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1 UVOD

A3 adenosinovy receptor (As3AR) se fadi do skupiny receptori spirazenych
s G-proteinem. Je hojné exprimovan v mnoha typech nadorovych onemocnéni a jeho
aktivaci muze dochazet jak k ristu nadorti a bunécné proliferaci, tak k inhibici proliferace
nadoru diky aktivaci apoptickych signalnich drah. Vzhledem k témto vlastnostem je A3AR
velmi slibnym terapeutickym cilem a vybornym nadorovym biomarkerem. Synteticti
selektivni agonisté A3AR vykazuji proapoptické a antiproliferacni UcCinky, nevykazuji
vyrazné vedlej§i ucinky, jsou bezpecni, velmi specificti a mohou tak byt potencialné

ucinnymi l1éCivy ruznych onkologickych onemocnéni.

CRISPR/Cas9 technologie je revoluénim a aktudlné velmi ucinnym nastrojem pro
precizni editaci genomu. Je zalozena na pfirozeném obranném mechanismu prokaryot viaci
patogenim. Diky enzymu Cas9 lze Stépit a upravovat DNA na presn€¢ daném misté. Tato
technologie muze byt potencialné vyuzita pfi onkologickych terapiich. Umoziuje totiz
modifikovat geny zodpoveédné za vyvoj a progresi nadorovych onemocnéni. Maze napriklad
inaktivovat onkogeny ¢i geny, které zpusobuji odolnost bunék vuac¢i 1écbé. Diky
CRISPR/Cas9 lze také modifikovat geny ovliviiyjici imunitni odpoveéd’, coz muze vést
k posilnéni imunitniho systému a zvySeni u€innosti imunoterapie. V neposledni fad¢ je tato
technologie vyznamnym nastrojem pro vytvafeni modelG nadorovych onemocnéni

v laboratornich podminkéch, coz napoméha vyvoji novych terapeutickych strategii.



2 CILE PRACE
1) Vypracovani literarni reSerSe na téma adenosinové receptory, As; adenosinovy
receptor, CRISPR/Cas9.

2) CRISPR/Cas9 knock-out Az adenosinového receptoru, oveéfeni uc¢innosti crRNA

pomoci molekularné biologickych metod.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Adenosinové receptory

Adenosinové receptory (AR) se fadi do skupiny receptorti spiazenych s G-proteinem
(GPCR), jejichz prirozenym agonistou je pravé adenosin, ktery diky témto receptorim
zahajuje své biologické ucinky. Tyto receptory jsou hojné exprimovany téméf v kazdé tkani
a organu naseho téla a potencialné ovliviiuji vétsinu fyziologickych funkci. AR se déli
na Ctyfi subtypy — A1, A2a, A2 a As. VSechny jsou strukturné velmi podobné, jejich
transmembranova domeéna je slozena ze sedmi o-helix( a maji extracelularné umisténé
amino- konce a intracelularné karboxy- konce (viz obrazek 1). Soucasti N-terminalni
domény jsou N-glykosylac¢ni mista, ktera ovliviluji navadeéni receptoru do plasmatické
membrany (Sheth ez al., 2014). Karboxy- konec je bohaty na zbytky aminokyselin serinu
a threoninu, které slouzi jako fosforylacni mista pro protein kindzy a umoziiuji spojeni

receptoru s G-proteinem (Sheth ez al., 2014).

Extracelularni

prostiedi
N-konec
L[ (2] {3] |4 |5
C-konec

Intracelularni
prostiedi

Obrazek 1: Schématické znazornéni struktury receptoru sprazenych s G-proteinem. Vytvoreno

v programu BioRender.com. Upraveno podle Coy ef Sun, 2014,

Ackoliv si jsou tyto receptory strukturné podobné, lisi se riznou afinitou k adenosinu,
raznou expresi v tkanich a parovanim s efektorovymi systémy, coz znamena, ze se odliSuji
ve vazbé na adenylatcyklazu a jeji regulaci hladiny cyklického adenosinmonofosfatu
(cAMP) (viz obrazek €. 2). Co se tyCe afinity k adenosinu, tak vysokou afinitu maji AjAR
a AoaAR, jejichz hodnota se pohybuje v nanomolarnich koncentracich, a to pfiblizné

v hodnotach 10 —30 nM, kdezto nizsi afinitu k tomuto nukleosidu maji A2BAR a A3;AR
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(Jacobson, 2009; Sheth ef al., 2014; Ballesteros-Yafiez et al., 2018). A»BAR je receptor
s nejniz$i afinitou k adenosinu, a tato hodnota je vét§i nez 1 uM (Ki > 1 pM). Afinita A;AR
je stfedni, pfiblizné 1 uM (Jacobson, 2009). Jednotlivé receptory jsou popsany nize.

Extracelularni
prostiedi

Adenosin

/}/ N
Adenylat
I | cyklaza
Inhibice N————
ATP
Intracelularni Proteinkinaza
prostiedi cAMP

Obrazek 2: Schématické znazoméni adenosinovych receptori a jejich vliv na hladinu cAMP.

Vytvoreno v programu BioRender.com. Upraveno podle Mazziota ef al., 2022.

3.1.1 Adenosin

Substratem adenosinovych receptorti je purinovy nukleosid adenosin (ADO), jehoz
struktura je tvofena adeninem, pfipojenym na riboézu (viz obrazek ¢. 3). Tento nukleosid je
soucasti mnoha fyziologickych funkci, hraje vyznamnou roli pfi metabolismu organismu
a pii pfenosu energie v butice. Je tvorfen a uvoliiovan z bunék nukleosidovymi transportéry,
mikrovezikuly ¢i zcela nespecificky po uvolnéni adeninovych nukleotidi v pribéhu
apoptézy (Gorzalczany et Sagi-Eisenberg, 2019). Vyznam ma také pii tvorbé signalnich
molekul, jako napftiklad cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP). ADO je produkovan jak
intracelularné, tak extracelularng. Intracelularni adenosin je tvoren
z prekurzoru 5'-adenosinmonofosfatu (5'-AMP) diky aktivit¢ enzymu 5’-nukleotidazy
a nasledné muze nasledovat nékolik metabolickych ¢i syntetickych drah (Sheth et al. 2014).

Koncentrace ADO v extracelularnim prostiedi je velmi nizk4, ale po vystaveni organismu

4
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stresovym podminkam se jeho hladina vyrazné zvySuje a indikuje tak rizné patologické jevy,
jako jsou napiiklad rizna nadorova onemocnéni. ADO také ovliviiuje centralni nervovy
systém, imunitni systém, endokrinni a kardiovaskularni systém (Gorzalczany
et Sagi-Eisenberg, 2019). Tyto koncentrace jsou regulovany deaminazou, ktera degraduje
intracelularni adenosin na inosin, nebo adenosinkindzou, kterd fosforyluje adenosin
na adenosinmonofosfat (AMP). Zminéné enzymy vykazuji rizné afinity k adenosinu, kdy
adenosinkinaza vykazuje vyssi afinitu nez adenosindeaminaza, jelikoz ve fyziologickych
podminkach se adenosin prednostné transformuje na AMP, kdezto k transformaci na inosin
dochazi predev§im v patologickych podminkadch. Vyznamnymi regulatory jsou
nukleosidové transportéry, ekvilibraéni a koncentracni, které vychytavaji adenosin

(Ballesteros-Yaiiez et al., 2018; Gorzalczany et Sagi-Eisenberg, 2019).

NH,

N XN
7
(AL
0]

HO

OH OH
Obrazek 3: Chemicka struktura adenosinu (ChemSketch).

3.1.2 A1 adenosinovy receptor

A1 adenosinovy receptor (A1AR) je spfazen s Gi a Go proteinem. Gen tohoto receptoru,
ADORA, je lokalizovan na chromozomu 1q32.1 (Townsend-Nicholson ez al., 1995). AjAR
je silné¢ exprimovan v celém téle, avSak nejvice v centralni nervové soustavé (CNS)
predevsim v kife mozkové a mozeCku. Vyskytuje se také v srdeCnim svalu, tukové tkani,
kosternich svalech a zanétlivych burkach, jako jsou neutrofily. Mén€ je exprimovan
v plicich a slinivce bfisni. Aktivaci tohoto receptoru dochazi k inhibici adenylatcyklazy,
aktivuji se draselné kanaly, a dochazi k inhibici aktivace Ca’** kanaldi sptazenych
s G-proteinem pomoci aktivace fosfolipazy C, coz vede ke zvySeni hladiny vapniku
v intracelularnim prostfedi (Chen ef al., 2013; Sachdeva er Gupta, 2013; Gorzalczany
et Sagi-Eisenberg, 2019).

Aktivace A1AR vyvolava jak zanétlivé, tak protizanétlivé reakce, zvysSuje aktivitu
natural killer (NK) bunék, indukuje chemotaxi dendritickych bunék a zvySuje endotelialni

propustnost. Mezi zanétlivé ucinky tohoto receptoru v monocytech patii zesileni fagocytozy



Fcy receptorem, indukce sekrece vaskularniho endotelového ristového faktoru ¢i podpora
mediator u riznych modela poskozeni ledvin, srdce, jater, plic a mozku (Effendi et al., 2020).
Jak jiz bylo zminéno, A1AR je nejvice exprimovan v CNS, kde pfispiva k neuroprotekeci,
a podili se také na neurodegeneraci. Indukci synaptické deprese pomoci aktivace AjAR
poskytuje neuroprotekci ischemickym burikam, kdy dokaze snizit glutamatovou signalizaci,
ktera je zpusobena zvySenou hladinou glutamatu pii hypoxii ¢ ischemii
(Stockwell et al., 2017). Jeho aktivaci pfi hypoxii dochazi k inhibici uvolilovani transmiterq,
které souvisi s presynaptickym influxem Ca?*. Mezi tyto neurotransmitery patii dopamin,
acetylcholin, kyselina y-aminomaslena a glutamat za a¢elem tvorby neuroprotekce (Effendi
et al., 2020). A1AR také reguluje draslikovy proud, coz vede k hyperpolarizaci klidového
membranového potencialu skrz aktivaci K™ kanald, kdy dochazi k aktivaci fosfolipazy C
a inhibici adenylatcyklazy (Effendi er al., 2020). Pfes to, ze endogenni adenosin muze
vyvolat terapeutickou hypotermii v ramci neuroprotekce v kratkém c¢asovém intervalu
po mrtvici, tak pii dlouhodobém puisobeni adenosinu na AjAR (v fadu hodin ¢i dni) muze

dojit praveé k neurotoxicité, dochazi tedy ke zvySené smrti neuront (Stockwell ez al., 2017).

3.1.3 A:zadenosinové receptory
A adenosinové receptory (A2AR) jsou sprazeny s Gs a Gq proteinem. Jejich stimulaci
dochazi k aktivaci adenylatcyklazy, coz vede ke zvySeni koncentrace intracelularniho cAMP.
Tyto receptory jsou exprimovany hlavné v presynaptickych a postsynaptickych nervovych
zakoncCenich, mastocytech, hladkém svalstvu dychacich cest a leukocytech. Na zaklade
jejich afinity k adenosinu jsou rozdéleny na Asa a Az adenosinové receptory (Sachdeva

et Gupta, 2013).

3.1.3.1 A2a adenosinovy receptor

Gen Aa adenosinového receptoru  (A2aAR) ADORA2A  se nachazi
na chromozomu 22q11.2 a obsahuje samostatny intron v kodujici oblasti (Le et al., 1996).
Vysoka hladina A2aAR je ve striatu bazalnich ganglii, imunitnich burikach sleziny, v brzliku,
leukocytech, krevnich destickéach a v niz§ich hladinach se nachéazeji v srdci, plicich a cévach
(Chen et al., 2013). A2aAR jsou nejdominantnéj§i protizanétlivé efektory extracelularniho
adenosinu prostifednictvim jejich hojné exprese na burikdch imunitniho systému jako jsou
monocyty, makrofagy, dendritické buiky, mastocyty, neutrofily, eozinofily, lymfocyty
a NK burky (Effendi e al., 2020). Selektivni agonisté tohoto receptoru maji vyznamnou roli

pii zanétech dychacich cest a poSkozeni plicni tkané zprostfedkované neutrofily a monocyty,
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jelikoz jeho aktivaci dochazi k ovlivnéni raznych aspektl zanétlivého procesu, modulaci
aktivace a degranulaci neutrofilt, produkci oxidativnich druhti, expresi adheznich molekul,
uvolnéni cytokinti a degranulaci mastocyta (Effendi ez al., 2020). A2aAR se hojné vyskytuji
v bazélnich gangliich v ¢asti nucleus accumbens a caudate putamen. V Casti caudate
putamen jsou tyto receptory umistény v neuronech, kde moduluji neurotransmisi kyseliny
y-aminomaslené, acetylcholinu a glutamatu, ¢imz se podili na motorickych funkcich

(Sachdeva ef Gupta, 2013).

3.1.3.2 A2 adenosinovy receptor

Gen Azs adenosinového receptoru (A28AR) ADORA2B je lokalizovan
na chromozomu 17p12 (Jacobson et al., 1995). A2gAR jsou Siroce exprimovany, ale obvykle
v men§im mnoZzstvi nez ostatni subtypy adenosinovych receptorti. Nachazi se predevsim
v gastrointestinalnim traktu, moCovém meéchyfi, plicich a mastocytech. ABAR je
exprimovan u vétSiny zanétlivych bunék a ma jak zanétlivé, tak protizanétlivé UcCinky
(Effendi ef al., 2020). Aktivaci tohoto receptoru dochazi také k aktivaci adenylatcyklazy,
avsak, i pres strukturni podobnost s A2aAR, je funkéné odlisny. A2sAR je ze vSech subtypu
receptori nejméné citlivy k adenosinu a k jeho aktivaci je zapotiebi mikromolarnich
koncentraci, kterych adenosin dosahuje prave pii patologickych podminkach, coz znamena,
ze v normalnich fyziologickych podminkach je tento receptor neaktivni. Mezi patologické
podminky, které aktivuji A,BAR patii naptiklad hypoxie, ischemie ¢i zanét, a diky tomu
muze dojit k adaptaci tkan€ na hypoxii, zvySenou toleranci ischemie ¢i zmirnéni akutnich
zanétu (Chen ef al., 2013; Sachdeva et Gupta, 2013). Jak jiz bylo zminéno, tento receptor
ma protizanétlivé 1 zanétlivé ucinky. Protizanétlivé ucinky jsou generovany navazanim

na Gs protein a zanétlivé ucinky navazanim na Gq protein (Effendi ef al., 2020).

3.1.4 Adenosinové receptory a nadorova onemocnéni
Tato kapitola se vénuje A1, Aza a Az adenosinovym receptorim a jejich vyznamu pfi
nadorovych onemocnénich. A3 adenosinovému receptoru je vénovana cela nasledujici
kapitola, a proto tady nebude zminén. Exprese adenosinovych receptord muze byt zvySena

pfi riznych typech nadorovych onemocnéni.

A1AR je detekovatelny v bunéénych liniich lidské leukémie, ¢i v linii lidského
melanomu. Agonisté tohoto receptoru dokazali inhibovat proliferaci nékterych nadorovych
linii, jako naptiklad Sertoli-like TM4 a stimulaci tohoto receptoru byla proliferace také

pozastavena v leukemickych liniich, napt. MOLT-4, a v nékolika liniich lidského karcinomu



prsu, mezi které patii naptiklad T47D ¢i MCF-7 (Gessi et al., 2011; Sheth et al., 2014).
Anti-tumoralni u€inky jsou pozorovany také u bunécnych linii lidského karcinomu tlustého
stteva CW2 a LoVo (Sheth ez al., 2014). V opacném ptipadé méa A1AR i pro-tumoralni
aktivitu, a to v piipadé€ jeho vysoké endogenni exprese v buiitkach melanomu, kde zvysuje
jejich chemotaxi (Woodhouse er al., 1998). Vyssi exprese A1AR, ktera je spojena
s pro-tumoralni aktivitou je i ve tkanich zasazenych lidskym karcinomem prsu, kde je tento
receptor exprimovan vice nez ve zdravé prsni tkani. Jedna se naptiklad o bunécnou linii

MDA-MB-468 (Gessi et al., 2011).

ZvySena exprese A2aAR se muze vyskytovat v riznych nadorovych bunéénych liniich,
ve kterych ovliviluje bunécnou proliferaci, apoptdozu a protinadorovou imunitu. Pro fadu
nadort je typicka akumulace adenosinu vyvolana hypoxii v jeho okoli a po aktivaci signalni
drahy A2aAR dochazi k imunosupresi a antiapoptoze, coz vede k podporeni vzniku nadoru
(Sun et al., 2022). Protumoralni aktivitu 1ze pozorovat u bunek lidského karcinomu prsu
MCEF-7, leukemickych bunék Jurkat T, melanomové linie A375, linie lidského glioblastomu
U87MG a u linii dal§ich mnoha nadorovych onemocnéni, napt. karcinomu tlustého stieva

a karcinomu plic (Sheth ez al., 2014).

Diky transkripéni aktivité faktoru HIF-1o dochédzi po navozeni hypoxie ke zvySené
expresi A2BAR v nadorovych burikach lidského karcinomu prsu a zaroveti inhibici tohoto
receptoru bylo prokazano vyrazné snizeni plicni metastdze u imunodeficientnich mysi,
kterym byly tyto burky aplikovany do mlécné zlazy (Lan et al., 2018; Gao ef Jacobson,
2019). Hypoxie je charakteristickym znakem rakoviny, ktery pfispivd vzniku metastaze,
selhani 1écby a zvySuje tak pravdépodobnost imrti pacienta (Lan ef al., 2018). Aktivace
A>BAR hraje velkou roli v pohybu a migraci bunék, které jsou soucasti vicestupfiového
procesu metastaz a to tak, ze po navazani adenosinu ¢i jiného agonisty na A2sAR nadorové
buriky dojde ke zvySeni jejich metastatické schopnosti. Antagonisté tohoto receptoru tak
mohou vyrazn€ pfispeét protinadorové 1écb€. Mezi takové antagonisty patii napiiklad
PSB 115, ktery dokaze snizit nadorové metastaze bunék melanomu CD73™ a v kombinaci
s dakarbazinem, ktery se aktivné vyuziva k 1écbé melanomu, dokézal tento antagonista
zvysit ucinek tohoto 1éciva (Iannone ez al., 2013; Mittal et al., 2016; Gao et Jacobson, 2019).
Dalsim antagonistou muze byt napfiklad theofylin, ktery se v kombinaci s protinadorovymi

1éCivy uplatiiuje v 1é¢be rakoviny mocového méchyte a prostaty (Gao et Jacobson, 2019).



3.2 As adenosinovy receptor
A3 adenosinovy receptor (A3AR) je v dnesni dob¢€ velmi slibnym terapeutickym cilem
a skvélym biologickym markerem, jelikoz dochazi k jeho nadmérné expresi v zanétlivych

a nadorovych burikach (Jacobson ez al., 2018). Jeho vlastnosti jsou popsany nize.

3.2.1 Struktura a vlastnosti A3 adenosinového receptoru

Gen A3AR ADORA3 je u clovéka lokalizovan na chromozomu 1p21-p13 a sklada
se ze samostatného fetézce 318 aminokyselin (Atkinson et al., 1997, Jacobson et al., 2018).
Gen tohoto receptoru je tvoren dvéma exony, které jsou oddéleny intronem o pfiblizné
velikosti 2,2 kb (Murrison et al., 1996). Promotorova oblast obsahuje vazebnd mista pro
nékolik transkripcnich faktort, kdy wupstream sekvence ma CCAAT sekvenci a vazebna
mista pro transkripcni faktory SP1, NF-IL6, GATA1 a GATA3. Transkripéni faktor GATA3
ma vyznamnou roli ve funkci imunitniho systému (Jacobson ez al., 2018). A3AR je soucasti
jaderného faktoru kB (NF-«xB) a tim padem m4 transkrip¢ni faktor NF-xB vyznamnou funkci
pii urovani exprese tohoto receptoru (Nishat ef al., 2016). C-konec tohoto receptoru je
bohaty na aminokyseliny serin a threonin, které jsou velmi rychle fosforylované kinazami
sprazenymi s G-proteinovymi receptory a tim dochazi k rychlé desenzibilaci pii pisobeni

agonisty (Palmer ez Stiles, 2000; Fishman ez al., 2002; Nishat et al., 2016).

3.2.2 Exprese A3 adenosinového receptoru

A3AR je exprimovan jak ve zdravych tkanich, tak i v riznych typech nadorovych
onemocnéni, kde je jeho exprese velmi vysoka a diky tomu muze byt uziteCnym
diagnostickym markerem (Madi ez al., 2004). Exprese tohoto receptoru ve zdravych tkanich
je velmi nizka, s vyjimkou varlat, eozinofila a bazofilti (Fishman ez al., 2002). Se zvySenou
expresi A3AR se 1ze setkat u melanomu, rakoviny prsu, prostaty, vajecnikd, jater, slinivky ¢i
plic. Mimo jiné se také objevuje v lymfomech a glioblastomu (Fishman ef al., 2002; Madi
et al., 2004). Tento receptor je potencialnim protinadorovym cilem, jelikoz v in vitro
modelech bylo prokazano, ze v nanomolarnich koncentracich néktefi syntetiCti agonisté
A3AR chrani nenadorové bunky pied smrti a v mikromolarnich koncentracich vykazu;ji
apoptické efekty jak u nenadorovych, tak i u nadorovych bunék. Mimo jiné se také nachazi
v bunikach zodpovédnych za zanétlivé procesy, jako jsou mastocyty, eosinofily, monocyty,
makrofagy, dendritické buriky, lymfocyty a bunky kostni dfené, coz znac¢i, ze ma roli

-----

terapiich (Mazziotta et al., 2022).



3.2.3 Intracelularni signalni prenos A3 adenosinového receptoru

A3AR interaguje sruznymi G-proteiny, jako jsou Gi, Gq a Go, avSak zejména
s Gi proteinem a diky této interakci dochazi v disledku inhibice adenylatcyklazy ke snizeni
hladiny cAMP a je tak snizena hladina proteinkinazy A. Aktivace A;AR vede také k aktivaci
fosfolipazy C a D (Fishman et al., 2002; Mazziotta et al., 2022). Stimulaci aktivity
fosfolipazy C dochazi v buiice ke zvySeni koncentrace intracelularniho vapniku (Ca?")
a inositoltrifosfatu (IP3), a tento proces indukuje uvoliiovani faktoru nekrotizujici nadory
TNF-a v aktivnich makrofazich (Nishat ef al., 2016; Mazziotta et al., 2022). A3AR se také
podili na modulaci aktivity mitogenem-aktivované proteinkinazy (MAPK). Aktivaci tohoto
receptoru také muze dojit ke snizeni hladiny fosfokinazy A (PKA), downstream efektoru
cAMP a fosforylované formy proteinkindzy B, znamé jako Akt (PKB/Akt) v burikach
melanomu, coz ma za nasledek deregulaci Wnt signalni drahy, ktera je bézné aktivni béhem
embryogeneze a tumorogeneze, aby se zvySila progrese bunécného cyklu a bunécna
proliferace (Nishat ez al., 2016). U Wnt drahy maji dilezitou funkci proteinkinaza A a Akt,
které dokazi inaktivovat glykogensytnazukinazu 3 (GSK-3p), ktera je klicovym elementem
pro spravné fungovani Wnt drahy (pro zvySenou progresi bunééného cyklu a nasledné
proliferaci) (Borea et al., 2015). Dal§i vyznamnou signalni drahou je PI3K/Akt, kdy aktivace
A3AR vyvola snizeni hladin cAMP, coz vede kredukci fosforylované aktivni formy
PKB/Akt a PKA (Borea et al., 2015; Mazziotta et al., 2022).

3.2.4 Agonisté A3AR

Za agonistu je povazovana molekula vazici se na receptor, ktera zptsobi jeho aktivaci a
vede ke zménam v burice (Pleuvry, 2004). Jelikoz ucinek pfirozeného agonisty A3AR,
adenosinu, je kvuli jeho schopnosti se rychle metabolizovat omezen, tak se pro aktivaci
tohoto receptoru vyuzivaji predevsim selektivni agonisté tohoto receptoru. Selektivni
agonisté A3AR pusobi podobné jako adenosin, avSak maji nékolik vyhod. Jsou stabilni,
nedegradovatelné a biologicky dostupné (Fishman ez al., 2001). Tito agonisté také pozitivné
ovliviluji proliferaci nenadorovych bun€k (Cohen ef al., 2011). Mezi nejvyznamnéjsi
agonisty A3AR patfi piclidenoson, znamy pod nazvem IB-MECA (CF101) a namodenoson,
neboli CI-IB-MECA (CF102). Jde o malé, ve vodé nerozpustné, oralné biodostupné
adenosinové derivaty (Fishman, 2022). Tyto derivaty nesou lipofilni substituent
(3- jodbenzyl) na 6-aminoskupiné a modifikaci ribozy v 5° poloze (viz obrazek ¢. 4).
CI-IB-MECA ma navic 2-chloro substituent, diky kterému je tento agonista vice selektivni

(viz obrazek ¢. 5) (Koscso ef al., 2011). Zminéni agonisté se uplatiiuji naptiklad pii 1écbé
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riznych zanétlivych onemocnéni ¢i kardiovaskularnich problémt a v neposledni fade pfi
1écbé nadorovych onemocnéni. K protinadorovému ucinku A3AR agonisti dochazi
prostfednictvim modulace signalni drahy Wnt/NF-xB (Mazziotta et al., 2022). Synteticni

agonisté tohoto receptoru jsou popsani nize.

3.2.4.1 IB-MECA

Ptiznivy ucinek IB-MECA je spojovan s up-regulaci GSK-3p a down-regulaci NF-xB
a onkogent cyklin D1 a c-Myc, jejichz exprese je nadmérné zvySena v butikach melanomu
(Madi et al., 2003; Koscso et al., 2011). U zhoubnych bunék melanomu dochazi k selhani
GSK-3B anedojde tak k fosforylaci B-cateninu, ktery se hromadi v cytosolu a poté se
translokuje do jadra, kde indukuje transkripci cyklinu D1 a c-Myc, coz vede k progresi
bunééného cyklu (Madi ef al., 2003). Aktivaci A3;AR pomoci agonisty IB-MECA lze
inhibovat tumorogenezi melanomovych bunék in vivo i in vitro. Dochéazi k tomu diky
down-regulaci signalni Wnt drahy, kdy IB-MECA inhibuje expresi PKAc a PKB/Akt, tudiz
zabrani fosforylaci a inaktivaci GSK-3p (Fishman et al., 2004). V disledku toho se ukazalo,
ze GSK-3p zabranuje jeho translokaci do jadra, coz vede k down-regulaci cyklin D1 a c-myc.
Pokles fosforylovaného GSK-3f indukovany agonistou IB-MECA ma tedy za nasledek
degradaci B-cateninu, coz vede k inhibici rastu nadorovych bunék. Protinadorova aktivita
tohoto agonisty byla prokdzana naptiklad na zvifecich modelech melanomu, prsniho
karcinomu, rakoviny prostaty, Stitné zlazy ¢i tlustého stfeva (Fishman ez al., 2001, 2004;

Panjehpour ef Karami-Tehrani, 2004; Morello ez al., 2008).
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Obrazek 4: Chemicka struktura agonisty AsAR, IB-MECA (ChemSketch).
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3.2.4.2 CI-IB-MECA

CI-IB-MECA ma silny protinadorovy ucinek u hepatocelularniho karcinomu (HCC),
coz bylo prokazano na krysich modelech. Tento agonista AsAR dokaze vyrazné inhibovat
rast tohoto tumoru skrz mechanismus, ktery znamenal up-regulaci proapoptickych proteina
Bax (Bcl-2-associated X protien), Bad (Bcl-2-associated death promoter) a kaspazu-3, coz
vede k apoptoze nadorovych bunék (Cohen ez al., 2011; Fishman e al., 2012). CI-IB-MECA
také dokaze indukovat apoptozu bunék rakoviny plic skrz down-regulaci cyklin D1, c-Myc
a CDK4 a up-regulaci kaspazy-3 (Cohen ez al., 2011). Tento agonista také zesiluje aktivitu
NK bunék, a tim pravdépodobné 1 destrukci nadorovych bunék zprostiedkovanou
NK burikami, coz bylo prokazano jak u zdravych mysi, tak 1 u myS$i s nadorem
prostfednictvim indukce IL-12. Tento ti€inek zavisel na inhibici hladin cAMP a expresi PAK.
IL-12 je silny stimulant NK bunék a je cytotoxickym faktorem, ktery vykazuje silny
protinaddorovy ucinek in vivo (Harish ef al., 2003; Gessi et al., 2011). U nadoru §titné zlazy
dokézal CI-IB-MECA inhibovat proliferaci nadorovych bunék a to tak, ze indukoval
zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi a dokazal také inhibovat fosforylaci ERK1/2, dilezitou

pro bunéénou proliferaci (Morello ef al., 2008).
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Obrazek S: Chemicka struktura agonisty A3AR, CI-IB-MECA (ChemSketch).
3.2.5 Antagonisté AsAR
Antagonista je molekula, ktera tlumi ptusobeni agonisty (Pleuvry, 2004). Antagonisté
A3AR mohou byt také uziteni pii 1é€bé nadorovych onemocnéni (Mazziotta et al., 2022).
Mezi vyznamné antagonisty A3AR patii napiiklad quinazolin (MRS-1220) (viz obrazek €. 6)
¢i MRS-1523 (Fishman et al., 2000, 2001). K A3AR vyznacuji vysokou afinitu fenolové
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derivaty, jako jsou flavonoidy, které antagonizuji piirozené ucinky endogenniho adenosinu
(Jacobson, 1998). Tato tfida byla chemicky optimalizovana ve formé MRS-1067, ktera je
vysoce selektivni pro lidsky AsAR. Mezi dal§i selektivni antagonisty patii také
triazolopyrimidin. Antagonista MRS-1220 sice neni vysoce selektivnim antagonistou, av§ak

vykazuje nejvyssi afinitu k receptoru (Jacobson, 1998).

Cl

Obrazek 6: Chemicka struktura antagonisty AsAR, MRS-1220 (ChemSketch).
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3.3 CRISPR/Cas9 systém

Adaptivni imunita vétSiny bakterii a archei je tvotena takzvanymi Clustered regularly
interspaced short palindromic repeats (CRISPR)-CRISPR-associated proteins (Cas).
CRISPR byly poprvé objeveny a popsany v roce 1987 v Japonsku, konkrétné v DNA
bakterie Escherichia coli (Ishino et al., 1987). Diky tomuto systému jsou prokaryotické
organismy chranény pied napadenim viry (Jinek ez al., 2012; Shmakov ez al., 2015).
Pro svou jednoduchost, ucinnost, rychlost a nizké nédklady je tento systém nejvice
vyuzivanou technologii upravy genomu v molekularné-biologickych laboratotich po celém

svété (Xu er Li, 2020).

Systémy CRISPR-Cas se déli do dvou zakladnich tiid (tfida 1 a tfida 2), Sesti
typu (I - VI) a nekolika subtypt. Pro tfidu 1 jsou typické multi-Cas proteinové efektorove
komplexy, konkrétné pro typ I, Il a IV. Ttida 2 mé pouze jeden efektorovy protein v typu I,
V a VL V této bakalatské praci je podstatny typ II, jelikoz efektorovym proteinem je prave
DNA endonukleaza Cas9. NejcCasteji pouzivand kategorie tohoto systému je odvozena

z bakterie Streptoccocus pyogenes (Xu et Li, 2020).

3.3.1 CRISPR/Cas systém u prokaryot

CRISPR-Casje slozen z genomového lokusu CRISPR, ktery obsahuje kratké repetitivni
elementy, které jsou oddé€leny jedine¢nymi sekvencemi, takzvanymi spacery, které mohou
pochazet z bakteriofagi, transpozont ¢i plazmida (Hille e Charpentier, 2016). Spacery
mohou byt transkribovany do CRISPR RNA (crRNA). Nedilnou soucasti jsou
CRISPR-associated geny, diky kterym mohou Cas proteiny zahajit svou endonukledzovou
aktivitu (Koonin et Makarova, 2009). Dalsi slozkou tohoto imunitniho systému je
trans-activating CRISPR RNA (tracrRNA), ktera je dulezita u typu II, kde je vyZzadovana
k tvorbé prekursorové crRNA (Hille e Charpentier, 2016). Hypotéza, ze systém
CRISPR-Cas hraje dulezitou roli v obrané proti napadeni DNA byla ovéfena pomoci
integrace  kratké = fagové-specifické sekvence do CRISPR lokusu bakterie
Streptococcus thermophilus (Barrangou et al., 2007, Makarova et al., 2011). Tento obranny
mechanismus pusobi diky specifickému rozpoznani a rozstépeni cizorodé DNA ¢i RNA a lze
jej rozdelit do tii zakladnich fazi - adaptace, exprese a interference (viz obrazek ¢. 7) (Hille

et Charpentier, 2016).
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Obrazek 7: Schématické znazornéni CRISPR/Cas imunitniho systému prokaryot. Prevzato

in

a upraveno podle Rath ez al., 2015.

3.3.1.1 Adaptace

Ve fazi adaptace dochazi k vlozeni cizorodych protospacerit do CRISPR lokusu a diky
tomuto kroku si muze hostitelsky organismus zapamatovat cizi geneticky material (Hille
et Charpentier, 2016). Tento mechanismus je vSak pochopen jen ¢astecné a lze jej rozdélit
do dvou kroki: selekce protospacerii, generovani materialu spaceru do CRISPR lokusu
a syntéza nové repetice (Rath ez al, 2015). Kazda integracni udalost je doprovazena
duplikaci repetice a vytvaii se tak nova spacer-repeat jednotka. Vybér protospaceru
zinvazivni DNA je dan rozpoznanim takzvanych proto-spacer-adjacent motifs (PAMs),
které jsou dlouhé jen nékolik malo nukleotidt, nachazi se té€sné vedle protospaceru a lisi se

mezi variantami CRISPR-Cas systému. Klicovymi proteiny tohoto procesu jsou Casl a Cas2
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(Makarova et al., 2011; Hille et Charpentier, 2016). Co se tyce typu II-A CRISPR-Cas
systému, za selekci protospaceru je zodpovédna PAM-rozliSujici doména Cas9 (Hille

et Charpentier, 2016).

3.3.1.2 Exprese

V této fazi dochazi k expresi cas genu a nasledné transkripci do prekursorové CRISPR
RNA (pre-crRNA), ze které se diky aktivité cas proteini stane vyzrala crRNA, ktera v sobé
jiz uchovava sekvence cizorodych cCastic. VSechny systémy transkribuji CRISPR lokus
a tvoii se tak CRISPR ribonukleoproteinovy komplex (ctrRNP). Ve tiid¢ II je pro zpracovani
pre-ctRNA nezbytna tracrRNA a RNasa 111, jelikoz tracrRNA se paruje s pre-crRNA (Rath
et al., 2015). Anti-repetitivni sekvence této RNA umoziuje formaci RNA duplexu s kazdou
repetici pre-ctRNA, ktery je stabilizovan Cas9. Duplex je nasledn€ rozpoznan a zpracovan
pomoci hostitelské RNasy III, ¢imz vznika pfechodna forma crRNA, ktera podléha dalSimu
zrani, coz vede k vyslednému vzniku zralé, vhodné velké guide RNA (Deltchevaet al., 2011;

Hille et Charpentier, 2016).

3.3.1.3 Interference

Posledni faze imunitni reakce se nazyva interference, v jejimz pribéhu je rozpoznana
cizoroda cilova nukleova kyselina, ktera je zniCena (interferovana) aktivitou zralé crRNA.
Jak jiz bylo zminéno, pro tfidu 2 je potiebny jeden efektorovy protein, aby mohla prob&hnout
uspésna interference. Diky ptitomnosti PAM dochazi ke spusténi ‘non-self activation’, ktery
brani jednotlivym systémum napadnout svij vlastni CRISPR lokus (Rath ez al., 2015).
V typu Il navede duplex tracrRNA:crRNA efektorovy protein Cas9, aby mohlo dojit
k dvojitému zlomu a tim tedy k degradaci v cilové DNA (Hille ez Charpentier, 2016).

3.3.2 Typ II CRISPR/Cas systému a Cas9 endonukleaza
Typ II zahrnuje tzv. HNH systém (Streptoccocus-like), ve kterém hraje dulezitou roli
protein Cas9, jehoz funkci je tvorba crRNA a Stépeni cilové DNA, spolu s pfitomnymi

proteiny Casl a Cas2 (Makarova et al., 2011).

Cas9 proteiny jsou hojné napfic celé bakterialni fisi, avSak se velmi lisi jak v sekvenci,
tak ve velikosti. Na zakladé CRISPR-Cas lokusu a fylogeneze proteinovych sekvenci, se
Cas9 geny tfidi do tii subrodin: II-A, 1I-B a II-C. Pro vSechny Cas9 enzymy jsou vSak
spolec¢né dvé domény, a to HNH a RuvC. Doména HNH dokaze §tépit DNA vlakno, které je
komplementarni k vedouci RNA sekvenci (guide RNA), tedy cilové vlakno. RuvC

nukleazova doména je potiebna pro stépeni nekomplementarniho, a tedy necilového vlakna,
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coz vede ke tvorbé dvouvlaknovych zlomtu (DSB) (Jinek ef al., 2014). Diky moznosti
naprogramovat Cas9 pro Stépeni DNA na specifickych mistech, ktera jsou definovana diky
guide RNA, je tento enzym velmi oblibenym nastrojem pro editaci genomu. Nejcastéji
pouzivanymi typy v genomovém inzenyrstvi jsou II-A a II-C. Prototypem typu II-C je
Actinomyces naeslundii Cas9 (AnaCas9) a II-A je Streptococcus pyogenes Cas9 (SpyCas9).
SpyCas9 je velka, ze 1368 aminokyselin slozena, multidoménova, multifunkcni
endonukleaza, ktera je nezbytna pro CRISPR/Cas9 interferenci. Mimo tuto funkci se také
podili na tvorbé zralé crRNA a ziskani spaceru (Jinek et al., 2014; Jiang et Doudna, 2017).
Tento typ obsahuje Sest komponentt — Casl1, Cas2, Csn2, Cas9, tractrRNA a targeting crRNA
(Heler et al., 2015). SpyCas9 je tzv. dual-RNA-guided DNA endonukleaza, jelikoz
k rozstépeni cilové DNA ji navede duplex tracrRNA:crRNA (Deltcheva ez al., 2011; Jinek
etal., 2012).

3.3.3 Mechanismus CRISPR/Cas9 a genomové inzenyrstvi

Pro genomové inzenyrstvi byly Casto a uinn€ pouzivany tzv. zinc-finger nucleases
(ZFNs) a transcription activator-like effector nucleases (TALENSs), které funguji na principu
tvorby DSB na cilové DNA. Tvorba DSB iniciuje zahajeni opravnych mechanismu
eukaryotického organismu, coz vede k cilenému genetickému preprogramovani. Nevyhodou
téchto metod je potfeba vytvortit specificky protein pro kazdé cilové misto na dsDNA (Jinek
et al., 2013). V porovnani s témito metodami editace genomu, CRISPR/Cas9 pozaduje
pouze jednu zménu v gRNA sekvenci, je daleko snazsi pro navrhnuti, vykazuje vysokou
specifitu, a proto technologie pouzivajici systém Streptoccocus pyogenes je velmi Casto
pouzivana k zacileni, editaci a modifikaci genomu obrovského mnozstvi bunék a organismu

(Ran er al., 2013; Doudna et Charpentier, 2014).

Jak jiz bylo zminéno, Cas9 je tzv. dual-RNA-guided DNA endonukleaza. Potfebny
duplex crRNA :tracrRNA muze byt navrhnut jako tzv. single-guide RNA (sgRNA), ktera ma
vSechny potrebné vlastnosti pro navazani Cas9 a rozpoznani cilového mista DNA (Jinek
etal., 2012). Po rozstépeni cilového lokusu pomoci Cas9 dochazi k aktivaci reparacnich
mechanismu (viz obrazek €. 8). Jednim z nich je tzv. non-homologous end joining (NHEJ),
pii kterém, v piipad€, ze neni k dispozici opravny templat, dochdzi v misté roz§t€peni
k nahodnym inzercim ¢i delecim (vznikaji tzv. indely). NHEJ mize vést k posunovym
mutacim nebo k predCasnému zaclenéni stop kodonu, ktery vede k naruseni genti. NHEJ tak
1ze vyuzit ke zprostiedkovani knock-outu gent, ke kterému dochazi, pokud jsou obé alely

genu naruSeny pomoci CRISPR-Cas9 systému. V piipadé néhodnych inzerci
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nukleotidovych sekvenci v prubéhu NHEJ dochazi k tzv. genovému knock-inu. Druhym
reparaCnim mechanismem je homology-directed repair (HDR), ktery je v pfitomnosti
exogenné zavedeného opravného templatu schopen provést presnou a precizni modifikaci

v cilovém lokusu (Ran ez al., 2013; Hiranniramol et al., 2020; Hana et al., 2021).

sekvence PAM

}
- I ;; I

Dvojity zlom

Homology-directed repair

Non-homologus end joining
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Obrazek 8: Schématické znazornéni mechanismu CRISPR/Cas9. Komplex sgRNA je naveden
k cilovému mistu, enzym Cas9 vytvoii na cilovém misté¢ DNA dvojity zlom a aktivuji se reparacni
mechanismy bunck. Bud dojde ktzv. non-homologous end joining (NHEJ), coz vede
ke vzniku tzv. indela nebo dojde v pripadé pritomnosti opravného templatu k tzv. homology-directed

repair (HDR). Vytvoreno v programu BioRender.com. Upraveno podle Tang ef al., 2019.

3.3.4 Katalyticky deaktivovana Cas9

Katalyticky deaktivovand Cas9 (dCas9), neboli Cas9 bez nukledzové aktivity, byla
ziskana zavedenim dvou bodovych mutaci H840A a D10A do HNH a RuvC domény. Diky
témto mutacim nemuze Cas9 proveést rozsté€peni dsDNA (Qi ef al., 2013). Tato technologie
vyuziva deaktivované formy Cas9, kterd je fizend pomoci sgRNA. Vznikly komplex
dCas9/sgRNA tedy nemuze Sté€pit vlakna DNA (Karlson et al., 2021). Takto modifikovana

dCas9 se vsak stale mize navazat za pomoci gRNA na specificka mista, ktera ovliviiuji
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transkripci genti. Velkou vyhodou je, Ze toto precizni navazani na cilové misto neni
doprovazeno zavaznymi vlivy mimo cilové misto. Pti fuzi dCas9 s transkripénimi efektory
dochazi k modulaci genové exprese (viz obrazek ¢. 9). Transkripéni efektory jsou
chimerické proteiny, které obsahuji DNA-binding domény. Pokud dojde k fuzi
transkripCnich aktivatord dCas9, muze dojit k tzv. CRISPR aktivaci (CRIPSRa). Pokud
dojde k fuzi represorti na dCas9, dochazi k tzv. CRISPR interferenci (CRISPRi). Pii téchto
procesech nedochézi k modifikaci genomu a jsou reverzibilni (Piatek et al., 2015; Xu et Li,
2020; Li et al., 2023). Transkripcnim aktivatorem pro CRISPRa muze byt naptiklad protein
Herpes simplex virus (VP16) a dochazi ke zvySeni transkripce cilového genu (Sadowski
et al., 1988; Casas-Mollano et al., 2020). CRISPRi blokuje elongaci transkripce, napojeni
RNA polymerazy ¢i napojeni transkripniho faktoru v zéavislosti na misté, které bylo
rozpoznano dCas9-guide RNA komplexem (Doudna et Charpentier, 2014). Takovym
transkripnim represorem muze byt naptiklad Kriippel-associated Box (KRAB). KRAB byl
pouzit k represi transkripce v savCich burikach a kvasinkach (Gilbert er al., 2013).
Schopnosti pfesného programovaného navazani dCas9 se muze také vyuzivat pfi
fluorescen¢nim zobrazovani specifického lokusu v zivych bunkach, coz mize napomahat

studiu konformace chromozomu (Doudna er Charpentier, 2014; Li et al., 2023).
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Obrazek 9: Schématické znazoméni CRISPRa (A) a CRISPRi (B). Prevzato a upraveno podle Ding
etal., 2022.

19



3.3.5 Vyuziti CRISPR/Cas9 technologie

CRISPR/Cas9 systém je pro své vlastnosti velmi oblibenym cilem vyzkumu, ktery vSak
potiebuje sva vylepSeni a postupna zdokonalovani. Muze se uplatiiovat v odvétvich, jako je
genova terapie a pii detekci mnoha lidskych onemocnéni, jako jsou infekéni virovych
onemocnéni, zpusobenych napft. virus lidské imunitni nedostatecnosti (HI'V-1) nebo lidsky
papiloma virus (HPV) (Lin ef al., 2021; Bhowmik ef Chaubey, 2022). Mezi dalsi cilova
onemocnéni muze patfit napt. cysticka fibréza, Huntingtonova choroba nebo amyloidni
dystrofie (Stefanoudakis er al., 2023). V neposledni fadé¢ ma tato technologie vyznam

ve vyzkumu mnoha nadorovych onemocnéni, kterym bude v této praci vénovana pozornost.

3.3.5.1 CRISPR/Cas9 a vyuziti pri vyzkumu 1é¢by nadorovych onemocnéni

Rakovina je onemocnéni s velkym vyskytem a vysokou mortalitou. Toto onemocnéni

se standardné 1€¢i pomoci chirurgické resekce, radioterapie a chemoterapie, které s sebou
nesou riziko mnoha vedlejsich ucinkd na organismus (Li ez al., 2023). Iniciace a progrese
nadorovych onemocnéni jsou spojeny s mutacemi a dysregulaci exprese fady gent, véetné
onkogent, tumor-supresorovych gent a chemorezistentnich genti. Proces rozvoje téchto
onemocnéni je obvykle doprovazen abnormalni expresi velkého poctu gent, jako naptiklad
p53 ¢i PD-L1. Hlavnim cilem 1é¢by zhoubnych nadorovych onemocnéni je potlacit rist
a progresi nadoru specifickou korekci mutaci a obnovit expresi dysregulovanych gent (Cha
et al., 2019; Hu etal., 2021; Zhang et al., 2021). CRISPR/Cas9 technologie ma mnoho
potencialnich vyuziti v onkologii. Miize byt vyuzita k vytvareni nadorovych modeld,
identifikaci cilovych gend, hodnoceni mechanismi rezistence ¢i k modulaci Gcinnosti
imunoterapii (Stefanoudakis ez al., 2023). Tuto technologii tedy Ize vyuzit k manipulaci
s genomem pii vyzkumu nadori a ke zkoumani pii¢in nadorové iniciace, progrese
a metastaze. Tento systém je v posledni dobé vyuzivan k opravé mutaci ¢i ke knock-outu
urcitych gent (Morshedzadeh et al., 2023). CRISPR/Cas9 je pro svou schopnost vytvorit
mistné specificky a ucinny genovy knock-out velmi zadoucim néstrojem pro feSeni
dlouhodobych problémi, jako vycCerpani T-bun€k ¢i imunosuprese nadorového
mikroprostiedi (Stefanoudakis ez al., 2023). Terapie zalozeny na CRISPR/Cas systémech se
zamé&fuji na 1é¢bu nadorovych onemocnéni krve, 1écbu zhoubnych nadort mozku, ledvin,
kolorektalniho karcinomu, hepatocelularniho karcinomu nebo karcinomu mocového

meéchyfe.

Co se ty&e klinickych vyzkumd, prvni ex vivo vyzkum byl proveden v Cin& v roce 2016

u pacienta s rakovinou plic. Pacientovi byly injekéné podany buiky, které byly upraveny
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pomoci elektroporace tak, aby doslo kinhibici exprese PD-1 genu skrz receptory
endogennich T-lymfocytt (TCR). TCR hraje vyznamnou roli v imunoterapiich nadorovych
onemocnéni. Tento receptor se nachazi na povrchu T-lymfocytl a rozpoznava peptidy Ci
antigeny, které se vazou na molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC), ¢imz
dochazi k identifikaci a eliminaci nadorovych bunék. U pacientl, kterym byly tyto upravené
bunky injektovany byly nalezeny modifikované T-buiiky ve velmi kratkém Casovém useku,
a vtomto dusledku byla tato metoda povazovana za ucinnou a bezpecnou (He, 2020; Li

et al., 2023; Morshedzadeh et al., 2023; Rabaan ef al., 2023).

Lécba nadort je Casto doprovazena imunitnim unikem, ktery je poteba pro uspésnou
lécebnou strategii piekonat. Vyznamnym pralomem jsou terapie pomoci chimérického
antigenového receptoru-T (CAR-T), které maji znacny terapeuticky efekt na zhoubna
onemocnéni krve, jako lymfom a leukémie. CAR-T builky jsou geneticky upravené, pro
pacienta specifické, T-buiikky. CAR-T buriky maji tumor-specifické antigenové chimérické
domény, které dokazi aktivovat T-buriky a diky tomu mit smrtici efekt na buiiky nadorové
(Chen et al., 2022). Ptikladem mohou byt CD19 CAR-T buiiky pro maligni B-buiiky. Tyto
bunky jsou nasledné aplikovany pacientovi (Maude ef al., 2015; Xu et Li, 2020). CAR-T
mohou byt skvéle modifikovany pomoci metod CRISPR/Cas a pomoci tohoto systému muize
byt také posilena funkce t€chto bunék knock-outem gent kodujicich signalni molekuly, nebo

T-bunék inhibujicich receptory, jako je naptiklad PD-1 (Liu et al., 2017; Xu et Li, 2020).

Ackoliv je tento systém potencialn€ ucinnym nastrojem pro vyvoj 1écby rakoviny, byly také
zaznamenany vyzkumy, ve kterych tvorba DSB pomoci CRISPR/Cas9 aktivovala p53
signalni drahu (Haapaniemi ez al., 2018). V dusledku tohoto maji buriky horsi fitness a jsou
meéné schopny proliferovat a diferenciovat se. Tyto poznatky tedy poukazuji na fakt, ze
modifikované buriky mohou také zvysit riziko vzniku nadorového onemocnéni (Xu ef Li

2020; Stefanoudakis ef al. 2023).
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4 MATERIALA METODY

4.1 Biologicky material

V experimentalni Casti této bakalarské prace byla pouzita nadorova bunécna linie
MIA PaCa-2, ktera byla ziskana od firmy American Bpe Culture Collection (ATCC). Tato
bunééna linie je odvozena od karcinomu slinivky bfisni. Buiky byly kultivovany
v T150 cm? kultiva¢nich lahvich a uchovavaly se v inkubatoru pii teploté 37 °C,
5% atmosfére CO2 a 95% vlhkosti. Pro optimalni rust této bunécné kultury bylo pouzito
médium DMEM obohacené o 2,5 % konského séra a 10 % fetalniho bovinniho séra bez
ptidavku antibiotik. Bunky byly udrzovany v néasadé v piiblizném mnozstvi 2 miliony

na T150 cm? a byly pasazovany tiikrat tydng.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1 Pouzité chemikalie:

e 5x Reaction Buffer for RT (Thermo Scientific, kat. €. 00896678)

e Alt-R"™ Cas9 Electroporation Enhancer (IDT, kat. &. 1075916)

e Alt-R® CRISPR-Cas9 tracrRNA, ATTO™ 550 from Intergrated DNA Technologies
(IDT, kat. ¢. 1077024)

e DMEM High Glucose with L-Glutamine (CAPRICORN SCIENTIFIC,
kat. ¢. DMEM-HA)

e EvaGreen (Biotium, kat. ¢. 31000)

e Fetalni bovinni sérum (Gibco, kat. €.: A5256701)

e Forward A3AR Primer (Generi Biotech, kat. ¢. 1344G8)

e Forward B-tubulin Primer (Generi Biotech, kat. ¢. 1296HY)

e Chloroform (Sigma-Aldrich, kat. ¢. SHBL6924)

e Isopropylalkohol p.a. (Penta Chemicals Unlimited®, kat. ¢. 67-63-0)

e LightCycler™ 480 Probes Master (Roche, kat.¢. 66267720)

e Nuclease-Free Duplex Buffer (IDT, kat. ¢. 1072570)

e Nuclease-Free Water (AmbionTM, kat. ¢. 2110036)

e PCR nucleotide mix; dNTPs 10 mM (Promega, kat. ¢. C1141)

e Random Primers (Promega, kat. €. C118A)

e Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (kat. ¢. N251B)

e Reverse A3AR Primer (Generi Biotech, kat. ¢. 1344G9)

e Reverse B-tubulin Primer (Generi Biotech, kat. ¢. 1296H6)
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RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (Thermo Scientific, kat. ¢. 01141636)
TRI-Reagent RNA/DNA/Protein isolation reagent (Molecular Research Center, Inc.,
kat. & TR 118)

TRYPLE Tryple express (Gibco, kat. €. 12604)

4.2.2 Pouzité soupravy:

Neon™ transfection system 10 uL Kit (Invitrogen, kat. &. MPK 10025)

4.2.3 Pouzité roztoky:

10x fosfatovy pufr (PBS) (80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPOs, 2,4 g KH2PO4
rozpusténo v 800 ml destilované H>O, pH upraveno na 7,4 pomoci HCI, doplnéno
destilovanou H>0 do 1000 ml, sterilizovano autoklavem)

75% ethanol (30 ml 96% ethanol + 10 ml RNA vody)

DMEM médium (DMEM + 2.5 % koriského séra + 10 % fetalniho bovinniho séra
(FCSD))

4.3 Pouzité pristroje a zarizeni

Elektroporator - Neon™ transfection system (InvitrogenTM)
Inkubator s piislusenstvim (Thermo Scientific)

Mikroskop IX51 (Olympus)

Mikroskop s kamerou - Observer.D1 (ZEISS)

Spektrofotometr ND-1000 (NanoDrop®)

Stolni centrifuga - Centrifuge 5430 (Eppendorf)

Stolni centrifuga - Centrifuge 5804 R (Eppendorf)

Stolni centrifuga - ROTINA 420 R (Hettich ZENTRIFUGEN)
Stolni minicentrifuga - Multi-Spin PCV-6000 (Grant-bio)
Stolni minicentrifuga (Gilson)

Termocyklér - LightCycler®™ 480 Instrument II-I (Roche)
Termocyklér - Peltier Thermal Cycler PTC-100® (MJ Research)
Termostat - ThermoStat plus (Eppendorf)

Ttepacka - Vortex Genie (Scientific Industries)

Vi-cell XR — automaticky analyzator (BECKMAN COULTER)
Vodni lazet WNB (Memmert)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Design crRNA
Pro ucel knock-outu genu ADORA 3 byly za vyuziti internetového nastroje CHOPCHOP
navrzeny Ctyfi rizné crRNA (crRNA1, crRNA2, crRNA3 a crRNA4) (Labun ef al., 2019).

Sekvence téchto crRNA jsou uvedeny v tabulce ¢.1.

Tabulka 1: Sekvence navrzenych crRNA

Typ navrzené crRNA Sekvence
crRNA1 TGACAGAGCAGTGCTGTTGT
crRNA2 GTTGGGCATCTTGCCTTCCC
crRNA3 GACAGAGCAGTGCTGTTGTT
crRNA4 CTGTGGAGGTTCCCCTGGGA

Pro design crRNA byla zvolena oblast nachazejici se kolem START kodonu obsahujici
také PAM sekvenci NGG odpovidajici nasledné pouzité Cas9 nukleaze (viz obrazek ¢. 10).

chri: | 111,503,300/ 111,503,305 111,503,310] 111,503,315] 111,503,320 111,503,325] 111,503,330] 111,503,335| 111,503,340 111,503,345) 111,503,350| 111,503,355/
~>AAATTTCCATGGTGATGTAGGTAACATTGGCCAATGACAGAGCAGTGCTGTTGTTGGGCATCT
Reference Assembly Fix Patch Sequence Alignments
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ReiSeq Curated
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Obrazek 10: Schématické znazoméni crRNAS3 cilené na urcitou oblast genu ADORA3.

4.4.2 Priprava reagencii pro provedeni CRISPR/Cas9 elektroporace

CRISPR RNA (crRNA) v komplexu s tractRNA a Cas9 nukledza byla do kultivovanych
bunék vlozena pomoci elektroporace. Metoda elektroporace je zalozena na pouziti kratkych
vysokonapétovych elektrickych Sokd, diky kterym lze bez vyrazného poskozeni bunky

prekonat bunéénou membranu (Potter ef al. 1984; Potter, 1988).

Nejprve byly pfipraveny vSechny potiebné reagencie pro provedeni elektroporace
pomoci Ctyf typtd crRNA. Jednotlivé reagencie (crRNAI1, crRNA2, crRNA3, crRNA4,
tractRNA, enhancer) byly rozpustény pfidanim duplex pufru a zvortexovany. Pouzité
objemy jsou vtabulce ¢. 2. Reagencie tracrRNA je fluorescencné znaCenda pomoci

ATTO 550, diky niz Ize pozdé&ji identifikovat cely vlozeny RNP komplex v burikach.
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Tabulka 2: Priprava reagencii pridanim duplex pufru

Reagencie Duplex pufr [pl] Vysledna koncentrace [pM]
crRNAL1
crRNA2
crRNA3 50 200
crRNA4
tracrRNA 100 200
Enhancer 100 100

Byly pfipraveny roztoky guideRNA (gRNA). Pro kazdou crRNA byl pfipraven
samostatny roztok gRNA. Reagencie byly pripraveny dle tabulky €. 3. Po smichani reagencii
byl roztok gRNA inkubovan ve vodni lazni pfi 95 °C po dobu 5 min. Po inkubaci byl tento
roztok inkubovan pii pokojové teploté piiblizné 30 min do doby, nez dosahl pokojové

teploty.

Tabulka 3: Priprava sRNA

Reagencie Koncentrace zasobniho Pipetovany objem [ul]

roztoku [uM]

crRNA 200 4,40

tracrRNA 200 4.40

Duplex pufr - 11,20

Vysledny objem 20
gRNA [pl]

Vysledna koncentrace 44
gRNA [mM]

4.4.3 Optimalizace elektroporac¢nich podminek pro bunécnou linii MIA PaCa-2
O pouzivané bunécné linii MIA PaCa-2 nebyla nalezena publikace sinformacemi
o provedeni elektroporace, a proto bylo nutné tuto metodu nejprve optimalizovat, tedy

stanovit idealni podminky elektroporace. Optimalizace byla provadéna na Sesti vzorcich
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kultivovanych bun¢k s RNP komplexem obsahujicim crRNAT1. Cilem bylo ziskat bunécnou
linii, ktera bude po provedeni elektroporace vykazovat nejvyssi viabilitu zaroven s nejveétsim
mnozstvi elektroporovanych bunék, které budou pfi pozorovani fluorescenénim
mikroskopem vykazovat zbarveni, které je zptisobeno fluorescencné znacenou tracrRNA.

Vsechny nasledujici kroky byly provadény ve sterilnich podminkach.

Byl ptipraven roztok endonukleazy Cas9 smichanim reagencii dle tabulky ¢. 4. Pufr R
je soucasti Neon™ transfection system 10 ul Kitu. Tento pufr je vhodny pro adherentni
bunécné linie.

Tabulka 4: Priprava roztoku Cas9 pro provedeni optimalizace elektroporace

Reagencie Pipetovany objem [ul]
Cas9 3,00
Pufr R 2,00
Celkovy objem Cas9 roztoku [pl] 5,00

Byl ptipraven Enhancer o koncentraci 10 uM dle tabulky €. 5.

Tabulka 5: Priprava Enhanceru

Reagencie Pipetovany objem [pl]
Enhancer 2,16
Duplex pufr 17,84
Celkovy objem Enhanceru [pl] 20,00

Byl pfipraven RNP komplex dle tabulky ¢. 6. Tento roztok byl inkubovan pfi

pokojové teploté priblizn€é 20 minut.
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Tabulka 6: Priprava RNP komplexu

Reagencie Pipetovany objem [ul]
gRNA 3,50
Roztok Cas9 3,50
Celkovy objem RNP komplexu [pl] 7,00

Pro experiment byly pfipraveny buriky bunétné linie MIA PaCa-2, které byly
zpasazovany a nasledné byla pomoci pristroje ViCell stanovena jejich wviabilita
a koncentrace. Dale byly buiikky nafedény v DMEM médiu tak, aby v jednom
elektropora¢nim replikatu bylo 240 000 bunék. Néasledné byly burky centrifugovany
pii 150 g po dobu 5 minut. Byl odsat supernatant a sediment bun€k byl rozsuspendovan
v 500 wl PBS pufru. Tato suspenze bunék byla opét zcentrifugovana pii 150 g po dobu

5 minut a supernatant byl odsat. Sediment byl rozsuspendovan v 78 ul pufru R.

Do kazdé z jamek Sestijamkové desky byly napipetovany 2 ml DMEM média.
Do elektroporacni cely byl napipetovan elektroporacni pufr E. Pred kazdou elektroporaci

byly vzorky pfipraveny dle tabulky &. 7.

Tabulka 7: Priprava vzorku pro provedeni elektroporace

Reagencie Pipetovany objem [ul]
Buné¢na suspenze 7,80
RNP komplex 1,00
Pufr R 1,20
Enhancer 2,00

Byly provedeny elektroporace Sesti vzorki dle tabulky ¢. 8 pomoci elektroporatoru
Neon™ transfection system. Vzorek &islo 1 slouzil jako kontrolni. U tohoto vzorku byla
provedena pouze elektroporace bez vlozeni RNP komplexu, pfi¢emz objem pufru R u tohoto

vzorku byl navySen o objem RNP komplexu. Tedy na 2,2 pl.
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Tabulka 8: Optimalizace elektroporace pro bunéénou linii MIA PaCa-2

Vzorek Napéti [V] Cas [ms] Pocet elektrickych pulsa
1 1500 20 5
2 1200 20 4
3 1200 40 4
4 1700 20 4
5 1700 20 2
6 1500 20 5

Po provedeni elektroporace byl kazdy vzorek prenesen do jamky s médiem a inkubovan
24 hodin. Nasledné byly jednotlivé jamky zkontrolovany pomoci fluorescencniho
mikroskopu a podle viability a mnozstvi elektroporovanych bunék bylo vyhodnoceno, ktera

z optimalizacnich podminek byla nejvice vyhovujici pro bunécnou linit MIA PaCa-2.

4.4.4 Knock-out A3 adenosinového receptoru bunécné linie MIA PaCa-2 pomoci
CRISPR/Cas9
Knock-out Az adenosinového receptoru byl proveden za pomoci CRISPR/Cas9
technologie, kdy RNP komplexy byly do bun¢k transfekovany pomoci elektroporace, jejiz
podminky byly optimalizovany v predchozim kroku. V experimentu byly pouzity Ctyfi razné
crRNA (crRNA1, crRNA2, crRNA3 a crRNA4). Cilem tohoto experimentu bylo vybrat
nejucinnéj§i crRNA, pomoci které bude knock-out A3 AR uspésny.

Nejprve byl piipraven roztok enzymu Cas9, kdy bylo smichanim reagencii dle tabulky
¢.9.

Tabulka 9: Priprava roztoku Cas9

Reagencie Pipetovany objem [pl]
Cas9 4,50
Pufr R 3,00
Celkovy objem Cas9 roztoku [pl] 7,50
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Nasledné byl pripraven RNP komplex (gRNA+Cas9 nukledza) dle tabulky ¢. 10.
Tabulka 10: Priprava RNP komplexu

Reagencie Pipetovany objem [pl]
gRNA 2,50
Roztok Cas9 2,50
Celkovy objem RNP komplexu [pl] 5,00

Jako posledni byl pfipraven enhancer, a to smichanim reagencii dle tabulky ¢. 11.

Tabulka 11: Priprava enhanceru

Reagencie Pipetovany objem [ul]
Enhancer 6,48
Duplex pufr 53,52
Celkovy objem Enhanceru [pl] 60,00

Bylo provedeno pasazovani bunék a buriky byly spocitany pomoci pfistroje ViCell.

Buriky byly nafedény v médiu tak, aby jich bylo pfiblizn€ 6 000 000 (25 elektroporacnich

replikatt po 240 000 burikach). Bunécna suspenze byla zcentrifugovana pii 150 g po dobu

5 minut a supernatant byl odstranén. Sediment bunék byl rozsuspendovan v 500 ul

PBS pufru a opét byla provedena centrifugace pti 150 g, 5 minut. Supernatant byl odstranén

a sediment bun¢k byl rozsuspendovan ve 195 ul pufru R.

Byla provedena elektroporace pfipravenych bunék za pomoci Ctyf raznych

RNA komplext pii napéti 1700 V, po dobu 20 ms a 4 pulsech. Pro kazdy RNP komplex

obsahujici jednu ze ctyf crRNA byl experiment proveden v triplikatu. Vzorky pro

elektroporaci byly nafedény dle schématu v tabulce €. 12.
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Tabulka 12: Schéma pripravy vzorku pro provedeni elektroporace RNP komplexy

Elektroporace crRNA [pl] Elektroporace (-) Elektroporace (+)
[ul] [u]

Bunky 23,40 23,40 23,40
RNP komplex 3,00 - -

Pufr R 6,00 6,00 6,00

Enhancer 3,60 6,60 6,60

Buriky byly po provedeni elektroporace inkubovany v Sestijamkovych deskach
po dobu 24 hodin pii 37 °C. Po uplynuti této doby byly tiikrat promyty meédiem
a pozorovany na fluorescenénim mikroskopu ObserverD1 (ZEISS). Byla pozorovana
uspesnost elektroporace diky fluorescencné znacCené tracrRNA fluorescencni znackou
ATTO 550 (excitace 561 nm, emise 600/37 nm), jez je soucasti elektroporovaného

RNP komplexu. Snimky byly snimany za pouziti objektivu se zvétSenim 10x.

Buriky byly nasledné inkubovany pii 37 °C a pravidelné pasazovany, nez bunécna linie

narostla do optimalni velikosti.

4.4.4.1 1zolace mRNA tri-reagentovou metodou

Byla provedena izolace mRNA elektroporovanych bunék pomoci tri-reagentové
metody. K peletam bunék (pfiblizné 10 000 000 bunék/vzorek) byl pfidan 1 ml
TRI-reagentu. Vzorky TRI lyzata byly inkubovany pii pokojové teploté po dobu 5 min.
Ke vzorkim bylo pfidano 200 ul chloroformu a byly zvortexovany. Vzorky byly nasledné
inkubovany po dobu 10 min pfi pokojové teploté. Vzorky byly centrifugovany pii 12 000 g,
4 °C po dobu 15 min. Ze vzorka bylo odebrano priblizné¢ 450 pl svrchni vodné faze
obsahujici RNA a ta byla prenesena do novych mikrozkumavek. Ke vzorkiim bylo pfidano
450 pl isopropanolu a kratkym opakovanym protfepanim byly promichany obé vrstvy.
Vzorky byly inkubovany 5 min pii pokojové teploté. Vzorky byly nasledné centrifugovany
10 min pii 12 000 g a 4 °C. Byl odstranén supernatant a RNA peleta byla promyta 1,5 ml
75% ethanolu. Zkumavky byly opatrné pfevraceny a byla tak uvolnéna peleta. Vzorky byly
opét centrifugovany 5 min pii 12 000 g a 4°C. Nasledné byl odstranén supernatant a peleta
byla vysusena na vzduchu ve flow-boxu (pfiblizné 10 min). K peleté¢ RNA bylo ptidano 25 pl
DEPC treated vody. Vzorky byly vlozeny do termobloku a inkubovany pii 60 °C po dobu

10 min. Poté byly vzorky ochlazeny ve vychlazeném stojanu na mikrozkumavky.
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Byla zméfena koncentrace vyizolované mRNA pomoci spektrofotometru NanoDrop

a byla tak ovéfena uspésnost izolace.

4.4.4.2 Reverzni transkripce
Po vyizolovani mRNA byla provedena reverzni transkripce pro ziskani genomické
cDNA. Dle tabulky €. 13 byly do mikrozkumavek napipetovany jednotlivé reagencie (RNA,
DEPC voda a hexamery). Vzorky byly zvortexovany a kratce zcentrifugovany. Nasledné
byly vzorky inkubovany v termocykléru s vyhfivanym vikem pfi 70 °C po dobu 5 min.

Po skonceni inkubace byly vzorky 1 minutu chlazeny v chladicim stojanu.

Tabulka 13: Schéma pripravy vzorku pro reverzni transkripci

Koncentrace RNA RNA DEPC

Vzorek Hexamery [pl]
[ng/pl] [ul] voda [pl]
crRNA 1 672,70 4,46 14,44 0,60
crRNA2 723,90 4,14 14,76 0,60
crRNA3 176,00 17,05 1,85 0,60
crRNA4 797,70 3,76 15,14 0,60
Elektroporace (+) 44410 6,76 12,12 0,60

Byl pfipraven Master Mix pro provedeni reverzni transkripce smichanim reagencii dle

tabulky ¢. 14. Roztok byl zvortexovan a kratce zcentrifugovan.

Tabulka 14: Priprava Master Mixu pro reverzni transkripci

Reagencie Objem pro 1 vzorek [pl]
RT pufr (5x) 6,00
dNTP (10 mM) 3,00
RNAsin 0,75

Ke zchlazenym vzorkim bylo pfidano po 9,75 pl ptipraveného MasterMixu a vzorky
byly 5 minut inkubovany pfi pokojové teploté. Nasledné bylo ke vzorkiim pfidano po 0,75 ul

RTasy, vzorky byly opét zvortexovany, zcentrifugovany a inkubovany 10 minut pii pokojové
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teploté. Poté byly vzorky inkubovany v termocykléru s vyhtivanym vikem pti 42 °C po dobu
60 min a nasledné pii 70 °C po dobu 10 min. Nasledné byla pomoci spektrofotometru

NanoDrop zmétena koncentrace ziskané cDNA.

4.4.4.3 Kvantitativni polymerazova retézova reakce s reverzni transkripci
Efektivita jednotlivych testovanych Cas9 komplext byla stanovena na zakladé poklesu

exprese cilového genu A3AR v modifikovanych bunéénych liniich pomoci RT-qPCR.

Byla pripravena PCR reak¢ni smés dle tabulky €. 15. Takto byla ptipravena PCR reakcni
smeés jak pro detekci genu A3AR, tak pro detekci genu f- actin, housekeeping genu, ktery

slouzil jako endogenni kontrola k normalizaci hladin mRNA mezi testovanymi vzorky.

Tabulka 15: Priprava PCR reak¢ni smési

Reagencie Objem pro 1 reakci [pl]
Probes master 10
DEPC voda 6
Barvivo EvaGreen 1
Primery 2
Celkovy objem [pl] 19

Sekvence pouzitych primerd — forward primer (FP) a reverse primer (RP) jsou

znazornény v tabulce €. 16.

Tabulka 16: Sekvence pouzitych primeru pro RT-qPCR

Gen Sekvence Délka produktu [bp]
FP 5’-TGTTTGGCTGGAACATGAAA-3’
hADORA3 RP 5’-ATAGATGGCGCACATGACAA-3’ 155
FP 5’-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3’
hACTB RP 5°-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’ 234

PCR reak¢ni smés byla rozpipetovana po 19 pl do 96jamkové desky a do kazdé jamky
bylo napipetovano po 1 pul cDNA jednotlivych vzorki. Vzorky byly testovany v triplikatech.

Jako kontrolni vzorek k porovnani exprese byla pouzita parentalni linie MIA-PaCa2.
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Byla provedena RT-qPCR s teplotnim a ¢asovym profilem viz tabulka €. 17.

Tabulka 17: Teplotni a ¢asovy profil RT-qPCR

Proces Teplota [°C] Cas [s] Pocet cyklu
Denaturace 95 30 1
Denaturace 95 30
Annealing 60 30 45

Elongace 72 60

Elongace °0 °0 l
95 1

Chlazeni 37 1 1

4.4.4.4 Limitni redéni

Na zakladé vysledki zRT-gPCR bylo se vzorky, které byly elektroporovany
RNP komplexem obsahujicim crRNA3 provedeno limitni fedéni. Metoda klonovani pomoci
limitniho fedéni je jedna z nejpouzivanéjSich a nejlevnéjSich metod k izolaci jednotlivych
bunék. Je zalozena na Poissonovské distribuci, kterd umoziuje velmi rychlé ziskani
jednotlivych bunék ze zfedénych bunéénych suspenzi (Ye et al., 2021). Buriky transfekované
RNP komplexem obsahujicim crRNA3 byly rozpipetovany do Ctrnacti 96jamkovych desek
tak, aby pfipadala jedna buiika na kazdou druhou jamku. Takto pfipravené desky s buitkami
byly inkubovany dva dny pii 37 °C. Po dvou dnech inkubace bylo do kazdé jamky ptidano
50 I DMEM média. Takto pripravené desky byly nésledné€ inkubovany ve stejnych
podminkach pfiblizné mésic. Béhem této doby byl pravidelné pod mikroskopem pozorovan
ptipadny narast novych bunécnych kolonii v jamkach. V jamkach s koloniemi bylo dvakrat
tydné vyménovano médium. Po mési¢nim rastu byly vzniklé klony vysazeny do malych
kultivacnich lahvi a byly postupné pasazovany a presazovany do vétSich lahvi, dokud nebyla

kolonie klonu dostate¢né velka.

4.4.4.5 Izolace mRNA ziskanych klonu tri-reagentovou metodou
Byla provedena izolace mRNA tri-reagentovou metodou. Pro izolaci mRNA byl pouzit
stejny postup jako v kroku 4.4.4.1. Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace mRNA
jednotlivych klond.
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4.4.4.6 Reverzni transkripce
S mRNA jednotlivych klont byla provedena reverzni transkripce. Byl pouzit stejny
postup jako v kroku 4.4.4.2. Pouzité reagencie byly smichany dle tabulky ¢. 18.

Tabulka 18: Schéma pripravy vzorku pro reverzni transkripci klonu

koncentrace
Vzorek RNA DEPC Hexamery  MasterMix RTasa
(klon) A [wl]  voda [pl] [ml] [d] [d]
[ng/pl]

MP-2 618,10 4,85 14,05 0,60 9,75 0,75
12 11F 401,10 7,48 11,42 0,60 9,75 0,75
132G 892,60 3,36 15,54 0,60 9,75 0,75
12 5G 453,90 6,61 12,29 0,60 9,75 0,75
82C 819,40 3,66 15,24 0,60 9,75 0,75
147G 496,20 6,05 12,85 0,60 9,75 0,75
24B 900,80 3,33 15,57 0,60 9,75 0,75
4 4E 645,20 4,65 14,25 0,60 9,75 0,75
14 3F 506,40 5,92 12,98 0,60 9,75 0,75
34B 638,30 4,70 14,20 0,60 9,75 0,75
57G 851,50 3,52 15,38 0,60 9,75 0,75
S9F 884,50 3,39 15,51 0,60 9,75 0,75

2 2 2 2

Master mix byl pfipraven dle tabulky 13 v kroku 4.4.4. Pfitomnost cDNA po provedeni

reverzni transkripce byla nasledné ovéfena spektrofotometricky.

4.4.4.7 RT-qPCR
Byla provedena metoda RT-qPCR pro stanoveni hladiny exprese A3zAR
v monoklonalnich bunéénych liniich. Pracovni postup, pfiprava primert a fedéni vzorkt
probéhlo stejné, jako v kroku 4.4.4.3. Do jamek desticky bylo napipetovano 1 ul cDNA
jednotlivych klont a 19 pl reakéni smési. Kazdy vzorek byl testovan v triplikatu. Kontrolnim

vzorkem byla parentalni linie MIA-PaCa2. Tento krok byl proveden ve tfech opakovanich.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni optimalnich podminek elektroporace bunécné linie
MIA PaCa-2

Nejprve byly navrzeny ctyfi typy ctRNA pomoci programu CHOPCHOP. Pro design
téchto crRNA byla zvolena oblast nachazejici se v blizkosti START kodonu, ktera obsahuje
PAM sekvenci NGG, ktera odpovida nasledné pouzitému enzymu Cas9.

Byla provedena optimalizace -elektropora¢nich podminek pro bunécnou linii
MIA PaCa-2 a po provedeni elektroporace této bunécné linie se vizualné nejlépe jevily
podminky u vzorku €. 4, tj. 1700 V, 20 ms a 4 pulsy (viz obrazek ¢. 11). Tyto buriky byly
silné fluoreskujici diky fluorescencni znace ATTO 550, ktera je navazana na tracrRNA
a zaroven vykazovaly vysokou viabilitu. Pro pozorovani byl pouzit fluorescenéni mikroskop

Observer.D1 (ZEISS), vzorky byly pozorovany pii zvétSeni 10x.
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Obrazek 11: Optimalizace elektroporacnich podminek pro bunéénou linii MIA PaCa-2. 1) kontrolni
vzorek, bez vlozeni RNP komplexu 1500 V, 20 ms, 5 el. pulsi.; ostatni vzorky byly podrobeny
vlozeni RNP komplexu obsahujici crRNA1 pomoci elektroporace za téchto podminek: 2) 1200 V,
20 ms, 4 ¢l. pulsy; 3) 1200 V, 40 ms, 4 el. pulsy; 4) 1700 V, 20 ms, 4 el. pulsy; 5) 1700 V, 20 ms,
2 el. pulsy; 6) 1500 V, 20 ms, 5 el. pulsi. Nejvhodnéjsi podminky elektroporace se projevily

u vzorku 4.
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5.2 Urceni nejvhodnéjsi crRNA pro knock-out As adenosinového
receptoru bunécné linie MIA PaCa-2
Po provedeni elektroporace pomoci ¢tyi RNP komplexti obsahujici Ctyfi rizné crRNA
(crRNAT1, crRNA2, crRNA3, crRNA4) byla mikroskopicky vyhodnocena tspésnost tohoto
kroku, opét diky pfitomnosti fluorescencné znacené tracrRNA. VSechny pouzité
RNP komplexy byly uspésné transfekovany do bunék (viz obrazek €. 12, kde uspésné

transfekované bunky zafi Cervené). Pro pozorovani byl pouzit fluorescencni mikroskop

Observer.D1 (ZEISS), vzorky byly pozorovany pii zvétSeni 10x.
1 2 3
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Obrazek 12: Elektroporované buiky pomoci RNP-crRNAT1 (3), RNP-crRNA2 (4), RNP-crRNA3
(5), RNP-crRNA4 (6). Kontrolni vzorek — pouze elektroporované buriky bez vlozeni RNP (1),

kontrolni vzorek — buriky bez provedeni elektroporace, kultivované v DMEM médiu bez antibiotik

2).
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Aby mohlo byt ur€eno, ktery z pouzitych RNP komplext byl nejuspésnéjsi, tedy ktery
dokézal nejvice snizit expresi genu ADORA3, byla provedena RT-qPCR.
Z elektroporovanych bunék byla vyizolovana mRNA, jejiz koncentrace byla nasledné
spektrofotometricky zméfena na nanodropu (viz tabulka ¢. 19) a tim ovéfena UspéSnost
izolace. Poté byly vzorky mRNA prepsany reverzni transkripci do cDNA.

Tabulka 19: Koncentrace mRNA jednotlivych vzorku po izolaci TRI-reagentovou
metodou

Vzorek Koncentrace mRNA [ng/pl]

crRNA 1 672,70

crRNA2 723,90

crRNA3 176,00

crRNA4 797,70
Elektroporace (+) 44410

Na zaklad¢ vysledki z RT-qPCR bylo vyhodnoceno, ze nejvhodnéjsim RNP komplexem
se jevi RNP komplex obsahujici crRNA3 (viz obrazek €. 13). Z grafu lze vycist, ze
v porovnani s kontrolni parentalni linii MIA PaCa-2, u které je exprese genu ADORA3
vysoka, byla nejvice ispésna crRNA3, jelikoz exprese genu po knock-outu RNP komplexem

obsahujicim tuto crRNA je velmi nizka.
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Obrazek 13: Graf s vysledky z RT-qPCR znazomiujici expresi genu ADORA3 normalizovanou
na f-actin po provedeni elektroporace ctyimi riznymi RNP komplexy - RNP-crRNAIL,
RNP-crRNA2, RNP-crRNA3, RNP-crRNA4. Kontrolnim vzorkem je parentalni linie MIA PaCa-2.

Vytvoieno v programu GraphPad Prism.

5.3 Vyhodnoceni uspésnosti knock-outu Az adenosinového receptoru

Po provedeni limitniho fedéni bylo vyselektovano celkem 12 klont, jez byly dale
expandovany. Z takto ziskanych monoklonéalnich bunéénych linii byla izolovana mRNA
pomoci tri-reagentové metody. Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace ziskané
mRNA (viz tabulka ¢. 20). Vyizolovand mRNA byla pfepsana reverzni transkripci do cDNA.

Klon 10 10G nemél dostate¢nou koncentraci mRNA, a tak byl z experimentu vytazen.
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Tabulka 20: Koncentrace mRNA pro pripravu vzorku klonu pro reverzni transkripci

Vzorek (klon) Koncentrace mRNA [ng/pl]
MP-2 618,10
12 11F 401,10
132G 892,60
12 5G 453,90

82C 819,40
147G 496,20
24B 900,80
4 4F 645,20
14 3F 506,40
34B 638,30
57G 851,50
59F 884,50
10 10G 139,6

Uspésnost knock-outu genu pro AsAR u klonti, které byly ziskany limitnim fedénim
po elektroporaci pomoci RNP komplexu obsahujiciho crRNA3 byla ovéfena metodou
RT-qPCR (viz obrazek 14). V porovnani s kontrolnim vzorkem parentéalni linie MIA PaCa-2
byla exprese genu pro AsAR u vSech klonti velmi nizka. Nejnizsi exprese genu kodujici

A3AR je viditelna u kloni 12 F11, 5 9F a 12 5G.
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Obrazek 14: Graf svysledky z RT-qPCR zndzomujici expresi genu kodujiciho AsAR
u vyselektovanych klonti bunécné linie MIA PaCa-2, na které byla provedena elektroporace pomoci
RNP komplexu obsahujiciho crRNA3 za pouziti elektropora¢nich podminek 1700 V, 20 ms,
4 el. pulsy. Kontrolnim vzorkem je parentalni linie MIA PaCa-2 bez provedeni elektroporace.

Vytvoieno v programu GraphPad Prism.

41



6 DISKUSE

Tato bakalatska prace se zabyva knock-outem A3 AR pomoci technologie CRISPR/Cas9.
A3AR je hojné exprimovan v riznych typech nadorovych onemocnéni, tudiz je velmi
slibnym terapeutickym cilem (Fishman ez a/., 2001). Bunécny model, ktery byl vyvinut

knock-outem tohoto genu bude moct byt vyuzivan pfi testovani novych terapeutik.

Po netspésném knock-downu Az adenosinového receptoru pomoci siRNA interference
na pracovisti, kde byla bakalarska prace vypracovana, byla pro ucel umlceni exprese genu
zvolena metoda CRISPR/Cas9. Jde o revolu¢ni technologii, predevS§im pro své precizni

mifeni na cilové misto.

Pro vloZzeni RNP komplexti obsahujicich crRNA byla v této praci pouzita metoda
elektroporace. Dle (Potter er Heller, 2003) jsou nejvice kritickymi parametry uspésné
in vitro elektroporace maximalni napéti elektrického Soku a trvani elektrickych pulst, a
proto musi byt tyto podminky optimalizovany pro kazdou bunécnou linii. Jelikoz nebyla
nalezena publikace stanovujici tyto parametry pro bunécnou linii MIA PaCa-2, musela byt
provedena jejich optimalizace. Efektivita elektroporace byla stanovena pomoci
fluorescencni mikroskopie, kdy byla detekovana tracrRNA znacena fluorescencni znackou
ATTO 550. Tato tractRNA byla stejné jako testované crRNA a Cas9 nukleaza soucasti
pouzitych RNP komplext, tudiz detekce fluorescencniho signalu ATTO 550 v bunkach
znacila jejich uspesnou elektroporaci danymi RNP komplexy. Takto byly jako optimalni
podminky pro elektroporaci bunécné linie MIA PaCa-2 stanoveny 4 pulsy o trvani 20 ms pfi
napéti 1700 V. U ostatnich testovanych podminek byla bud’ nizka viabilita, ktera mohla byt
zpusobena pfilis vysokym napétim a velkym mnozstvim elektrickych pulsi, nebo v opacném
pfipadé pfi mensim napéti a mensim mnozstvi pulsi nebyla elektroporace bunék
RNP komplexy uspésna, tedy viabilita buné€k byla sice vysoka, nicméné elektroporované
bunky neobsahovaly detekovatelné mnozstvi RNP komplexd. Tyto podminky tedy byly
vyhodnoceny jako nevyhovujici.

Za ucelem provedeni knock-outu A3AR byly validovany ctyfi RNP komplexy lisici se
inkorporovanou crRNA. Efektivita testovanych RNP komplext byla stanovena na zaklade
poklesu exprese cilového genu A3AR v modifikovanych bunéénych liniich pomoci
RT-qPCR. Nejprve vSak u bunék elektroporovanych danymi RNP komplexy byla opét
ovétena intracelularni lokalizace téchto komplexti pomoci vySe zminéné detekce signalu

ATTO 550. U RNP komplext obsahujicich crRNA2 a crRNA3 nebyl nejdfive experiment
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uspesny, jelikoz fluorescenéni signal nebylo mozné detekovat, a tak bylo provedeno
opakovani. Dle ¢lanku (Guarnaccia et al., 2021) mulze pii pouziti Neon Electroporation
transfection system dojit k problémim napfiiklad, pokud jsou buriky ponechany v pufru R
vice, nez 30 minut, jelikoz tento pufr snizuje jejich viabilitu, nebo pokud se ve Spicce
Neon tip objevi bubliny. Problémem muze byt i to, Ze vSechny pouzité reagencie nejsou
zahtaty na optimalni teplotu 37 °C. V nasem piipad¢ se jevila jako nejpravdépodobnéjsi
chyba pravé piitomnost bublin ve Spicce, coz vedlo k elektrickému zkratu v elektroporacni
cele a naslednému poskozeni bunek. Po zopakovani experimentu byla elektroporace uspésné
provedena i pomoci téchto RNP komplexti. U RNP komplexu obsahujiciho crRNA4 byla
pozorovana velmi nizka viabilita elektroporovanych bunék. To mohlo byt pravdépodobné
také zptisobeno moznym zkratem pii provadéni elektroporace, kdy mohla byt vétsina bunék
usmrcena. Pfi nasledném porovnani hladiny exprese A3AR v modifikovanych liniich
s referenCni parentalni linii MIA PaCa-2 lze konstatovat, ze RNP komplex obsahujici
crRNA3 vykazoval nejvyssi efektivitu, tedy vedl k nejsiln€jSimu utlumeni exprese

studovaného proteinu AsAR.

Za ucelem ziskani bunécné linie s nejvyraznéj§im utlumenim exprese genu A3AR ¢i
jeho absolutnim knockoutem bylo provedeno limitni fedéni bunék, jez byly elektroporovany
vySe zminénym vysoce efektivnim RNP komplexem obsahujicim crRNA3. Ackoli bylo
limitni fedéni provedeno do celkem c¢trnacti 96jamkovych desek, bylo ziskano pouze
12 klonit, coz mohlo byt zpisobeno kultivaci ve standardnim, nikoli kondiciovaném médiu.
Navzdory této komplikaci byly ziskané monoklonalni bunécné linie podrobeny stanoveni
hladiny exprese A3AR pomoci RT-qPCR. Zvysledkd vyplyva, ze knock-out
Ajs adenosinového receptoru byl uspésny, jelikoz exprese tohoto receptoru v porovnani
s parentalni linii byla u vyselektovanych kloni velmi nizka, téméf nulova. NejlepSiho
vysledku bylo dosazeno u klonti 12 F11, 5 9F a 12 5@, kde nebyla detekovana témér zadna
exprese AsAR.

Jelikoz RT-qPCR poskytuje pouze data o genové expresi na urovni mRNA, bude
uspésnost knock-outu u téchto tii klonu dale validovana pomoci western blotu, pfipadné
imunocytochemie. Pro vylouceni off-target aktivity pouzitého RNP komplexu, tedy ovéfeni,
ze v genomu nevznikly jiné nez zamové modifikace, budou v danych monoklonalnich

liniich osekvenovana prave potencialni off-target mista vyplyvajici ze sekvence crRNA3.
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7 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo provést knock-out Az adenosinového receptoru
u nadorové linie za pouziti CRISPR/Cas9 systému. A3 adenosinovy receptor je pro svou
hojnou expresi slibnym protinadorovym cilem. Knock-outem tohoto receptoru muze byt
vytvofen bunény model pro testovani protinadorovych terapeutik. Pro experiment byla

pouzita bunécna linie MIA PaCa-2, ktera je odvozena od karcinomu slinivky bfisni.

V prvni ¢asti byla provedena optimalizace elektroporanich podminek pro bunécénou

linii MIA PaCa-2. Tyto podminky byly Gspésné stanoveny na 1700 V, 20 ms a 4 elektrické
pulsy.

V druhé Casti byla provedena elektroporace bunécné linie MIA PaCa-2 pomoci Ctyt
RNP komplexti obsahujicich predem navrzené crRNA. Nasledné byl uren nejuspésnéjsi
RNP komplex s crRNA, a to s ctRNA3. Na zaklad¢ vyhodnoceni RT-qPCR vykazovaly

buriky elektroporované RNP komplexem s crRNA3 nejnizsi expresi cilového genu.

Treti Cast prace byla zamétena na selekci klont bunék s knock-outovanym AzAR
pomoci RNP komplexu obsahujiciho crRNA3. Bylo vyselektovano celkem 12 klond.
U teéchto klonti byla nasledné ovérena exprese AsAR znovu pomoci RT-gPCR. Nejnizsi
expresi tohoto receptoru vykazovaly celkem tfi klony zdvanacti, a to konkrétné

u klont 12 F11, 5 9F a 12 5G.

Jeden z téchto klonti, respektive monoklonalni bunécna linie s uml¢enym genem pro
A3AR by po dokonceni validaci za vyuziti technik western blotu, imunocytochemie
a sekvenovani mohla slouzit jako bunéény model pro testovani novych, potencionalnich

1éCiv, které budou cilit praveé na zminény receptor.
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