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SOUHRN

Na pfipravu modelt lidskych onemocnéni lze pouzit bunééné modely a zivocisné
modelové organizmy. Zékladni techniky na pfipravu modelli lidskych onemocnéni jsou
transgenoze, inaktivace nebo aktivace konkrétniho genu (knock-out/knock-in), modifikace a
umlCovani geni (RNA interference). Nejnovéjsi metodou pro tvorbu modeld lidskych
onemocnéni je genova terapie.

Terminem haploinsuficience je oznaCovan fenotypovy projev, kdy diploidni
organizmus ma pouze jednu funkéni kopii genu a druhé kopie genu je inaktivovana mutaci.
Mutace v genech pro ribozomalni proteiny vede ke snizeni produkce malé nebo velké
ribozomalni podjednotky a celkovému naruseni biogeneze ribozomu. Haploinsuficience RPS7
byla identifikovana u pacienti s Diamond-Blackfanovou anémii. Na tvorbu
haploinsuficientniho modelu Diamond-Blackfanovy anémie byly pouzity bunééné modely
(HeLa, HEK-293 a U20S).

V praktické ¢asti byly K tvorbé jednoduchého haploinsuficientniho modelu pfipraveny
SIRNA molekuly kumlceni RPS7 genu Vv lidskych buikach HeLa a HEK-293. K méfeni
exprese genu RPS7 po umlceni siRNA byla pouzita qPCR.
byl tvofen pomoci multicistronického lentivirového expresniho systému (MuLE), kde byly
pouzity shRNA proti genu RPS7 s inducibilnim promotorem H1 a wild type a mutantni
sekvence genu RPS7 se zaménénymi kodony s inducibilnim promotorem CMV/TO. Lidské
embryonalni bunky HEK293T/17 byly transfekovany vytvorenym MuLE systémem za vzniku
lentivirt. Vzniklé lentiviry byly pouzity k transdukci lidskych bunék U20S, na kterych mél
byt vytvoren vybrany model Diamond-Blackfanovy anémie.

Na zakladé experimentalni prace se nepodaiil dokoncit haploinsuficientni model

Diamond-Blackfanovy anémie.



SUMMARY

Cell culture and animal models can be used to prepare models of human diseases.
Basic techniques for human disease model preparation are transgenesis, gene knock-out, gene
knock-in, gene modification and gene silencing, for example RNA interference. The latest
method of human disease model preparation is gene therapy.

The haploinsufficiency is based on the phenotypic expression - the diploid organism
has only one functional copy of the gene and the second copy of the gene is inactivated by the
mutation. Mutations in genes encoding ribosomal proteins lead to a reduction in the
production of small or large ribosomal subunits and then to disruption of the ribosomal
biogenesis. The haploinsufficiency of RPS7 gene was identified in patients with Diamond-
Blackfan anemia patients. Cell culture HeLa, HEK-293 and U20S were used to prepare the
haploinsufficient model of the human disease of Diamond-Blackfan anemia.

In experimental part of this work siRNA was synthesized to silence RPS7 in human
cells HeLa and HEK-293 to prepare the haploinsufficient model. g°PCR was used to measure
the changes in expression of the gene RPS7 after silencing siRNA.

More complex and more potent haploinsufficient model of the Diamond-Blackfan
anemia was created using the multicistronic lentivirus expression system (MuLE) - shRNA
was used against the RPS7 gene under the control of the inducible promoter H1 and the wild
type and the mutant RPS7 gene with shifted codones under the control of the inducible
promoter CMV/TO. Human embryonic cells HEK293T/17 were transfected by lentiviral
expression vectors. Lentiviruses were used to transduce human U20S cells.

In conclusion, based on the experimental part the haploinsufficient model of Diamond-

Blackfan anemia was not completed.
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1 UVOD

Lidské bunécné kultury a piedev§im zivocCichové jsou zakladem pro tvorbu modela
lidskych onemocnéni za ucelem pochopit priciny a biologickou podstatu chorob. Bunééné
kultury neposkytuji zcela odpovidajici fyziologické podminky lidskému organizmu. Naopak
zivocichové presto, ze se lisSi v mnoha znacich, organech, chovani a potfebach, maji pro
tvorbu modelu lepsi vypovidajici hodnotu. Kazdy modelovy organizmus je vhodny na tvorbu
jiného modelu lidského onemocnéni. K nejpouzivanéjsSim modelovym organizmiim patii
bakterie Escherichia coli, kvasinky Saccharomyces cerevisiae, hlistice Caenorhabditis
elegans, octomilky Drosophila melanogaster, zebticky Danio rerio, mys$i Mus musculus
(Foury, 1997; Aboobaker, 2000; Bernards, 2001; Postlethwait, 2004; Yang, 2008).

Existuje cela fada metod a technik na tvorbu modelt lidskych onemocnéni. Tradi¢ni
technikou je cilena mutageneze genti (napf. chemickymi ¢inidly), které koreluji s danou
chorobou (Amsterdam a kol., 2006). Dale genové uml¢ovani a morfolinovy systém ptrechodné
inhibuji expresi gend, jez zodpovidaji za propuknuti choroby (Lanc a kol.,, 2011). RNA
interference spociva ve schopnosti narusit expresi gentl zpusobujicich lidské choroby (Fire
a kol., 1998). Prostfednictvim editace genomu a to konkrétné diky technologii CRISPR/Cas9
je mozné vytvorit téméf jakykoli Zivo¢isny model lidského onemocnéni (Birling a kol., 2017).

U pacientli postizenych Diamond-Blackfanovou anémii jsou identifikované mutace
genu kodujici ribozomalni proteiny malé (RPS7, RPS17, RPS19, RPS24) nebo velké (RPL5,
RPL11) ribozomalni podjednotky. Chybna syntéza ribozomalnich proteinii vede k naruseni
biosyntézy ribozomu, ktera je kontrolovana tumor supresorovym proteinem p53 (Lane, 1992).
V ptipad¢ inaktivace pouze jedné kopie genu pro ribozomalni protein 7 se netvoii dostatek
proteinu daného genu, a to se projevuje abnormalnim stavem. Jev, kdy je funkéni pouze jedna
alela genu se nazyva haploinsuficience (Kacser, 1981).

Na tvorbu haploinsuficientniho modelu Diamond-Blackfanovy anémie lze pouzit

multicistronicky lentivirovy expresni systém (Albers a kol., 2015).
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2 CiLE PRACE

& Vypracovani literarni reSerSe na téma ,Strategie piipravy modelt lidskych

onemocnéni®.

L)

» Piiprava siRNA molekul k uml¢eni genu pro ribozomalni protein 7 (RPS7).

0

RS

» Optimalizace a tvorba haploinsuficientniho modelu Diamond-Blackfanovy anémie.

L)

L)

¢ Analyza vysledki a vypracovani diplomové prace.

13



3 LITERARNI PREHLED

Na pocatku rozvoje molekularni biologie ve 40. — 50. letech 20. stoleti se védci snazili
pfijit na to, jak funguji bunky na molekularni urovni. Protoze se jednd o obrovské mnozstvi
informaci, zaméfili se na nékolik centralnich mechanizmii (replikace, transkripce, translace
a kontrolni systém gent) a pouzili K tomu jednoduché organizmy (bakterie, bakteriofagy).
Postupem casu a s pfibyvajicimi znalostmi se zacaly studovat komplexnéjsi systémy, které
vyzaduji slozit¢jsi organizmy (Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster,
Arabidopsis thaliana, Danio rerio, ...). Pro tyto organizmy, jez se staly nenahraditelnymi
nastroji biologického a klinického vyzkumu k pochopeni bunéénych a molekularnich
mechanizmti, se pouziva termin modelovy organizmus. Fieldsen a Johnston definuji
modelovy organizmus jako intenzivné studovany organizmus, jehoz zkoumani vede
k porozuméni zakladnich biologickych jevi, a tyto nové objevy poskytuji moznost odvozovat

vlastnosti a vztahy i pro ostatni organizmy (Fields, 2005).

3.1 Modelové organizmy

K ptipravé modeld lidskych onemocnéni lze pouzit testy in vitro na lidskych
bunéénych liniich nebo testy in vivo na zZivo¢isnych modelech. Vysledky ziskané z in vitro
testll nekoreluji s in vivo vysledky, protoze bunéénym liniim chybi typické fyziologické
prostiedi celkového organizmu savci. Déle bunééné linie vykazuji odliSnou expresi a odlisny
buné&ny cyklus nez bunky v zivém modelovém organizmu (Plowman, 1999). Bunééné linie
pfesto nabizeji celou fadu vyhod, diky kterym se vyrazné zasadily 0 pokroky ve vyrobé
vakcin, tvorbé protilatek, umélych tkani a syntéze terapeutik. Nejvétsi vyhodou je, Ze
poskytuji neomezeny pocet bun€k, u nichz je mozné reprodukovatelnost. Diky bunéénym
liniim lze obejit etické obavy spojené s pouzitim zivociSnych a lidskych tkani (MacDonald,
1990).

K nejjednodussim modelovym organizmiim patii viry, bakteriofagy a z fiSe prokaryota
zejména bakterie Escherichia coli. Zftise hub je dilezitym modelovym organizmem
Saccharomyces cerevisiae, u niz je popsan zivotni cyklus a zakladni bunécné funkce,
napiiklad regulace bunétného cyklu, metabolizmus, sklddani proteind a oprava poSkozené

DNA (Foury, 1997).
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Zivo¢isné modelové organizmy bezobratlych - Caenorhabditis elegans (Aboobaker,
2000) nebo Drosophila melanogaster (Bernards, 2001) jsou vhodné pro zkoumani aktivity
gent, napiiklad signalni transdukce nebo interakce proteinti. Caenorhabditis elegans je
mnohobunéény organizmus, u kterého byl poprvé prezentovan mechanizmus RNA
interference, jeZ byl ptivodné popsan jen v transgennich rostlinach (Napoli, 1990; Fire, 1998).
Drosophila melanogaster poslouzila k velkym objeviim pohlavni dédi¢nosti a mutacim gent
zptisobenych ionizujicim zatenim. Tyto tzv. ,,ovocné muSky*“ maji komplexni nervovy
systém, ktery podobné jako u lidi, podminuje uéeni a pamét. Mimo to obsahuje 75 %
homolognich lokust, jejichz mutace mohou vést k projevim onemocnéni (Reiter, 2001).
Na zaklad¢ téchto poznatkl se jednd 0 idealni modelovy organizmus pro studium lidskych
neurodegenerativnich onemocnéni — Parkinsonova a Alzheimerova choroba (Chan, 2000).

Modelovym zastupcem obratlovci je sladkovodni indicka ryba Danio rerio, ktera ma
vétsinu organt shodnou se savci. V roce 2013 byl osekvenovan genom Dania reria, ¢imz se
dokazalo, ze obsahuje homologni sekvence VétSiny lidskych genti véetné funkcnich domén
nékterych proteini. Napi. ATP-vazebné domény kindz jsou téméf identické, ale podobnost
celych proteind je pouze 60% (Parng, 2002). Danio rerio slouzi jako modelovy organizmus
ke studiu funkce gent a u€inku 1é¢iv. Hlavni vyhodou této tropické ryby je jeji vysoka fertilita
— za tyden je schopna naklast az 300 vaji¢ek. Vyvoj jedinct je rychly a mnoho organti vznika
do 24 hodin po oplodnéni (Postlethwait, 2004). Piestoze postrada plice a mlécné Zlazy,
pouziva se jako model vybranych lidskych onemocnéni — diabetes, svalova dystrofie
(Rubinstein, 2003).

V Kklinickych vyzkumech na tvorbu modelt lidskych onemocnéni je modelovym
organizmem savec Mus musculus. S ¢lovékem ma podobné fyziologické a patologické znaky,
a to predevSim organové soustavy - imunitni, kardiovaskuldrni, nervovd a endokrinni.
Osekvenovanim lidského genomu se zjistilo, Ze 99 % genl je u téchto dvou organizmi
stejnych (Rosenthal, 2007). Dal§imi sav¢imi modelovymi organizmy jsou morcata, kiecci,
potkani a kralici, na kterych se testuji latky z hlediska toxicity, drogy, vakciny a léky.
Z primatl nasli uplatnéni v reprodukéni biologii, genové terapii a pii testovani toxicity opice
Rhesus macaques (Yang, 2008). Zivocisné modely slouzi Kk piipravé modeli nékterych
zranéni - traumatické poranéni mozku a michy, ale zejména lidskych onemocnéni, jako je
vrozena slepota, AIDS, diabetes, obezita, rakovina, Parkinsonova a Alzheimerova choroba
(Pippin, 2009).

Mezi Clovékem a zivoc¢iSnymi modelovymi organizmy existuji podobnosti v ramci

stavby téla i struktury genomi. Pfi tvorbé modelu lidského onemocnéni se u zivocichli musi
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indukovat molekularni stav choroby umélym zasahem do jejich genomu. Pii tvorbé modelu je
dialezité védét, jaka mutace zpusobuje danou chorobu, a pak mize byt tato mutace vnesena
do odpovidajiciho zivoc¢isného genu v modelovém organizmu. Veédci k tomuto tkolu
pristupuji dvéma zptisoby: metodami zalozenymi na mutaci nebo zalozenymi na onemocnéni
(Hardouin, 2000). Metody zaloZené na mutaci vyuzivaji radiani zafeni nebo chemické latky
k vyvolani konkrétni mutace v urcitém genu. Metody zalozené na onemocnéni vyuzivaji
technik genového inzenyrstvi. Genovym inzenyrstvim se rozumi oblast molekularni biologie,
ktera na simulaci lidskych onemocnéni vyuziva umélého zésahu do genomu zivocisného
organizmu (Gawrylewski, 2007).

K technikdm pro pfipravy modelid lidskych onemocnéni patii transgenoze, inaktivace
nebo aktivace konkrétniho genu (knock-out/knock-in), modifikace a uml¢ovani gend (RNA
interference, CRISPR/Cas9 systém, TALEN) (Simmons, 2008). Transgenoze je proces,
béhem kterého je cizi genetickd informace vloZzena do DNA organizmu, a tim vzniké
geneticky modifikovany organizmus (GMO). V dnesni dobé existuje uz 3 000 transgennich
mutantnich linii mysi, které pfispivaji ke znalostem molekularnich podstat lidskych
onemocnéni (Abbott, 2004). DalSim pfistupem genetick¢é manipulace U modelovych
organizmu - Mus musculus, Danio rerio je vyfazeni genu z funkce (tzv. gene silencing =
RNA interference/RNAI). Timto pfistupem genové manipulace se zabyvam v samostatné
kapitole nize. Nejnovéjsi technikou je genova terapie, jejiz zdkladni podstatou je cilend
uprava konkrétniho genu (zapnuti/vypnuti genu) v buinikach za ucelem léCebného uc€inku

(napt. TALEN, CRISPR).
3.2 Genové umléovani

Genové umlcovani je regulacni mechanizmus gent, ktery snizuje hladinu RNA
transkriptu v bunkach, bud’ potlacenim transkripce (transcriptional gene silencing, TGS),
anebo aktivaci sekvencné specifického RNA degradac¢niho procesu (post-transcripional gene
silencing, PTGS). Spojitost mezi TGS a PTGS je v kratkych molekulach RNA (kratké
interferujici RNA - siRNA; microRNA - miRNA) produkovanych z dlouhé dvouvlaknové
RNA (dsRNA). Tyto dvé drahy genového umlCovani se li§i predev§im mistem prubéhu - TGS
probiha v jadie a PTGS v cytoplazmé (Baulcombe, 2001).

Transkripéni genové umléovani s vyuzitim siRNA reguluje expresi geni
epigenetickymi zménami chromatinu. Pfesny mechanizmus TGS, kterym je dosazena ztrata
funkce genu, neni jest¢ zcela pochopen, a proto jsou zminény jen zdkladni informace

(Wassenegger, 2005). Podrobn¢ se budu vénovat predev§im post-transkripénimu mechanizmu
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genového umlcovani, a to konkrétné RNA interferenci (RNAI). Uplatiiuje se jako aéinny
nastroj k potlaceni exprese genii, které zodpovidaji za lidska onemocnéni (Cogoni, 2000;
Hammond, 2001). Technologie RNAiI mimo jiné umoznuje studovat funkce gent, a to bud’
vyfazenim nebo pridanim konkrétniho genu do organizmu — reverzni genetika (Friedman and

Perrimon, 2004).

3.2.1 Genové umlcovani na transkrip¢ni Grovni

Tento typ genového umlCovani je uskuteCnén skrze exogenni siRNA a zplsobuje
epigenetické zmény v DNA oblastech, které jsou homologni k vlozené siRNA. Nejcastéjsi
epigenetickou modifikaci je metylace DNA. Matzke a kolektiv sledovali tento fenomén
transkripéniho umlcovani gend (transcriptional gene silencing, TGS) na transgennich
rostlinach tabaku v podob& nadmérné exprese transgenu, ktera sméfovala az k DNA metylaci
a vyslednym uml¢enim konkrétniho genu (Matzke, 1989). TGS fizené malou nekodujici RNA
bylo pozorovano u Arabidopsis thaliana, Scchisosaccharomyces pombe, Drosophila
melanogaster a Caenorhabditis elegans. V lidskych bunikach bylo transkripéni uml¢ovani
genu fizené exogenni siRNA objeveno u transgenniho elonga¢niho faktoru 1 promotoru a, ale

jeho mechanizmus neni dostate¢né pochopen (Morris, 2004).

3.2.1.1 Mechanizmus transkripéniho uml¢ovani gent

TGS zpisobuje dlouhodobé a stabilni epigenetické modifikace v DNA, které
Se prenasi na potomky i bez toho, Ze by dochéazelo ke zménam struktury DNA (Morris, 2008).

Mechanizmus TGS se spusti, kdyz je do bunék vlozena exogenni siRNA
komplementarni k promotorové sekvenci umlcovaného genu. Nasledkem je zvySené mnoZstvi
enzymu Argonaut 1 a metylovanych histond, napf.: metylace histonu 3 v jeho lysinovych
zbytcich v pozici 9 a 27 (dimetylace - H3K9me2 a trimetylace H3K27me3) (Kim, 2006).
Metylace jsou epigenetické zmény tichého stavu, které brani vazbé RNA polymerazy II
na promotorovou sekvenci daného genu. Poté v této promotorové oblasti pravdépodobné
vznika epigeneticky uml¢ovaci komplex slozeny z DNA metyltransferazy 3 a (DNMT3A),
histon deacetylazy 1 (HDAC-1) a Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) (Morris, 2009).
Vysledkem celého procesu TGS je, ze siRNA namifend proti promotorové sekvenci inhibuje
transkripci daného genu, a tim vede k dlouhodobému genovému uml¢ovani (Hawkins, 2009).

Mechanizmus transkripéniho uml¢ovani gent je tedy zcela odlisSny od mechanizmu
post-transkripéniho umlcovani genti, a to konkrétné RNA interference, popsaného

Vv nasledujici podkapitole.
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3.2.2 Genové umlcovani na post-transkripéni urovni (RNA interference)

U rostlin se pro post-transkripéni uml¢ovani genu pouziva termin kosuprese (Krol,
1990), u hub quelling (Cogoni, 1996) a u zivoCichi RNA interference, kterda je
zprostiedkovana skrze SIRNA/shRNA nebo miRNA (Fire, 1998).

Proces RNA interference je dilezitym regulatnim mechanizmem u vétSiny
eukaryotickych bunék, za jehoz objev byla Andrew Z. Fireovi a Craig C. Mellovi v roce 2006
udélena Nobelova cena za fyziologii a medicinu. Jeho hlavni tlohou je regulovat transkripci
a expresi genti pomoci 21 — 23 nukleotidi dlouhych dvouvlaknovych molekul RNA (siRNA)
(Almeida, 2005). RNAI kontroluje zivotné dulezité procesy, jako je rist bunék, diferenciace
tkani, tvorba heterochromatinu a proliferace bunék. Dysfunkce RNAIi je spojena s tvorbou
kardiovaskularnich chorob, neurologickych poruch a mnoha typua rakovin (Lu, 2008).

Z historie stoji za zminku objev a molekularni podstata tohoto procesu. V 90. letech
minulého stoleti byly provedeny prvni experimenty S cilenym vyuzitim RNA interference
na rostlinnych modelech. Jorgensen a kolektiv vlozili do Petunia hybrida transgen
pro chalkon syntazu a dihydroflavonol-4-reduktazu, které zajistuji rast transgennich rostlin
s chimérickymi az bilymi kvéty misto kvétd fialovych (Napoli, 1990). Neurospora crassa
byla transformovana transgenem al-1, ktery vede ke vzniku konidie postradajici
charakteristickou oranzovou barvu v dusledku inaktivace genu al-1 (Cogoni et al., 1996).
V roce 1998 Fire a kolektiv popsali molekularni podstatu RNAi u organizmu Caenorhabditis
elegans, kdyz piimo do téla vlozili piecisténou dsRNA komplementarni ke uml¢ovanému
genu, coz vedlo k degradaci mMRNA a celkovému snizeni jeji hladiny v organizmu (Holtorf,
1999).

Mechanizmus RNA interference je popsan v nasledujicich dvou podkapitolach,
ve kterych se rozliSuji dvé spoustéci drahy — exogenni draha fizena SIRNA (short interfering
RNA) a endogenni draha fizena miRNA (microRNA). Tyto efektorové molekuly RNAI
indukuji genové umlcovani nékolika zplsoby. Pfi Gplné komplementarité bazi siRNA/miRNA
S konkrétnim umlcovanym genem dochazi k pfimému Stépeni mRNA, ale u nedokonalého

parovani bazi nastava inhibice translace s naslednou degradaci cilové mMRNA (Meister, 2004).

3.2.2.1 Mechanizmus RNA interference pomoci malé interferujici RNA (siRNA)
Spoustéci molekulou mechanizmu RNAI (Obr. 1) se stala dlouha dvouvlaknova RNA

(dsRNA). dsRNA pochazi z virové RNA nebo vznika prepisem repetitivnich sekvenci

v genomu anebo se vklada do buné¢k artificialné (Elbashir, 2001). V cytoplazmé je dsRNA

zpracovana Stépenim pomoci specializovaného enzymu RNéza III na mensi molekuly
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nazyvané malé interferujici RNA (siRNA). Tyto malé dvouvlaknové molekuly RNA jsou
dlouhé 21 — 23 nukleotidd a na 3" konci maji dvounukleotidovy piesah (Bernstein, 2001).
Nejznamé;jsi

a nejlépe probadanou endoribonukledzou je enzym Dicer (Agrawal, 2003).

Dicer spole¢né s partnerskymi proteiny TAR-RNA-vazebnym proteinem (TRBP),
proteinovym aktivatorem protein kinazy PKR (PACT) a proteinem Argonaut 2 (Ago-2)
aktivuji komplex RISC (RNA-induced silencing complex) (Martinez, 2002; Meister, 2004).
Hlavni soucasti RISC komplexu jsou enzymy z rodiny Argonaut. Lidské bunky obsahuji
8 téchto enzymul, ale pouze AQ0o-2 ma aktivni Kkatalytickou doménu potiebnou
na Stépeni sense fetézce SIRNA (Liu, 2004). Do komplexu RISC tedy vstupuje dvouvlaknova
molekula SiRNA, ale po stépeni Ago-2 ziistava pouze antisense vlakno SIRNA, které sméfuje
RISC komplex ke své komplementarni sekvenci mRNA. Antisense vlakno se vaze pouze
ke zcela komplementarni mRNA mezi 10. a 11. bazi vzhledem k 5" konci antisense vlakna
siRNA. Komplementarita zajistuje specifitu v umléovani gend zprostiedkovanou SIRNA
(Elbashir, 2001; Tang, 2005).

Dvouvlaknové RNA slouzi jako nastroje ke studiu genovych funkei. In vitro studie
bunécnych linii zjistily, Ze pfimé zavadéni artificidlnich siRNA namisto dlouhych dsRNA
vede k bezproblémové a efektivni odpovédi RNAI, a proto se SiRNA pouzivaji k u¢innému
potlaceni exprese konkrétniho genu. Za in vitro transkripci siRNA je zodpovédna vazba
T7 RNA polymerazy na T7 promotor (Elbashir, 2001).

Alternativné misto siRNA mohou slouzit ke specifickému umlcovani genu kratké
vlasenkové RNA (short hairpin RNA, shRNA) (Obr. 2), které se po transfekci do bunék
exprimuji VvV bunééném jadfe z virového vektoru. Sekvence vldsenky je rozpoznana
a odstranéna Dicerem, a poté se shRNA upravuje stejnym mechanizmem jako sSiRNA (Cullen,
2005). Exprese shRNA z vektoru je zprostfedkovana vazbou RNA polymerazy IIl na
promotor H1, 7SK nebo U6 (Yu, 2002).
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Obr. 1: Mechanizmus RNA interference pomoci siRNA (ptevzato a upraveno Allen, 2016)
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TRBP- TAR-RNA-binding protein, PACT - protein activator of protein kinase PKR, shRNA - kratka
vlasenkova RNA, mRNA — mediatorova RNA, AGO2 — argonaut 2, RISC - RNA-induced silencing complex

Obr. 2: Mechanizmus RNA interference pomoci ShRNA (pfevzato a upraveno Allen, 2016)
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TRBP- TAR-RNA-binding protein, PACT — protein activator of protein kinase PKR, shRNA — kratka
vlasenkova RNA, mMRNA — mediatorova RNA, AGO2 — argonaut 2, RISC - RNA-induced silencing complex
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3.2.2.2 Mechanizmus RNA interference pomoci microRNA (miRNA)

Podobné¢ jako siRNA/shRNA potlacuje genovou expresi post-transkripénim zptisobem
Vv cytoplazmé bunck i miIRNA. Efekt uml¢ovani genti prostiednictvim miRNA je odlisny, ale
protoze ob¢é drahy RNAi zapojuji stejné enzymy (Dicer, RISC), je jejich rozdil navenek
skryty. Hlavnim rozdilem je, Ze siRNA potlacuje expresi pouze jedné ur¢ité molekuly mRNA,
ale miRNA je schopna regulovat expresi vice riznych molekul mMRNA (Deng, 2014).

Prvni miRNA byla objevena v roce 1993 ve studii zkoumajici vyvojové regulacni
geny u organizmu Caenorhabditis elegans (Lee, 1993). miRNA jsou malé molekuly RNA,
které negativné reguluji expresi geni. Az 5 % lidského genomu je zaméfeno na kodovani
a produkci vice nez 1 000 miRNA molekul, které reguluji alespont 30 % nasich gent (Jinek,
2009; MacFarlane, 2010).

Na Obr. 3a) probiha vbunéném jadie transkripce genu mIiRNA enzymem
RNA polymeraza Il. Tvoti se primarni transkript miRNA (pri-miRNA), ktery ma na 5” konci
7-metylguanosinovou c¢epicku, 3° konec je polyadenylovan a tvoii dvouvldknovou
vlasenkovou strukturu (smycka). Poté jsou primarni transkripty Vv jadfe St€peny enzymem
RNaza Ill - Drosha. Drosha je soucasti proteinového mikroprocesorového komplexu, ktery
obsahuje nezbytny protein vazajici dsSRNA Pasha nebo-li DGRC8 (DiGeorge syndrome
critical region gene 8) (Lee, 2003; Gregory, 2004). Stépenim vznikd dvouvlaknova
prekurzorova MIRNA (pre-miRNA) s charakteristickou vlasenkovou strukturou slozenou
ze 70 — 100 nukleotidl sobcasnym vyskytem nekomplementarnich mist. Prekurzorova
MiRNA se pomoci Exportinu 5 transportuje z jadra do cytoplazmy (Yi, 2003).

Na Obr. 3b) je uz pre-miRNA v cytoplazmé a je zpracovana Dicerem spolu s proteiny
TRBP a PACT do 18 — 25 nukleotidi dlouhych dvouvlaknovych molekul miRNA. miRNA se
spojuje s komplexem RISC a tvoii miRISC komplex. Aktivace miRISC komplexu probiha
mechanizmem ,,bypass®, kde se z dvouvlaknové miRNA helikdzovou aktivitou uvolni
a odstrani sense fetézec miRNA (Preall, 2005). Antisense fetézec MIRNA v miRISC
komplexu se vaze na 3 netranslatovanou oblast (3'UTR) mRNA prostiednictvim caste¢né
komplementarity bazi. Pro ¢astecnou komplementaritu musi byt splnéna tato podminka: 2-8
nukleotid na 5 konci miRNA musi byt zcela komplementarni K mRNA, ale u 3" konce je
tolerovana celkova nekomplementarita bazi (Lewis, 2005). Pti ¢astecné komplementarité
miRISC komplex potlacuje translaci proteinu (Liu, 2005) a pii Gplné komplementarité se
MRNA ihned stépi (Yekta, 2004).
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Obr. 3a) Mechanizmus RNA interference miRNA v jadie bun¢k (pfevzato a upraveno: Kim,
2007)
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Obr. 3b) Mechanizmus RNA interference miRNA v cytoplazmé bunék (pfevzato a upraveno
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3.2.2.3 RNAI jako terapeuticky pristup pro 1é¢bu onemocnéni

Specificky efekt genového umlcovani siRNA je ucinnym nastrojem pro identifikaci
a validaci 1€kt (Perwitasari, 2013). miRNA slouzi jako biomarkery, protoze potlacuji expresi
vice gend, a to piispiva k propuknuti mnoha onemocnéni (rakovina, neurodegenerativni a
kardiovaskularni poruchy). Mimo jiné siRNA i miRNA maji obrovsky potencial jako
terapeutické latky (Hayes, 2014). Oba typy malych RNA molekul mohou snizovat/potlacovat
expresi  prakticky vSech geni a jejich mRNA transkripti. Malé SIRNA
a miRNA oteviraji novy terapeuticky pfistup k 1é¢bé onemocnéni tak, ze se jejich schopnost
potlacovat expresi zameéfuje pouze na geny, jejichz abnormalni exprese vede K patologickému
stavu. Na seznam takto vznikajicich onemocnéni patii rakovina, autoimunitni onemocnéni,
dominantni genetické poruchy a virové infekce.

Prvni klinické vyuziti RNAi bylo zaméfeno na 1écbu vékem podminéné makularni
degenerace (AMD), ktera kazdy rok zplsobuje az u milionu dospélych lidi slepotu nebo
poruchy vidéni (Fattal, 2006; Tolentino, 2006). V poslednich letech je snahou pfipravit
1écebnou terapii zaloZzenou na RNAI pro virus lidské imunitni nedostate¢nosti (HIV), virus
hepatitidy B a C (HBV a HCV) a respiraéniho syncycidlniho viru (Leonard, 2006).

Nekteré in vivo studie prokazaly potencialni u¢innost terapii zalozenych na RNAI, ale
jiné poukazaly na nezadouci vedlejsi Gcinky, ke kterym patii aktivace Toll-like receptord
(TLRs) a kompetice mezi kompartmenty RNAi drahy. Ackoliv je RNAi jednim z revolu¢nich
lé¢ebnych mechanizm, je nutné dbat opatrnosti pii interpretaci vysledkt (Svoboda, 2007).

Vyhody a nevyhody syntetické siRNA versus ShRNA exprimované z vektoru musi byt
brany v potaz, kdyz se navrhuje 1éCebna terapie. Stabilitu siRNA zvySuji nékteré chemické
modifikace, napt.: 2’-ometylpuriny nebo 2’-fluoropyrimidiny (Czauderna, 2003). Navrhy
sekvenci siRNA molekul se provadi pomoci specialnich algoritmii S pfedem zadanymi
parametry (Kim, 2005). Existuji i delsi siRNA (27-mery), které snaze aktivuji RISC komplex.
RNA molekuly dlouhé 27 nt jsou asymetrické, protoze na 3 konci maji 2-nukleotidovy
presah a 5” konec je zakoncen tup€. Nizsi koncentrace 27-merd miize zprostiedkovat stejné
uc¢innou RNAi odpovéd jako vyssi koncentrace klasickych 21-23 nt dlouhych SIRNA
(Amarzguioui, 2006).
muze byt dopravena Systematicky do riznych tkani, kde dojde k umiceni pouze
komplementarniho genu. Intravenézni doprava SIRNA do tkané¢ se uskutecnuje
prostiednictvim konjugace SIRNA molekul do cholesterolové skupiny nebo obalenim siRNA

za vzniku lipozomalni c&astice. Tyto pfistupy jsou ucinné pouze pro jatra
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a la¢nik tenkého stfeva. Piikladem je studie, kdy cilem siRNA je protein apolipoprotein B.
3’ hydroxylova skupina na dcefiném vlakn¢ siRNA se chemicky spojuje s cholesterolovou
skupinou a spole¢né snizuji genovou expresi V jatrech o vice nez 50 % a az 0 70 % V jicnu
(Soutschek, 2004). Dalsim pftistupem dopravy siRNA do tkani je pouziti stabilnich lipidovych
¢astic nukleovych kyselin SNALP (stable nucleic acid lipid particles), které
inkorporuji chemicky modifikovanou siRNA (Morrissey, 2005). Ve studii Zimmermanna
a kolektivu z roku 2005 byla primatim aplikovana jedna davka SNALP s siRNA, ktera snizila
hladinu cholesterolu na 11 dni a Vv jatrech 0 10 % snizila expresi genu Apolipoprotein B.
Z4dné toxické u¢inky nebyly pozorovany (Zimmermann, 2005).

V in vivo studiich musi byt mnozstvi dodavané siRNA do tkani peclivé zvazovano,
aby se piedeslo ovlivnéni ostatnich tkani. Na tkanovou selekci slouzi povrchové receptory
bun€k. SIRNA se Casto spojuje S aptamery, coz jsou synteticky vyrobené oligonukleotidy
kyseliny ribonukleové (RNA) nebo jednoietézcové deoxyribonukleové kyseliny (ssDNA),
které se mohou vézat na cilové molekuly s vysokou afinitou a specificitou diky jejich
specifické trojrozmémé struktuie (Dollins, 2008). Existuje metoda, kterd pouziva aptamery
schopné vazby na membranovy antigen specificky pro prostatu PSMA (tumor target prostate
specific membrane antigen) exprimovany na povrchu bunék rakoviny prostaty. Konjugaci
téchto aptamerd a siRNA se vytvoii hybridni molekula aptamer-siRNA, ktera efektivné
potlacuje rast nadord u mysi (McNamara, 20006).

Dale muze dochazet ke spojeni SIRNA s fragmenty protilatek. Napiiklad v HIV
infikovanych bunikach se molekula siRNA spojuje s fragmenty vazajicimi antigen tézkého
fetézce protilatek (Fab) a spole¢né rozpoznavaji HIV obalovy glykoprotein gp120. Pozitivné
nabity protamin konjuguje s molekulami Fab a negativné nabité siRNA elektrostaticky
interaguji S protaminem za tvorby komplexu Fab-siRNA. Tento piistup cileni siRNA
zalozeny na protilatkdch v kultute T lymfocytl infikovanych HIV demonstroval sniZeni
exprese antigenniho proteinu Gag (group specific antigen) az o 70 % (Song, 2005).

Piikladem je i spojeni SiRNA s nanocasticemi, na jejichz povrchu se nachazi receptory
specifické pro ligandy, ¢imz je zajistén pienos adekvatni davky SIRNA K cilovym bunkam.
Piikladem je in vivo studie Ewingova sarkomu, vniz byly pouzity nanocastice
s transferinovym ligandem obsahujici siRNA. Tyto nanocastice byly zaméfeny na fuzni
genovy produkt Ews-Flil (Ewing sarcoma breakpoint region 1-flightless 1 homolog), coz
vedlo k inhibici tvorby nadort u mysi (Hu-Lieskovan, 2005).
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3.2.2.4 RNAI jako nastroj k vytvoieni haploinsuficientniho modelu onemocnéni

Clovék ma diploidni somatické buiiky slozené ze dvou kopii gentl, jedna pochazi
od otce a druha od matky, a haploidni pohlavni buiiky s jednou kopii genu. Tato redundance
kopii u somatickych bun¢k poskytuje zalozni funkéni kopii.

Terminem haploinsuficience se oznacéuje fenotypovy projev, kdy diploidni organizmus
(¢loveék) mé pouze jednu funkcni kopii genu a druhd kopie genu je inaktivovdna mutaci.
Vseobecné ptitomnost pouze jedné funkéni zdravé alely genu (50 %) nesta¢i pro normalni
fungovani organizmu, protoze se tak netvoii dostate¢né mnozstvi produktu daného genu.
Tento stav, kdy je pfitomna pouze jedna funk¢ni kopie genu ze dvou, se z hlediska genotypu
nazyva hemizygozita. Pravé ztrata jedné alely genu, ktera netvoii dostatek proteinu je hlavni
pfi¢inou vétSiny détskych vyvojovych poruch. Fenotypovym projevem je tedy
abnormalni/nemocny stav. Haploinsuficience je piikladem neuplné (Caste¢né) dominance,
protoze heterozygot sjednou normalni a sjednou mutovanou alelou se projevuje
kombinovanym fenotypovym efektem (Obr. 4). Ztoho vyplyva, Ze mutantni alela je
dominantni nad normalni (zdravou) alelou, protoze jak heterozygoti, tak i homozygoti
s mutovanou alelou netvoti funkéni produkty (abnormalni proteiny). Haploinsuficience je
pozorovana u vSech eukaryotnich organizmi od Saccharomyces cerevisiae az k ¢lovéku.
Opakem haploinsuficience je haplosuficience, pii které jedna funckni normalni alela
produkuje dostate¢né mnozstvi proteinu pro udrzeni normalniho fenotypu (Kacser, 1981).

Genetické onemocnéni zpisobena haploinsuficienci jsou typicky zpisobena mutacemi
v genech, jejichZ proteiny interaguji v pevnych kvantitativnich pomérech s jinymi proteiny
(tj. neni dilezité absolutni mnozstvi proteinu, ale pomé&r vSech proteind zapojenych do tohoto
metabolického procesu). V jinych piipadech mtze byt konkrétni protein pro strukturu a funkci
nékterych tkani méné dualezity, zatimco pro jiné tkané/organy je naprosto zasadni (musi byt
100% funk¢ni v obou kopiich genu). To také vysvétluje, pro¢ je haploinsuficience nékdy
spojovana s takzvanym fenoménem variabilni expresivity. Mutace neni haploinsuficientni, ale
tzv. loss-of-function (LOF) mutace jsou vysledkem mutaci v haploinsuficientnich genech
(https://bredagenetics.com/haploinsufficiency-en/). Za LOF mutace zodpovidaji velké
genomove delece, které jednoznacné snizuji pocet funkcnich kopii gent. Nejen velké delece,
ale i Castecné delece klicovych prvki, napf. promotoru, start kodonu zpisobuji tento typ
mutace, jehoz vysledkem je mutace v haploinsuficientnich genech (HI geny).

Pii studiu lidskych onemocnéni bylo za 20 let identifikovano vice nez 300
haploinsuficientnich genti. Kolik z 23 000 genti v lidském genomu je citlivych na ztratu

funkce jedné alely (HI geny), neni zcela jasné. Pfi porovnani 300 geni citlivych k inaktivaci
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jedné kopie (HI) s 1000 geny, u nichz nevede ztrata funkce jedné alely K propuknuti choroby
(haplosuficientni geny, HS), byly zjistény jejich evolu¢ni a funkéni rozdily. HI geny jsou
obvykle delsi, maji vice konzervovanych kédujicich sekvenci a promotorti nez HS geny,
a dokonce vykazuji vyS$i expresi béhem raného vyvoje a vétsi tkanovou specifitu.
Na zakladé¢ téchto rozdila se piedpoklada, ze 12 443 lidskych anotovanych genti bude prave
haploinsuficientnich (HI) (Huang, 2010). Vétsina gent kodujicich transkripéni faktory a geny,
které ptisobi ve vyvoji, v bunééném cyklu a metabolizmu nukleovych kyselin, jsou zastupci
haploinsuficientnich gent. Napfiklad lidsky chromozom 17 je zvlast obohacen o HI geny,
napi.: RAIL (retinoic acid induced 1), COPS3 (COP9 signalosome subunit 3), TOP3A (DNA
topoisomerase 3-a)), SHMT1 (serine hydroxymethyltransferase 1) (Dang, 2008).

Obr. 4: Princip haploinsuficience (pfevzato a upraveno W. H. Freeman, 2012)
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mRNA VA VWY VAN
protein Q ;
funkéni nefunkéni nefunkéni

HAPLOINSUFICIENCE

+ - normalni alela, m — mutantni alela, mRNA — mediatorova RNA

3.2.2.4.1 Onemocnéni spojené s haploinsuficienci

Ztrata funkce pouze jedné kopie se pro nékteré geny ukdzala byt patogenni. Kvili
patogenni mutaci v jedné ze dvou kopii genu se redukuje produkce proteinti na 50 % a to
dostacuje k propuknuti choroby. Typicka onemocnéni spojena s haploinsuficienci jsou:
DiGeorgliv syndrom, CHARGE syndrom, Marfaniv syndrom, Ehlers-Danostiv syndrom,

Holt-Oramtv syndrom, exostézova choroba, Alagilleiv syndrom, myelodys- plasticky
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syndrom (nebo taky 5g- syndrom) a Diamond-Blackfanova anémie (DBA). Vzhledem k cilim
praktické ¢asti se budu vénovat molekularni podstaté Diamond-Blackfanovy anémie.

DBA je dédicny syndrom S poruchou kostni diené¢ charakterizovany piedev§im
normochromickou makrocytickou anémii (zvySena krvacivost, méné krevnich desticek)
a nedostatkem erytrocyt, ale 1 zpomalenym riistem, kraniofacialnimi malformacemi
(rozstépy), malformacemi srdce, hornich koncetin a mocového systému (Alter, 1998). DBA
postihuje obé pohlavi rovnomérné a celosvétove se udava incidence v rozmezi 5-7 pacientti na
1 milion zivé narozenych déti. Z 90 % piipadt se identifukuje DBA b&hem prvniho roku
zivota (Willig, 1999).

Diamond-Blackfanova anémie se stala modelovym piikladem ribozomopatii, coz je
skupina patologickych stavii s defekty v biogenezi ribozomu (Orfali, 2004). Molekularni
podstata ribozomopatii (véetné DBA) spoc¢iva v mutacich gent kodujicich ribozomalni
proteiny (RP), ¢imZ se snizuje pocet funkénich ribozomélnich proteinti a néasledkem je
nedostate¢na tvorba ribozomt (Gazda, 2004). Eukaryotické ribozomy se skladaji z velké
podjednotky (80S) a malé podjednotky (40S), které jsou tvofené ribozomalni RNA (rRNA) a
ribozomalnimi proteiny (RP). Podle toho, které proteiny tvoii danou podjednotku, se rozlisuji
ribozomalni proteiny malé podjednotky (ribosomal protein small, RPS) a ribozomalni
proteiny velké podjednotky (ribosomal protein large, RPL) (Wool, 1979). Naruseni
ribozomalni biogeneze vede az ke vzniku ribozomalniho stresu, ktery tak zptsobuje rozpad
jadérka v bunééném jadie. Nasledkem tohoto rozpadu je uvolnéni RP do nukleoplazmy
(kli¢ové jsou RPL5 a RPL11). Uvolnéné ribozomalni proteiny reguluji pS3 signalni drahu tak,
Ze stabilizuji a aktivuji protein p53 (,,strazce genomu‘) (Lane, 1992; Vogelstein, 2000).
Protein p53 jako transkripéni faktor reguluje proteiny, které bud’ zastavuji bunéény cyklus,
anebo spousti apoptozu, ¢imZ chrani bunky pfed tumorogenezi (Fumagalli, 2012). V piipadé
snizeni hladiny téchto proteinti pomoci RNA interference se vyrazné zeslabuje aktivace p53.
Dale Ize v bunikach pozorovat strukturalni zmeény jadérka, napt. rozpleteni a fragmentace.

Heterozygotni mutace gent kodujicich proteiny malé podjednotky ribozomi — RPS19
(Draptchinskaia, 1999), RPS24 (Gazda, 2006), RPS17 (Cmejla, 2007) a taky gent kodujicich
RP velké podjednotky - RPL35A se vyskytuji u 30 % pacientd s DBA. Tyto mutace v genech
RPS a RPL sméfuji K haploinsuficientnimu vyskytu jejich proteinti. Protoze jsou tyto mutace
vzacné a jejich vyskyt je maly, pouze (8 pacientt s mutaci v RPS19, 1 s RPS24 a 6 s RPS17),
je tézké wvysvétlit korelaci mezi genotypem a fenotypem (Gazda, 2004). Napiiklad
haploinsuficience proteini kédovanych ribozomalnimi geny RPS19 a RPS24 je hlavnim
faktorem vedoucim az k propuknuti DBA (Draptchanskaia, 1999).
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Pii cilené degradaci mRNA transkriptu pro gen RPS19 se prostiednictvim RNA
interference zablokuje proliferace a diferenciace erytroidnich progenitorovych bunék.
Nedostatek proteint RPS19, RPS17, RPS24 vede ke zménam ve zpracovani pre-RNA, coz ma
za nasledek inhibici syntézy malé ribozomalni podjednotky (Farrar, 2008). U dalSich Ctyt
ribozomalnich gent RPL5, RPL11, RPS17 a RPS7 byla objevena patogenni mutace, ktera
vede k haploinsuficienci jednotlivych ribozomalnich proteind, coz zpusobuje taky DBA.
Porucha tvorby ribozomalnich proteintt RPLS5, RPL11 a RPS7 je spojena hlavné s defektni
tvorbou rRNA a fyzickymi abnormalitami (Bommer, 1988; Cmejla, 2007). Na zivo¢isnych
modelovych organizmech (Danio rerio, Mus musculus) byl pozorovan vliv abnormalni (nebo
chybéjici) biogeneze ribozomt na fenotyp — vétSinou poruchy erytrocyti. K tomuto vyzkumu
byly pouzity morfolinem modifikované antisense oligonukleotidy vysvétlené v nasledujici
podkapitole (Choesmel, 2008).

Podobnym ptikladem onemocnéni se stejnou molekularni podstatou i fenotypovym
projevem (poruchy kostni dien¢) je myelodysplasticky syndrom (5q- syndrom), ktery vznika
v dtsledku haploinsuficience ribozomélniho proteinu RPS14 v hematopoetickych kmenovych
bunkach (Boultwood, 2007). Ebert a kolektiv v roce 2008 prokazali, ze prostfednictvim RNAi
doslo ke ztraté¢ funkce genu RPS14, a tim zablokovali diferenciaci erytrocytli a spustili jejich

apoptozu (Ebert, 2008).
3.2.2.4.2 Morfolinem modifikované antisense oligonukleotidy

K vyzkumu haploinsuficience ribozomalnich genti byly pouzity morfolinem
modifikované antisense oligonukleotidy (MO), které slouzi jako nastroj k vypinani funkce
gentl u modelového organizmu Danio rerio. Morfolin je heterocyklicka organicka slouc¢enina
obsahujici aminovou a etherovou funkéni skupinu. Ve farmaceutickém priimyslu se morfolin
pouziva jako rozpoustédlo. Poprvé byly MO objeveny Dr. Jamesem Summertonem pfi in vivo
inhibici translace skrze RNA transkripty (Partridge, 1996).

Morfolinové oligomery jsou oligonukleotidy o délce 25 bazi. Strukturou pfipominaji
DNA, kdy standardni baze nukleovych kyselin (adenin, guanin, tymin, cytosin) jsou vazany
do metylenmorfolinovych kruht spojenych fosforodiamidatovou skupinou misto fosfatu, jako
je tomu v piipadé DNA struktury (Obr. 5) (Summerton, 1997).
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Obr. 5: Struktura DNA versus morfolinové oligonukleotidy (pievzato: Corey, 2001)
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Vseobecné se morfolinové oligonukleotidy pouzivaji ke stanoveni funkce genu
za prepokladu znalosti sekvence mRNA (princip reverzni genetiky). Vazbou morfolinovych
oligonukleotidi se ale cilova molekula RNA nedegraduje jako v piipadé RNAi. Misto toho
tato vazba vede k zablokovani syntézy proteint (Nasevicius, 2000). MO se vazou na cilovou
mRNA koédujici konkrétni gen, a to bud’ v misté start kodonu mMRNA nebo na misto sestiihu
pre-mRNA. Na Obr. 6 pod pismenem A je znazornéno, ze V jadie probiha transkripce DNA
do pre-mRNA s naslednym sestfihem introntt a vznikem MRNA. mRNA se transportuje
do cytoplazmy, kde podléha procesu translace. Kdyz se MO navazou na start kodon mRNA
(ATG), zablokuje se cely proces translace a nasledna syntéza proteinu. DalSim piistupem
muze byt vazba MO na misto sestiihu pre-mRNA. Na Obr. 6 pod pismenem B je znazornéna
vazba MO na misto sestiihu pre-mRNA, kde potom vznika defektni primarni transkript
MRNA. V cytoplazm¢é se defektni transkripty degraduji anebo se syntetizuji abnormalni
proteiny (Timme-Laragy, 2012).

Obr. 6: Pisobeni morfolinovych oligomert (pfevzato a upraveno: Timme-Laragy, 2012)
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3.3 Genova terapie

Genova terapie je novym lécebnym piistupem chorob na zdklad¢ zmény exprese gend.
Spoluobjevitel struktury DNA J. Watson fekl: ,, Mysleli jsme si, Zze na$ osud je ve hvézdach,
ale nyni vime, Ze na$ osud je v naSich genech.“ Geny jsou zakladni funk¢ni jednotky
dédicnosti, jejichz sekvence koéduje proteiny, které organizuji vétSinu zivotnich funkci.
Poskozenim gend se tvoii abnormalni proteiny, které nejsou schopny plnit svou funkci tak,
jak maji, coz vede k tvorb¢ genetickych chorob (Miller, 1992).

V 80. letech minulého stoleti byla objevena tato experimentdlni technika, jejiz
zakladni podstatou je oprava chyb v genech zodpovédnych za propuknuti konkrétni genetické
choroby (August, 1990). Pii genové terapii se do bun€k vpravuje geneticky material, ktery
kompenzuje abnormalni geny za Gc¢elem 1é¢ebného Gcinku. Pokud mutovany gen zpusobi, ze
nezbytny protein je vadny nebo chybi, jsme schopni pomoci genové terapie vlozit funkcni
kopii genu do organizmu, a tim obnovit funkci daného proteinu (Friedmann, 1992).

V praxi by mohl 1écebny uc€inek genové terapie u nékterych chorob nahradit 1é€bu
prostiednictvim 1ékl nebo operace. Testuje se nékolik piistupti genové terapie - jednim z nich
je vyména abnormalniho genu zpusobujiciho onemocnéni za normalni zdravou kopii genu
prostfednictvim homologni rekombinace a dal§im je inaktivace mutovaného genu. Genova
terapie je ale stale povazovana za velmi riskantni techniku z divodu pouziti ciziho
genetického materidlu, a proto se stale studuje, aby se zajistila bezpecnost a vysoka lécebna
ucinnost. V soucasné dobé klinické studie genové terapie probihaji z 67 % ve Spojenych
statech americkych, z 10 % ve Spojeném kralovstvi, ze 4 % v Némecku a kolem 2 %
ve Svycarsku, Francii, Cin& a Japonsku. Ceska republika a nékteré dalsi staty, napf.
Rakousko, Dansko, Finsko, Novy Zéland, Polsko, Australie, atd., se vénuji klinickymi
studiim spise sporadicky - 1 % (Hanna, 2017). Siroky potencial genové terapie lze vyuzit k
1é¢bé dédicnych onemocnéni, jako je hemofilie, cysticka fibroza, srpkovita anémie, ale i
ziskanych genetickych chorob, jako je rakovina a nékteré virové infekce, napf. AIDS
(Friedmann, 1992). RozlisSujeme dva typy genové terapie — genova terapie somatickych a
zarode¢nych bunck. U somatické genové terapie se opravuji geny v somatickych bunkéch
pacienta (organy, tkan¢), aniz by doSlo k dédi¢nému pienosu modifikovanych gen na
potomky pacienta. Nova DNA (zdravy gen) urcend k opravé chybnych genti se integruje do
genomu, anebo se nejdiive klonuje do pfislusného plazmidu, ktery se nasledné transfekci
dostava do poskozenych somatickych bunék pacienta, a tim Se trvale koriguje poskozena

somaticka buika (Bank, 1996).
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Genova terapie zarodeCnych bun¢k se lisi tim, Ze dochdzi k opravé gent
Vv pohlavnich bunkach (spermie, vajicka). Genové modifikace pohlavnich buné¢k jsou dédi¢né
a pienasi se na potomky. Nevyhodou této terapie je, ze svym zadsahem do genetické informace
ovlivituje dédicnost, a to vyvolava mnoho etickych otazek. V Australii, Kanad¢, Némecku,
Izraeli, Svycarsku, Nizozemsku jsou klinické studie genové terapie zarodeénych bunék na
lidech zakazané a celosvétové neni zatim tato 1écebna terapie povolena (Mathews, 2007).

V Tab. 1 jsou shrnuty zakladni rozdily mezi t€émito 2 typy genovych terapii.

Tab. 1: Souhrn zakladnich rozdilti genové terapie somatickych a zarodeénych bunék

GT somatickych bunék GT zéarodec¢nych bunék
Cilové bunky somatické bunky (organy) zarodecné bunky
bunky kostni dien¢, kozni pohlavni bunky
Priklady bunék . :
bunky, krevni bunky (spermie, vajicka)
Dédicnost ne ano
1écba geneticky podminénych | neni povolena kvili technickym
Soucasnost ' . .
chorob (srpkovita anémie) a etickym otazkam

3.3.1 Mechanizmus somatické genové terapie

Prvnim bodem celého mechanizmu somatické genové terapie je nahradit abnormalni
gen zpisobujici onemocnéni normalné fungujicim genem. Samotny terapeuticky (zdravy,
funkéni) gen dodavany do bun€k pacienta neni funkéni, a proto Se K transportovani
konkrétniho genu do poskozenych bunék pacienta pouzivaji nosice, tzv. vektory. Vektor je
upraven tak, aby efektivné dodéaval geny do bun¢k a zajistoval expresi nového genu po cely
zivot pacienta. Vlozené vektory u pacienta nesmi vyvolavat alergickou reakci nebo zanét
(Gardlik, 2005).

Na dodavani genti do bunék existuji dva pristupy — ex vivo a in vivo (Obr. 7). Ex vivo
genova manipulace se pouziva cCastéji, protoZze se nejprve izoluji poskozené buiky z téla
pacienta a kultivuji se. Poté nasleduje klonovani zdravého funkéniho genu do vybraného
vhodného vektoru, ktery se procesem transfekce dostava do vyextrahovanych a kultivovanych
bunék pacienta. Transfekované buiiky se prostiednictvim infuze (nebo transplantace) vpravuji
zpét do téla pacienta, kde se z nového zdravého genu exprimuje protein, ktery tak chrani télo
pted vznikem urcité choroby. Piikladem ex vivo somatické genové terapie je pripad Ctyfileté

divky, ktera trpéla tézkou kombinovanou imunodeficienci (severe combined
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immunodeficiency disease, SCID) s charakteristickym nedostatekem enzymu adenozin
deaminazy (ADA). Leukocyty izolované z pacientky byly transfekovany funkénim genem
koédujicim adenozin deamindzu (ADA) a po zpétné krevni transfizi geneticky
modifikovanych bunék doslo k posileni jeji imunity (Blaese, 1993).

Naopak u in vivo techniky se dopfedu neizoluji poskozené bunky pacienta.
Rekombinantni vektor s novym funkénim genem se pomoci injekce vnasi ptimo do Kkrve
(organu) pacienta, kde se pfimo vaze na konkrétni poSkozené bunky pacienta (Romano,
1999). Prikladem in vivo somatické genové terapie jsou pacienti trpici cystickou fibrézou
zpusobenou mutaci genu CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
kodujiciho chloridovy kanal. Pfes nosni epitel byl piimo do té€l pacientd aplikovan

adenovirovy vektor s genem produkujicim CFTR protein (Caplen, 1995).

Obr. 7 : Ex vivo a in vivo pfenos vektorl u somatické genové terapie (pievzato a upraveno:
Crystal, 2017)
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3.3.1.1 Techniky p¥enosu genu do virovych bunék v somatické genové terapii

Nejvétsim problémem genové terapie je pienos zdravého funkéniho genu
do cilovych bun&k pacienta, kde ma dojit k produkci jeho proteind. U¢inny transport genil
zajistuji zejména vektory virového puvodu - retroviry, adenoviry, adeno-asociované viry,
herpes simplex viry. Viry pienasi svoji vlastni genetickou informaci do infikované hostitelské
bunky. Védci vyuzili molekularni podstatu této infekce ve sviij prospéch, a to tak, ze virovy
genom nahradili terapeutickym genem, ¢imz se =zajistil pfirozeny pienos ciziho genu
do lidskych bunék. Jakmile se vneseny gen dostane na spravné misto v téle pacienta, dochazi
k tvorbé proteinu, ktery byl piedtim nefunkcni (Walther, 2000). Podrobné zde uvadim
4 nejcastéji pouzivané virové vektory.

Prvnimi pouzitymi viry pro ptenos gent byly retroviry (Rochat, 2002). Retroviry jsou
obalené viry s jednovlaknovou nukleovou kyselinou RNA, které prostfednictvim reverzni
transkriptazy piepisuji svou genetickou informaci do dvouvlaknové dsDNA. V této formé
jsou schopny pomoci enzymu integrazy zabudovat sviij geneticky material (véetné nového
genu) do chromozomu hostitelské buiiky (Baun, 2003). Integra¢ni enzym muize virovy genom
vlozit do libovolného mista hostitelského genomu, coz mize vést k nezadoucim nasledkiim,
jako je mutageneze nebo nekontrolované bunééné déleni vedouci az k nadorovému bujeni.
Resenim integra¢niho problému by mohly byt umélé nukledzy se zinkovymi prsty (Durai,
2005). Prvni Gspé$na genova terapie S pfenosem genll pomoci retroviri byla provedena
u pacienti s t€Zkou kombinovanou imunodeficienci (SCID) (Blaese, 1993; Gasper, 2005)
a U pacientll s cystickou fibrozou, kdy se retroviry s genem piimo aplikovaly do vystelky
bronchidlni trubice (Caplen, 1995).

Dalsim typem virovych vektori jsou adenoviry, coz jsou neobalené viry
s dvouvlaknovou nukleovou kyselinou DNA. Jejich genom se pienasi do jadra, ale
neintegruje se do genomu hostitelské buiiky. Vyhodou adenovird je schopnost infikovat
pomalu se délici bunky (bunky plic). Nevyhodou je, Ze existence adenoviri v téle pacienta
muze vyvolat imunitni odpovéd’ nebo zanét. Navzdory témto problémum jsou adenoviry
vhodné pii 1écbé rakoviny jater a vajeénika (Vorburger, 2002). Prvnim Ié¢ivem
adenoviralniho ptivodu se sekvenci lidského genu pro protein p53 je Gendicin. Jedna se
0 oficialné povolenou genovou terapii pro 1é¢bu nadorti traviciho a dychaciho traktu (napf.
spinocelularni karcinom) (Peng, 2005).

DalSimi virovymi vektory jsou adeno-asociované viry (AAV) s jednovlaknovou

nukleovou kyselinou DNA, které infikuji délici i ned¢lici buiiky. Na rozdil od adenovird
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poskytuji integraci genetického materialu do konkrétniho mista na chromozomu 19, takze
mame jistotu vtom, na jaké misto se novy gen dostane. V soucasnosti se pouzivaji
Vv klinickych studiich k 1é¢bé dédi¢nych krevnich, o¢nich a svalovych chorob. V pfirozeném
stavu maji AAV pouze dva geny, ¢imz je jejich vyuziti v praxi zna¢né¢ omezené (Sibbald,
2001).

Na zavér zminim jest¢ Herpes simplex viry (HSV), které se pouzivaji nejcastéji
Kk pfenosu novych genti do nervového systému. HSV maji v porovnani s ostatnimi virovymi
vektory velky genom, Coz umoziuje vkladat vétsi mnozstvi novych gent do jediného viru.
Infikuji Sirokou Skalu tkani vcetn€ svalli, jater, pankreatu, nervovych a plicnich bunék
(Latchman, 1994).

Kromé transfekce bunék virovymi vektory existuji i metody nevirového puvodu —
chemické a fyzikalni. Nejjednodussi fyzikalni metodou je ptima injekce cizi DNA do téla
pacienta (Wolff, 1990). K dalsim metodam patii elektroporace (elektricky $ok), sonoporace
(frekvence ultrazvuku), magnetofekce (magnetické cCastice) a biolistika (Castice zlata).
Nejslibnéjsi metodou je receptorem zprostfedkovany genovy transport, ktery je zalozen
na konjugaci DNA se specifickymi virovymi proteiny nebo s lipozomy, které se absorbuji
do bunék prostiednictvim endocytézy (Thorstensen, 1990). Existuji i chemické metody
k ptenosu cizi DNA do bun¢k, napi. syntetické oligonukleotidy, které inaktivuji defektni
geny.

Mimo jiné existuji i hybridni metody, které kombinuji vice technik dohromady.
Piikladem jsou vibrozomy, které kombinuji lipozomy s virem chtipky nebo inaktivnim HIV
(Pierce, 2003). V poslednich letech se diskutuje i o pouziti umélého lidského chromozomu.
Tento 47. chromozom by existoval samostatné bez jakéhokoli vlivu na 46 standardnich
chromozomut a slouzil by jako vektor k ptenosu velkého mnozstvi genetické informace.
Metody nevirového plivodu zahrnuji moZnost pfenosu relativné velkych fragmenti DNA

V porovnani s virovymi vektory (Wolff, 1990).

3.3.2 Klinické studie somatické genové terapie

Prvni klinické studie somatické genové terapie u zivocicht (hlavné u Pekingské
kachny) existuji uz od roku 1966, ale nebyly ziskany zadné vyznamné vysledky. Od 80. let
20. stoleti se zacala studovat i¢innost genové terapie i na sav¢ich buikéach.

V roce 1980 si Mercola a Cline zkusili poprvé 1éCit pacienty S poruchou tvorby
hemoglobinu (B-talasémie) prostfednictvim somatické genové terapie. Pacientovi buiky

kostni dien¢ transfekovali genem kodujicim B-globin. Z etickych duvodu byl tento pfistup

34



pozastaven (Mercola, 1980). Deset let poté provedl americky doktor Anderson Uspé$nou
genovou terapii u ctyfleté pacientky trpici SCID, u které bylo pozorovano docasné posileni
imunity (Blaese, 1993).

V 90. letech minulého stoleti byly poprvé pouzity kl1écbé dédiénych chorob
hematopoetické kmenové buriky (Abott, 1992). V roce 1993 byly u narozeného ditéte trpiciho
SCID extrahovany kmenové buiiky a transfekovany retrovirem nesoucim gen pro adenozin-
deaminazu. Geneticky modifikované kmenové buiky se davkovaly do téla jednou tydné,
pfiCemz i tak byla zapotiebi dalsi 1é¢ba (Kohn, 1995).

V roce 2003 Food and Drug Administration (FDA) doc¢asné zastavila vSechny studie
genové terapie pomoci retrovirového vektoru U krevnich kmenovych bunék. Po ptezkoumani
a prokazani prospésné 1écby u tady déti v USA, Némecku, Italii a Francii doslo k jejimu
obnoveni (Cavazzana-Calvo, 2004). Téhoz roku védci dokazali vytvofit malé ,,nanoballs*
(25nm lipozomy), které ptenasi cizi DNA pies pory v jaderné membrané. Jejich potencial
spoCiva v 1écbe talasémie, cystické fibrozy a nékterych typti nadorti. Prostfednictvim
polyethylenglykolovych lipozomii se podafilo v Los Angeles vlozit cizi terapeuticky gen
do mozku. Tyto lipozomy lze potencialné uplatnit v 1é¢bé Parkinsonovy choroby (Pardridge,
2005). Molekularni podstatu RNA interference lze pouzit i k 1é¢bé Huntingtonovy choroby
(Koutsilieric, 2007).

V roce 2006 byla Gspésné pouzita genova terapie k 1é€bé onemocnéni postihujicich
myeloidni bunky (Ott, 2006). Italsti védci téhoz roku vyvinuli zpsob, jak pomoci miRNA
zabranit imunitnimu systému pacienta, aby odmitl terapeuticky gen (Brown, 2006).
V listopadu 2006 uvedla Preston Nixova genovou imunoterapii pro 1é€bu HIV, kterd pouzila
lentiviry jako nosiCe antisense genu proti obalu HIV. Pacienti na tento pfistup reagovali
stabilné a zvySenou imunitni odpovédi (Levine, 2006). V roce 2007 britsti 1ékati testovali
lécbu dédicného onemocnéni sitnice - Leberova kongenitalni amauroze zpisobenou mutaci
v genu rPe65. Aplikaci adeno-asociovanych viri S genem rPe65, ktery koduje protein
esencidlni pro zrak, doSlo k radikalnimu zlepSeni vidéni (Maguire, 2008). V roce 2009
probéhly prvni pokusy genové terapie vyuzivajici nanotechnologie (geny zabalené
V nanocasticich). Technologie nanocastic umoznila trichromatické vidéni nékterym druhim

primati, coZ by mohlo mit vyznam pro budouci 1é€bu barvosleposti u lidi.
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3.3.1.3 Bezpecnost a etika somatické genové terapie

Genova terapie je nova lécebna technologie, kterd s sebou nese neptredvidatelna rizika.
Proto je v soucasnosti stale testovana a zkoumana, aby byla zajisténa G¢innost a bezpec¢nost
1é¢by rakoviny, dédi¢nych onemocnéni a virovych infekci.

Nejprve se pro praci s GMO navrhuje protokol s pfesnymi pokyny, ktery musi byt
schvalen. V USA je touto legislativou povéfen Americky uiad pro kontrolu potravin a 1éciv
(FDA) a v CR Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv a Ministerstvo Zivotniho prostiedi CR.
Nakladani s geneticky modifikovanymi organizmy je pravné upraveno od unora 2004
zakonem ¢. 78/2004 Sb., o nakladani s geneticky modifikovanymi organizmy a genetickymi
produkty, novelizovanym v zati 2015 zakonem ¢. 346/2005 Sb. Provadéci piedpis je
ustanoven vyhlaskou ¢.209/2004 Sb., o blizSich podminkach nakladani s geneticky
modifikovanymi organizmy a  genetickymi  produkty  (https://www.mzp.cz/
www/platnalegislati-va.nsf/). Nakladat s GMO a genetickymi produkty lze jen na zakladé
téchto pravnich ptedpisl, protoze je tak zajiSténa ochrana zdravi ¢lovéka a zvifat pred
zavaznymi zdravotnimi riziky (toxicita, zanét, rakovina).

Genova terapie zahrnuje zmény v genetické informaci ¢loveka, coz vyvolava u fady
lidi etické otazky. Kdo rozhodne, které ptiznaky jsou ,,normalni* a které pfedstavuji zdravotni
poruchu? Budou vysoké finan¢ni naklady genové terapie piistupné pouze lidem
s dostate¢nymi financemi? Mohlo by pouziti genové terapie vést ve spolec¢nosti k ponizovani
lidi? Byla by mozZnost pouzit genovou terapii napi. k posileni inteligence ¢i vysky? Je

somaticka genova terapie eti¢téjsi nez genova terapie zarodecné linie? (Fletcher, 1990).
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3.4 MULE expresni systém na piipravu modelu lidského onemocnéni (DBA)

Pii studiu biologickych procesi je vétSinou potieba geneticky manipulovat s vice geny
soucasné. V praxi se stim lIze setkat pii pfipravé nadorovych modeld u organizmu Mus
musculus. Diky rozvoji genovych manipulaci v praxi byly ziskany cenné poznatky v oblasti
genetiky nadoru (Cirielo, 2013; Lawrence, 2014). Techniky genové manipulace umoznily
vytvofit linie mysi, ve kterych lze geny odstranit, ménit, uml¢ovat nebo nadmérné¢ exprimovat
po urcity cas (Dow, 2012). Pro simultanni manipulaci vice genl se pouzivaji klonovaci
techniky plazmidd a virovych vektoru, které vedou Ktvorbé komplikovanych
multicistronickych vektorovych konstruktu.

Pro ptipravu haploinsuficientniho modelu Diamond-Blackfanovy anémie (konkrétné
gen RPS7) je nutné soucasné exprimovat shRNA proti genu pro ribozomalni protein 7 (RPS7)
a wild typovy a mutantni gen RPS7 s pozménénymi kodony. Cilem shRNA je iniciovat
umlceni (snizeni exprese) vybraného genu RPS7 na 50 % a tim simulovat haploinsuficienci.
K zajisténi simultanni exprese cDNA a shRNA v sav¢ich bunkach slouzi multicistronicky
lentivirovy expresni systém (multiple lentiviral expression, MuLE), ktery je zalozen na
klonovaci technologii  MultiSite  Gateway. MuLE umoziuje snadnou produkci
polycistronickych, replikacné nekompetentnich amfotropickych lentivirt.

MULE systém je velmi flexibilni a umoZiiuje soucasné zavadét do savcich bunék
nékolik genetickych zmén: nadmérnéd exprese gent, genové umlcovani, delece genti, genové
mutace zprostfedkované CRISPR/Cas 9 systémem, exprese fluorescencnich nebo
enzymatickych reportérti pro kontrolni bunééné, selekéni a zobrazovaci testy. MuLE systém
je tvoten Entry (vstupnimi) vektory s 3 riznymi promotory pro RNA polymerazu II (CMV,
SV40, SFFV) a mnohocetnym klonovacim mistem, do kterého lze pies restrikéni mista
klonovat konkrétni CDNA genu (napi. gen RPS7). Déle obsahuje MuLE systém Entry vektory
s promotory pro nasedani RNA polymerazy III (U6, 7SK, H1) umoznujici expresi ShRNA.
Navic je mozné vybirat mezi konstitutivnimi (SV40, 7SK) i inducibilnimi promotory
(CMV/TO, H1). MuLE systém je tvofen i pfedem pfipravenymi Entry vektory s cDNA
exprimujicimi selektivni markery - antibiotikovou rezistenci (Puromycin), fluorescen¢ni
proteiny (GFP, tdTOMATO) a enzymatické reportéry (luciferaza). VSechny vstupni vektory
se rekombinuji pfes noc skrze rekombinacni sekvencni mista attR a attL s Gateway
destina¢nim lentivirovym vektorem (cilovy). Destinac¢ni vektor obsahuje bud’ antibiotikovou
rezistenci (Puromycin, Neomycin), nebo fluorescencni (GFP, RFP) a luminiscenc¢ni

(luciferaza) proteiny.
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Gateway klonovaci technologie je metoda molekularni biologie komercionalizovana
firmou Invitrogen, jejiz mechanizmus je znazornén na Obr 8. Nejprve se klonuje konkrétni
DNA/RNA do Entry vektoru, na jehoz koncich jsou rekombinantni sekvence ,attL1“ a
»attL2. Poté nasleduje LR rekombinace (LR klonazou) prostiednictvim rekombina¢nich mist
mezi vstupnim vektorem a cilovym vektorem s ,,attR1* a ,,attR2*. Integraci konkrétniho genu
ze vstupniho vektoru do cilového vektoru se tvofi kone¢ny expresni klon s rekombina¢nimi

misty ,,attB1“ a ,,attB2* a toxicky produkt (Katzen, 2007).

Obr. 8: LR rekombinace Gateway klonovaciho systému ( www.addgene.org)

atPi atP2

cedB
attL 1 a2 anR1 aitR2 Toxicky produki
"Destination” vektor atigr W angz

Gene

ccdB — ptirodni toxin produkovany n¢kterymi bakteriemi (Bernard, 1992)

Dalsim krokem je transfekce savéich bunék (napi. U20S, HEK-293, HelLa) vzniklym
MuLE expresnim vektorem spole¢né s lentivirovym obalovacim vektorem (psPAX2)
a vektorem kodujicim amfotropni obalové lentivirové proteiny (pMD2.G). Vzniklé lentiviry
umoziuji transdukci, tedy pfenos ptivodné vlozené¢ho genetického materialu (RPS7, ShRNA)
do vybrané Kultury bunék, anebo se pfimo aplikuji do tkdné¢ modelového organizmu Mus
musculus. Gen se tak ve formé proviru integruje do genomu cilovych bunék a zajist'uje
dédi¢nost zavedenych genetickych zmén. MULE expresni systém poskytuje novou
experimentalni genetickou silu pro systematické vySetfovani molekularnich mechanizmii,

které jsou zakladem lidskych onemocnéni (Albers, 2017).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro ucely klonovani byly pouzity plazmidy z Multiple Lentiviral Expression (MuLE)
systému, které byly ve formé bakteridlniho glycerolového roztoku zakoupeny od firmy
Addgene (Addgene kit, kat. ¢. 1000000060). Pro tvorbu lentiviri byly zakoupeny z firmy
Addgene zabalovaci lentivirové plazmidy psPAX2 (kat. ¢. 12260) a pMD2.G (kat. ¢. 12259).

Pro transformacni Gcely byl pouzit kmen bakterii Escherichia coli: NEB Stable
competent, High Efficiency (F' proA+B+ lacl® A(lacZ)M15 zzf>:Tnl0 (Tet®) A(ara-leu) 7697
araD139 fhud AlacX74 galK16 galE15 el4- ®80dlacZAMI15 recAl relAl endAl nupG rpsL
(Str™) rph spoT1 A(mrr-hsdRMS-mcrBC), které byly poskytnuty ze sbirky bakterialnich
konzerv Mgr. Agaty Kubickové (UMTM).

Bunky linie lidskych epiteld HeLa (kat. ¢. CCL-2) a bunky linie odvozené
z embryonalnich bunék ledvin HEK-293 (kat. ¢. CRL-1573) z firmy ATCC byly inkubovany
pti 37 °C a v 5% CO; v kultiva¢nim médiu Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM)
obsahujici 10% fetalni bovinni sérum (FBS) a 1x penicilin/streptomycinovou smés.

Lidské embryonalni buniky ledvin HEK293T/17 pro tvorbu lentivirti pochazely z firmy
ATCC (kat. ¢. CRL-11268) a byly inkubovany pti 37 °C a v 5% CO; v kultiva¢nim médiu
Dulbecco’s  Modified  Eagle’s Medium (DMEM)  obsahujici 10%  FBS
a 1x penicilin/streptomycinovou smés. Pro transdukci byly pouzity buriky linie lidského
osteosarkomu U20S, které byly zakoupeny z firmy ATCC (kat. ¢. HTB-96). Bunky U20S
byly inkubovany pfi stejnych podminkach jako HEK293T/17 v kultivaénim médiu McCoy's

5a Medium Modified (+ 10% fetalni bovinni sérum + 1x penicilin/streptomycinova smgs).

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

10x CutSmart reakéni pufr BioLabs (kat. ¢. B7204S)

10x K pufr Clontech (kat. ¢. A1301A)

10x Thermo-Start PCR pufr Thermo Scientific (kat. ¢. AB0908B)
6x DNA Loading Dye Thermo Scientific (kat. ¢. RO611)

6x Orange DNA Loading Dye Thermo Scientific (kat. ¢. R0631)
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6X TriTrack DNA Loading Dye

5X Reakéni pufr pro RT

1X Opti-MEM médium

Agar

Agardza

Alkalické fosfataza

Ampicilin

BamHI

Bolll

Dulbecco’s Modified Eagles Medium
Eagle’s Minimum Essential Medium
Etanol

EvaGreen

Fetalni bovinni sérum

Gateway LR Clonase Il Enzyme Mix
GelRed

GeneRuler 1 kb, DNA Ladder
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
Glycerol

Hoechst 33342

Chloroform

Izopropanol

Kanamycin

MqCl,

O’RangeRuler 20 bp, DNA Ladder
Penicilin-streptomycinova smés
Polybrene

Proteinaza K

Random primery

RNAsin inhibitor ribonukleaz 40 U/ pul

Thermo Scientific (kat. ¢. SM1334)
Thermo Scientific (kat. ¢. 601821)
Thermo Scientific (kat. ¢. 31985062)
Thermo Scientific (kat. ¢. LP0028)
Sigma Aldrich (kat. ¢. A9539)
BioLabs (kat. ¢. M0290S)

Sigma Aldrich (kat. ¢. A9393)
Clontech (kat. ¢. 1010AH)

Clontech (kat. ¢. 1021AH)

Sigma Aldrich (kat. ¢. D5796)
Sigma Aldrich (kat. ¢. M2279)
Fagron (kat. ¢. 1000800)

Biotium (kat. ¢. 31000)

Sigma Aldrich (kat. ¢. A0281)
Thermo Scientific (kat. ¢. 12538120)
Biotium (kat. ¢. 41003)

Thermo Scientific (kat. ¢. SM0311)
Thermo Scientific (kat. ¢. SM1334)
Sigma Aldrich (kat. ¢. G6279)
Thermo Scientific (kat. ¢. H3570)
Sigma Aldrich (kat. ¢. 288306)
Lach-ner (kat. ¢. 20037-CT0-M1000-1)
Sigma Aldrich (kat. ¢. K1377)
Thermo Scientific (kat. ¢. AB0908B)
Thermo Scientific (kat. ¢. SM1323)
Sigma-Aldrich (kat. ¢. P4333)
Sigma-Aldrich (kat. ¢. H9268)
Thermo Scientific (kat. ¢. 12538120)
Promega (kat. ¢. C1181)

Promega (kat. ¢. N211A)

RevertAid H Minus reverzni transkriptaza 200 U/ul Fermentas (kat. ¢. EP0451)

Quibit dsDNA HS pufr
Quibit dsDNA HS reagent
Sacl

Thermo Scientific (kat. ¢. Q32854)
Thermo Scientific (kat. ¢. Q32854)
Clontech (kat. ¢. 1078 AH)



Thermo-Start Tag DNA polymeraza 5 U/ul
TRIzol reagent

TrypLE Select enzym

Xhol

Pouzité kity

jetPRIME (Polyplus transfection, kat. ¢. 114-07)
miRNeasy Mini Kit (Qiagen, kat. ¢. 217004)

Thermo Scientific (kat. ¢. AB0908B)
MPR (kat. &. TR118)

Thermo Scientific (kat. ¢. 12563029)
Clontech (kat. &. 1094AH)

Multiple Lentiviral Expression System Kit (Addgene, kat. ¢. # 1000000060)
QIAquick DNA Gel Extraction Kit (Qiagen, kat. ¢. 28706)

Quifilter Plasmid Purification MIDI 100 (Qiagen, kat. ¢. 12643)

T7 RiboMAX™ Express RNAi (Promega, kat. & P1700)

X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche, kat. ¢. 06 365 787 001)
X-tremeGENE siRNA TRansfection Reagent (Roche, kat. ¢. 04 476 093 001)

Pouzité roztoky a jejich priprava

10x TAE pufr (1I) TRIS oo 484 g
ledova kyselina octova ................. 11,4 ml
0SMEDTAPH8....ccoviiiiiiii, 20 ml
destilovana voda .................... do 1000 ml

1x TAE pufr (1I) destilovana voda ......................... 900 ml
10X TAE PUFT oo, 100 ml

1x TBE pufr (11) TRIS (o 10,8 g
kyselinaboritd ............................ 55¢g
0,5SMEDTA ..., 4 ml
pH 8,3
destilovana voda.................... do 1000 ml

LB médium (200 ml) destilovanavoda ......................... 200 ml

(tekuté) LBBase ....ccoovvviviiiiiiiiiie S5¢g



LB médium (50 ml) destilovana voda

(tuhé) LBBase................

1x PBS (1I) NaCl....ooveeoeeeennn,

10x annealing pufr (50 ml) AIM Tris (pH 7,5)
0,5M EDTA (pH 8)
SMNaCl................

destilovana voda

4.3 Seznam pouZitych pristroji a zarizeni

Analyzator Vi-cell XR viability

Centrifuga 5430

Centrifuga MiniSpin

Centrifuga Rotina 420 R

Elektroforeticka komora HU10 Mini Plus Horizontal
Flow box TopSafe 1.2

Fluorescen¢ni mikroskop 1X81

Fluorometr Qubit 2.0

Inkubator C 24 Benchtop

Inkubator IR 230

Laboratorni vahy Sartorius Extend ED423S-OCE
Lightcycler 480 instrument I1-11

Mastercycler nexus

Nanodrop spektrofotometr ND 1000

ScanR Acquistion

Spinning Disk konfokalni mikroskop CSU-X1
Termoblok ThermoStat plus

Thermal Cycler C1000
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Beckman
Eppendorf
Eppendorf
Hettich

Scie-plas
Euroclone
Olympus
Invitrogen

New Brunswick Scientific
Cole-Parmer
Sartalex

Roche

Eppendorf
Thermo Scientific
Olympus

Zeiss

Eppendorf
Bio-Rad



Transiluminator 1500 UV Kodak Gel Logic LabX

Vodni lazenn SUBAqua 12 plus Grant
Vortex Mixer VX — 200 Labnet
Zdroj stejnosmérného napéti PowerPack HC Bio-Rad
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4.4 Uvod do experimentalni &asti

Prvnim cilem experimentalni prace byla tvorba jednoduchého haploinsuficientniho
modelu Diamond-Blackfanovy anémie. Systém byl zalozen na pftipravé SIRNA molekul
k uml&eni genu pro ribozomalni protein 7 (RPS7) pomoci T7 RiboMAX™ Express RNAI.
Vytvofenou siRNA byla transfekovana buné¢na linie HeLa a HEK-293 tak, aby doslo
ke snizeni exprese genu RPS7 na 50 %, a byla tak simulovana haploinsuficience
ribozomalniho proteinu zpusobujiciho Diamond-Blackfanovu anémii. Z transfekovanych
bunék byla izolovana celkové RNA a pomoci reverzni transkripce byla prepsana do cDNA.
Pomoci real-time PCR bylo méfeno snizeni exprese proteinu RPS7 (kapitola 4.5).

Dalsi c¢ast experimentdlni prace spocivala Vv tvorbé sofistikovanéjsiho
haploinsuficientniho modelu pro lidské onemocnéni - Diamond-Blackfanovu anémii.
Pro tvorbu modelu byla nutna piiprava multicistronického lentivirového expresniho systému
(Schéma 1), do kterého byla klonovana sekvence genu RPS7 spozménénymi kodony
(kapitola 4.6) a ds oligonukleotidy (exprimujici ShRNA) k umlceni nativniho genu pro
ribozomalni protein 7 (kapitola 4.7). Pomoci LR rekombinacni reakce vznikl ze 4 ENTRyY
vekori a DESTina¢niho vektoru expresni vektor obsahujici klonované sekvence RPS7,
ds oliga, gen pro puromycinovou rezistenci, gen pro tdTomato a gen pro eGFP (kapitola 4.8).
Utelem tohoto expresniho systému bylo zajistit simultanni expresi zaklonovanych sekvenci
Vv lidskych bunikdch pod vlivem inducibilnich promotorid. Pomoci lentivird byl navrzeny
systém integrovan do genomu sav¢ich bunék (kapitola 4.9).

Expresni syst¢ém byl navrzen tak, aby byl nasledné v bunkach U20S simulovan
fenotyp DBA. Prostfednictvim ShRNA by méla byt snizena exprese nativniho genu RPS7 na
50 % a tim simulovana haploinsuficience. U bunék se snizenou expresi genu RPS7 na 50 %
by se po spusténi exprese WT genu RPS7 s pozménénymi kodony méla pozorovat ztrata
fenotypového projevu DBA, naopak pii spusténi exprese M genu RPS7 s pozménénymi
kodony by mé¢l byt fenotypovy projev DBA stale zachovan nebo zhorsen.

Hlavni piinos tohoto DBA modelu v lidskych buinkach by spocival predevsim
V moznosti manipulace S jednotlivymi sekvencemi V celém multicistronickém expresnim

systému.

44



Schéma 1: Tvorba expresniho systému z ENTR a DEST vektoru

pMUuLE ENTR CMV/TO

PMULE ENTR CMV pMuLE ENTR SV40

pMuLE ENTR H1 L5-L4

cDNA L1-R5 PuroR R4-R3 tdTomato L3-L.2
klonovani genu RPS7 klonovani dvouvlaknovych
S pozménénymi oligonukleotidii

kodon
N . N
\—{ ds oligo -‘—‘ )
pMK-RQ-Bb 3 5

l v v

Destinac¢ni vektor (DMULE Lenti Dest eGFP)

5’.... :IIII. 3’
i T i) [

LR rekombinace (16 hod/25 °C)

l

Expresni vektor (DMuLE Lenti Dest eGFP + cDNA+shRNA+Pur+Tom)
s ) [0NA e ) [shena e ) I =) [e6Fe

P — promotor, Tom — tdTomato, Pur - gen pro puromycinovou rezistenci, ShRNA — kratka vlasenkova RNA
(short hairpin RNA), cDNA - komplementarni DNA, ENTR - vstupni vektor, L1-R5 + L5-L4 + R4-R3 + L3-L2

— rekombina¢ni mista ve vektorech na LR rekombinaci, CMR — gen pro chloramfenikolovou rezistenci, ccdB —
i ; inace, = R1% aR3% I°fE  If5%.- inagni mi
gen pro toxin ccdB, ><T - proces rekombinace, 2 R13 ahcon _L_f_ =, sl2® - rekombinacni mista pro

zavéreéné vlozeni 4 sekvenci z ENTRy vektort do DEST vektoru za vzniku expresniho vektoru
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4.5 Priprava siRNA molekul k umléeni genu pro ribozomalni protein RPS7

Na tvorbu jednoduchého haploinsuficientniho modelu Diamond-Blackfanovy anémie

byla nutna p¥iprava siRNA molekul kitem T7 RiboMAX™ Express RNAi system, Promega.

4.5.1 Priprava DNA oligonukleotidii na tvorbu siRNA

Pomoci online programu BLOCK-iT RNAi designer (https://rnaidesigner.
thermofisher.com/rnaiexpress/) byl vybran cilovy tUsek genu RPS7 pro navrh
jednovlaknovych DNA oligonukleotidi. Do programu byla vlozena mMRNA sekvence genu
RPS7 z NCBI databaze. Program vygeneroval sekvence dlouhé 19 nukleotidt a pro dalsi praci
z nich byla vybrana 1. K 5" konci této sekvence byla pfipojena sekvence T7 promotoru podle
Schématu 2. Pro tvorbu siRNA byly navrzeny celkem 4 DNA oligonukleotidy. Dva DNA
oligonukleotidy slouzily k pfipravé sense vlakna a dal§i dva k pfipravé antisense vlédkna

siRNA molekuly. DNA oligonukleotidy byly syntetizovany firmou Generi Biotech.

Schéma 2: DNA oligonukleotidy na tvorbu SIRNA

TOP sense fetézec

5 - GGATCCTAATACGACTCACTATA G1-N2.18-C19— 3’

T7 promotor sense MRNA sekvence RPS7

BOT sense fetézec:

5" - AA(G19-N15o-C1) TATAGTGAGTCGTATTAGGATCC - 3’

sense MRNA sekvence RPS7

T7 promotor

TOP antisense fetézec:

5" - GGATCCTAATACGACTCACTATA(G19-N1g2-Cq) — 37

T7 promotor antisense MRNA sekvence RPS7

BOT antisense fetézec:

5" - AA(G1-N2.15-C1s) TATAGTGAGTCGTATTAGGATCC - 3

antisense mRNA sekvence RPS7 T7 promotor

AA = dva adeniny na 5" konci BOT fetézcl pro tvorbu 2 uridini na 3" konci SiRNA molekuly; podtrzena ¢ast

sekvence = T7 promotor pro in vitro transkripci SIRNA
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4.5.2 Komplementarni spojeni DNA oligonukleotidi a in vitro transkripce

Syntetizované DNA oligonukleotidy byly resuspendovany v destilované vodée
na koncentraci 100 pmol/ul. DNA oligonukleotidy pro sense (TOP sense + BOT sense)
a antisense (TOP antisense + BOT antisense) fetézec byly komplementarné spojeny
(annealovany) podle Tab. 2. Komplementarni spojeni DNA oligonukleotida pro tvorbu sense
RNA fetézce a antisense RNA fetézce byla provedena zahiatim na 95 °C po dobu 5 minut,

a poté pomalu ochlazovana o 1°C/1 minutu aZ na pokojovou teplotu

Tab. 2: Komplementarni spojeni (annealing) DNA oligonukleotidi

Reagencie Objem (ul)
TOP sense/BOT sense (100 pmol/pul) 10
TOP antisense/BOT antisense (100 pmol/ul) 10
H>O 80

Nasledovala in vitro transkripce sense RNA a antisense RNA fetézce z T7 promotoru podle
Tab. 3.

Tab. 3: Reak¢ni smés in vitro transkripce

Reagencie Objem (ul)

2x RiboMAX™Express T7 pufr 10

sense DNA oligonukleotidy (10 pmol/pul)
nebo 1

antisense DNA oligonukleotidy (10 pmol/pul)

T7 Express Enzyme Mix 2

H20O do 20 ul

Reakéni smési in vitro transkripce byly inkubovany pii 37 °C po dobu 2 hodin. Poté
byl ke smési pfidan 1 pl DNéazy z diivodu odstranéni plivodniho DNA templatu (30 minut/
37 °C). Vzniklé smési sense a antisense fetézce byly komplementdrné spojeny
prostfednictvim inkubace pti 70 °C po dobu 10 minut a naslednym ochlazenim na pokojovou
teplotu béhem 20 minut. Vysledkem in vitro transkripce byla syntéza SiRNA.

Vznikla siRNA byla ptecisténa alkoholovou precipitaci, kdyz byly ke smési ptidany
4,2 ul 3M octanu sodného (pH 5,2) a 42 ul izopropanolu. Celd smés byla zvortexovana,
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inkubovana 5 minut na ledu (zakalena reak¢éni smés), a poté stocena 10 minut pti 13 400 rpm.
Supernatant byl odstranén a peleta byla promyta 500 pl studeného 70% etanolu. Po odstranéni
etanolu byla peleta 15 minut suSena pii pokojové teploté a nasledné resuspendovana
ve 100 pl destilované vody.

Celkova koncentrace siRNA byla zméfena spektrofotometricky. Pro ovéfeni
komplementarniho spojeni DNA oligonukleotidi a velikosti byla siRNA separovana

4% agarozovou elektroforézou (TBE pufr, 90 V/90 minut).

4.5.3 Transfekce lidskych bunék HelL.a a HEK-293 syntetizovanou siRNA

K transfekci bunék HeLa a HEK-293 syntetizovanou SiRNA naumlceni genu pro
protein RPS7 byl pouzit X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent kit, Roche.

Na 6-ti jamkovou desku bylo vyseto 1 200 000 bunék/jamku. Po 24 hodinach byla
provedena transfekce dle navodu X-tremeGENE siRNA Transfection Reagent, Roche

(Postup 1). Netransfekované buniky slouzily jako negativni kontrola.

Postup 1: Transfekce bunék pripravenou SiRNA

1. X-tremeGENE siRNA transfekéni reagent byl smichan s médiem Opti-MEM podle

Tab. 4 a poté byla smé&s promichana.

Tab. 4: Redéni X-tremeGENE siRNA transfekéniho reagentu s Opti-MEM médiem

Nazev Opti-MEM médium (ul) | X-tremeGENE siRNA transfekéni reagent (ul)

35 65 35
17,5 82,5 17,5
2 98 2

35 = oznaceni pro mikrozkumavku s 35 pl X-tremeGENE siRNA transfekéniho reagentu; 17,5 = oznadeni pro
mikrozkumavku se 17,5 pl X-tremeGENE siRNA transfekéniho reagentu; 2 = oznaceni pro mikrozkumavku

s 2 pl X-tremeGENE siRNA transfekéniho reagentu

2. Syntetizovana siRNA byla smichana s Opti-MEM médiem (Tab. 5) a jemné promichana.
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Tab. 5: Redéni syntetizované siRNA s Opti-MEM médiem

Nazev Opti-MEM médium (ul) SiIRNA(ng) SIRNA (ul)

100 +5 18,8 5 81,2
100+ 2,5 22,8 2,5 40,6
100+ 0,4 87,7 0,4 6,5

100 + 5 =100 ul Opti-MEM média+X-tremeGENE transfekcni reagent (Tab.4) s 5 pug siRNA, 100 + 2,5 =100
pul Opti-MEM média+X-tremeGENE transfekéni reagent (Tab.3) s2,5 pug siRNA, 100 + 0,4 = 100 pl
Opti-MEM média+X-tremeGENE transfekéni reagent (Tab.4) s 0,4 ug siRNA

3. Poté byly smichany obsahy zkumavek (Tab. 4 a Tab. 5):
355 (100+5), 17,5 s (100+2,5) a 2 s (100+0,4).

4. Vznikla transfekéni smés (transfekéni reagent: SIRNA) byla inkubovana 20 minut

pti pokojové teplote.

5. Cela transfek¢éni smés byla pomalu po kapkach aplikovana na vyseté HeLa a HEK-293

buiiky, lehce promichana a inkubovana 72 hodin.

4.5.4 1zolace celkové RNA

K méfeni exprese genu RPS7 umlc¢eného syntetizovanou SiRNA bylo nutné izolovat

celkovou RNA z transfekovanych bunék HelLa a HEK-293. Izolace byla provedena kitem
miRNeasy Mini, QIAGEN (Postup 2).

Postup 2: Izolace celkové RNA z bunék (miRNeasy Mini kit, QTAGEN)

N o o a s~ wDh e

K peleté transfekovanych bun¢k byl piidan 1 ml TRIzol reagentu.

K 1 ml bunék bylo ptidano 200 pl chloroformu.

Smés byla vortexovana 15 sekund a 2 minuty inkubovana v pokojové teplot¢.

Poté byla smés centrifugovana 15 minut pti 4 °C na 12 000 g.

Svrchni vodni faze byla pienesena do nové 2ml mikrozkumavky.

K odebranému objemu bylo pfidano 750 ul 100% etanolu.

Po dikladném promichéani bylo 700 pl vzorku pfeneseno na RNeasy kolonku ve 2ml
mikrozkumavce. Centrifugace probihala pti pokojové teploté 15 sekund na 8 000 g.
Krok 6 byl zopakovan pro spotiebovani celého vzorku.

Na kolonku bylo ptidano 700 pul RWT pufru a centrifugace probihala pfi pokojové
teploté 15 sekund na 8 000 g. Supernatant byl odstranén.
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10. Dale bylo na kolonku ptfidano 500 ul RPE pufru a centrifugace probihala pti pokojové
teploté¢ 15 sekund na 8 000 g. Supernatant byl odstranén.

11. Opét bylo na kolonku ptidano 500 ul RPE pufru a centrifugace probihala pti pokojové
teploté 2 minuty na 8 000 g. Supernatant byl odstranén.

12. Kolonka byla pfemisténa do nové 2ml mikrozkumavky a byla centrifugovana
na maximalni rychlost 1 minutu.

13. Kolonka byla pfemisténa do nové 1,5ml mikrozkumavky a RNA byla eluovéana
do 30 ul RNase-free vody. Centrifugace probihala 1 minutu na 8 000 g.

14. Na zavér byla proteklda RNA opét aplikovéna na kolonku a centrifugovéna (1 minuta/
8 000g).

15. Koncentrace celkové izolované RNA byla zméfena spektrofotometricky.

4.5.5 Reverzni transkripce (RT-PCR), kvantitativni real-time PCR, stanoveni exprese
genu RPS7

Z celkového mnozstvi vyizolované RNA byly pouzity 3 pg jako templat pro reverzni
transkripci. Kazdy vzorek byl pfipraven ve 3 opakovanich. Reak¢ni smés pro reverzni
transkripci je uvedena v Tab. 4.

Nejprve byla piipravena smés slozena z 3 pg RNA, 0,6 ul random primeri
a destilované vody (RNA+ H,O = 18,9 pnl), kterd byla promichédna, sto¢ena a inkubovéna
5 minut pfi 70 °C. Thned poté byla smés 1 minutu chlazena v namrazeném stojanku. Poté

nasledovala piiprava master mixu podle Tab. 6.

Tab. 6: Reak¢ni smés master mixu pro RT (1r. =9,75 ul)

Reagencie Objem (ul)
5x reakéni pufr pro RT 6
10 mM dNTP 3
40 U/ul RNAsin inhibitor ribonukledz 0,75
Celkem 9,75

Master mix (9,75 ul) byl pfidan ke smesi s RNA a inkubovan 5 minut pfi pokojové teploté.
Na zavér bylo kreakéni smési RT piidano 0,75 pl RTazy. Inkubace RT probihala

1 hodinu pti 42 °C, a poté 10 minut pii 70 °C, nakonec chlazeni.
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Pro méfeni exprese genu RPS7 po umliceni siRNA byla pouzita relativni kvantifikace
real-time PCR (qPCR). Slozeni reakéni smési pro PCR je uvedena v Tab. 7. Jako templat
byl pouzit 1 pul cDNA. Na qPCR byly pouzity navrzené primery na cDNA sekvenci genu
RPS7. Pro kvantifikaci je nutné vyhodnotit i referen¢ni gen, kterym byl glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenaza (GAPDH). Primery pouzité na qPCR jsou uvedeny v Tab. 8. Podminky
gPCR: Gvodni denaturace — 95 °C/15min a 35 cykld slozenych z denaturace — 95 °C/30s,
nasedani primerti — 58 °C/30s a extenze — 72 °C/1 min. Na zaklad¢ normaliza¢nich vypocta
z ACt, AACt hodnot a fold change hodnoty (244“") byla stanovena zména exprese genu RPS7

po umlceni siRNA molekulou.

Tab. 7: Reakéni smés qPCR (1 1. =20 pl)

Reagencie Objem (ul)
10x DNA polymerazvy reakéni pufr 2
25 mM MgCl, 1,6
10 mM dNTP 0,4
10 uM forward primer 1
10 uM reverse primer 1
cDNA 1
EvaGreen 1
5 U/ul Tag DNA polymeraza 0,4
H20 do 20 ul

Tab. 8: Sekvence primert GAPDH a RPS7 na gPCR

Nazev primera

Sekvence 5" - 3

FP_cDNA_RPS7

TGAACTCGGACCTCAAGGCT

RP_cDNA_RPS7

GCTTGGGAAGACCAAGTCCT

FP_GAPDH

ACCAGGGCTGCTTTTAACTCTGGT

RP_GAPDH

CAAATTTCCATGGCACCGTCAAGG

FP — forward primer, RP — reverse primer
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4.6 Priprava genu RPS7 s pozménénymi kodony

Prvnim krokem pii tvorbé slozitéjsiho a sofistikovanéjsiho modelu Diamond-
Blackfanovy anémie bylo nutné klonovat normalni (WT) a mutantni (M) gen RPS7
s pozménénymi kodony do vektoru pMUuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5.

4.6.1 Sekvence WT a M genu RPS7 s pozménénymi kodony

Sekvence cDNA genu RPS7 (WT) s pozménénymi kodony byly navrzeny
Mgr. Petrem Vojtou (UMTM) tak, aby pii jejich expresi v lidskych buiikach nahradily nativni
RPS7 a pfitom nebyly cileny pouzitou shRNA nebo naopak exprese genu RPS7 (M)
s pozménénymi kodony vede k DBA fenotypu. K navrzenym sekvencim byla pifidana
restrikéni mista endonukleaz BamHI - 5'-G|GATCC-3" a Xhol - 5'-C| TCGAG-3".

WT sekvence genu RPS7 spozménénymi kodony nezpusobuje béhem translace
Zadnou zaménu aminokyseliny. Naopak bodova missense mutace V134F v M sekvenci genu
RPS7 s pozménénymi kodony vede u 134. aminokyseliny pfi translaci k zafazeni fenylalaninu
(F) misto valinu (V). Jedna se o tzv. missense mutaci V134F, ktera méni smysl
polynukleotidového fetézce.

WT a M sekvence genu RPS7 byly ptipraveny ve zdrojovém plazmidu pMK-RQ-Bb
firmou GeneArt podnazvy WT_shift cDNA_RPS7 a M_shift cONA_RPS7. Schéma
dodaného vektoru se sekvencemi WT a M genu RPS7 je na Obr. 9.

Obr. 9: Schéma vektoru pMK-RQ-Bb scilovym inzertem WT_shift cDNA_RPS7/
M_shift cDNA_RPS7

Sfil(38

Narl(2505)
KanR

Drall(2337)

FD-Ncol(2264)
Ncol(2264)

WT _shift cDNA_RPS7
nebo
M_shift cDNA_RPS7

17AD34LC_WT_shift cDNA_RPS7_pMK-RQ-BH
2956 bp

Col E1 origin
Cervend barva — WT_shift_ cDNA_RPS7 nebo M_shift cDNA_RPS7, ¢ernd barva — restrikéni mista BamHI
a Xhol
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4.6.2 Stépeni a izolace WT _shift_ cDNA_RPS7/M_shift cDNA_RPS7 a cilového vektoru

Plazmidy pMK-RQ-Bb se sekvencemi WT_shift cDNA_RPS7 a M_shift_ cDNA _
RPS7 byly stépeny V restrikénich mistech enzymi BamHI — 5°-G|GATCC-3" a Xhol
5-C|TCGAG-3". Reakéni smés na S$tépeni plazmk8idu pMK-RQ-Bb se sekvenci
WT _shift cONA _RPS7 a M_shift cDNA RPS7 probihala za stejnych podminek a je
popsana v Tab. 9. Stdpeni plazmidi probihalo pies noc (16 hodin) pii 37 °C, a poté byly

restrikéni endonukledzy tepelné¢ inaktivovany pii 65 °C po dobu 20 minut.

Tab. 9: Restrik¢ni reakce §tépéni plazmidu pMK-RQ-Bb (1 r. =20 pl)

Reagencie Objem
10 U/pl BamHI 1l
10 U/pl Xhol 1l
1x K pufr 2 ul
plazmid pMK-RQ-Bb s WT_shift cDNA_RPS7 500 ng
(plazmid pMK-RQ-Bb s M_shift cDNA_RPS7)
H.0 do 20 pl

Stépeny plazmid byl separovan v 1% agarézovém gelu (TAE pufr, 90 V/90 min)
a vystépené sekvence byly izolovany z gelu pomoci QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN
(Postup 3).

Postup 3: Izolace produktu restrikéni reakce WT_shift. cDNA_RPS7 a M_shift cDNA_
RPS7 z gelu (QlAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN)

1. WT_shift_ cDNA_RPS7 a M_shift_ cDNA_RPS7 byly vyfiznuty z agar6zového gelu
v UV transiluminatoru sterilnim skalpelem, kosticka gelu byla vlozena do 1,5ml
mikrozkumavky.

2. Ke 100 mg gelu bylo pfidan QG pufr v poméru 1 mg gelu:3 ul QG pufr.

3. Nasledovala inkubace mikrozkumavky s gelem v termobloku pii 50 °C po dobu 10 minut
(az do rozpusténi gelu) a kazdou 2. minutu byla mikrozkumavka zvortexovana.

4. Ke smési byl pfidan izopropanol v poméru 1 mg gelu:2 ul izopropanolu a jemné byla
smés zvortexovana.

5. Celd smés byla prenesena na QIAquick extrakéni kolonu a ta byla centrifugovana

1 minutu pii 13 400 rpm.
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6. StoCeny obsah byl odstranén a na kolonu bylo pfidano 500 ul QG pufru
a nasledovala centrifugace 1 minutu pti 13 400 rpm.

7. StoCeny obsah byl opét odstranén a kolona byla promyta 700 ul PE pufru
a centrifugovana 1 minutu pti 13 400 rpm.

8. Stoceny obsah byl odstranén a kolona byla znovu stocena pro odstranéni piebyte¢nych
pufrt (vysuseni).

9. DNA zachycend na koloné¢ byla eluovana do 30 pl destilované vody
(1 minuta/13 400 rpm).

10. Koncentrace eluované DNA byla zméfena pomoci Quibit fluorimetru.

11.Na zavér byla provedena pro oveéfeni velikosti izolovanych sekvenci
WT _shift cDNA_RPS7 a M_shift cONA_RPS7 elektroforeticka separace v 1%
agarozovém gelu (TAE pufr, 90 V/ 90 min).

Cilovy plazmid pMULE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 (3 276 bp) ke klonovani RPS7
sekvence s pozménénymi kodony byl poskytnut ve formé bakterialniho glycerolového
roztoku. Nejprve byl zasobni bakterialni roztok kultivovan na agarové plotné, z bakterialnich
kolonii byly pfipraveny tekuté kultury, které slouzily jako biologicky material pro izolaci
cilového plazmidu (QIAfilter Plasmid Purification MIDI 100, QIAGEN) (Postup 4). Byly
vytvofeny zdsobni suspenze bakteridlnich bunék a uskladnény v -80 °C. Schéma vybraného

cilového vektoru ke klonovani je na Obr. 10.

Obr. 10: Schéma vektoru pMuLE ENTR CMV/TO ¢cDNA L1-R5
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Postup 4: Izolace plazmidu pMUuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5

(QIAfilter Plasmid Purification MIDI 100, Qiagen)

1. Ptresnocni kultura bakterii byla centrifugovana 15 minut pti 4 500 rpm a 4 °C.

2. Supernatant byl odstranén, peleta byla resuspendovana v 6 ml P1 pufru.

3. Bylo pfidano 6 ml pufru P2, 4 - 6x promichano pievracenim zkumavky a inkubovano
5 minut v pokojové teploté.

4. Bylo ptidano 6 ml pufru P3 a cela suspenze byla promichana pfevracenim.

5. Nasledné byl lyzat pirenesen na QIAfilter cartridge a 10 minut inkubovén v pokojové

teplot¢.

Béhem inkubace byla QIAGEN-tip ekvilibrovana 4 ml QBT pufru.

Z QIlAfilter cartridge byl lyzat filtrovan do ekvilibrované QIAGEN-tip.

Nasledné byla QIAGEN-tip promyta 20 ml QC pufru.

DNA byla eluovéana do 5 ml QF puftu.

© © N o

10. K eluované DNA bylo ptidano 3,5 ml izopropanolu (inkubace 5 min).

11. DNA s izopropanolem byla pienesena do 20ml injekéni stfikacky, na jejimz konci byl
umistény QlAprecipitator, a pomoci injekéni vsuvky byl cely objem protlacen.

12. Do injekendi stiikacky byly piidany 2 ml 70 % etanolu.

13. Dvakat po sob¢ nasledovalo vytlac¢eni vzduchu ze stiikacky na sucho.

14. Po vysuSeni byl QIAprecipitator premistén na Sml injekéni stiikacku.

15. Plazmidova DNA byla eluovana do 1 ml destilované vody.

16. Koncentrace izolovaného plazmidu byla zmétena spektrofotometricky.

K ziskani ¢istého izolovaného plazmidu pMUuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 byla
provedena extrakce z 1% agardzového gelu (TAE pufr, 90 V/90 min) pomoci QIAquick Gel
Extraction Kit, QIAGEN (Postup 3). Izolovany a purifikovany plazmid pMuLE ENTR
CMV/TO cDNA L1-R5 byl stépen v mistech uvedenych na restrikéni mapé endonukleazami
BamHI a Xhol (Obr. 11). Reakéni smés na $tépeni plazmidu pMuLE ENTR CMV/TO cDNA
L1-R5 je v Tab. 8. Stépeni probihalo pfes noc pii 37 °C a endonukledzy byly tepelnd
inaktivovany pii 65 °C po dobu 20 minut.

55



Obr. 11: Mapa restrik¢nich mist plazmidu pMUuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5
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[] - restrickni misto BamHI (5-G|GATCC-3"),  [__] - restrikéni misto Xhol (5"-C{TCGAG-3")

Dale byl plazmid pMuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 stépeny restrikénimi
endonukleazami defosforylovan alkalickou fosfatazou (CIP) (10 U/ml) v 10x CutSmart pufru.
Defosforylace probihala pii 37 °C po dobu 1 hodiny.

K ziskani ¢istého linearniho cilového plazmidu pMuLE ENTR CMV/TO cDNA
L1-R5 byla provedena elektroforeticka separace v 1% agardézovém gelu (TAE pufr, 90 V/90
min), z kterého byl pomoci QIAquick Gel Extraction Kitu, QIAGEN extrahovan (Postup 3).

4.6.3 Ligace sekvenci RPS7 s pozménénymi kodony do cilového vektoru

Do linearizovaného plazmidu pMuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 byly ligovany
izolované sekvence WT_shift cDNA_RPS7 a M_shift cDNA_RPS7 s komplementarnimi
konci vzniklymi pfi jejich vystépeni ze zdrojového vektoru. Ligace probihala pomoci
komeréné dodavaného navodu k enzymu T4 DNA ligaza (Ligation Protocol with T4 DNA
Ligase, BioLab) (Tab. 10).

Tab. 10: Ligacni reakce cilovych genti do pMULE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5

(X r.=50pul)
Reagencie Objem
10x T4 DNA ligadzovy pufr 2 ul
PMuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 (3 276 bp) 50 ng
WT_shift_cDNA_RPS7/M_shift_ cDNA_RPS7 (678 bp) 30 ng
T4 DNA ligaza 1
H.O do 50 pl

RPS — protein malé ribozomalni podjednotky, WT — wild type (norméalni), M — mutant
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Ligacni smés byla inkubovana 18 hodin v 16 °C a T4 DNA ligaza byla poté tepeln¢

inaktivovana pii 70 °C béhem 10 minut.

Vznikly rekombinantni plazmid pMuLE ENTR CMV/TO c¢DNA L1-R5

se sekvencemi WT_shift cDNA_RPS7 a M_shift cDNA_RPS7 byl pouzit k transformaci
kompetentnich bakterii E. coli NEB Stable (Postup 5).

Postup 5: Transformace kompetentnich bakterii E. coli NEB Stable teplotnim Sokem

1.

50ul suspenze kompetentnich bakterii E. coli, kmen NEB Stable Competent byla
rozmrazena na ledu.

K bakteriim byly pfidany 2 pl ligacni smési z Tab. 3, smés byla jemné promichana
a 30 minut inkubovana na ledu.

Mikrozkumavka byla umisténa na 30 sekund do termobloku (42 °C), a poté ihned
pienesena na led na 5 minut.

Poté bylo do mikrozkumavky ptidano 950 pul LB média a smés byla za stalého tfepani
inkubovany v 30 °C 1 hodinu.

Béhem inkubace byly pfipraveny agarové plotny s ptislusnym antibiotikem - Petriho
misky (plotny) s 20 ml tuhého LB média a 20 ul kanamycinu (100 mg/ml).

Po inkubaci byla bakterialni suspenze z kroku 4 (200 pl) vyseta na piipravené plotny.
Petriho misky byly inkubovany dnem vzhtru pii 30 °C po dobu 24 hodin.

Z narostlych bakterialnich kolonii byla provedena kontrolni (colony) PCR, kdy cast

bakterialni kolonie slouzila jako templat (Tab. 11). Podminky amplifikace jsou uvedeny
v Tab. 12.

57



Tab. 11: Kontrolni (colony) PCR bakterialnich kolonii (1 r. = 20 ul)

Reagencie Objem (ul)
10x DNA polymerazovy reakéni pufr 2
10 uM primer FP WT/M_shift cDNA_RPS7 1
10 uM primer RP WT/M_shift cDNA_RPS7 1
10mM dNTP1 0,4
5 U/ul Taqg DNA polymeraza 0,4
25 mM MgCl, 1,6
H.0 13,6
DNA (odpich bakterialni kolonie) -

WT — normalni, M — mutant, FP — forward primer, RP — reverse primer, NTP - smés deoxyribonukleotida

Tab. 12 : Podminky amplifikace

Teplota (°C) Cas Opakovani
95 5 minut
95 30 sekund
58 30 sekund 35x
72 1 minuta
72 5 minut
4 00

PCR produkty byly nasledné separovany 1% agar6zovou elektroforézou (TBE pufr,
90 V/90 minut). Pouze z bakterialnich kolonii, u kterych byla potvrzena pfitomnost a spravna
velikost cilové sekvence (WT_shift cDNA_RPS7 a M_shift_cDNA_RPS7), byly pfipraveny
zasoby bakteridlnich suspenzi. Pfes noc byly bakterie kultivovany ve 100ml Erlenmeyeroveé
bance s 50 ml tekutého LB média a 50 pl kanamycinu pii 37 °C za stalého tfepani.

Z tekutych bakterialnich kultur byly izolovany plazmidy pMuLE ENTR CMV/TO
cDNA L1-R5 se sekvencemi WT_shift cONA_RPS7 a M_shift cDNA_RPS7 (Postup 3).
U vyizolované plazmidové DNA byla provedena kontrolni PCR (Tab. 13) za shodnych
podminek amplifikace uvedenych v Tab. 12. PCR produkty byly separovany 1% agarézovou
elektroforézou (TBE pufr, 90 V/90 min) a spektrofotometricky u nich byla zméfena
koncentrace. Krom¢ kontroly piitomnosti daného inzertu byla provedena kontrolni analyza

sekvenci Sangerovym sekvenovanim, které bylo zajisténo firmou SEQme s.r.o.

58




Tab. 13: Kontrolni PCR izolovanych plazmidid pMuLE ENTR CMV/TO L1-R5 (1 r. =20 ul)

Reagencie Objem (ul)
10x DNA polymerazovy reakéni pufr 2
10 uM primer FP WT/M_shift_ RPS7 1
10 uM primer RP WT/M_shift_ RPS7 1
10mM dNTP 0,4
5 U/ul Tag DNA polymeraza 0,4
25 mM MgCl, 1,6
H.0O 12,6
plazmid pMuLE ENTR se sekvencemi WT a M RPS7 1

WT — normalni, M — mutant, FP — forward primer, RP — reverse primer, dNTP - smés deoxyribonukleotida
4.7 Klonovani dvouvlaknovych DNA oligonukleotidi

DalSim krokem experimentéalni ¢asti prace bylo klonovani dvouvlaknovych DNA
oligonukleotidu (ds oligo) do cilového vektoru pMuLE ENTR H1 L5-L4, ze kterych se pod
inducibilnim promotorem H1 v lidskych bufikich exprimuje shRNA. Uéelem shRNA je snizit
expresi nativniho genu RPS7 v lidskych bunkach.

4.7.1 Priprava DNA oligonukleotidii a cilového vektoru

Pomoci online programu DSIR (http://biodev.extra.cea.fr./DSIR/DSIR.html) byly
vybrany cilové useky genu RPS7 pro navrh jednovlaknovych DNA oligonukleotidti (SSDNA).
Do programu DSIR byla vloZzena referencni cDNA sekvence genu RPS7 z NCBI databaze.
Program vygeneroval sekvence dlouhé 19 nt z riznych ¢asti sekvence a pro dalsi laboratorni

praci byly vybrany 4 (Tab. 14).

Tab. 14: Vybrané 19 nt dlouhé useky sekvence RPS7

Pozice 1. nt
Nazev sekvence Exon Sekvence (5°- 3")
v cDNA RPS7
50 _shRNA 1. 50. GCGAGATTTGGGTCTCTTC
123 shRNA 2. 123. CCAAGATCGTGAAGCCCAA
266_ShRNA 4. 266. GGTGGTGGTCGGAAAGCTA
528 shRNA 6. 528. GCAAGAGAATCCGCGTCAA
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Na expresi shRNA bylo nutné pfipravit z vygenerované sekvence spolecné
s ptidanymi ptesahy restrikénich mist endonukleaz Bglll, Sacl, sekvence smycky

a terminatoru dva komplementarni fetézce oznacené jako TOP a BOT (Schéma 3).

Schéma 3: Struktura navrhu TOP a BOT iétézce ssDNA

TOP: 5’- restrik¢éni misto BglII (GATCT) — 19 nt sense sekvence RPS7 — smyc¢ka— 19 nt
antisense sekvence RPS7 — terminator — restrikéni misto Sacl (GAGCT) -3’

BOT: 5'- termindtor - 19 nt antisense cilova sekvence RPS7 — smyc¢ka — 19 nt sense cilova
sekvence RPS7 — 3’

sSDNA oligonukleotidy byly vyrobeny firmou Generi Biotech pod nazvy
TOP_ 50_shRNA, TOP_ 123 _shRNA, TOP_ 266_shRNA a TOP_ 528 shRNA a k tomu
paralelné¢ BOT 50 shRNA, BOT 123 shRNA, BOT 266 shRNA a BOT 528 shRNA.

Syntetizované ssDNA oligonukleotidy byly resuspendovany Vv destilované vodé na
koncentraci 100uM.

K'5" konci jednotlivych SSDNA oligonukleotidli byla pfiddna fosfatovd skupina
prostiednictvim T4 polynukleotidové kinazy (1 pl) v 1x T4 ligaénim pufru (2 pul). Fosforylace
probihala pfi 37 °C po dobu 40 minut s naslednou inaktivaci enzymu pii 65 °C 20 min.
Komplementarni spojeni (annealing) dvou k sob¢ patiicich sSSDNA oligonukleotidd (napf.
TOP_50 shRNA + BOT_50 shRNA) je uvedeno v Tab. 15.

Pro ovéfeni procesu annealovani a velikosti vzniklych ds oligonukleotidi (ds oligo)

byla provedena elektroforeticka separace v 4% agardézovém gelu (TBE pufr, 90 V/ 90 min).

Tab. 15: Komplementarni spojeni ssDNA oligonukleotidi (TOP a BOT) (1 r. =20 pl)

Chemikalie Objem (ul)
TOP fetézec 5
BOT i&tézec S
10x annealovaci pufr 2
H.O 8

10x annealovaci pufr — slozeni viz 4.2

Cilovy plazmid pMuLE ENTR H1 L5-L4 (3 045 bp) ke klonovani ds oligonukleotidt
(exprimujici shRNA) byl poskytnut v bakterialnim glycerolovém roztoku, a proto byl nejprve

bakterialni roztok kultivovan na agarové plotné. Z bakterii byly pfipraveny tekuté kultury,
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z nichz byl cilovy plazmid izolovan pomoci QIAfilter Plasmid Purification MIDI 100,
QIAGEN (Postup 4) a byly vytvofeny zasobni suspenze bakteridlnich bunék (-80 °C).

Schéma vybraného cilového vektoru na klonovani ds oliga je na Obr. 12.

Obr. 12: Schéma vektoru pMuLE ENTR H1 L5-L4
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Izolovany plazmid pMuLE ENTR H1 L5-L4 byl separovan 1% agardzovou
elektroforézou (TAE pufr, 90 V/90 minut) a nasledovala jeho extrakce pomoci kitu QIAquick
Gel Extraction Kit, QIAGEN (Postup 3).

Izolovany a piecistény plazmid pMuLE ENTR H1 L5-L4 byl $tépen V restrikénich

mistech uvedenych na retsrikéni mapé endonukledzami Bglll — 5’A|GATCT-3’a Sacl —
5’-GAGCT|C-3" (Obr. 13). Reak¢ni smés na $tépeni je uvedena v Tab. 16.

Obr. 13: Mapa restrikénich mist plazmidu pMuLE ENTR H1 L5-L4

NmeAIII Bsal

gaaatgtctttggatttgggaatocttataagttctgtatgagaccafagatectfpggogttgtygcatgtogygogactyctocatgatottgogecgotogatotgogace
+ } + I t I + } + I t } + } + } t } + } + }
ctttacagaaacctaaacccttagaatattcaagacatactotggthtctagafccgcaacacgtacagecogetygacgaggtactagaacgcggcgagetagacactog
H1 promater b

Mscl SgrDI BpmI

acaccataaaggcgttcatgggccgcttgatgtggccactgggcgtcttgcaccagctggggtcgtccgccttgccgcccgtcgacgcggtggagccaggcgtcggggag
I I I I I

tgtggtatttccgcaagtacccggcgaactacaccggtgacccgcagaacgtggtcgacl:cDagcaggcggaacggcgggcagctgl:gcl:acl:tcggtccgcagcccctc

BtgZl_ NqDMIV

MNael Ecop3kI
||

gacgcgatgcccagctccaggccggcgcccgagtc[gagctcttttttgaattcgcacccaacttttctatacaaagttggcattataagaaagcattgcttatcaattt
+ 1 + 3 1 + 1 I 1 3 1 1 1

1 1 1 1 1 L 1 1
’ T ’ I ¥ T ’ T T T v T T T T T v T T T T T
ctgegetacgagtegaggteeggocgegggctoaggetegagapaaaacttaagegtoggttgaasagatatgtttoaaccytaatattctttogtaacgaatagttaaa

[ ]- restrickni misto BgllI (5" AJGATCT-3"),[ | - restrikéni misto Sacl (5"-GAGCT|C-3")

61



Tab. 16: Restrikéni reakce na §t€péni plazmidu pMuLE ENTR H1 L5-L4 (1 r. =20 pl)

Reagencie Objem (ul)
10 U/ul Bglll 1
10 U/ul Sacl 1
0,5 x K pufr 4
plazmid pMuLE ENTR H1 L5-L4 500 ng
H,O do 20 ul

Plazmid pMuLE ENTR H1 L5-L4 byl $tépen pies noc pii 37 °C, a poté byly restrikéni
endonukleazy tepelné inaktivovany v 65 °C po dobu 20 minut. Plazmid byl defosforylovan
alkalickou fosfatazou (CIP) (10 U/ml) v 10x CutSmart pufru, aby bylo mozné do né&j klonovat
fosforylovana a annealovana ds oliga. Defosforylace plazmidu byla provedena
v 37 °C 1 hodinu.

K ziskani ¢istého linearizovaného plazmidu pMuLE ENTR H1 L5-L4 byla provedena
jeho elektroforeticka separace v 1% agardézovém gelu (TAE pufr, 90V/90 min) a na extrakci
byl pouzit QIAquick Gel Extraction Kit, QIAGEN (Postup 3).

4.7.2 Ligace ds oligo do plazmidu pMuLE ENTR H1 L5-L4
Do ptipraveného plazmidu pMuLE ENTR H1 L5-L4 byly ligovany fosforylované

dvouvlaknové oligonukleotidy. Reakéni smés na ligaci ds oligo vychazela z protokolu firmy
Addgene (Tab. 17).

Tab. 17: Reakéni smés na ligaci ds oligonukleotid do pMUuLE ENTR H1 L5-L4 (1 r. =10 pl)

Reagencie Objem (ul)
10x T4 DNA ligdzovy pufr 1
PMuLE ENTR H1 L5-L4 25 ng
ds oligo 50
75 ng
(123, 266, 528)
T4 DNA ligaza 1
H20O do 10 pl

Ligacni smés byla inkubovana 18 hodin v 16 °C a T4 DNA ligdza byla poté tepeln¢
inaktivovana pii 70 °C béhem 10 minut. Rekombinantni plazmidy pMuLE ENTR H1 L5-L4
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sinzerty 50 ds oligo, 123 ds oligo, 266 _ds oligo a nebo 528 ds oligo byly pouzity
k okamzité transformaci kompetentnich bakterii E. coli NEB stable (Postup 5).

Byla provedena kontrolni (colony) PCR u narostlych bakterialnich kolonii. Na reakci
byly pouzity primery plazmidu pMuLE ENTR H1 L5-L4 - M13 forward a M13 reverse, které
amplifikuji celé mnohocetné klonovaci misto plazmidu vcéetné vlozenych inzerti. Reakcéni
smés kontrolni (colony) PCR je uvedena v Tab. 11 a podminky amplifikace v Tab. 10. PCR
produkty byly nasledné separovany agarézovou elektroforézou (TBE pufr, 90 V/90 minut).
Pouze z kolonii, u kterych byla potvrzena spravna velikost inzertu (ds oligo), byly ptipraveny
zasoby bakterialnich suspenzi (-80 °C) a tekuté kultury (37 °C/16 hodin/tfepani).

Z tekutych bakterialnich kultur byly izolovany plazmidy pMuLE ENTR CMV/TO
cDNA L1-R5 sinzerty ds oligo 50, ds oligo 123, ds oligo 266, ds oligo 528 (Postup 3).
U izolované plazmidové DNA byla provedena kontrolni PCR (Tab. 13) za shodnych
podminek uvedenych v Tab. 12. PCR produkty byly separovany 1% agardzovou
elektroforézou (TBE pufr, 90 V/90 min) a spektrofotometricky byla zméfena jejich
koncentrace. Firma SEQme s.r.o. provedla kontrolni analyzu sekvenci Sangerovym

sekvenovanim.
4.8 LR klonazova reakce

LR  Klonazovou reakci byly souCasné rekombinovany cilové  geny
WT _shift cDNA_RPS7 a M_shift cDNA_RPS7 z vektoru pMuLE ENTR CMV/TO cDNA
L1-L5, ds oliga z vektoru pMUuLE ENTR H1 L5-L4, gen pro puromycinovou rezistenci
z vektoru pMule ENTR CMV PuroR R4-R3 a gen pro fluorescen¢ni protein tdTomato
z vektoru pMuLE SV40 tdTOMATO L3-L2 pomoci rekombinan¢nich mist znazornénych na
Schématu 1 (kapitola 4.4) do destina¢niho vektoru pMULE Lenti Dest eGFP. Plazmidy
pMule ENTR CMV PuroR R4-R3, pMuLE SV40 tdTOMATO L3-L2 a pMULE Lenti Dest
eGFP byly dodany v bakteridlnim glycerolovém roztoku, a proto byly nejprve bakteridlni
roztoky kultivovany na agarovych plotnach. Z bakterialnich kolonii byly pfipraveny tekuté
kultury, z kterych byly cilové plazmidy izolovany - QIAfilter Plasmid Purification MIDI 100,
QIAGEN (Postup 4). Byly vytvofeny zasobni suspenze bakterialnich bun¢k (-80 °C).

LR rekombinaéni reak¢éni smés je uvedena v Tab. 18.
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Tab. 18: LR rekombina¢ni reakce

Reagencie Zasobni molarita (fmol) Objem (ul)
PMULE ENTR CMV/TO cDNA L1-L5 10 1
PMULE ENTR H1 L5-L4 10 1
pMule ENTR CMV PuroR R4-R3 10 1
PMULE SV40 tdTOMATO L3-L2 10 1
PMULE Lenti Dest eGFP 20 1
1x TE pufr (pH 8) - 3
LR Clonase® II Plus Enzyme mix - 2

Reakéni més byla centrifugovana a inkubovana pii 25 °C po dobu 16 hodin.

Nasledujici den byl ke smési ptidan 1 pl proteinazy K (2 pg/ ul ) (37 °C/10 minut) z dvodu

inaktivace LR klonazy.

Vzorky byly ihned pouzity k transformaci bakterii E. coli NEB stable metodou

teplotniho Soku (Postup 3). Z narostlych bakteridlnich kolonii byly izolovany plazmidy

PMULE Dest Lenti eGFP. Byla provedena kontrolni PCR (Tab. 9, 10) na pfitomnost inzertu

WT a M formy genu RPS7 s pozménénymi kodony. Velikost PCR produktl a rekombinované

plazmidy pMuLE Lenti Dest eGFP byly zkontrolovany na 1% agarézovém gelu (TBE puft,

90 V/120 min). Koncentrace destina¢nich vektord byla zmétfena spektrofotometricky.
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4.9 Produkce lentiviru

Dalsim krokem experimentalni prace bylo vytvofeni lentivirovych Castic obsahujici
expresni rekombinantni vektory pMuLE Lenti Dest eGFP s WT_shift cDNA_RPS7 a 123 ds
oligo, M_shift cDNA_RPS7 a 123 ds oligo, WT_shift cDNA_RPS7 a 528 ds oligo,
M_shift cDNA_RPS7 a 528 ds oligo. Embryonalni butiky HEK293T/17 byly transfekovany
rekombinantnimi plazmidy pMuLE Lenti Dest eGFP spolu s lentivirovymi zabalovacimi

plazmidy psPAX2 a pMD2.G za vzniku lentivirg.

4.9.1 Optimalizace transfekce HEK293T/17

Na optimalizaci transfekce byly pouzity 2 Kity — jetPRIME (Polyplus transfection)
a X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche).

Na 24 jamkovou desku (24 well glass bottom plate, In Vitro Scientific; kat. ¢. P24-
1.5H-N) bylo vysazeno 25 000 bun¢k HEK293T/17 na jamku. Nasledujici den se provedla
jejich transfekce prazdnym plazmidem pMuLE Lenti Dest eGFP v ekvimolarnim poméru
1:1:1 s plazmidy psPAX2 a pMD2.G podle Tab. 17. Soucasné byla provedena transfekce
rekombinovanymi plazmidy pMULE Lenti Dest eGFP dle Tab. 19. Smé&si plazmidd byly
ptidany do 50 pl jetPrime pufru, zvortexovany a stoceny. Podle pomérti uvedenych v Tab. 19
byl pfidan ke smési jetPrime transfek¢éni reagent (1 pg DNA:1pl jetPRIME transfekéni
reagent).

Pii pouziti X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche) bylo na 24 jamkovou
desku vyseto stejné mnozstvi bunék HEK293T/17. Nasledujici den byla pfipravena
transfekéni smés smichanim 6 pl X-tremeGENE 9 DNA Transfection ragent se 100 pul Opti-
MEM média. Ke smési byl pfiddn 1 pg a 2 pg plazmidi v ekvimolarnim poméru 1:1:1
(PMULE Lneti Dest eGFP (9 158 bp, 14 628 bp):psPAX2:pMD2.G (Tab. 20).

Transfek¢ni smési byly zvortexovany, stoceny, inkubovany 15 mint v pokojové teploté
a po kapkach ptidany k vysetym buinkam HEK293T/17. Po 24 hodinach bylo vyménéno
DMEM médium za Cerstvé. Druhy den byly buiiky fixovany 4% formaldehydem po dobu 15
minut a promyty 1x PBS. Poté byly jadra bun¢k barveny roztokem Hoechst 3342 (10 pug/ml)
béhem 5 minut v 37 °C a promyty 1x PBS.

Na zavér probéhla analyza fixovanych HEK293T/17 bun€k na konfokalnim
mikroskopu Spinning Disk CSU-X1 (Zeiss). Bunécna jadra byla barvena modrym
fluorescen¢nim  barvivem Hoechst 33342, které bylo excitovano pifi 350 nm

a emitovano pii 460 nm. Transfekované buniky HEK293T/17 byly od netransfekovanych
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rozpoznany zelenym fluorescen¢nim proteinem excitovanym pii 488 nm a emitovanym

pti 510 nm.

Tab. 19: Transfek¢ni reakce jet PRIME s prazdnym (9 158 bp) a s rekombinovanym
plazmidem pMuLE Lenti Dest eGFP (14 628 bp)

Pomér reagencii
DNA:pul
(-ug 3 : : Mnozstvi do
JetPRIME : Velikost plazmidu (bp)
Plazmid transfek¢éni reakce (ng)
transfekcni
reagent)
pMule Lenti
1:1 9158 14 628* 0,2 0,2
Dest eGFP
1:2 psPAX2 10 668 10 668 0,23 0,15
1:3 pMD2.G 5882 5882 0,13 0,08

* pPMULE Lenti Dest eGFP (14 628 bp): WT_shift cDNA_RPS7 + ds 123, M_shift. cDNA_RPS7 + ds 123,
WT_shift_ cDNA_RPS7 + ds 528, M_shift_cDNA_RPS7 + ds 528

Tab. 20: Transfekéni reakce X-tremeGENE 9 s prazdnym (9 158 bp) a s rekombinovanym
plazmidem pMuLE Lenti Dest eGFP (14 628 bp)

X-tremeGENE
: : MnoZzstvi plazmida do
9 transfekéni | MnoZstvi Velikost plazmidu
: transfeké¢ni reakce
reagent(ul):Opti- | plazmidd | Plazmid (bp)
MEM (ul) (ng)
pMuleLenti
6:100 1 9158 14 628* 0,2 0,2
Dest eGFP
6:100 2 psPAX2 | 10668 10 668 0,23 0,15
6:100 3 pMD2.G 5882 5882 0,13 0,08

*pMULE Lenti Dest eGFP (14 628 bp): WT _shift cDNA _RPS7 + ds 123, M_shift cDNA_RPS7 + ds 123,
WT_shift cDNA_RPS7 + ds 528, M_shift cDNA_RPS7 + ds 528
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4.9.2 Transdukce U20S bunék lentiviry

Na 4 stfedni lahve 75 cm? (T-75) byly vysety 4 000 000 bungk HEK293T/17 v 13.
pasazi. Konfluence bunék byla mezi 80 — 90 %. Na transfekci byl pouzit transfekéni kit
JetPRIME (Polyplus transfection).

Po 24 hodinach od vyseti bunék HEK293T/17 byla provedena transfekce
rekombinantnimi plazmidy pMuLE Lenti Dest eGFP v ekvimolarnim poméru 1:1:1
s plazmidy psPAX2 a pMD2.G podle Tab. 21. Smési plazmidi byly piidany do 500 ul
jetPrime pufru, zvortexovany a stoceny. K piipravené smési byl piidan jetPrime transfek¢ni
reagent v poméru 1 ug DNA:3 pl jetPrime transfekéniho reagentu. Transfekéni smési byly
zvortexovany, stoceny, inkubovany 15 minut v pokojové teploté a po kapkach pfidany

k vysetym bunkam. Po 18 hodinach bylo DMEM médium vyménéno za Cerstvé.

Tab. 21: Transfekéni reakce jetPRIME na produkci lentivira

Pomér reagencii
: : Mnozstvi do
(ng DNA: nl : Velikost plazmidu

; Plazmid transfekéni reakce
jetPRIME (bp)

: (ng)

transfection reagent)
PMULE Lenti
1:1 14 628* 8
Dest eGFP
1:2 psPAX2 10 668 5,8
1:3 pMD2.G 5882 3,2

*pMULE Lenti Dest eGFP (14 628 bp): WT_shift cDNA_RPS7 + ds 123, M_shift cDNA_RPS7 + ds 123,
WT_shift_ cDNA_RPS7 + ds 528, M_shift_cDNA_RPS7 + ds 528

Po 72 hodindch bylo DMEM médium s vyprodukovanymi lentiviry odebrano
a centrifugovéno 5 minut pti 1 500 rpm. Nasledné bylo DMEM médium s lentiviry filtrovano
ptes Syringe filter 0,45 um (TPP, kat. ¢. 99745). 4 ml DMEM média obsahujici lentiviry byly
zakoncentrovany pres centrifugaéni filtr AMIcon Ultra-4 10 000 MWCO (Millipore, kat. ¢.
UFCB800308). Centrifugace probihala pti 700 g po dobu 30 minut, a poté byly lentiviry ihned
pouzity k transdukci bunék U20S.

Lidské buniky U20S byly vysety na 24 jamkovou desku — 10 000 bunék/jamku, aby
jejich konfluence byla 60 %. Po 24 hodinach od vyseti bun¢k bylo DMEM médium nahrazeno
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500 pl transdukéni smési. K500 pl transdukéni lentivirové smési bylo piidano 0,4 pul
polybrene, aby vysledna koncentrace byla 8 pg/ml.

Na zavér byly pofizeny snimky transdukovanych bunék U20S pomoci Spinning Disk
konfokalniho mikroskopu CSU-X1 (Zeiss). Bunétna jadra byla barvena fluorescenénim
barvivem Hoechst 33342, které bylo excitovano pii 350 nm
a emitovano pii 460 nm. Transfekované bunky HEK293T/17 byly od netransfekovanych
rozpoznany zelenym fluorescen¢nim zéaifenim GFP proteinu, ktery byl excitovan pii 488 nm a
emitovan pii 510 nm a Cervenym fluorescen¢nim zafenim proteinu tdTomato pii excitaci

554 nm a emisi 581 nm.
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava siRNA molekul k uml¢eni ribozomalniho proteinu 7 (RPS7)

Pro tvorbu molekul siRNA proti genu RPS7 byly navrzeny 4 DNA oligonukleotidy,

jejichz sekvence jsou na Obr. 14.

Obr. 14: Navrhy sekvenci DNA oligonukleotidli na ptipravu siRNA (TOP, BOT)
TOP sense fetézec:

5 - GGATCCTAATACGACTCACTATAGCGAGATTTGGGTCTCTTC -3

BOT sense fetézec:

5" - AAGAAGAGACCCAAATCTCGCTATAGTGAGTCGTATTAGGATCC -3’

TOP antisense fetézec:

5" - GGATCCTAATACGACTCACTATAGAAGAGACCCAAATCTCGC -3

BOT antisense fetézec:

5" - AAGCGAGATTTGGGTCTCTTCTATAGTGAGTCGTATTAGGATCC -3’

AA = dva adeniny na 5" konci BOT fetézct pro tvorbu 2 uridin na 3" konci SiRNA molekuly; podtrzena ¢ast

sekvence = T7 promotor pro in vitro transkripci SIRNA

Jednovlaknové oligonukleotidy TOP mély délku 42 nt a BOT 44 nt, jejich in vitro
transkripci z T/ promotoru vznikly sense a antisense fetézce, jejichZz komplementarnim
spojenim vznikla siRNA. Velikost siRNA byla 21 bp (Obr. 15). Koncentrace siRNA byla
61,6 ng/ul, 24,8 ng/ ul, 38,6 ng/ul, 32,4 ng/ ul a 22,8 ng/ pl.

Obr. 15: siRNA molekuly

L1 2 3 45

100 bp = ww
80 bp >

60 bp >
40 bp —>

20 bp—> EE kSl

L = Orange GeneRuler 20 bp, DNA ladder (Thermo Fisher); 1 - 5 = 5 stejnych vzorki SiRNA o velikosti 21 bp;
nanaseci pufr — 6x Loading Dye (ThermoFisher), barvivo nukleové kyseliny (NK) — GelRed (Biotium).
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Molekuly siRNA z Obr. 15 byly pouzity k uml¢eni genu RPS7 ve dvou lidskych

bunéénych liniich, z nichz byla nasledné tspésné izolovana RNA. Koncentrace izolované
RNA po transfekci HeLa a HEK-293 bun¢k molekulami siRNA (61,6 ng/ul) je uvedena

v Tab. 22 a to v¢etn¢ koncentrace izolované RNA z netransfekovanych bunék.

Tab. 22: Koncentrace celkové izolované RNA

MnoZstvi siRNA pro
Buné¢na linie Koncentrace (ng/ul)
umléeni RPS7 (ng)
0 397,86
0,4 283,42
HelLa
2,5 103,38
5 175,51
0 215,69
0,4 196,33
HEK-293
2,5 128,74
5 75,64

0 = negativni kontrola (netransfekované bunky); 0,4 = transfekce bun¢k 0,4 ng siRNA; 2,5 = transfekce bun¢k
2,5 pg siRNA; 5 = transfekce bunék 5 pg siRNA

cDNA genu RPS7 ptepsana z RNA pomoci reverzni transkripce byla pouZzita
na real-time PCR. Exprese cDNA RPS7 byla stanovena metodou relativni kvantifikace, kdy
byly porovnavany Ct hodnoty testovanych vzorka (bunky transfekovany 0,4 ug; 2,5 uga 5 pg
SIRNA) s referen¢nim genem GAPDH.

Na zékladé normalizaénich vypoéti hodnot ACt, AACt a fold change 244

byla
u HeLa bunék pti pouziti 0,4 pg siRNA snizena exprese genu RPS7 o 46 %, pii aplikaci
2,5 ng siRNA o 50 % a pti pouziti 5 ug siRNA 0 58 %. U bunék HEK-293 byla snizena
exprese genu RPS7 0 35 % pii pouziti 0,4 ug siRNA, o 53 % pfti 2,5 pg siRNA a o 59 %
pii aplikaci 5 pg siRNA. Vysledky umléeni RPS7 genu u bunék HeLa

a HEK-293 siRNA molekulou je shrnuta v Tab. 23.

70




Tab. 23: Vysledky uml¢eni RPS7 molekulou siRNA

Bunééna linie MnoZstvi siRNA pro 2Act Exprese (%)
umléeni RPS7 (ng)
0,4 0,46 46
HelLa 2,5 0,50 50
5 0,58 58
0,4 0,35 35
HEK?293 2,5 0,53 53
5 0,59 59

5.2 Sekvence genu RPS7 s pozménénymi kodony

WT gen RPS7 s pozménénymi kodony vychazi z referenéni cDNA sekvence genu
RPS7 (Obr. 16 a). Pozménéna sekvence vcetné restrikénich mist, start, stop kodonti a 3" UTR
oblasti je na Obr. 16 b). Navrzeny inzert byl dlouhy 678 bp a byl oznafen jako
WT_shift_cDNA_RPS7.

Obr. 16 a): Schéma referencni cDNA sekvence genu RPS7

ATGTTCAGTTCGAGCGCCAAGATCGTGAAGCCCAATGGCGAGAAGCCGGACGAGTTCGAGTCCGGCATCTCCCAGGCTCTTC
TGGAGCTGGAGATGAACTCGGACCTCAAGGCTCAGCTCAGGGAGCTGAATATTACGGCAGCTAAGGAAATTGAAGTTGGTGG
TGGTCGGAAAGCTATCATAATCTTTGTTCCCGTTCCTCAACTGAAATCTTTCCAGAAAATCCAAGTCCGGCTAGTACGCGAAT
TGGAGAAAAAGTTCAGTGGGAAGCATGTCGTCTTTATCGCTCAGAGGAGAATTCTGCCTAAGCCAACTCGAAAAAGCCGTAC
AAAAAATAAGCAAAAGCGTCCCAGGAGCCGTACTCTGACAGCTGTGCACGATGCCATCCTTGAGGACTTGGTCTTCCCAAGC
GAAATTGTGGGCAAGAGAATCCGCGTCAAACTAGATGGCAGCCGGCTCATAAAGGTTCATTTGGACAAAGCACAGCAGAAC
AATGTGGAACACAAGGTTGAAACTTTTTCTGGTGTCTATAAGAAGCTCACGGGCAAGGATGTTAATTTTGAATTCCCAGAGTT
TCAATTGTAAACAAAAATGACTAAATAAAAAGTATATATTCACAGT

ATG — start kodon, TAA — stop, sekvence psana kurzivou — 3" UTR nepiekladana oblast

Obr. 16 b): Schéma pozménéné sekvence WT formy genu RPS7

GGATCCATGTTTTCCTCTTCAGCTAAAATAGTAAAACCGAACGGTGAAAAACCCGATGAATTTGAAAGTGGGATATCACAAG
CATTGTTGGAACTAGAAATGAATTCAGATTTAAAAGCGCAACTTCGAGAACTAAACATCACCGCCGCGAAAGAGATAGAGGT
GGGAGGCGGGCGTAAGGCCATAATCATATTCGTACCAGTCCCGCAGCTTAAGTCGTTTCAAAAGATTCAGGTTCGTCTGGTGA
GGGAGCTAGAAAAGAAATTTTCAGGTAAACACGTTGTGTTCATTGCGCAACGACGCATATTGCCAAAACCCACCCGTAAGTC
GCGCACCAAGAACAAACAGAAAAGACCACGGTCTAGGACGTTGACCGCGGTCCATGACGCAATATTGGAAGATCTTGTGTTT
CCGTCGGAGATAGTCGGTAAACGAATTAGGGTTAAGTTAGACGGTTCTCGTCTGATTAAAGTACACTTAGATAAGGCTCAAC
AAAATAACGTCGAGCATAAAGTCGAGACGTTCTCGGGCGTGTACAAAAAACTGACAGGGAAAGACGTCAACTTCGAGTTTCC
TGAATTCCAGCTCTAAACAAAAATGACTAAATAAAAAGTATATATTCACAGTCTCGAG

GGATCC - restrikéni misto endonukleazy BamHI, CTCGAG - restrikéni misto endonukleazy Xhol, ATG — start kodon, TAA — stop

kodon, sekvence psana kurzivou — 3" UTR nepiekladana oblast
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Na Obr. 16 c) je sekvence genu RPS7 se shiftovanymi kodony s konkrétni mutaci,
ktera méni smysl polynukleotidového fetézce, tzv. missense mutace V134F. U proteinu RPS7
byla substituovana 134. aminokyselina (402. nukleotid v cDNA sekvenci genu RPS7) tzn., ze

misto valinu (V) se pfi translaci zafadi fenylalanin (F). NavrZeny inzert byl dlouhy 678 bp
a byl oznacen jako M_shift cDNA_RPS7.

Obr. 16 ¢): Schéma pozménéné sekvence genu RPS7 s konkrétni mutaci V134F

GGATCCATGTTTTCCTCTTCAGCTAAAATAGTAAAACCGAACGGTGAAAAACCCGATGAATTTGAAAGTGGGATATCACAAG
CATTGTTGGAACTAGAAATGAATTCAGATTTAAAAGCGCAACTTCGAGAACTAAACATCACCGCCGCGAAAGAGATAGAGGT
GGGAGGCGGGCGTAAGGCCATAATCATATTCGTACCAGTCCCGCAGCTTAAGTCGTTTCAAAAGATTCAGGTTCGTCTGGTGA
GGGAGCTAGAAAAGAAATTTTCAGGTAAACACGTTGTGTTCATTGCGCAACGACGCATATTGCCAAAACCCACCCGTAAGTC
GCGCACCAAGAACAAACAGAAAAGACCACGGTCTAGGACGTTGACCGCGGTCCATGACGCAATATTGGAAGATCTTGTT
CCGTCGGAGATAGTCGGTAAACGAATTAGGGTTAAGTTAGACGGTTCTCGTCTGATTAAAGTACACTTAGATAAGGCTCAAC
AAAATAACGTCGAGCATAAAGTCGAGACGTTCTCGGGCGTGTACAAAAAACTGACAGGGAAAGACGTCAACTTCGAGTTTCC
TGAATTCCAGCTCTAAACAAAAATGACTAAATAAAAAGTATATATTCACAGTCTCGAG

GGATCC - restrikéni misto endonukleazy BamHI, CTCGAG - restrikéni misto endonukleazy Xhol, ATG — start kodon, TAA — stop
kodon, — bodova mutace valin 134 fenylalanin (V134F), sekvence psana kurzivou — 3" UTR neptekladana oblast

5.3 Stépeni a izolace WT_shift cDNA_RPS7, M_shift_ cDNA_RPS7

Stépeni plazmidu pMK-RQ-Bb a nésledna extrakce navrzenych sekvenci
(WT_shift. cDNA_RPS7 a M_shift. cONA_RPS7) z gelu byla ovéfena elektroforetickou
separaci (Obr. 17). Velikost uspésné izolovanych sekvenci byla 678 bp. Fluorimetricky
naméfena koncentrace WT_shift_ cDNA_RPS7 a M_shift_ cDNA_RPS7 byla 1,5 ng/ul.

Obr. 17: Izolované inzerty WT_shift cDNA_RPS7 a M_shift cDNA_RPS7
Lpl 2 Lp

1000bp __, ___

500 bp—>

700 bp
600 bp

500 bp
400 bp

300 bp
200 bp

100 bp

RN

250 bp—,

Ly = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher); 1 = izolovany a purifikovany WT_shift_ cDNA_RPS7 -
678 bp; 2 = izolovany a purifikovany M_shift cDNA_RPS7 — 678 bp; L = HypperLadder 100 bp (Bioline);
nanageci pufr — 6x Orange DNA Loading Dye (ThermoFisher), barvivo NK — GelRed (Biotium).
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5.4 Priprava DNA oligonukleotidi exprimujici sShRNA

Oligonukleotidy byly tvofeny z 19 nt dlouhé sekvence odpovidajici konkrétnimu
useku nativni ¢cDNA genu RPS7. Na nativni gen RPS7 byly navrzeny 4 pary ssDNA
oligonukleotidi snazvy — 50 _TOP(BOT) oligo, 123 TOP(BOT) oligo, 266 _TOP
(BOT)_oligo, 528 TOP(BOT)_oligo, jejichz sekvence jsou na Obr. 18.

Obr. 18: Navrhy sekvenci ssDNA oligonukleotidi (TOP, BOT)

50_TOP_oligo:
5"-GATCTGCGAGATTTGGGTCTCTTCTTCAAGAGAGAAGAGACCCAAATCTCGCTTTTTTGAGCT-3"
50_BOT oligo:

5’-AAAAAAGCGAGATTTGGGTCTCTTCTCTCTTGAAGAAGAGACCCAAATCTCGC-3"

123_TOP_oligo:
5’-GATCTGCCAAGATCGTGAAGCCCAATTCAAGAGATTGGGCTTCACGATCTTGGTTTTTTGAGCT-3’
123_BOT _oligo:

5-AAAAAACCAAGATCGTGAAGCCCAATCTCTTGAATTGGGCTTCACGATCTTGGC-3’

266_TOP_oligo:
5'-GATCTGGTGGTGGTCGGAAAGCTATTCAAGAGATAGCTTTCCGACCACCACCTTTTTTGAGCT-3’
266_BOT_oligo:

5-AAAAAAGGTGGTGGTCGGAAAGCTATCTCTTGAATAGCTTTCCGACCACCACC-3”

528 TOP_oligo:
5’-GATCTGCAAGAGAATCCGCGTCAATTCAAGAGATTGACGCGGATTCTCTTGCTTTTTTGAGCT-3"
528_BOT_oligo:

5’-AAAAAAGCAAGAGAATCCGCGTCAATCTCTTGAATTGACGCGGATTCTCTTGC-3"

GATCT — presah restrikéniho mista endonuklazy Bglll , GAGCT — presah restrikéniho mista endonukledzy Sacl, podtrzena oblast —
sekvence smycky shRNA, TTTTTT (AAAAAA) — sekvence terminatoru

Jednovlaknové oligonukleotidy TOP mély délku 63 nt a BOT 53 nt, jejich uspésnym
komplementarnim spojenim (annealingem) vznikly dvouvldknové oligonukleotidy (ds oligo)
s presahy restrikénich mist Bglll a Sacl, jez slouzily ke klonovani. Vzniklé ds oliga byly
ovéteny elektroforetickou separaci, kdy ds oliga maji délku 63 bp (Obr. 19).
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Obr. 19: Dvouvlaknové DNA oligonukleotidy
L 1 2 3 4 5 6 7 8

100 bp —p we
80 bp —»
60 bp —> Ok S S kR

40 bp —

L = Orange GeneRuler 20 bp, DNA ladder (Thermo Fisher); 1,2 = 50 ds oligo; 3,4 = 123 ds oligo; 5,6 = 266 ds
oligo; 7, 8 = 528 ds oligo; nanaseci pufr — 6x Loading Dye (ThermoFisher), barvivo nukleové kyseliny (NK) —
GelRed (Biotium).

5.5 Priprava cilovych plazmidi na klonovani

Elektroforeticka separace izolovanych cirkularnich plazmidd potvrdila jejich
velikostni trend - pMULE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 — 3276 bp, pMuLE ENTR H1
L5-L4 — 3 045 bp (Obr. 20). Izolované plazmidy byly cirkularni, a proto v agardézovém gelu

migruji rychleji nez plazmidy linearni, které by tak odpovidaly dané velikosti.

Obr. 20: Izolovany pMuLE ENTR CMV/TOcDNA L1-R5 a pMuLE ENTR H1 L5-L4

L 1 2 3 4

—_— e —

3000bp—>§
2000 Dp —p v - -
1500 bp —» =,

1000 bp —> ==

L = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher); 1, 2 = cirkularni pMUuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 -
3276 bp; 3, 4 = cirkularni pMUuLE ENTR H1 L5-L4 — 3045 bp; nanaseci pufr — 6x Loading Dye
(ThermoFisher), barvivo NK — GelRed (Biotium).

Extrakce plazmidt z agarézového gelu byla ovéfena elektroforetickou separaci
(Obr. 21). Fluorimetricky ziskané koncentrace vyizolovanych plazmidd jsou uvedeny v Tab.
24. Extrahované plazmidy meély stale cirkularni podobu, a proto v agar6zovém gelu

migrovaly stejné rychle jako na Obr. 17.
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Obr. 21: Purifikovany plazmid pMUuLE ENTR CMV/TOcDNA L1-R5 a pMuLE ENTR H1
L5-L4

L 1 2 3 4
3000bp —> "
2000 DD —p - -
1500 bp —»
1000 bp —»

L = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher); 1, 2 = cirkulani pMULE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 -
3276 bp; 3, 4 = cirkularni pMUuLE ENTR H1 L5-L4 — 3045 bp; nanaseci pufr — 6x Loading Dye
(ThermokFisher), barvivo NK — GelRed (Biotium).

Tab. 24: Koncentrace izolovanych a extrahovanych pMuLE plazmidd (pMuLE ENTR
CMV/TO cDNA L1-R5 a pMuLE ENTR H1 L5-L4)

pMuLE plazmid Vzorek ¢&. Koncentrace (ng/pl)
1 22,6
PMULE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5
2 24,6
1 29
PMULE ENTR H1 L5-L4
2 39

Spravnost §tépeni plazmidti - pMUuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 (BamHI a Xhol)
a plazmid pMuLE ENTR H1 L5-L4 (BglII a Sacl) byla ovéfena elektroforetickou separaci
(Obr. 22, 23). Fluorimetricky naméfené koncentrace purifikovanych linearnich plazmidu

PMULE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 a pMuLE ENTR H1 L5-L4 je uvedena v Tab. 25.

Obr 22: Plazmid pMuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 stépeny endonukleazami BamHI

a Xhol
L 12 3 45 6

2000 bp —> . =
1500 bp — « . "

1000 bp — .

L = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher); 1 = izolovany, purifikovany a cirkularni pMUuLE ENTR
CMV/TO cDNA L1-R5; 2 = pMuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 stépény BamHI — 3276 bp;
3 = pMuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-RS5 $tépény Xhol — 3 276 bp, 4 — 6 = izolovany, purifikovany a §tépeny
plazmid pMuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 endonukledzami BamHI a Xhol — 3 212 bp ; nanaSeci pufr — 6x
Loading Dye (ThermoFisher), barvivo NK — GelRed (Biotium)
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Obr. 23: Plazmid pMuLE ENTR H1 L5-L4 stépeny endonukleazami BglII a Sacl
L 1 23 45 6 7 8

_
3000bp B2 -
2000bp —p v
1500 bp — =~

1000 bp —» e
750 bp —> -

500bp —

250 bp —

L = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher); 1 = izolovany, purifikovany a cirkularni pMULE ENTR H1
L5-L4; 2 = pMuLE ENTR H1 L5-L4 stépény BglIl — 3 045 bp; 3 = pMuLE ENTR H1 L5-L4 §tépény Sacl —
3276 bp, 4 — 6 = izolovany, purifikovany a §tépeny (linearizovany) plazmid pMuLE ENTR H1 L5-L4
endonukleazami BglII a Sacl — 2 832 bp; 4, 5, 6, 7, 8 = vystépeny produkt o velikosti 213 bp; nanaseci pufr —
6x Loading Dye (ThermoFisher), barvivo NK — GelRed (Biotium).

Tab. 25: Koncentrace linearizovanych plazmidi pMuLE ENTR CMV/TO c¢cDNA L1-R5
a pMUuLE ENTR H1 L5-L4

pMuLE plazmid Vzorek ¢&. Koncentrace (ng/pl)
1 6,8
PMULE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5
2 55
1 10
PMULE ENTR H1 L5-L4
2 9,6

5.6 Ligace WT a M sekvenci s pozménénymi kodony a ds oligo do prislusnych vektori

Izolované inzerty WT_shift cDNA_RPS7 a M_shift cDNA_RPS7 byly klonovany
do vektoru pMULE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 a syntetizované ds oliga do plazmidu
PMULE ENTR H1 L5-L4.

Uspésna transformace bakterialnich bunék E. coli NEB stable byla zjiiténa kontrolni
(colony) PCR u narostlych kolonii s inzertem WT_shift cONA_RPS7, u kolonii
s M_shift_ cDNA_RPS7 a u kolonii s inzertem ds oligo (50, 123, 266, 528). Elektroforeticka
separace potvrdila o¢ekavanou velikost PCR produktu u kolonii s WT a M inzertem — 347 bp
i u kolonii s inzertem ds oligo — 638 bp (Obr. 24).
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Obr. 24: Kontrolni (colony) PCR genu WT_shift cDNA_RPS7, M_shift cDNA_RPS7

a ds oligonukleotidl
L 1234567 89101112

1000 bp_,
750 bp—>
500 bp—

250 bp—

L = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher); 1, 2 = PCR produkt z bakterialnich kolonii s inzertem
WT_shift_ cDNA_RPS7 — 347 bp; 3, 4 = PCR produkt z bakterialnich kolonii s inzertem M_shift_cDNA_RPS7
— 347 bp; 5, 6 = PCR produkt z bakterialnich kolonii s inzertem 50 ds oligo; 7,8 = PCR produkt z bakterialnich
kolonii s inzertem 123 ds oligo; 9, 10 = PCR produkt z bakterialnich kolonii s inzertem 266 ds oligo; 11, 12 =
PCR produkt z bakterialnich kolonii s inzertem 528 ds oligo; nana$eci pufr — 6x Loading Dye (ThermoFisher),
barvivo NK — GelRed (Biotium).

Po izolaci plazmidu byla fluorimetricky zmétena koncentrace (Tab. 23). Kontrolni
PCR izolovanych plazmidi a jejich -elektroforetickd separace potvrdila piitomnost
klonovanych geni RPS7 (347 bp) a ds oliga (638 bp) (Obr. 25).

Sangerovo sekvenovani potvrdilo vloZeni cilovych sekvenci RPS7 s pozménénymi
kodony do plazmidu pMuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5, v¢etn¢ identifikace bodové
mutace (V134F). U plazmidd pMUuLE ENTR H1 L5-L4 bylo potvrzeno spravné zaklonovani

ds oligonukleotidd u dvou vzorku, a to 123_ds oligo a 528 ds oligo.

Tab. 26: Koncentrace izolovanych plazmidai pMuLE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5
a pPMuLE ENTR H1 L5-L4 s klonovanymi sekvencemi (WT, M, ds oligo)

Izolovany plazmid Koncentrace (ng/pl)
PMULE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 s WT_shift cDNA_RPS7 126
PMULE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 s M_shift cDNA_RPS7 171
PMULE ENTR H1 L5-L4 s 123_ds oligo 114
PMULE ENTR H1 L5-L4 s 528 _ds oligo 114
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Obr. 25: Kontrolni separace PCR produktt z izolovanych plazmidd pMUuLE ENTR CMV/TO
cDNA L1-R5 a pMuLE ENTR H1 L5-L4

L 1 2 3 4 5 6

1000 bp —p s
750 bp—» = =

500 bp—> = =

- o oo
250 bp— .

et Gt G Sesne

L = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher); 1 = PCR produkt WT_shift cDNA_RPS7 z plazmidu
pPMULE ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 — 347 bp; 2 = PCR produkt M_shift. cDNA_RPS7 z plazmidu pMuLE
ENTR CMV/TO cDNA L1-R5 — 347 bp; 3,4 = PCR produkt 123 ds oligo z plazmidu pMuLE ENTR H1 L5-L4
- 638 bp; 5, 6 = PCR produkt PCR produkt 528 ds oligo z plazmidu pMuLE ENTR H1 L5-L4 - 638 bp;
nanaseci pufr — 6x Loading Dye (ThermoFisher), barvivo NK — GelRed (Biotium).

5.7 LR rekombinace

Destina¢ni vektor ptivodné obsahoval mezi rekombina¢nimi misty R1 a R2 gen pro
toxin ccdB, ktery zajistil viditelny dikaz Gspé$né LR rekombinace. Na agarovych plotnach
narostly pouze ty bakteridlni kolonie, které tento toxin neobsahovaly a to pravé z divodu
usp&sné rekombinace cilovych sekvenci z ENTRy vektorti do DEST vektoru na misto genu
pro tento toxin.

Spravny pribéh rekombinace byl mimo jiné ovéfen jesté kontrolni PCR klonovanych
produkti WT_shift. cDNA_RPS7 (M_shift. cDNA_RPS7). Velikost PCR produktt — 347 bp
byla identifikovana elektroforetickou separaci (Obr. 26). Vzniklé expresni vektory pMuLE
Lenti Dest eGFP (14 678 bp) byly porovnany na agar6zovém gelu se zdrojovym destina¢nim
vektorem (9 158 bp) (Obr. 27). Koncentrace izolovanych plazmidd pMuLE Lenti Dest eGFP
byla zméfena spektrofotometricky (Tab. 26).

78



Obr. 26: Kontrolni separace PCR produkti WT_shift cDNA_RPS7 (M_shift cDNA_RPS7)

L1 2 3 45 6 7 8
1000 bp —> e
750 bp —»

500 bp —»

250 bp —>

L = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher); 1,2 = PCR produkt WT_shift. cDNA_RPS7 z plazmidu
PMULE Lenti Dest eGFP s inzertem WT_shift cDNA_RPS7 a 123 _ds oligo — 347 bp; 3, 4 = PCR produkt
M_shift cDNA_RPS7 z plazmidu pMuLE Lenti Dest eGFP s inzertem M_shift cDNA_RPS7 a 123 ds oligo;
5, 6 = PCR produkt WT_shift cDNA _RPS7 z plazmidu PMULE Lenti Dest eGFP sinzertem
WT _shift cDNA_RPS7 a 528 _ds oligo; 7, 8 = PCR produkt M_shift cDNA_RPS7 z plazmidu pMuLE Lenti
Dest eGFP s inzertem M_shift cDNA_RPS7 a 528_ds oligo; nanaseci pufr — 6x Loading Dye (ThermoFisher),
barvivo NK — GelRed (Biotium).

Obr. 27: Separace izolovanych destina¢nich vektortt pMuLE Lenti Dest eGFP

L123456 7839

20 000 bp_.
10 000 bp 7/ TR SR

7000 bp;

5000 bp

L = GeneRuler 1 kb plus DNA ladder (Thermo Fisher); 1,2 = plazmid pMuLE Lenti Dest eGFP s inzertem
WT_shift_ cDNA_RPS7 a 123_ds oligo (14 628 bp); 3, 4 = plazmid pMuLE Lenti Dest eGFP s inzertem
M_shift_ cDNA_RPS7 a 123_ds oligo (14 628 bp); 5, 6 = plazmid pMuLE Lenti Dest eGFP s inzertem
WT_shift_ cDNA_RPS7 a 528_ds oligo (14 628 bp); 7, 8 = plazmid pMuLE Lenti Dest eGFP s inzertem
M_shift_cDNA_RPS7 a 528_ds oligo (14 628 bp); 9 — pMuLE Lenti Dest eGFP (9 158 bp); nanéseci pufr —
6x Loading Dye (ThermoFisher), barvivo NK — GelRed (Biotium).
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Tab. 27: Koncentrace izolovanych plazmidt pMuLE Lenti Dest eGFP (14 628 bp)

Izolovany plazmid Vzorek ¢&. Koncentrace
(ng/pl)
PMULE Lenti Dest eGFP 1 57
s WT_shift cDNA_RPS7 a 123 _ds oligot2 2 78
PMUuLE Lenti Dest eGFP 1 121
s M_shift_ cDNA_RPS7 a 123 ds oligo 2 84
PMULE Lenti Dest eGFP 1 106
s WT_shift cDNA_RPS7 a 528 _ds oligo 2 35
PMUuLE Lenti Dest eGFP 1 40
s M_shift cDNA_RPS7 a 528 _ds oligo 2 50

WT — normalni (wild type), M — mutant

5.8 Produkce lentiviru

Uspésna transfekce embryonalnich bunék HEK293T/17 byla prokizana u obou
pouzitych transfekénich kiti (jetPrime, X-treme Gene 9) pomoci snimkid z konfokalniho
mikroskopu Spinning Disk CSU-X1. Na zakladé¢ detekce GFP signalu z transfekovanych
bunék byla kontrolovana tvorba lentivird. Na Obr. 28 je optimalizace transfekce HEK293T/17
bun€k prazdnym destina¢nim plazmidem dodanym vyrobcem pMULE Lenti Dest eGFP o

velikosti 9 158 bp. Srovnani Gspésnosti transfekce na zakladé obrazové analyzy je v Tab. 28.

Obr. 28 a): Transfekce bun¢k HEK293T/17 prazdnym pMuLE Lenti Dest eGFP (9 158 bp)

Hoechst 33342 GFP Hoechst 3342 + GFP

Bunécné linie HEK293T/17, zdroj ATCC cell line, zvétSeni 10x, fixace 4% formaldehydem 48 hodin po
transfekci; 1:1 = 1ug DNA:1 pl jetPrime transfekéni reagent; Hoechst 33342 = barveni jader HEK293T/17
(350/460 nm) GFP = protein GFP exprimujici se zexpresniho systému (488/510 nm),
Hoechst 33342 + GFP = spojeni Hoechstu 33342 a GFP
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Obr. 28 b): Transfekce bundk HEK293T/17 prazdnym pMuLE Lenti Dest eGFP (9158 bp)

Hoechst 33342 GFP Hoechst 33342 + GFP

Bunécéna linie HEK293T/17, zdroj ATCC cell line, zvétseni 10x, fixace 4% formaldehydem 48 hodin
po transfekci; 1:2 = 1pg DNA:2 pl jetPrime transfekéni reagent; 1:3 = 1ug DNA:3 pl jetPrime transfekéni
reagent; 1= X-treme Gene 9 transfekce - 1ug DNA, 2 = X-treme Gene 9 transfekce - 2 ug DNA, Hoechst 33342
= barveni jader HEK293T/17 (350/ 460 nm) GFP = protein GFP exprimujici se z expresniho systému
(488/ 510 nm), Hoechst 33342 + GFP = spojeni Hoechstu 33342 a GFP
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Tab. 28: Optimalizace transfekce prazdnym plazmidem pMuLE Lenti Dest eGFP (9 158 bp)

Zpisob Celkovy Transfekované Netransfekované
% uspésnost
transfekce pocet bunék buiky buiky
1:1 12 88 12
1:2 31 69 31
1:3 100 84 16 84
1 5 95 5
2 23 77 23

1:1 = 1ug DNA:1ul jetPrime transfekéni reagent, 1:2 = 1pg DNA:2 pl jetPrime transfekéni reagent; 1:3 = lpg
DNA:3 pl jetPrime transfekéni reagent, 1= X-treme Gene 9 transfekce 1pg DNA, 2 = X-treme Gene 9 transfekce
2 ug DNA

Optimalizace transfekce HEK293T/17 bun¢k plazmidem pMuLE Lenti Dest eGFP
s expresnim systém PMULE Lenti Dest eGFP s WT_shift_ cDNA_RPS7 a 123 ds oligo
pomoci jetPrime transfekéniho kitu a XtremeGENE 9 je na Obr. 30. Vysledky transfekce
HEK293T/17 bunék plazmidy pMuLE Lenti Dest eGFP s M_shift cDNA_RPS7 a 123
dsoligo, s WT_shift cDNA_RPS7 a 528 ds oligo a s M_shift cDNA_RPS7 a 528 ds oligo
korespondovaly suvedenym piikladem na Obr. 29 a), b). Detail transfekce bunék
HEK293T/17 pii vétsim zvétSeni (40x) je na Obr. 30. Srovnani upésSnosti transfekce

na zaklad¢ obrazové analyzy je v Tab. 29.

Obr. 29 a): Ttransfekce bun¢k HEK293T/17 expresnim pMuLE Lenti Dest eGFP
(14 628 bp)

Hoechst 3342 GFP tdTomato

Bunééna linie HEK293T/17, zdroj ATCC cell line, zvétseni 10x, fixace 4% formaldehydem 48 hodin
po transfekci; 1:1 = 1ug DNA:1 pl jetPrime transfekéni reagent, Hoechst 33342 = barveni jader HEK293T/17
(350/, 460 nm) GFP = protein GFP exprimujici se z expresniho systému (488/, 510 nm), tdTomato = protein
tdTomato exprimujici se z expresniho systému (554/, 581nm)
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Obr. 29 b): Transfekce bunék HEK293T/17 expresnim pMuLE Lenti Dest eGFP (14 628 bp)
Hoechst 3342 GFP tdTomato

Bunééna linie HEK293T/17, zdroj ATCC cell line, zvétSeni 10x, fixace 4% formaldehydem 48 hodin
po transfekci; 1:2 = Ipg DNA:2 pl jetPrime transfekéni reagent; 1:3 = Ipug DNA:3 pl jetPrime transfekéni
reagent, 1= X-treme Gene 9 transfekce 1pug DNA, 2 = X-treme Gene 9 transfekce 2 pg DNA, Hoechst 33342 =
barveni jader HEK293T/17 (350/, 460 nm) GFP = protein GFP exprimujici se z expresniho systému (488/, 510
nm), tdTomato = protein tdTomato exprimujici se z expresniho systému (554/, 581nm)
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Obr. 30.: Transfekce bunék HEK293T/17 expresnim plazmidem pMULE Lenti Dest eGFP pii
veétsim zvétseni (14 628 bp)

Hoechst 3342 GFP tdTomato Hoechst3342 +
GFP+tdTomato

Bunééna linie HEK293T/17, zdroj ATCC cell line, zvétSeni 40x, fixace 4% formaldehydem 48 hodin
po transfekci; Hoechst 33342 = barveni jader HEK293T/17 (350/, 460 nm) GFP = protein GFP exprimujici se

z expresniho systému (488/, 510 nm), tdTomato = protein tdTomato exprimujici se z expresniho systému
(554/581nm), Hoechst3342 + GFP+tdTomato = spojeni Hoechst 3342, GFP a tdTomato

Tab. 29: Optimalizace transfekce expresnim vektorem pMuLE Lenti Dest eGFP (14 658 bp)

Zpisob Celkovy pocet | Transfekované | Netransfekované
% tspésnost
transfekce bunék buriky buriky
1:1 13 87 13
1:2 45 55 45
1:3 100 89 11 89
1 28 72 28
2 39 61 39

1:1 = 1ug DNA:1ul jetPrime transfekéni reagent, 1:2 = 1ug DNA:2 pl jetPrime transfekéni reagent; 1:3 = lug
DNA:3 pl jetPrime transfekéni reagent, 1= X-treme Gene 9 transfekce 1pg DNA, 2 = X-treme Gene 9 transfekce
2 ug DNA

Na produkci lentiviri byl na zdkladé optimaliza¢nich reakci vybran jetPrime
transfekéni kit v poméru 1 pgDNA : 3 pul transfekéni reagent. Na Obr. 31 je ukazka
transdukovanych bunék U20S lentiviry obsahujici expresni systém pMuLE Lenti Dest eGFP
s WT _shift cDNA_RPS7 a 123 ds oligo. Vysledky transdukce lentiviri s ostatnimi
expresnimi vektory (M_shift cDNA_RPS7 a 123 ds oligo, WT_shift_ cDNA_RPS7 a 528 ds
oligo a M_shift cDNA_RPS7 a 528 ds oligo) korespondovaly suvedenym piikladem.
Uspé$nost transdukce do U20S bunék byla 37%.

84




Obr. 31: Transdukce bun¢k U20S lentiviry

Hoechst 33342
tdTomato Hoechst 33342 + GFP + tdTomato

Buné¢na linie U20S, zdroj ATCC cell line; 24 hodin po transdukci lentiviry s expresnim systémem pMuLE
Lenti Dest eGFP s WT_shift cDNA_RPS7 a 123 ds oligo, polybrene 8 mg/ml, zvétseni 40x; Hoechst 3342 =
obarveni jader U20S bunék, GFP = protein GFP exprimujici se z expresniho systému (Schéma 1), dsRed =

protein tdTomato exprimujici se z expresniho systému (Schéma 1), Hoechst 3342 + GFP + tdTomato = spojeni

Hoechst 3342, GFP a tdTomato
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6 DISKUZE

Informace a znalosti 0 dédi¢nosti, molekularnich a bunéénych procesech jsou
odvozeny ze studii aplikovanych na modelovych organizmech. K vyznamnym modelovym
organizmium patfi bakterie Escherichia coli, kvasinky Saccharomyces cerevisiae, hlistice
Caenorhabditis elegans, octomilka Drosophila melanogaster, zebticka Danio rerio, mys Mus
musculus (Lederberg a kol. 1996; Barnett a kol., 2007). Na modelovém organizmu Danio
rerio byl u prvniho vytvofeného modelu lidského onemocnéni definovan mutantni gen
ALAS-2, ktery zodpovida za poruchu krve a tvorbu hemoglobinu (Brownlie a kol., 1998).

Nékteré informace mohou byt ziskany nejen zin vivo testdl na zivocisnych
organismech, ale mohou byt poskytnuty i z testt in vitro z riznych bunéénych linii. U vétSiny
modelovych systémd je dulezité mit moznost sou¢asné manipulovat s vice geny najednou, tak
aby byl co nejpiesnéji simulovan stav vybraného onemocnéni (Ciriello a kol., 2013).

Na prvnim haploinsuficientnim bunééném modelu charakteristickém pro Diamond-
Blackfanovu anémii byla k uml¢eni ribozomalniho proteinu 7 (RPS7) pouzita siRNA, ktera
byla pfipravena pomoci T7 RiboMAX™ Express RNAi systému. Piiprava siRNA spocivala
ve dvou krocich, nejprve in vitro transkripci z T7 promotoru vznikly sense a antisense fetézce
a ty byly na zaklad¢ jejich komplementarity spojeny (annealovany). Na zakladé dostupnych
publikaci od Elbashir a kol., 2001 a Donze a kol., 2002 byly na transfekci molekulami siRNA
pouzity bunééné modely - lidské bunky HeLa a HEK-293. Na transfekci bunék bylo pouzito
vice transfecnich kitd a to konkrétné Lipofectamin RNAIMAX reagent (Invitrogen) (Zhao
a kol., 2008), jetPrime transfek¢ni kit (Polyplus) (Nikala a kol., 2016) a X-tremeGENE 9
siRNA transfekéni kit (Roche) (Elbashir a kol, 2001). Pravé posledni zminénny zajistil u obou
bunécnych linii snizeni exprese genu RPS7 0 35 % - 59 %.

siRNA za ucelem umlceni vybraného genu lze pouzit kromé lidskych bunéénych linii
I pfimo u nékterych modelovych organizmu - Caenorhabditis elegans (Fraser a kol., 2000)
a Drosophila melanogaster (Clemens a kol., 2001).

U komplikovanégjsiho a sofistikovanéjSiho bunécného haploinsuficientniho modelu
Diamond-Blackfanovy anémie byl pouzit multicistronicky lentivirovy expresni systém
(MUuLE) zaloZeny na klonovaci technologii Gateway (Multiple Lentiviral Expression System
Kit, Addgene). Tvurci tohoto expresniho kitu vytvorili 104 vektortt pro klonovani riznych
inzertl (sgRNA, shRNA, cDNA, hCas9) prosttednictvim restrikénich endonukledz. Do
jednoho z téchto vektorti byly klonovany pozménéné wild type a mutantni sekvence genu

RPS7 , jejichz exprese byla fizena inducibilnim promotorem CMV/TO. Do dalsiho vektoru,
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ktery byl uzptisoben k inducibilnimu spusténi exprese ShRNA (promotor H1), byla klonovana
navrzena shRNA sekvence syntetizovana z jednovlaknovych DNA oligonukleotida
(Addgene). Soucasti kitu byly i veketory se zaklonovanym genem pro fluorescenéni protein
tdTomato a genem pro puromycinovou rezistenci. VSechny tyto 4 inzerty (CDNA, shRNA,
tdTomato, Pur) byly pieneseny klondzovou reakci do destina¢niho vektoru s fluorescencnim
reportérem eGFP. Uspé&snost LR rekombinaéni reakce (LR Clonase II Plus enzyme, Thermo
Scientific) zavisi na poc¢tu rekombinovanych sekvenci do destina¢niho vektoru. Tzn., ze
pii rekombinaci 2 sekvenci je zisk destinaéniho vektoru s témito inzerty 90%, pii rekombinaci
3 sekvenci se Uspésnost takto ziskanych vektorli snizuje na 65 % a v nasem piipadé pii
rekombinovani 4 sekvenci je G¢innost na pouhych 25 % (Albers a kol., 2015). Embryonalni
bunky HEK293T/17 byly transfekovany vzniklym destina¢nim vektorem se zabalovacimi
lentivirovymi plazmidy psPAX2 a pMD2.G za vzniku lentivirti. Lidské buiiky osteosarkomu
U20S byly témito lentiviry s destinaénim vektorem transdukovany. V dalSich studii bude
proto nutné zlepsit ucinnost transdukce U20S bungk lentiviry, protoze uspésnost transdukce
bunek U20S lentiviry obsahujici expresni systém probehla pouze na 37 %.

Po integraci expresniho systému do buné¢k U20S by mélo nasledovat spusténi exprese
shRNA proti nativnimu genu RPS7 pomoci induktoru doxycyklinu a nasledné pomoci
tetracyklinu spusténa exprese WT a M sekvence genu RPS7 se zaménénymi kodony.
Simultanni exprese téchto dvou sekvenci by méla vést k tvorbé haploinsuficientniho modelu
Diamond-Blackfanovy anémie. Zmény v expresi genu RPS7 by byly méfeny stejnym
zpusobem jako je tomu v jednoduchém haploinsuficientnim bunééném modelu v kapitole 4.5.
Pti spousténi exprese WT a M sekvence s pozménénymi kodony by se mély detekovat
fenotypové zmény typické pro Damond-Blackfanovu anémii, a to pfedevSim v jadérku bunék.

Pouze 37% uspésnost transdukce U20S bunek lentiviry mohla mit vice pficin. Pfi
tvorbé expresniho vektoru nebyl pouzit na izolaci vsech plazmidu kit odstranujici endotoxiny
(EndoFree Plasmid Kit, Qiagen), které by mohly mit vliv na vytézek virt. Kritickymi faktory
pro tvorbu lentivirti jsou reak¢éni podminky, velikost expresniho vektoru uréeného k pienosu
a transfek¢éni metody. V prabéhu transfekce HEK293T/17 nesmi dojit ke snizeni pH v DMEM
médiu (zlutd barva). Dale ma vliv na ucinnost produkce lentiviri velikost transfekéniho
lentivirového destinacniho vektoru, tzn. 9 kbp vektor je zabalen do virt snaze nez vektor
15 kbp (Logan a kol., 2004; Sena-Esteves a kol., 2004; Mitta a kol., 2005). Pro zvyseni tvorby
lentivird je mozné vyzkousSet i jiné transfekéni metody, které by mohly zajistit vyssi a¢innost
vzniku lentivirt. Napiiklad firma ATCC doporucuje protokol TransfeX zalozeny na stejném

principu jako transfekéni kit X-tremeGene 9. Dale je mozné pouzit kalcium fosfatovou
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transfekci, ktera je zalozena na pfenosu DNA do bunék pomoci sraZeniny s kladné nabitym
vapnikem a zaporné nabitymi fosfaty (Yacoub a kol, 2007) nebo je DNA pienasena pomoci
lipozomu prostrednictvim Lipofectamine 2000 (Logan a kol., 2004).

V disledku nedostatku mnozstvi proteinu RPS7 je naruSena biogeneze malé
eukarytické ribozomalni podjednotky 40S, a tim je naruSena cela tvorba ribozomid. Na
spravnou syntézu ribozomua dohlizi protein p53 (Wool, 1979; Lane, 1992). Chyby v syntéze
ribozomu jsou viditelné jak ve struktuie jadérka, tak i na Grovni transportu ribozomalnich
podjednotek (James a kol., 2014). Na vizualizaci abnormalni struktury jadérka v dusledku
RNA interference lze v lidskych buiikach pouzit techniku nepiimé imunofluorescence
jadérkovych proteint. Jadérkové proteiny jako jsou napf. fibrillarin a nukleolin se vyznamné
podili na procesu tvorby pre-rRNA pii biogenezi ribozomu (Newton a kol., 2003).

K metoddm analyzy zmén (sniZeni/zvySeni) exprese ur¢it¢ho genu pro dany protein
slouzi krom¢& imunofluorescen¢niho znaceni jdérkovych zmén zejména real-time PCR
a western blot na proteinové urovni. Pfi real-time PCR je detekce mnozstvi CDNA umoznéna
pritomnosti fluorescen¢niho reagentu (napi. Eva green). Nasledna kvantifikace je provadéna
bud’ castéjsi relativni kavntifikaci nebo kvantifikaci absolutni zalozené na kalibraéni kiivce.
Pro kvantifikaci je nutné vyhodnotit vnitini kontrolu (napf.: GAPDH, aktin). Analyticka
technika western blot slouzi k detekovani G¢inku siRNA nebo shRNA na vznik vybraného
proteinu ve vzorku.

Z vektorti soucasti MuLE expresniho kitu 1ze vytvofit tricistronicky, tetracistronicky
a pentacistronicky lentivirovy expresni vektor. Napfiklad tricistronicky vektor pLenti-CMV-
TetR-Blast byl navrzen tak, aby byla souc¢asné exprimovana shRNA proti mySimu genu Trp53

612V 7 inducibilniho

(analog tumor supresorového genu p53 u ¢lovéka) a protoonkogen H-Ras
promotoru CMV/TO. Kontrolnim reportérem pro sledovani tvorby nadoru byl fluorescencni
protein iRFP. Timto lentivirovym plazmidem byla transdukovdna mysi bunécna linie
fibroblastt (MEFs). Analyza western blotem prokazala sniZzeni proteinu p53 a exprese
proteinu H-Ras®?" byla vyvolana po pfidani induktoru - doxycyklin. Doxycyklin je
tetracyklinové antibiotikum, které spolehlivé ni¢i grampozitivni/gramnegativni bakterie
a indukuje expresi ShRNA molekul. Fibroblastové buitky MEFs rostly jako nddorové az pouze
po pridani doxycyklinu (Campeau a kol., 2009). Na doxycyklin inducibilnim promotoru byla
navrzena i ShRNA k umléeni genu RPS7 na tvorbu DBA modelu.

Multicistronicky expresni systém by mohl mit velky potencial v novodobém odvétvi

genového inzenyrstvi. Ke svému zviditelnéni byl vytvofen pentacistronicky vektor, z kterého

byla simultanné exprimovana shRNA proti tumor supresorovému genu retinoblastomu (Rb1)
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a shRNA proti fosfaitovému a tenzinovému homologu (Pten). Zbyvajicimi geny, které
se z pentacistronikcého vektroru exprimovaly byl gen H-Ras®?’, CreER” a gen
pro puromycinovou rezistenci. Vyprodukované lentiviry s pentacistronickym vektorem
transdukovaly bunéfnou linie mySich fibroblastd (MEFs). Pomoci western blotu byla
detekovana snizena exprese proteinu Rbl, Pten i p53 a naopak nadmérna exprese proteinu
H-Ras®*?¥. Na vizualni kontrolu byly buiiky dodateéné transdukovany vektorem
s fluorescencnim proteinem eGFP (Albers a kol., 2015).

Z dostupnych publikaci od Platt a kol., 2014; Sanchez-Rivera a kol., 2014a Xue a kol.,
2014 vyplyva velka vyhoda pouziti tohoto systému v pouziti in vivo v mySich modelech.
MuLE systém by se mohl stat idedlni experimentalni platformou pro tvoru vektort, které by
umoznily simultanné manipulovat svice sekvencemi najednou pouzitim technologie
CRISPR/Cas9. Na zakladé¢ této iniciativy byl vytvofen tetracistronovy vektor uréeny

Glz2v

k expresi k expresi genu H-Ras”™“", genu hCas9 , genu pro puromycinou rezistenci

a k expresi sgRNA zamétené na oblast exonu 7 nebo 8 genu Trp53. Vzniklé viry s exprimujici
se SgRNA proti Trp53 a s exprimujicim se genem H-Ras®*?Y

Rivera a kol., 2014).

vedla k tvorbé nadort (Sanchez-

Vektory multicistronického lentivirového expresniho kitu 1ze nejen pouzit ke studiu
a k tvorbé modelti nadorovych a dalSich onemocnéni, ale jsou potencialnim piislibem pro
genovou terapii somatickych bun¢k pfimo na mySich. Otazkou budoucnosti by mohlo byt
jejich vyuziti 1 na jinych savcich. Na zaklad¢ studii Aiuti a kol, 2013 a Biffi
a kol., 2013 byla prokazana bezpecnost téchto lentivirovych vektorti béhem genové terapie.
Hlavni vyhoda tohoto expresniho systému spociva ve schopnosti manipulovat s genetickym
materidlem primérnich sav€ich bunék. K manipulacim patti jak schopnost indukovat expresi

vybraného genu, tak pomoci shRNA umlcet vybrany cilovy gen.
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7 ZAVER

Jednoduchy model haploinsuficience pro Diamond-Blackfanovu anémii byl vytvoien
prostiednictvim syntetizované siRNA molekuly, kterd slouzila kumléeni exprese
ribozomalniho proteinu 7 u lidskych buné¢énych linii HeLa a HEK-293. Pii pouziti
0,4 ng siRNA byla snizena exprese genu RPS7 0 46 %, pii aplikaci 2,5 pg siRNA o 50 %
a pii pouziti 5 ng siRNA o 58%. U bunck HEK-293 byla sniZzena exprese genu RPS7
0 35 % pti pouziti 0,4 ug SiRNA, 0 53 % pii 2,5 ug siRNA a o0 59 % pii aplikaci 5 pg siRNA.
V ptipadé tvorby haploinsuficientniho modelu na HeLa nebo i HEK-293 buiikach by bylo
pouzito 2,5 pug siRNA.
byl tvofen pomoci multicistronického lentivirového expresniho systému. V navrzeném
systému byla pro dosazeni haploinsificience navrzena shRNA proti ribozomalnimu proteinu
7, kde byl pouzit inducibilni promotor H1. Souc¢asti navrzeného systému byla wild typova
a mutantni sekvence genu RPS7, jehoz exprese je fizena inducibilnim promotorem CMV/TO.
Na zédklad¢ optimalizacnich reakci transfekce bylo pii transfekci HEK293T/17 bunék
praddznym plazmidem pMuLE Lelni Dest eGFP (9 158bp) dosaZzeno 84% Uspé&Snosti
prostfednictvim jetPrime transfek¢niho kitu (1:3). Taky pfi transfekci HEK293T/17 bun¢k
expresnim plazmidem pMuLE Lelni Dest eGFP (14 658bp) bylo dosazeno 89% uspéSnosti
prostiednictvim jetPrime transfekéniho kitu (1:3). Usp&snost transdukce U20S bunék byla na
37 %.

Finalni tvorba haploinsuficientnino modelu Diamond-Blackfanovy anémie nebyla
pomoci multicistronického lentivirového expresniho systému na zakladé expreimentalni ¢asti

dokoncena. Na celém systému se z diivodu jeho ¢asové naro¢nosti a potencialu stale pracuje.
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