, které tato
endonukledza nabizi, jako napf. aplikace ve vysokokapacitnim screeningu nebo pii degradaci
transkriptu a inhibici translace (Nakade et al., 2017).

Nukleaza C2c1 vsak cili na molekulu DNA a mechanismus fungovani tohoto proteinu
neni zcela odhalen. VE&dci se pribézné snazi zjistit zejména zpusob, jakym C2cl rozeznava
sgRNA a cilovou DNA molekulu. Nicméng, bylo zjisténo né€kolik vlastnosti, kterym se C2cl
podoba 1 zaroveni odliuje s endonukledzami Cas9 a Cpfl (Wu et al., 2017).

Na rozdil od Cas9, endonukleaza C2c1 obsahuje jen doménu RuvC a HNH doménu
postrada. Endonukleaza C2c1 ma navic 1 podobnou PAM sekvenci jako Cpfl, konkrétné tedy
sekvenci 5’-TTN-3’. AvSak pokud se zaméfime na zpusob, jakym C2cl $tépi molekulu DNA,

narazime na prvni bod, kterym se praveé tato endonukleaza odlisuje od Cpfl. Pro svou Stépici

10



aktivitu totiz vyzaduje C2c1 jak crRNA, tak tracrRNA - molekuly, které endonukleazu nasledné
navedou na cilové misto v genomu (Yang et al., 2016).

Strukturni a biochemické studie C2cl nabidly srovnani s pfibuznym Cas9 a Cpfl
ataktéz ukézaly podobnosti a odliSnosti v mechanismu S§té€peni vramci této skupiny
endonukleaz. Ackoli C2cl vykazuje mensi Stépici aktivitu v 37 °C nez za teplot vySSich,
vyzkum C2cl poskytuje uzitecné poznatky pro budouci inZenyrstvi dalSich ortologi C2cl
s potencialem vysSi Stépici aktivity za pokojové teploty, coz znaén€ usnadiiuje vyuziti této
endonukledzy jako univerzalniho nastroje pro editaci genomu (Yang et al., 2016).

Riaznorodost CRISPR/Cas systému tiidy II nam umoziuje neustale objevovat nové
strategie a molekularni mechanismy, které se nasledné daji vyuzit v genovém inzenyrstvi
a biotechnologiich. Ku pfikladu endonukledza C2c1 nam odhalila mechanismus, ktery se opét
trosku liS§i od endonukleaz zde zminénych a ktery muzeme pouzit pro studium funkce

CRISPR/Cas systému a ke zkoumani jeho evoluce (Shmakov et al., 2015).

3.3 Vyuziti CRISPR/Cas9

Technologie CRISPR/Cas9 disponuje Sirokou Skéalou uplatnéni v nékolika oblastech,
jako napt. medicina, zemedélstvi a biotechnologie. Navzdory své efektivité Celi tento geneticky
nastroj mnoha prekazkam a nedostatkim, tykajicich se imunogenicity, zpasobu aplikace,
nezadoucich ucinku a etickych problémt (Asmamaw, Zawdie, 2021).

Avsak 1 pres vSechny své nedokonalosti je CRISPR/Cas9 povazovan za pokrokovou
metodu, ve které hraje hlavni roli zejména moznost cilenych genetickych oprav a transkripcni

regulace - jak v zivo€iSnych burikach, tak v rostlinnych (Liu ez al., 2017).

3.3.1 GMO vytvorené pomoci CRISPR/Cas9
V roce 2013 byl proveden prvni knock-out genu s pouzitim CRISPR/Cas9 technologie,

kde védci vlozili sgRNA cilici na dva geny a Cas9 do mysi zygoty. Na konci experimentu bylo
v mySich jedincich odhaleno az 80 % mutaci ve zkoumanych genech. Tento a dal$i experimenty
na podobné bazi ukazaly, ze CRISPR/Cas9 je rychly a uziteCny k jednokrokové produkci
knock-out mys$i a dalSich generaci transgennich zvitat (JIN, LI, 2016).

Jelikoz se naroky na kvalitni potraviny ¢im dal tim vic zvétSuji, a zaroven roste 1 tlak
na vylepseni nutri¢ni hodnoty a tolerance potravin vi¢i enviromentalnimu stresu, tak se zvysuje
i poptavka po GMO potravinach. Své uplatnéni v ramci genetického inzenyrstvi nachazi nyni
CRISPR, spolecné s SDN (site-directed nucleases) a ZFN. Tyto techniky umoziuji precizni
genovou editaci, aniz by doslo k transferu ciziho genu do organismu. Vyskytuje se tu vSak jeden

konkrétni problém, a sice regulace GMO potravin a jejich spoleCenska akceptovatelnost.
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V evropskych zemich a na Novém Zélandu spadaji geneticky upravené potraviny pod kategorii
GMO regulace, zatimco v USA jsou GMO potraviny této regulace zbaveny. Skutecnost,
ze geneticky upravené potraviny jsou v nékterych zemich pfisné regulovany, z nich vytvari

potraviny komplikované piistupné a tim se snizuje jejich komercni hodnota (Gupta et al., 2021).

3.3.2 Aktivace exprese pomoci dCas9 systému

Vyuziti CRISPR/Cas9 systému je vskutku vSestranné a védci se prubézné naucili s timto
nastrojem pracovat zejména v oblasti genetickych modifikaci. Pomoci tohoto nastroje
dokédzeme jednoduSe regulovat expresi na urovni transkripce, a to diky technologiim
nazyvanym CRISPRi (Clustered regularly interspaced short palindromic repeats interference)
a CRISPRa (CRISPR-mediated gene activation). Ob€ jmenované technologie jsou odvozené
od CRISPR/Cas9 systému, avSak maji spole¢nou jednu véc, a sice slozeni komplexu. Obsahuji
katalyticky neaktivni protein Cas9 (dCas9), transkripcni efektor a v neposledni fadé sgRNA.

Pozoruhodné na dCas9 je, ze jiz nedokaze §tépit useky DNA molekuly, stale si vSak
uchovava schopnost specifického navazani na cilovou sekvenci. Diivodem této abnormality je
pozménéni nukleazové domény proteinu Cas9 mutaci H840A v HNH doméné a D10A v RuvC
doméné. Jakmile se komplex dCas9/sgRNA navaze na cilovy gen, zptsobi to tzv. transkripéni
interferenci. Umlceni dCas9 je vSak reversibilni, tudiz dCas9 je schopny regulovat expresi
genu, aniz by modifikoval genom permanentné (Karlson et al., 2021).

Katalyticky neaktivni Cas9 tadime mezi tzv. SSN (site-specific nucleases), které
nedokazi zpusobit dvoufetézcové zlomy v DNA molekule v riznych mistech v genomu.
Ve znamych oblastech v DNA se poté inaktivovany dCas9 zfuzuje s transkripénimi aktivatory
Ci represory a muze efektivné regulovat nékolik gent s pomoci raznych gRNA (Obrazek 4).
Muzeme tak aktivovat vice gend zaroven pomoci metody CRISPRa, nabizejici tak vice

moznosti v oblasti molekularni biologie (Ding et al., 2022).
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Obrazek 4: Zpusoby regulace genové exprese pomoci technologiim odvozenych od CRISPR/Cas9
systému. Podle toho, zda aktivujeme ¢i inhibujeme expresi, pouzivame bud’ transkripéni aktivator, nebo

transkripcni inhibitor (sestaveno dle Gilbert et al., 2013, vytvofeno v programu v BioRender.com)

Jakmile jsou tzv. transkripni aktiva¢ni domény proteinu sfuzovany s dCas9, muze
vysledny protein indukovat expresi genu v blizkém okoli a tim se z ného v podstaté stava
programovatelny transkripcni aktivator tzv. PTA.
komplex (PIC) k promotoru. Casto jsou tyto aktivaéni domény vyuZity ve spojeni s dCas9, kviili
jejich schopnosti aktivovat transkripci (Casas-Mollano et al., 2020). Znamy transkripéni
aktivator je napt. VP64, ktery se sklada ze Ctyt tandemovych kopii aktivacnich domén herpes
simplex viru VP16, které jsou navzajem spojeny Gly-Ser vazbami. VP64 je Casto spojen
s DNA-binding proteiny k specifické transkripcni aktivaci (Dominguez et al., 2016).

Komplex dCas9 s aktivacni doménou VP64 reprezentuje prvni generaci tzv. CRISPRa
systému, ktery je schopny aktivovat cilené endogenni geny. Mechanismus fungovani probiha
nejdiive spojenim aktivacni domény s C-koncem dCas9, coz nasledné¢ muze zpusobit aktivaci
jak reportérového genu, tak endogenniho s pouzitim jediné sgRNA. Timto zpisobem byla
pouzita aktivaéni doména VP64 i VP160 (az deset kopii VP16), avSak ovlivnéné geny
prokazovaly jen mirné znamky transkripcni aktivace (Casas-Mollano et al., 2020).

Postupem casu bylo zjisténo, ze aby byla aktivace gent signifikantni, musi se pouZzit
nekolik sgRNA molekul. Tento objev vSak neni dostaCujici pro celogenomové aktivacni
screeningy, jejichz slozitost vyzaduje pouziti jediné sgRNA na kazdy gen. Jestlize bylo

ke zlepSeni aktivace pouzito nékolik sgRNA, predpokladalo se, ze stejného ucinku dosdhneme
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aplikaci vétSiho mnozstvi aktivatori (Dominguez et al., 2016). Tento zplsob transkripCni
aktivace se jiz povazuje za druhou generaci (Casas-Mollano et al., 2020). Jedna studie
zkoumala dCas9 spojeny s tzv. karboxy terminalni SunTag array slozenou z 10 kopii malych
peptidovych epitopid. Pfibuzny jednovlaknovy variabilni fragment (scFV) pfipojeny
k superfolder GFP (sfGFP; ke zlepSeni skladani proteini) a k VP64 (celkové tedy
scFV-sfGFP-VP64) dokézal rozpoznat tyto peptidy a shromazdit nékolik kopii VP64
k jedinému dCas9. Diky aplikaci dCas9-SunTag se dosahlo napt. vyznamné aktivace genu
CXCR4, vedouci k modulaci bunécné migrace (Dominguez et al., 2016).

Dalsi ze znamych CRISPRa systému patfici mezi druhou generaci je komplex dCas9
s aktivaéni doménou VPR, kterd je slozena z VP64, nuclear Factor NF-k-B P65 subunit
activation domain (p65AD) a R transaktivatoru viru Epstein-Barrové (Rta) (Chen, Qi, 2017).
Spojeni VP64-p65-Rta se ukazalo jako velmi uc¢inné. Obdivuhodné bylo, ze dCas9-VPR
vykazovalo lepsi vysledky nez komplex dCas9-VP64, nebo jakykoliv jiny CRISPRa systém.
dCas9-VPR je transkripni aktivator, ktery je natolik silny, aby vyvolal i fenotypové zmény
daného organismu (Casas-Mollano e al., 2020).

Vyse zminéné vylepsSené strategie transkripéni aktivace se tykaji upravy dCas9, avsak
ke zlepseni efektivity aktivace miizeme vyuzit i modifikace sgRNA. Konkrétné tzv. synergistic
activation system (SAM), jehoz podstatou je pripojeni MS2 RNA aptamera
k sgRNA (RNA aptamer je molekula RNA, disponujici vysokou afinitou a specifitou k cilovym
molekulam). MS2 rekrutuje svij ptibuzny MS2 coating protein (MCP), ktery je spojeny
k p65AD a heat shock faktoru 1 (HSF1). Tento postup mazeme napf. aplikovat spolené se
systtmem dCas9-VP64 atim dosahneme lepSi aktivace, néz kdybychom pouzili jen
dCas9-VP64 (Dominguez et al., 2016).

dCas9 se da aplikovat i ve spojeni s histony nebo DNA modifikujicimi proteinovymi
doménami. Bylo napftiklad zkoumano spojeni dCas9 s CBP, coz je acetyltransferaza, ktera cili
na lyzin 27 v histonu H3K27, H3K18, H4KS, nékolik lyzini v H2B a také na nehistonové
proteiny. CBP funguje jako transkripéni ko-regulator a interaguje s mnoha transkripcnimi
faktory a sekvencemi enhancert. Jedna studie napf. porovnavala transkripéni aktivaci
dCas9-CBP a SAM, cimz se zjistilo, ze kazdé misto v genomu reaguje na tyto dva aktivatory
razn€. To indukuje, ze dCas9-CBP a SAM kontroluji rizné limitujici procesy v transkripénim
cyklu, a ze dCas9-CBP muze byt vyuzit pro nadmémou expresi genu, které jsou odolné vici
aktivaci SAM systémem (Sajwan, Mannervik, 2019).

Strategii, jak aktivovat jeden gen nebo i nékolik genti soucasné je nespocet a jedna z nich

byla napf. prezentovana ve studii zabyvajici se soucasnou aktivaci n€kolika genii v mozkové

14



tkani. V experimentu byl pouzit systém SunTag-p65-HSF1 (SPH), kdy VP64 v SunTag byl
vymeénén za p65-HSFI1, pouzivany v systému SAM. Piedpokladali, ze GCN4 repetice,
rekrutujici nékolik kopii p65-HSF1, mohou indukovat u€inngjsi transkripéni aktivaci. Tato
strategie byla porovnavana s dalSimi zpusoby transkripéni aktivace (napi. VP64, SunTag, SAM
atd.) ve dvou bunéénych linii (lidské HEK293T a mysi N2a), a nakonec byla SPH prokézana
jako nejefektivnéjsi. S dCas9-SPH muzeme nejen simultanné aktivovat nékolik gend, ale
zkoumat se daji i jejich rizné aktivacni profily. Rizné rozsahy aktivace jsou pravdépodobné
dany jejich zakladnim stupném exprese, epigenetickym stavem nebo cilovymi misty pro

sgRNA (Zhou et al., 2018).

3.4 RNA interference

Manipulovat s geny a regulovat jejich expresi mizeme riznymi zpusoby, technologie
CRISPR/Cas9 je jen jednou z mnoha, se kterou jsme se obeznamili. V roce 1998 Fire et al.
objevili mechanismus dnes jiz znamy jako RNA interference (zkracené RNA1), kdyz zjistili, ze
za umléeni nékterych gent v organismu Caenorhabditis elegans muzou dvouvlaknové RNA
molekuly. O tfi roky pozdéji védci Elbashir, Caplen a jejich kolegové objevili, ze dvouvlaknové
RNA molekuly o délce pouhych 21 a 22 nukleotidech miizou vyvolat tzv. RNAI - tedy umlceni
v savCich burikach. Tyto malé interferujici RNA (siRNA) se brzy staly vSudypifitomnymi
nastroji v biologickém vyzkumu pro inhibici jakéhokoliv genu pouze pomoci kratkych sekvenci
RNA (Setten et al., 2019).

siRNA jsou malé interferujici RNA skladajici se z21-23 nukleotidl, které jsou
pouzivané pravé pro knockdown cilovych genti. Jakmile jsou transfekované do urcenych bunék,
tak jsou dvouvlaknové siRNA molekuly oddéleny ATP-dependentni helikdzou a nasledné se
vazi do tzv. RNA-induced silencing complex neboli RISC. Komplex RISC je nasledné veden
prave témito vlakny k cilovym mRNA, aby doslo ke specifickému navazani a degradaci téchto
molekul (Zhao et al., 2019).

Molekula siRNA je negativné nabitd makromolekula, kterd je nachylna k degradaci
sérovymi endonukleazami a disponuje nizkou permeabilitou (propustnosti) pro bunécné
membrany. Dalsi z nepatrnych nedokonalosti t€chto molekul je pozadovana délka fetézce.
Molekuly delsi nez 30 nukleotidi navozuji interferonem zprostfedkovanou imunitni reakci pres
aktivaci toll-like receptord (TLR). Vysledkem je hromadné umlceni gent a eventualni smrt
buriky. Vneseni siRNA do organismu muZe také vést k vedlejsim ucinkaim interakci s mRNA

molekulami, které jsou ¢aste¢né homologni s nasi cilovou mRNA. Tento problém ovliviiuje
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konec¢na data a navozuje potencialni toxicitu, jelikoz siRNA umlcuje geny, které nejsou nas§im
pfedmétem zaymu (Alshaer et al., 2021).

V roce 2018 Food and Drug Administration (FDA) schvalili prvni RNA-interferencni
lécivo Onpattro (Patisiran), pouzivané k1écbé poskozenych nervi v dusledku deédicné
transthyretinové (hATTR) amyloidozy. hATTr je vzacné progresivni a smrtelné onemocnéni,
které zasahuje hned nékolik organt, jako napf. srdce, nervovy systém, gastrointestinalni trakt
aledviny, coz samoziejmé vede k nejruznésim komplikacim. Toto onemocnéni
je charakterizované extracelularnim ukladanim chybného transthyretinového (TTR) proteinu.
V normalnim usporadani je TTR tetramer slozen ze Ctyt jednofetézcovych monomerd. Mutace
v genu TTR zpusobi destabilizaci tetrameru a jeho naslednou disociaci do monomerd, které se
dale agreguji do amyloidovych fibril, ukladajicich se v n€kolika organech po celém téle, coz
jepro poskozeného fatalni. UmlCeni TTR genu ma za cil zvraceni efektu mutace a tedy
i vyléCeni nemoci (Saw, Song, 2020).

Bylo navrzeno jiz nekolik uspéSnych chemickych modifikaci siRNA molekuly, aby se
docililo vlastnosti, jako napt. delsi poloCas rozpadu, vétsi stabilita v krvi a zmirnéni nékterych
vedlejsich ucinkl. Nativni siRNA je dvouvlaknova molekula, ale existuji i malé interferujici
RNA molekuly, skladajici se ze tii vlaken, které disponuji lepSimi schopnostmi a mirnéjSimi
vedlejSimi ucinky. Jiné molekuly, jako napf. short hairpin RNA (shRNA) jsou tvofené jen
z jednoho ftetézce, ktery formuje smycku. Struktura smycky zvySuje jejich rezistenci vaci

nukleazam (Alshaer et al., 2021).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Pro experimentalni ¢ast této bakalatské prace byla pouzita lidska suspenzni linie K562
dCas9 KRAB klon 5 ziskana od vedouci bakalatské prace. Tato linie stabilné exprimuje dCas9
KRAB konstrukt, jelikoz byla pfipravena transdukci lentiviry nesoucimi vektor
Lenti-dCas9-KRAB-blast (Addgene, kat.¢. 89567). Lentiviry nesouci celogenomovou
knihovnu sgRNA byly rovnéz ziskané vedouci prace a pfipravené za pouziti vektort Human
Genome-wide CRISPRi-v2 Libraries (Addgene, kat.&. 83969). Oba vektory ziskal Ustav
molekularni a translacni mediciny darem od prof. Jonathana Weissmana z Massachusetts
Institute of Technology a doc. Gary Hon z UT Southwestern Medical Center. Kultivace
bunécné linie K562 byla provedena v kultivaénim médiu IMDM (HyClone, kat.¢. SH30228.01)
s pfidanymi antibiotiky — penicilinem a streptomycinem (Gibco, kat.¢. 15140122) a 10% (v/v)
fetalnim bovinnim sérem (Gibco™ Thermo Scientific, kat.¢. 26140079). Pro kultivaci bunék
byly pouZity kultivaéni 14hve Nunc™ Non-treated TripleFlask (Thermo Scientific). Buiiky byly
umistény v inkubatoru pii 37 °C, 95% vlhkosti a 5% CO- atmosfére.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
e GelRed™ Nucleic Acid (Biotium, kat.&.41003)
e Gel Loading Dye (New England BioLabs, kat.¢. B7024A)
e 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs, kat.c. N3231L)
e Agaroza (Sigma-Aldrich, kat.c.A9414)
e RIPA pufr (Thermo Scientific, kat.c. 89901)
e Inhibitor fosfataz (Sigma-Aldrich, kat.c. 4906837001)
e Inhibitor proteaz (Sigma-Aldrich, kat.¢. 4693159001)
e Luminata Forte Western HRP Substrat (Merck, kat.¢. WBLUFO0100)
e 5x SDS loading buffer
e Chlorid sodny (mikroCHEM, kat.c. 10122SP20-00500)
e Chlorid draselny (Sigma-Aldrich, kat.¢. P9333-500G)
e Tween-20 (Sigma-Aldrich, kat.c. 11332465001)
e Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Lach Ner, kat.¢. 30017-AP0)
e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach Ner, kat.¢. 30016-APO)
e Tris-HCI (Sigma-Aldrich, kat.¢. T3253)
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e Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS, SERVA, kat.¢.37180.05)

e Triton X-100 (Sigma-Aldrich, kat.c. 93443)

e 10x TBE Buffer (Thermo Scientific, kat.c. B52)

e Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix with GC Buffer (New England Biolabs,
kat.&. M0532S)

e Polybren 10 mg/ml (Merck, kat.¢. TR-1003-G)

e SPRIselect Bead-Based Reagent (Beckman Coulter)

Pouzité primarni a sekundarni protilatky

e Rabbit monoclonal Cas9 antibody (Abcam, kat.¢. ab210752)

e Mouse monoclonal B-actin antibody (Sigma-Aldrich, kat.c. A-2228)

e Sekundarni protilatka Anti-Rabbit IgG Peroxidase Conjugate (Sigma-Aldrich,
kat.¢. A-0545)

e Sekundarni protilatka Anti-Mouse IgG (Fab specific) Peroxidase Conjugate (Sigma-
Aldrich, kat.c. A-2304)

Pouzité soupravy

e MagCore® Cultured Cells DNA Kit (RBC Bioscience, kat.¢. MCC-01)

e TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 12% (BioRad, kat.c. 1610185)

e Trans-Blot® Turbo™ RTA Transfer Kit, Nitrocellulose (BioRad, kat.&. 170-4270)

e BSA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, kat.¢. 23208)

Pouzité roztoky a jejich priprava

10x PBS pufr (Phosphate Buffered Saline, pH = 6,8): 80 g NaCl + 2 g KCl + 14,4 g
Na;HPO4. 2H20 + 2 g KH2HPO4 rozpustit za stalého michani v 800 ml dH20, upravit
pomoci HCI na zddané pH a doplnit vodou na kone¢ny objem 1000 ml, sterilizovat

autoklavovanim.
Ix PBS puft: 100 ml 10x PBS pufru doplnit vodou na kone¢ny objem 1000 ml.

10x TBS pufr (TRIS buffered saline, pH = 7,6): 24,2 TRIS + 80 g NaCl rozpustit za
stalého michani v 800 ml dH2O, upravit pomoci HCI na zadané pH a doplnit vodou na

konecny objem 1000 ml.

I1x TBS — T pufr: 100 ml 10x TBS pufru, 1 ml Tween-20 a doplnit vodou na objem 1000

ml.

Ix TBE puftr: 100 ml 10x TBE pufru doplnit vodou na kone¢ny objem 1000 ml.
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5x SDS loading buffer: 1,576 250mM Tris-HCI (pH = 6,8) + 3,085 g 0,5M DTT
(pH=6,8) + 12 ml 30% glycerolu + 4 g 10% SDS (pH = 7,1) + 24 mg 0,06%

bromfenolové modii (pH = 6,8)

8 ng/ml polybren: 160 ul polybrenu s koncentraci 10 mg/ml a nasledné doplnéno na
celkovy objem 200 ml kultivacniho média.

1 pg/ml puromycin: 40 mg puromycinu (10 mg/ml) + 200 ml tkafiové vody, pomér
fedéni byl 1:200.

Blasticidin: na 200 ml kultiva¢niho média bylo pouzito 2 ml blasticidinu s koncentraci

50 ug/ml, pomér fedéni byl 1:100.

4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni
e Centrifuga Rotina 420R (Hettich)
e Inkubator Heracell 150i (Thermo Scientific)
e Mikrocentrifuga (Labnet)
e Pipetor (Eppendorf)
e Automatické pipety (Eppendorf)
e Sérologické pipety (SPL Life Sciences)
e Centrifugacni zkumavky 15 ml, 50 ml (Techno Plastic Products)
e Lednice (Liebherr)
e Mrazici box (New Brunswick Scientific)
e Dokumentaéni systém ChemiDoc MP (BioRad)
e Transferovy systém Trans-Blot Turbo (BioRad)
o Kyvacka (IKA ROCKER)
e Kyvacka Unimax 1010 (Heidolph)
e Sucha lazen (LAB MARK)
e Elektroforeticka komora (BioRad)
e Fluorescencni reader (ChemiDoc)

e EnVision Plate Reader (PerkinElmer)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Identifikace molekularnich cila nukleosidového derivatu PNH 173

pomoci genetického celogenomového screeningu

Pred praci jsou nejdfive predehiany vSechny potfebné komponenty ve vodni lazni
(Memmert) nastavené na 37 °C po dobu aspont 30 minut. Pfed praci v laminarnim boxu
(Thermo Scientific) je jeho povrch fadné vycistén pomoci dezinfekéniho roztoku a 70%
ethanolu. Bunky v kultivani nadobé jsou pozorovany ve svételném mikroskopu (Zeiss), nez
je s nimi jakkoliv manipulovano. Taktéz je zkontrolovana zmeéna barvy média jako indikator
ptipadné kontaminace.

Po vizualnim zkontrolovani bunék je zjisténa jejich viabilita a koncentrace pomoci
pfistroje Vi-Cell XR (Beckman Couter).

Pfi zamrazovani bunécné linie se postupuje obdobné — probéhne vizualni kontrola,
pfipravi se laminarni box pro praci s butikami a spocita se jejich viabilita. Buné€nou suspenzi
nasledné centrifugujeme pii 1500 RPM po dobu 5 minut. Pfi tomto procesu se pouziva
zamrazovaci médium, které je slozeno z fetalniho bovinniho séra a 5% DMSO. Po centrifugaci
oddélime supernatant od pelety (pfiblizné 5 x 10° bun&k) a k peleté¢ pfidame 1 ml
zamrazovaciho média. Nasledné ulozime do mraziciho boxu pfi teploté -80 °C. Béhem procesu
muizeme odebrat vzorek bunécné suspenze na kontrolu pfitomnosti mykoplazmat, pro ktery
je potfeba 0,25x10% — 0,5x10° bung&k. Po centrifugaci opét odebereme supernatant a k peleté
pfidame 100 pl lyza¢niho pufru s proteindzou K (Sigma-Aldrich, kat.¢. 82452). Detekce
kontaminace mykoplazmou probéhla za vyuziti RT-PCR.

Nejdiive byla rozmrazena bunécna linie K562 dCas9 KRAB (ampule byly zamrazeny
po 50x10° bunék). Bunééna linie byla kultivovana a selektovana antibiotikem blasticidinem
(Invivogen, kat.€. ant-bl-05) s finalni v médiu koncentraci v médiu 50 pg/ml. Nasledné,
po dokonceni selekce testovanymi latkami, byla hladina exprese dCas9 proteinu zkontrolovana
pomoci western blottingu viz kapitola 4.4.6 a ptitomnost celogenomové knihovny pomoci PCR
viz kapitola 4.4.2.

Celkovy pocet sgRNA molekul v celogenomové knihovné byl 106 430. Na pocatku
experimentu bylo nutné dodrzet zastoupeni knihovny 1000x vétsi, tudiz cilem bylo nainfikovat
106 430 000 bunék sgRNA knihovnou. Lentiviry nesouci sgRNA celogenomovou knihovnu
byly jiz pfipravené a natitrované od vedouci prace. Pfi nasledném fedéni lentivird 10x doslo
k infekci 50 % bunék, MOI tedy dosahlo hodnoty 0,5. Pro tento krok bylo potieba nakultivovat
pfiblizné 200x10° bungk.
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Nejprve byla piipravena bunécna suspenze o koncentraci 100 000 bunék/ml. Jedna
lahev obsahovala 20x10° bungk ve 200 ml, takze bylo pouzito celkem deset lahvi Nunc
Non-treated TripleFlask, buiiky byly dany do IMDM média s pfipravenymi a nafedénymi
lentiviry a polybrenem s koncentraci 8 pg/ml, nasledné byla bunécna suspenze inkubovana pies
noc. Pfidanim polybrenu do IMDM média byla zvysena G¢innost lentiviralni transdukce.

Dals$i den byly transdukované buiky promyty v I1x PBS a bylo vyménéno médium.
Po 72 hodinach od transdukce byla zapocata selekce puromycinem (Sigma-Aldrich, 10 mg/ml,
kat.c. P9620) sfindlni koncentraci v médiu 1 pg/ml, abychom zajistili pfeziti bunek
obsahujicich sgRNA. Po tydenni selekci puromycinem a blasticidinem byla bunécna kultura
namnozena na 850 000 - 1000 000 bunek/ml, poté byla Cast bunécné kultury zamrazena.
Nasledné byly pfipravené dva vzorky kazdy s poctem buné&k 5x10° na izolaci genomické DNA
a proteinil pro ovéfeni pritomnosti obou slozek CRISPR systému, tedy dCas9 a sgRNA.

Bunécna linie byla podrobena pusobeni nukleosidového derivatu PNH 173
o koncentraci 0,5 uM s prokadzanymi antineoplastickymi ucinky projevujicimi se specifickou
cytotoxicitou vuci nadorovym bunéCnym liniim. Dalsi ptasobeni latkou PNH 173 byly
provadény tak dlouho dokud rozdil doublingu mezi bunécnou populaci ovlivnénou PNH 173
a kontrolni populaci s DMSO nebyl miniméalné¢ 6. Buikdm bylo umoznéno zotaveni
na 80% viabilitu a vySe.

Pusobenim latky PNH 173 dojde k pfeziti jen ¢asti populace buné€k, u které je snizena
exprese molekularnich cili zkoumanych latek. Z této prezivsi populace bunék byla po tfech
a ¢tyfech 72hodinovych ovlivnénich latkou PNH 173 izolovana genomicka DNA a nakonec
bylo provedeno sekvenovani na Illumina platformé. Ze ziskanych sekvenacnich dat, jejichz
analyzu provedl Ing. Rastislav Slavkovsky, Ph.D., byly ureny mechanizmy puasobeni
arezistence testované latky PNH 173. Cely princip identifikace molekularnich cilt latky
PNH 173 pomoci genetického celogenomového screeningu za pouziti CRISPR interference

a struktura latky je znadzornéna na Obrazek 5.
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Obrazek 5: Schéma pracovniho postupu pii identifikaci molekulamich cilti nukleosidového derivatu

PNH 173 (A) a struktura latky PNH 173 (B)
4.4.2 Detekce sgRNA v transdukované bunécné linii K562 dCas9 KRAB
Izolace DNA pomoci MagCore Cultured Cells DNA Kitu

Z kultivovanych bunéénych linii byla vyizolovana DNA pomoci MagCore Cultured
Cells DNA Kitu. Z kazdé kultivaéni lahve bylo k izolaci DNA odebrano 20x10° bungk.

Restrikce DNA pomoci restriktazy Sbfl

Pro restrikéni §tépeni DNA pomoci restriktazy Sbfl byl nejdfive pfipraven restrikéni
mix skladajici se ze vzorku genomové DNA, 10x CutSmart pufru a Sbfl (Tabulka 1). Mix byl
nasledné¢ inkubovan v 37 °C pftes noc.

Po restrikci vznikne templat pro PCR reakci o velikosti pfiblizn€¢ 500 bp. Pro vyssi
ucinnost a specifitu PCR reakce byl zaclenén krok purifikace sgRNA sekvenci vlozenych
do genomt bunéénych linii pouzitim magnetické separace konkrétné¢ SPRIselect Bead-Based

Reagent.

Tabulka 1: Rozpis komponent pro restrikéni §t€peni pomoci restriktazy Sbfl

Reagencie Objem pro 50 pl reakci [ul]
DNA lug
10x rCutSmart Buffer 5
Sbfl 1
Nuclease-free Water Doplnéno do 50 pl
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Polymerazova retézova reakce - PCR

Nejprve byl pfipraven master mix pro osm reakci srezervou jedné reakce podle

nasledujici tabulky (Tabulka 2). Sekvence pouzitych primert jsou uvedené v Tabulka 3.

Tabulka 2: Rozpis latek na PCR reakci

Objem pro osm reakci s
Objem pro jednu reakci
Reagencie rezervou
[nd]
[n1]
DEPC voda - -
GC pufr 20 180
DMSO 3 27
100 uM 3 primer 0,4 3,6
100 uM 5 primer 0,4 3,6
10 mM dNTPs 2 18
Phusion polymeraza 1 9
Pozadovana koncentrace
500 ng
DNA ve vzorku

Tabulka 3: Sekvence pouzitych primeru pro PCR reakci

Primer Sekvence (5°- 3")

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTA
CACGATCGGAAGAGCACACGTCTGA

Forward
ACTCCAGTCACCTTGTAGCACAAAAG
GAAACTCACCCT
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATC
Reverse

GACTCGGTGCCACTTTTTC

Na kazdou PCR reakci o objemu 100 pl bylo pozadované mnozstvi DNA vzorku 500 ng.
Jelikoz mél kazdy vzorek jinou koncentraci, tak byly jejich objemy vypocitany zvlast.
Na zakladé téchto objemt byl nakonec zjistén i vysledny objem DEPC vody pro PCR reakci.
(Tabulka 4).
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Tabulka 4: Koncentrace DNA ve vzorcich po ¢tyfech ovlivnénich latkami DMSO a PNH 173

Vaorek Koncentrace DNA Objem pro PCR | Objem DEPC vody
[ng/ul] reakci [pl] pro PCR reakci [pl]
1 1278,12 0,391 72,809
2 1288,38 0,388 72,812
3 1431,76 0,349 72,851
4 382,66 1,307 71,893
5 756,74 0,661 72,539
6 903,49 0,553 72,647
7 1 1 72,2
8 - - 73,2

Legenda k Tabulce 4: Vzorky 1, 2, 3 pochazely z tfech biologickych replikatii bunck K562 dCas9
KRAB ovlivnénych Iatkou DMSO. Vzorky 4, 5, 6 jsou pavodem z tfech biologickych replikatu bunék
K562 dCas9 KRAB ovlivnénych latkou PNH 173. Vzorek 7 jsou buiky K562 wild type neobsahujici
sgRNA a dCas9, vzorek 8 je DEPC voda. Tyto dva vzorky slouzily jako negativni kontrola.

Provedend PCR reakce byla specialné navrzena tak, aby tzv. ,obohatila®“ sekvence
sgRNA o Illumina 5’ a Illumina 3’ adaptéry, které byly pfidany na 3” a 5° konec sgRNA kazety
spolecné s indexem pro identifikovani vzorki po NGS sekvenovani na Illumina platformé
(Obrazek 6). Nakonec byla provedena elektroforeticka separace k ovéfeni pritomnosti sgRNA

kazet v pfipravenych vzorcich.

Iimina 5 index

isek se znamou sekvenci _ usek se znamon sekvenci

IMumina 3'

Obrazek 6: Schéma znazomujici sekvenci kazety s sgRNA vloZené v genomu bunék a vazbu primera

ke vneseni adapteru a indexu pro NGS
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Horizontalni elektroforéza v agarézovém gelu

Separace PCR produkti byla provedena v 2% agardézovém gelu za pouziti TBE pufru.
K vizualizaci DNA bylo pouzito fluorescencni barvivo GelRed.

Mezitim byly pfipraveny vzorky do nanasSecich jamek agardzového gelu v nésledujicim
pomeéru - 20 ul vzorku a 5 pl nanasSeciho pufru. Do jamek bylo nésledné pfidano 20 ul vzorku.
Do prvni a posledni jamky bylo pfidano 3 ul 100 bp DNA Ladderu pro zjisténi velikosti nasich
PCR amplikond.

Elektroforeticka separace probihala 1 hodinu a 50 minut za konstantniho napéti 90 V.

Po provedeni separace byl gel vyhodnocen pomoci fluorescen¢niho readeru.

4.4.3 Izolace proteini a jejich detekce za pouziti Western blottingu
Lyzace a izolace proteinu

Veskera prace probihala na ledu. Do jednotlivych zkumavek bylo pfidano potfebné
mnozstvi RIPA lyza¢niho pufru obsahujiciho inhibitory protedaz a fosfataz priblizné podle
velikosti pelety bunék (minimum je 20 pl). Po dobu 25 minut byl obsah zkumavky Spickou 3x
radné propipetovan do rozbiti pelety. Aby doslo k dostatecnému rozbiti organel, tak byly
vzorky dany do ultrazvuku po dobu 2 min. Nasledné byly zkumavky se vzorkem centrifugovany
po dobu 25 minut pfi 4 °C a 14 000 RPM. Vznikl tekuty supernatant obsahujici veskeré proteiny
a peleta s nukleovymi kyselinami a lipidy. Poté se vznikly supernatant s proteiny piepipetoval
do novych zkumavek a bylo stanoveno celkové mnoZstvi proteinti ve vzorku za pouzZiti Pierce™

BCA Protein Assay Kit v 96jamkové mikrotitracni desticce.

Stanoveni koncentrace proteini s pouzitim Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Pierce™ BCA Protein Assay Kit je zaloZen na reakci, ktera vyuziva sodné soli kyseliny
bicinchoninové (BCA) komplexujici ionty Cu', které vznikly reakci iontl Cu' s peptidovou
vazbou. Vysledny fialovy produkt vykazuje absorbanci pfi 562 nm. Timto zptisobem muizeme
efektivné a rychle zjistit koncentraci proteint ve studovanych vzorcich.

Nejdiive byl pripraven pracovni roztok smichanim BCA Reagentu A a BCA
Reagentu B v poméru 1:50. Aby nedoslo k prekro¢eni maximalni hodnoty detekce kitu a vzorek
byl spotifebovan co nejméng, je vhodné vzorky nafedit destilovanou vodou. Do kazdé jamky
bylo pfidano 7,5 pl destilované vody a nasledn€é 2,5 ul vzorku. Vzorky byly pfidavany
do mikrotitrani desticky v duplikatech. Pro kontrolu bylo napipetovano i 10 pl kazdého
ze standardil a blank — destilovana voda. V prvni vertikalni fadé mikrotitracni desticky tedy

byla postupné se zvySujici koncentracni fada standardt, v dalSich fadach jiz nasledovaly
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studované vzorky. Nasledné bylo multikanalovou pipetou pfidano 200 ul pracovniho roztoku
do kazdé jamky.

Mikrotitracni desticka byla inkubovana v 37 °C po dobu 30 min. Po inkubaci byla
zméfend absorbance pfi 562 nm pomoci EnVision Plate Readeru a podle kalibracni fady byla

spocitana koncentrace proteina ve vzorcich.

SDS-PAGE elektroforéza a semi-dry western blotting

Podle molekularni hmotnosti proteinii naseho zajmu - ofekavana hmotnost proteint
byla 10 — 200 kDa — byl pfipraven 12% polyakrylamidovy gel se Sitkou 1,5 mm podle navodu
Tabulka 5. Na ptipravu byl pouzit TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit. Latky TEMED
a 10% APS byly pridany tésné pied nanesenim gelu mezi skla.

Tabulka 5: Rozpis latek na pripravu 12% gelu pro SDS-PAGE elektroforézu

Sitka 12% gelu [mm] 1,5
Délici gel Zaostrovaci gel
Resolver A 4mlxn -
Resolver B 4mlxn -
Stacker A - 1,5mlxn
Stacker B - 1,5mlxn
TEMED 4ulxn 3ulxn
10% APS 40 pl x n ISulxn
Legenda k Tabulce 5:

n...pocet pouzitych gelu

APS.. .peroxodisiran amonny

Pipetou byl nanesen roztok déliciho gelu do elektroforetické komurky pfiblizn€ 2 cm
od okraje kratSiho skla. Roztok byl opatrné prevrstven 2—3 kapkami butanolu. Gel se nechal
tuhnout minimalné 30 minut pfi laboratorni teploté.

Po zatuhnuti déliciho gelu byl gel proplachnut dostateCnym mnozstvim destilované
vody tak, aby se odstranil v§echen butanol. Zbytek vody byl odstranén odsanim kouskem
buniciny.

Pomoci pipety byl nanesen roztok zaostiovaciho gelu az k okraji kratSiho skla. Pro
vytvoreni pozadovanych nanasecich jamek o dané velikosti byl vsazen hieben a nasledné bylo
zkontrolovano, zda se nevytvorili bubliny. Gel se nechal tuhnout minimalné 30 minut

v pokojové teploté.
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Pripravena skla s gelem byla umisténa do drazek v elektrodovém drzaku tak, aby byla
krat$i skla orientovana dovnitf smérem k sobé - vytvarejici tak vani¢ku pro naliti pufru. Gely
byly pritlacené na zelené tésnéni pomoci klipsen. Upinaci ramecek byl poté vlozen
do elektrodové vany. Do komurky mezi skly v elektrodovém drzaku byl nalit 1x TBS pufr az po
okraj, nasledné¢ bylo zkontrolovano, neprotéka-li pufr. Do elektrodové vany byl nalit
elektrodovy pufr 1x TBS na celkové 4 gely.

Nejdrive byly vzorky nafedény tak, aby bylo v kazdé jamce stejné mnozstvi proteind,
konkrétné 50 pg. Byl pfidan nanaseci Laemmliho pufr. Vzorky byly zahtaty v termobloku
na 95 °C po dobu 5 minut. Jakmile byly vzorky zahtaty, tak byly naneseny na gel v mnozstvi
50 pg celkovych proteinti na jamku. Do krajni jamky bylo naneseno 4 pl markeru molekulové
hmotnosti a do dalSich jamek bylo pfidano 20 pl studovanych vzorkd.

Na elektrodovou vanu bylo nasazeno viko s pfivody elektrického proudu a napéti bylo
nastaveno na 80 V. Za 30 min bylo napéti zvySeno na 120 V.

Elektroforeticka separace byla zastavena, jakmile Celo elektroforézy dosahlo na konec
déliciho gelu. Separace byla ukoncena prerusenim ptivodu elektrického proudu.

Z elektroforetickych komurek byla vyndana skla, nakonec byl zaostiovaci gel oddélen

od déliciho gelu. Pripraveny délici gel se pouzil pro imunodetekci semi-dry western blottingem.

Semi-dry western blotting

Pfed nanesenim gelu na membranu a sestaveni aparatury byly filtraCni papiry
a nitrocelul6zova membrana namoceny zvlast do transferového pufru. Transferovy pufr byl
pfipraven smichanim 200 ml 5x pufru od BioRad, 600 ml destilované vody a 200 ml
95% ethanolu. Sestaveni aparatury probihalo v nasledujicim poradi: filtraéni papiry,
nitrocelul6zova membrana, dale gel a nakonec opét filtrani papiry. Po naneseni kazdé vrstvy
byly bubliny opatrné vytlaCovany prejizdénim specialnim valeckem. K pieblotovani byl
nastaven program pro 1,5mm gel 25 V na 10 min. Abychom zjistili, zda byly proteiny spravné
preneseny z gelu na membranu, tak bylo provedeno barveni Ponceau S. Barvivo se nasledné

odmylo v 1x TBS pufru do tplného odbarveni.

Imunodetekce
Membrana byla prenesena do 5% roztoku BSA v 1x TBS-T. Blokovani membrany
probihalo 1 hodinu na kyvacce pti laboratorni teploté. Blokovaci roztok musi byt vzdy shodny

s roztokem, v némz je rozpusténa primarni 1 sekundarni protilatka.
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Primarni protilatka byla nafedéna v blokovacim roztoku. Koncentrace protilatky
v roztoku by neméla presahnout 5 pg/ml. Informace ohledné pouzitych primarnich protilatek
jsou piehledné sepsany v Tabulka 6.

Tabulka 6: Rozpis pouzitych primarmich protilatek vici studovanym proteinim

Molekularni
Pomér

hmotnost Puvod prim. Katalogové
Protein redéni prim. | Vyrobce

proteinu protilatky cislo

protilatky
[kDa]
Cas9 164 Kralik 1:5000 Abcam Ab210752
Sigma
[-aktin 45 Mys 1:4000 A2228
Aldrich

Legenda k Tabulce 6: Byly pouzity dvé primarni protilatky, a sice vuci proteinu Cas9, abychom
zkontrolovali jeho hladinu exprese v bunécné kultute, a vici B-aktinu pro kontrolu stejného mnozstvi
proteina ve vzorcich.

Po 1 hodiné blokovani byla membrana vyjmuta z blokovaciho roztoku, promyta v TBS
pufrus 0,1% Tweenem 20 (TBS-T) a vlozena do roztoku natfedéné primarni protilatky. Roztoky
primarnich protilatek byly pfipraveny do 50ml centrifugacnich zkumavek v objemu piiblizné
4-5 ml. Membrana s primarnimi protilatkami byla inkubovéna ptes noc na rolleru pii 4 °C.

Po ukonceni inkubace byla membrana 3x po 5 minutach promyta na kyvacce v TBS
pufru s 0,1% Tweenem 20. Béhem posledniho oplachu byla nafedéna sekundarni protilatka
v poméru 1:10 000 v roztoku 5% BSA. Béhem experimentu byly pouzity primarni protilatky
zmys$i a kralika, tudiz jako sekundarni protilatky byly pouzity Anti-mouse a Anti-rabbit.
Proplachnuta membrana byla vlozena do roztoku sekundarni protilatky ainkubovéana pfi
laboratorni teploté 1 hodinu na kyvacce.

Po inkubaci byla membrana opét 3x po 5 minutach promyta v TBS s 0,1% Tweenem 20.

Pred vlozenim membrany do dokumentacniho systému byla membrana pfevrstvena par

kapkami luminiscen¢niho substratu Luminata HRP Forte.
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5 VYSLEDKY
5.1. Selekce bunécné linie K562 dCas9 KRAB a kontrola exprese proteinu

dCas9
U linie K562 dCas9 KRAB byla nejdiive provedena kultivace za pfitomnosti selekéniho

antibiotika blasticidinu s koncentraci 50 pg/ml pro dostatenou expresi proteinu dCas9
v nami studovanych burikach. Pro kontrolu exprese proteinu byl proveden western blotting,
ve kterém byla prokazana pfitomnost proteinu dCas9 v buiikach K562 s dCas9 KRAB
doménou a v téze linii po selekci testovanou latkou PNH173 a DMSO, které slouzilo jako
kontrola.

Zaroven s ovéfenim hladiny exprese dCas9 proteinu byl proveden WB pro detekci
B-aktinu, abychom ovéfili ekvivalentni mnozstvi proteina ve vSech vzorcich (Obrazek 7).

Exprese dCas9 proteinu byla stanovena ve vSech zkoumanych replikatech.

DMSO PNH 173

A A
K562 K562 ! | [ ' K562

WI KRAB 1 II I I II III KRAB

dCas9

p-aktin

Obrazek 7: Vysledek Western blottingu detekujiciho expresi dCas9 proteinu u bunécné linie K562
dCas9 KRAB

5.2. Transdukce bunécné linie celogenomovu sgRNA knihovnou

Bunécna linie K562 dCas9 KRAB byla lentiviralné transdukovéana knihovnou sgRNA
cilici sekvence promotori kazdého genu v lidském genomu. Protein dCas9 je specialné
modifikovan tak, aby reguloval expresi gent v burikach pii soucasném zachovani jejich
struktury, tim padem bylo vbunééné linii inhibovan vzdy odliSny gen na zéakladé
korespondujici sekvence sgRNA. Bunécna linie byla zaroven pod selekci antibiotikem
puromycinem, abychom kultivovali jen buiiky s vlozenou sgRNA knihovnou a blasticidinem

pro zachovani exprese dCas9 enzymu.
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Prvni krok pro zjisténi molekularnich cilti nukleosidového derivatu PNH 173 pomoci
Illumina sekvenovani je provedeni izolace DNA, frakcionace genomické DNA a nakonec PCR
reakce s elektroforetickou separaci (Obrazek 8). Frakcionace genomické DNA byla provedena
z divodu redukce celkové velikosti izolované DNA, aby vzorky PCR obsahovaly jen fragmenty
se sekvenci sgRNA kazety. Frakcionace byla provedena pomoci restriktazy Sbfl, nasledovalo
precisténi za pouziti SPRI select Bead-Based Reagent.

Vysledny PCR amplikon odpovidal predikované velikosti v rozmezi 260-280 bp.
V negativni kontrole, coz byla v naSem pfipadé destilovana voda, se neobjevil zadny produkt

podle ocekavani.
DMSO PNH 173

—— 100 bp

dHO1 II IIT T II III DNA Ladder

300 bp
Vew v e
200 bp

Obrazek 8: Vysledek detekce a separace PCR produktt ziskanych cilenou amplifikaci sgRNA kazety
zaclenéné v genomu linie K562 dCas9 KRAB

Legenda k Obrazku 8: V prvni a posledni jamce byl aplikovan 100 bp DNA Ladder od firmy New
England Biol.abs. V druh¢ jamce se nachazi negativni kontrola, v dalSich buriky K562 dCas9 KRAB
pod vlivem latky DMSO v triplikatu a pod vlivem nukleosidového derivatu PNH 173 v triplikatu.

5.3. Identifikace molekularnich cila nukleosidového derivatu PNH 173

pomoci sekvenovani na Illumina platformé

Po selek¢nim tlaku, ktery byl vytvoren na populaci bun¢k K562 dCas9 KRAB piidanim

nukleosidového derivatu PNH 173 doSlo k preziti té ¢asti populace bunék, ktera méla snizenou
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expresi molekularnich cilti zkoumané latky. Bunécné linie byly béhem experimentu celkem
Ctyti krat ovlivnény studovanou latkou a DMSO jakozto kontrolou po dobu 72 hodin. Z takto
ziskanych vzorkti byla nasledné izolovana genomicka DNA a provedeno sekvenovani
na [llumina platformé.

Pomoci sekvenovani nové generace (NGS) na Illumina platformé bylo zji§téno relativni
zastoupeni sgRNA molekul v populaci kultivované pod vlivem latky PNH 173 a v kontrolni
populaci ovlivnéné latkou DMSO. Vysledky sekvenovani byly statisticky zpracovany pomoci
Mann-Whitneyho analyzy a znazornény ve formé Volcano plotu viz Graf 1. Jako molekularni
cile nukleosidového derivatu PNH 173 byly oznaleny geny PHKB, KIF24 a RDHI10. Geny
zapriCinujici rezistenci k této latce jsou BEND3 a HIBADH. Téchto pét geni bylo

identifikovano se signifikanci p <0,05.

Bunécna linie po pusobeni latek PNH 173 a DMSO
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Graf 1: Volcano plot znazoriiujici na ose x zastoupeni jednotlivych sgRNA v bunééné linii K562 dCas9
KRAB po selekcei latkou PNH173 porovnané s kontrolou DMSO. Dale na ose y je vynesena signifikance

dle Mann-Whitney statistického testu. Data byla souhrnné analyzovana ze tii biologickych replikatu.

Legenda ke Grafu 1: Jako molekulami cile latky byly vyprofilovany geny PHKB, KIF24, RDHI0.
Za mechanismus rezistence vuci latce PNH 173 muzeme povazovat geny BEND3 a HIBADH.
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6 DISKUSE
6.1 Vlastnosti a funkce molekularnich cila testované latky PNH173
6.1.1 KIF24

Kinesiny jsou molekularni motory, které se i€astni intracelularniho transportu. Dokazou
se navazat na mikrotubuly a s pomoci ATP se posunuji podél téchto vlaknitych struktur
a transportuji proteinové komplexy, membranové vezikuly a organely. Existuje nejméné
45 sav¢ich genu pro kinesin (Kif) a jejich genové produkty jsou nasledné ¢lenény do tii typa
na zakladé pozice motorové domény vramci proteinu, a sice N-kinesiny, C-kinesiny
a M-kinesiny. V podstat¢ mlzeme fici, ze N-kinesiny a C-kinesiny slouzi k molekularnimu
transportu smérem k plus a minus konci mikrotubult, zatim co u M-kinesinti bylo zjisténo, ze
dokézou depolymerizovat mikrotubuly. M-kinesiny mohou byt dale fylogeneticky seskupeny
do rodiny kinesin-13, ktera obsahuje ctyfi lidské a mysi proteiny: Kif2A, Kif2B,
Kif2C/MCAK a KIF24 (Kobayashi et al., 2011).

Bylo objeveno 45 gena kodujicich KIF proteiny u ¢lovéka, mezi nimiz bylo nékolik
¢lent asociovano s nadorovou patobiologii. Snizeni exprese proteinid KIF2C, KIF3C, KIF22,
KIF18A a KIF24 inhibovalo proliferaci karcinomu prsu skrze rizné mechanismy, jako
napf. blok v pfechodu G2/M fazi v bunééného cyklu, v jehoz disledku dochazi ke zpozdénému

vystupu z mitozy a celkové k deregulaci bunécného déleni (Li et al., 2020).

6.1.2 RDH10

Kyselina all-frans-retinova (atRA) se uCastni mnoha biologickych procest
od embryonalniho vyvoje, bunééné diferenciace a proliferace, imunity, neurogeneze az
po energeticky metabolismus. Je to metabolit vitaminu A (retinolu) a vznikd dvéma po sobé
nasleduyjicimi dehydrogenacemi z pravé zminéného retinolu. Retinolové dehydrogenazy
katalyzuji prvni a rychlost limitujici reakci za vzniku all-frans-retinalu. RDH10 je jedna
z nejlépe popsanych dehydrogenaz v ramci biosyntézy atRA (Obrochta et al., 2015).

Gliomy nalezi mezi jedny z nejfatalnéjsSich typu lidskych nadorti a soucasné neexistuje
zadna efektivni 1é¢ba. Ukazalo se, ze RDH10 je vysoce exprimovan v lidskych gliomech a jeho
exprese koreluje se stupném zavaznosti tumoru a dobou preziti pacientd. Cilené snizeni exprese
RDHI0 in vitro pomoci shRNA nesenych lentiviry potlacilo proliferaci gliomovych bunek
a celkové tumorigenezi. V in vivo experimentu provedeném na modelu mysich gliomt doslo
vlivem snizeni exprese RDHI0 k vyraznému omezeni jejich rastu. Predpoklada se tedy,
ze RDH10 muze hrat dulezitou roli v proliferaci gliomovych bunék a jeji regulace by mohla

vést k nalezeni vhodného 1éku pro 1écbu gliomt (Guan et al., 2017).
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6.1.3 PHKB

Metabolismus glykogenu fadime mezi kli¢ové procesy vramci metabolismu
nadorovych bunék. Fosforylaza kindza (PHK) reguluje glykogenolyzu aktivaci
glykogenfosforylazy, ktera katalyzuje fosfolytickou degradaci glykogenu (Yang et al., 2019).

Fosforylaza kinaza je polymer sestavajici ze 16 podjednotek — Ctyfi podjednotky a, B, v
a & vyskytujici se vzdy po Ctyfech. Podjednotka o zahrnuje izoformy pro kosterni svalstvo
ajatra, které jsou kodované dvéma riznymi geny, to samé muzeme fict i podjednotce .
Podjednotka B3 je stejna jak u svalové, tak jaterni izoformy a je kddovana genem, ktery je clenem
rodiny regulacnich podjednotek fosforylazy B kinazy. Posledni podjednotka 6 je kalmodulin
a je kodovana tfemi raznymi geny (PHKB section summary - The Human Protein Atlas).

Z pohledu nadorové biologie existuje jen omezené mnozstvi informaci o PHKB, z nichz
uvadime nasledujici. Nekodujici RNA molekuly jsou Casto asociovany s genovou regulaci
béhem ontogeneze a prub&hu riznych onemocnéni. Nedavno byla objevena dlouha nekodujici
RNA snazvem Hmrhl, ktera je transkribovana z intronu 14 phkb genu a je asociovana
s chromatinem. Bylo prokazano, ze Hmrhl funguje jako enhancer RNA pro svij hostitelsky
gen - Phosphorylase Kinase Regulatory Subunit Beta (phkb) — v butikach K562 chronické
myeloidni leukémie (Fatima et al., 2019). Dale ve studii z roku 2014 bylo prokazano, ze PHKB
interaguje s C-koncem proteinu KIAA1199, coz zapficinilo delsi dobu pfeziti nadorovych

bunék a zvysenou proliferaci (Terashima et al., 2014).

6.2 Vlastnosti a funkce genu podminujicich rezistenci vuci testované latce
PNH 173
6.2.1 BEND3

Proteiny obsahujici BEN doménu jsou dulezitou soucasti v procesu regulace genové
exprese, nicméné zpusob a molekularni podstata, jakymi reguluji funkci chromatinu
a transkripci je prozatim neznamy. BEND3 je protein obsahujici ¢tyfnasobnou repetici BEN
domény, kterd asociuje s heterochromatinem a funguje jako transkripcni represor. Jedna studie
ukézala, ze BEND3 je vice exprimovan v pluripotentnich burikach a nasledna indukce
diferenciace téchto bunék vyusti v down-regulaci BEND3, naopak odstranéni BEND3 vede
pluripotentni buriky k zvysSené regulaci exprese diferenciacnich genid. BEND3 se vaze
na promotory faktorti spojenych s vyvojem organismu a kli¢ovych regulatorti bunécného cyklu,
jako napt. CDKN1A (Kurniawan et al., 2022).

BEND3 je lokalizovan na chromozomu 6 v lidském genomu a obsahuje tfi introny

a Ctyfi exony. N-koncova cast BEND3 je nasledovana ctyfmi BEN doménami z 80
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aminokyselin, z nichz kazda disponuje odliSnymi molekularnimi interakcemi a funkcemi. NLS
(Nuclear Localization Signal) je pfitomny pravé v N-koncové Casti proteinu. Protein tvori
oktamerickou strukturu vyssiho fadu (Naiyer et al., 2023).

Uloha BEND3 v karcinogenezi byla jiZ vicekrat zkoumana. Napf. mechanismus, jakym
BEND3 rekrutuje PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) k nemethylovanym CGI (CpG
Islands) v pluripotentnich buiikkach a jeho mozna souvislost s rekrutaci PRC2 1 v jinych
bunécnych kontextech, konkrétné u nadorovych bunék. Skute¢né se ukazalo, ze komponenty
PRC2 (EZH2, SUZ12, EED) jsou frekventované deregulovany v nekolika onkologickych
onemocnénich, tudiz pochopeni specifického spojeni BEND3-EZH2 (Enhancer Of Zeste 2
Polycomb Repressive Complex 2 Subunit) by mohlo vést k novym terapeutickym pfistuptim
(Khan, Prasanth, 2023).

6.2.2 HIBADH

Valin je esencialni rozvétvena aminokyselina, ktera je v lidském organismu podrobena
nékolika krokové degradaci. UrCity blok v degradaci valinu muze zpusobit akumulaci
intermediatu 3-hydroxyisomaselné kyseliny (3HiB) a jeji exkrece v moci. Mutace v genu
HIBADH, ktery koduje 3-hydroxyisobutyratdehydrogenazu (HIBADH) mize zpusobit
deficienci HIBADH a praveé tuto metabolickou poruchu (Meyer et al., 2021).

Taktéz byla zkoumana mozna interakce HIBADH s 14-3-3c proteinem, ktery je uzce
spojen s karcinogenezi. 14-3-3 proteiny jsou jedny z nejhojnéji se nachazejicich proteind v
burice, které byly objeveny v roce 1967 jako skupina acidickych proteini v savéim mozku. Tyto
proteiny existuji celkové v sedmi izoformach a hraji dualezitou roli v regulaci nékolika
bunéénych procest, jako napf. udrzovani kontrolnich bodi v bunééném cyklu a DNA reparaci,

prevence apoptozy, spusténi bunécné diferenciace a senescence atd (Zou et al., 2013).
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7 ZAVER

Ve sfére genetického inzenyrstvi existuje spousta moznosti, jak editovat genom
organismu, atim napiiklad zjistit funkce a mechanismy regulace riznych gent. Jeden
ze zpusobi, ktomuto studiu pouzivanych, je itechnologie CRISPR/Cas9 odvozena
z prokaryotnich organismd, jejiz hlavni podstata je naruseni urcité sekvence v genomu pomoci
dvou hlavnich komponent, a sice sgRNA (single-guide RNA) aendonukledzy Cas9.
Single-guide RNA je molekula obsahujici sekvenci komplementarni k sekvenci naseho zajmu,
a tim v podstaté slouzi jako navadéci molekula pro endonukledzu Cas9, ktera nasledné danou
sekvenci rozstiihne.

Jestlize vSak naSim cilem neni §tépeni urcitého genu, ale jen regulace jeho exprese,
tj. aktivace Ci inhibice jeho transkripce, tak mizeme vyuzit modifikovany dCas9 protein
(dead Cas9), u kterého byla deaktivovana endonukledzova aktivita a protein je tim padem
schopny se diky sgRNA jen navazat na urcitou sekvenci a pomoci dal§ich komponent gen
aktivovat €1 inhibovat. Pro ucely experimentalni casti predkladané prace byla pouzita inhibi¢ni
doména KRAB (Kriippel associated box) ve spojeni s dCas9 proteinem.

Bunécna linie K562 dCas9 KRAB byla uspésné transdukovana lentiviry nesoucimi
sgRNA vici celému lidskému genomu. Exprese dCas9 a sgRNA v bunécné linii byla dikladné
ovétena a nasledné byla provedena izolace DNA. Bunééna linie byla kultivovana pod selekci
selekénimi antibiotiky a nukleosidového derivatu PNH 173, coz je latka ovliviiujici proliferacni
aktivitu nadorovych bunék. Hlavnim cilem této prace bylo identifikovat molekularni cile latky
PNH173 a geny podmiriujici rezistenci vici tomuto slibnému antineoplastickému derivatu
7-deazaadeninu.

Pomoci genetického celogenomového screeningu byly zjiStény molekularni cile
nukleosidového derivatu PNH 173 a geny podminujici rezistenci vaci testované latce. Jako
molekularni cile byly ur€eny geny KIF24, PHKB a RDHI0. Buiiky se brani cytotoxickému
pusobeni latky PNH 173 tim, ze indukuji expresi BEND3 a HIBADH. Rezistence vuci PNH173

je pak zpusobena aktivaci dediferenciacnich mechanizm.
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