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1 UVOD

CRISPR interference je relativné novy pfistup, prostfednictvim kterého Ize dosahnout
regulace genové exprese bez trvalé zmény genomu. Je zalozen na principu fungovani
CRISPR prokaryotniho imunitnino systému, ktery je schopen rozpoznat cizorodou
genetickou informaci a vytvofit specidlni malé RNA komplementarni k cizi genetické
informaci. RNA poté slouzi k navedeni nukleasy Cas9, ktera cizorodou genetickou
informaci rozstépi. V ramci CRISPR interference je Cas9 nahrazena katalyticky nefunkéni
dCas9, ktera je fuzovana s represivnim modifikatorem chromatinu a dCas9-represor
doména zpusobuje nasledné inhibici exprese konkrétnich genu (Gilbert et al., 2013).

K uréeni molekularnich cill cytotoxickych latek Ize vyuzivat CRISPR interferencni
screening, ktery je zaloZen na inhibici gent v rdmci celého genomu. Schopnost proliferovat
v prostfedi cytotoxické latky maji buriky, u kterych doslo k inhibici genl, které jsou
oznacené jako molekularni cile. Souc¢asné s uréenim molekularnich cili Ize urcit geny,
jejichz produkty poskytuji burice rezistenci na danou cytotoxickou latku.

Nukleosidovy derivat PNH192 vykazuje vysokou cytotoxicitu viéi nadorovym
bunkam. Spolecné s dalSimi nukleosidovymi derivaty, AB61 a PNH173, je povazovan za
potencialni protinadorové |éCivo (Perlikova et al., 2016; Je€menova, 2020).

Cilem bakalarské prace bylo prostfednictvim CRISPR interference identifikovat
molekularni cile nukleosidového derivatu PNH192 a ovéfit expresi CRISPR komponent

v priibéhu kultivace bunék pfi selekénim tlaku latkou PNH192.



2 CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe zamérené na CRISPR/Cas9 technologie a inhibici exprese
prostiednictvim CRISPRi systém(

2. Osvojeni zakladnich technik prace v laboratofi tkarovych kultur

3. Transdukce bunécné linie K562 dCas9 KRAB lentiviry nesoucimi sgRNA vuéi celému
lidskému genomu za ucelem identifikace molekularnich cild nukleosidového derivatu
PNH192

4. Selekce transdukované linie latkou PNH192 a selekénimi antibiotiky

5. Ovéreni exprese dCas9 a sgRNA v transdukované a selektované linii a izolace DNA

6. Zpracovani vysledk(l a sepsani bakalarské prace
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Prokaryotni imunitni systém

Shroméazdéné pravidelné rozmisténé kratké palidromické repetice, znamé pod zkratkou
CRISPR, jsou repetice sekvence DNA prolozené podobné dlouhymi nerepetitivnimi
sekvencemi DNA, nazyvané jako spacer. CRISPR se vyskytuje u obou domén prokaryot,
tedy u bakterii a archei, a sekvence dosahuji délky od 21 bp do 37 bp (Jansen et al., 2002).

CRISPR/Cas systém je schopen plnit funkci adaptivniho imunitniho systému u
bakterii a archei proti virdm a cizorodé DNA. Jedna se o imunitni systém zaloZeny na
malych molekulach RNA a jejich schopnosti sekvenéné specifické detekce a umli€eni cizich
nukleovych kyselin (Wiedenheft et al., 2012). Systém je pfitomen u pfiblizné 50 % bakterii
a 90 % archei (Grissa et al., 2007).

CRISPR/Cas zprostredkovavéa imunitu v réamci tfi fazi (Obrazek 1). V prvni fazi, tzv.
adaptace, je rozeznana genetickd informace faga nebo plasmidu a jeho sekvence,
nazyvana jako tzv. protospacer (prekurzor spaceru), je viozena do CRISPR lokusu mezi
dvé repetitivni sekvence (Marraffini & Sontheimer, 2010).

Soucasti genetické informace cizorodé DNA je kratka sekvence 2 az 5 nukleotidd,

oznacovana jako PAM neboli motiv pfilehly k protospaceru, kterd se nachazi bezprostfredné

ADAPTACE

CRISPR lokus
ARRNRRNE
¢ Transkripce

pre-crRNA
A A RERRRE |
¢ Zpracovani

EXPRESE

Zralé crRNA

S S TR e
e Sood Bed TR
— Ribonukleopiteinovy
komplex

Mistné specifické
zacileni a odstfizeni

INTERFERENCE

Obrézek 1: Schématicky pribéh tfi fazi imunitniho CRISPR/Cas procesu (Upraveno podle: Terns & Terns, 2011).
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za sekvenci protospaceru a je zodpovédna za specifické zacileni Cas nukleasy béhem
interference (Mojica et al., 2009). Pro integraci protospaceru do palindromické repetitivni
sekvence se vyzaduje pfitomnost minimalné Cas1 a Cas2 nukleas, které jsou vSéeobecné
pfitomné v genomech organisml s CRISPR/Cas (Bhaya et al., 2011).

Ve druhé fazi, tzv. expresi, dojde k expresi Cas genu a transkripci prekurzorové
CRISPR RNA (pre-crRNA), kterd je nasledné rozstépena na kratSi CRISPR-RNA (crRNA)
(Brouns et al., 2008).

Ve treti fazi, tzv. interferenci, se crRNA komplementarné vaze k sekvenci DNA
obsahujici protospacer a dochazi k odstépeni crRNA spojené s cizi genetickou informaci

coz vede k uml€eni nukleové kyseliny (Garneau et al., 2010).

3.1.1 CRISPR/Cas systémy

V okoli CRISPR lokusll se nachazi geny oznacované jako Cas, neboli CRISPR-asociované
sekvence, kédujici specifické Cas proteiny nezbytné pro spravnou funkci CRISPR
imunitniho systému (Jansen et al., 2002).

V soucasné dobé existuji dvé tfidy CRISPR/Cas systému rozdélené podle pfitomnych
efektorovych modull béhem exprese a interference (Obrazek 2). Trida 1 obsahuje moduly
sloZzené z vice Cas proteinu, které tvofi komplexy vazajici crRNA a v pfitomnosti dalsich
Cas proteinu zprostredkovavaji expresi a interferenci. Jedna se o systémy typu I, lll a V.
Naopak tfida 2 zahrnuje jeden vicedoménovy protein vazajici crRNA, ktery kombinuje
aktivity potfebné pro interferenci, popfipadé expresi a interferenci. Jedna se o typy Il, V, VI
(Makarova et al., 2015; Makarova et al., 2020).

Nejvice prozkoumanym typem je typ Il, kdy béhem exprese zprostifedkovani imunitni
odpovédi je kromé crRNA pritomna i nekodujici transaktivujici RNA (tracrRNA). Nasledné
spojeni crBNA a tracrBNA s Cas9 nukleasou v ribonukleoproteinovy komplex zpUsobi

rozpoznani cizorodé DNA a jeji nasledné stépeni (Jinek et al., 2012).

Adaptace Exprese Interference Signalni transdukce

1 [ 11
Pomocna’
Zpracovani Vazba crRNA na sekvenci Rozstépeni ve Syntéza Ing nebo
Integrace spaceru 7 ZTRN B arery specifickem misté  Cop | oenzor Efekdor nukleas mf?zn'z\mu
unkce

Sekvence
repetici

I P —
e (D (D ) () (D (0 (5 (D ) )
£ en (D @ G 6 (1 6 (5 @ o D G o
e W0 o () (G) () () e
T NG [ LT — e

Trida 2

wv N 560 @ T @ )
L 1 R ES 2 CEEETTTT

Obrazek 2: Rozdéleni CRISPR/Cas systémi do tiid a typl podle piitomnych Cas proteint v jednotlivych fazich
CRISPR/Cas procesu, véetné funkce jednotlivych Cas proteinii (Upraveno podle: Makarova et al., 2020).
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3.2 Editace genomu

Pro editaci genomu pomoci CRISPR/Cas technologie se vyuziva systému typu I, kdy fuze
crRNA a tracrRNA vytvofi jednovliaknovou guide RNA (sgRNA), ktera navadi Cas9 protein
do specifickych lokust genomu (Jinek et al., 2012; Mali et al., 2013). Nukleasova povaha
Cas9 zplsobi dvouretézcovy zlom DNA (DSB) a nasleduje jeden ze dvou mechanismu
opravy (Obrazek 3). Pfi nepfitomnosti homologniho DNA templatu dochéazi k tzv.
nehomolognimu spojovani koncl (NHEJ), ktery je nachylny k chybam a zplsobuje inzerce
nebo delece v DNA a tedy dochazi ke vzniku tzv. InDel produktt (Barnes, 2001). Pokud je
pfitomen homologni synteticky templat, dochazi k opravé fizené homologii (HDR), ktera
poskytuje moznost zmén parl bazi, cehoz muze byt vyuzito napriklad ke genové terapii
(Bosch et al., 2002).

NHEJ

T “TTTTITTIII I 1
(AARRRNRNNRNNT] METTIRRNERERN T

T delece
ARERRSIRNININERREEIREEER

nebo

A rrrrrnrrnnnn IARARARRRARARA)
Inzerce (EEEESEEENSENREN) LALA AL L L LL L L)

HDR

SRR R RRERRRY] “TTTTITTITI I I T
[AERRRRRRRRRRT) TR RRRRRRT

+
TITITTIIrI T
[ RN LA ALl

synteticky templat

Ty TTITTITTITII Y
RARR RN Ll

homologni modifikace

Obrazek 3: Schéma mechanismu oprav dvouretézcovych zlomi DNA (DSB) prostrednictvim nehomologniho
spojovéni koncu (NHEJ) a oprav fizenych homologii (HDR) (Upraveno podle: Li et al., 2020).

3.2.1 Nukleasa zinkového prstu a transkripéni aktivatorova efektorova

nukleasa

K editaci genomu Ize kromé CRISPR/Cas technologie vyuzit i endonukleasy Fokl, ktera je

soucasti dvou restrikénich enzymu pouzitelnych ktvorbé DSB. Jedna se o nukleasu
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zinkového prstu (ZFN) a transkripni aktivatorovou efektorovou nukleasu (TALEN)
(Bibikova et al., 2002; Christian et al., 2010).

ZFN je synteticky protein slozeny ze dvou domén, a to DNA $tépici a DNA vazebné
(Li et al., 1992). DNA vazebna doména je sekvenéné specifickd a sklada se ze tfi sad
zinkovych prsta, kdy kazdy prst tvori priblizné 30 aminokyselin, na které je navazany jeden
atom zinku, a doména vaze 3 pary bazi DNA (Pavletich & Pabo, 1991). DNA Stépici doména
obsahuje endonukleasu Fokl/ (Kim et al., 1996), ktera ziskava $tépici vlastnost az po
dimerizaci a k editaci genomu je tedy tfeba dvojice ZFN (Bitinaite et al., 1998).

TALEN je protein obsahujici N-terminalni TALE (transkripCni aktivatorovy efektor)
DNA vazebnou doménu a DNA Stépici doménu. TALE DNA vazebna doména je pfitomna
u bakterii rodu Xanthomonas (Boch et al., 2009) a je slozena z 33 az 35 opakujicich se
parll bazi a 2 hypervariabilnich aminokyselin, které jsou znamé jako Repeat Variable
Diresidue (RVD), které dodavaji TALEN jeho specificnost (Deng et al., 2012). DNA Stépici
doména obsahuje, stejné jako ZFN, endonukleasu Fokl/, ktera se musi pro svou aktivitu

vyskytovat jako dimer (Miller et al., 2011).

3.3 Regulace transkripce

Transkripce eukaryot je regulovana molekularnimi faktory zahrnujicimi transkripéni faktory,
kofaktory, tedy koaktivatory a korepresory, a regulatory chromatinu (Lee & Young, 2013).
Dulezitou roli v genové regulaci hraji nekodujici RNA (ncRNA), jejichz funkce je rozdéluje
na provozni a regulacni. Mezi provozni ncRNA se fadi RNA se strukturnimi a katalytickymi
funkcemi, jako jsou napfiklad tRNA, rRNA, mala jaderna RNA (snRNA), mala jadérkova
RNA (snoRNA) a gRNA. Regulaéni ncRNA se rozliSuji podle délky na kratké, respektive
malé, do délky 200 nukleotidu, a dlouhé, nad délku 200 nukleotidl. Mezi regulacni kratké
NcRNA patii mikroRNA (miRNA), mala interferujici RNA (siRNA) a Piwi interagujici RNA
(piRNA). Do skupiny regula¢nich dlouhych ncRNA patfi pouze dlouhé nekddujici RNA
(IncBRNA) (Casamassimi et al., 2017).

3.3.1 Regulace transkripce nekédujicimi RNA

Priblizné 2 % lidského genomu je transkribovano do nekoédujicich RNA (ncRNA), pricemz
NcRNA nejsou translatovany do sekvence aminokyselin proteinu. ncRNA jsou soucasti
mnoha biologickych procesu, napfiklad tRNA a rRNA jsou klicové béhem translace, miRNA
a siRNA maji vliv na regulaci genové exprese, zaroven vsak reguluji vyvojové procesy i
béhem onemocnéni, kdy nékteré RNA vykazuji funkci jako tumor-supresory nebo onkogeny
(Pavet et al., 2011).

14



Dlouhé nekoédujici RNA (IncRNA) jsou RNA transkripty del$i nez 200 nukleotidu
majici regulaéni funkci. Jaderné dlouhé nekddujici RNA (IncRNA) moduluji  aktivitu
transkripénich faktor(l, zprostredkovavaji interakce s chromatinem a tim zmény struktury
chromatinu a vytvareji prostorovou organizaci jadra, jelikoz jsou asociovany s jadérkem,
paraspekulami, jadernou laminou a chromozomy (Kugel & Goodrich, 2012; Clemson et al.,
2009). Cytoplasmatické INcRNA slouzi ke zprostrfedkovani signalnich transdukénich drah a
kontrole posttranskripéni genové exprese, prikladem reguluji aktivitu a hladinu mRNA a
proteinl (Du et al., 2016).

Malé nekédujici RNA (sncRNA) jsou molekuly RNA neprevySujici délku 200
nukleotidl, které jsou pfitomné u bakterii, archei i eukaryot. Mezi nejvice prozkoumané
sncRNA patfi mikroRNA (miRNA) od délce 21-23 nukleotidl, malé interferujici RNA
(siRNA) o délce 20-25 nukleotidd a RNA interagujici s Piwi (piRNA) o délce 24-31
nukleotidd (Wilson & Doudna, 2013; Meister & Tuschl, 2004; Kim et al., 2009)

MikroRNA (miRNA) vyvolava degradaci specifické mRNA a translaéni represi tvorbou
RNA-indukovaného umi€ovaciho komplexu (RISC) sdruzenim s proteinem podrodiny
Argonaute (AGO) zrodiny Argonaute. Biogeneze miRNA z pre-miRNA je zavisla na
endonuklease Dicer (Wilson & Doudna, 2013). miRNA komplementarné interaguji s 3°
neprelozenou oblasti (3'UTR) cilovych mRNA, avSak miRNA neni pIné komplementarni
k mRNA. V cilovych oblastech mRNA zpUsobi RISC deadenylaci a poté ztratu Cepicky
komplexem DCP1-DCP2 (Chang et al., 2014) (Obrazek 4 — vpravo).

Malé interferujici RNA (siRNA) jsou RNA, s dvounukleotidovymi pfesahy na 3‘ konci,
vznikajici zkracenim dlouhé dsRNA nebo malé vliasenkové RNA (shRNA). dsRNA vznika
transkripci nebo enzymaticky, napfiklad pomoci RNA-dependentni RNA polymerasy
(RdARP) (Meister & Tuschl, 2004). Maturace siRNA je zavisla na endonuklease Dicer a
podobné jako miRNA nebo piRNA tvofi RNA-indukovany uml€ovaci komplex (RISC)
(Hammond et al., 2000). Duplexy siRNA slouzi ke spusténi RNA interference (RNAI) a
specificky potlacuji expresi genu $tépenim cilové mRNA, jelikoz se v plné délce vazou
komplementarné k mRNA (Elbashir et al., 2001) (Obrazek 4 — vlevo).

RNA interagujici s Piwi (piRNA) jsou malé RNA, které se sdruzuji s proteiny Piwi,
patfici do rodiny Argonaut, za tvorby RNA-indukovaného uml€ovaciho komplexu (RISC)
nezavisle na endoribonuklease Dicer (Kim et al., 2009). Vyzréla piRNA je transportovana
do jadra, kde se vramci primarni biogeneze piRNA vyuziva k umléeni transpozon(
komplementarnim spojenim s urCitym transpozonem a jeho naslednym $tépenim
(Brennecke et al., 2007).

Mala jadérkova RNA (snoRNA) slouzi k navedeni a zprostfedkovani posttranskripéni
methylace 2'-O-ribosy a pseudouridylace rRNA a snRNA, coz vede ke zlepSeni funkce

ribozom0 a spliceozom (Jack et al., 2011).
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Mala vlasenkova RNA (shRNA) je syntetickd jednofetézcova RNA, ktera ma
komplementarni konce spojené vlasenkovou smycékou. shRNA je transkribovéna v jadre
z expresniho vektoru, zpracovana endonukleasou Dicer na funkéni siRNA a siRNA je
zatlenéna do komplexu RISC, kdy nasleduje komplementarni navdzani na mRNA
zpUsobuijici pouhé potlaceni translace nebo celkovou degradaci mRNA (Paddison et al.,
2002).

dSRNA pre m|RNA

AL

Vedlejsi viakno
degradovano

VedlejSi viakno

rozstépeno Aktivovany RISC

Komplementarni vazba \ Neupina komplementarni

vedouciho viakna dsRNA / vazba vedouciho viakna
na cilenou mRNA dsRNA na cilenou mRNA

mRNA mRNA@

l I 3'UTR

Stépeni mRNA Represe translace,
degradace mRNA,
nebo stépeni mMRNA

Obrazek 4: Biogeneze siRNA z dsRNA a miRNA z pre-miRNA a schéma nasledné regulace transkripce
maturovanou siRNA a miRNA (Upraveno podle: Lam et al., 2015).

3.3.2 Snizeni exprese pomoci dCas9 systému

Jak jiz bylo zminéno v systému CRISPR/Cas typu Il vznika ribonukleoproteinovy komplex,
slozeny z crRNA, tracrRNA a Cas9, kdy Cas9 ma schopnost sekvenéné specifického
stépeni DNA zpUsobujici dvouretézcovy zlom. Komplex se da zjednodusit vyuzitim single
guide RNA (sgRNA), ktera vznikla fuzi crRNA a tracrRNA (Jinek et al., 2012).

U bakterii dochazi k az stonasobnému potlaceni transkripce vyuzitim katalyticky
neaktivni Cas9 nukleasy (dCas9) a sgRNA cilici na kodujici oblast. dCas9 stericky blokuje
vazbu RNA polymerasy béhem elongace nebo transkripénich faktorld béhem iniciace
transkripce. U lidskych bunék dochazi pfi pouziti dCas9 a sgRNA k pfiblizné
dvojnasobnému snizeni genové exprese, pficemz regulace je zavisla na cilovém lokusu a
faktorech jako jsou napfiklad vzdalenost od pocatku transkripce a stav chromatinu. Pro
proces vyuzivajici katalyticky neaktivni Cas9 (dCas9) a sgRNA k regulaci genové exprese
se ujal ndzev CRISPR interference (CRISPRI) (Qi et al., 2013).
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Ke zvyS$eni regulace exprese, tedy k vyssimu potlaceni transkripce, I1ze dCas9 fuzovat
s doménami vyvolavajici represivni modifikaci chromatinu (Obrazek 5) (Gilbert et al., 2013).

Mezi prvni testované domény schopné vyvolat represivni modifikaci chromatinu
patfili: Kruppel-associated box (KRAB), ChromoShadow (CS) a WRPW. Ze tfi vyse
zminénych vykazovala doména KRAB pétinasobné snizeni exprese a domény CS a
WRPW vykazovaly pouze dvojnasobené snizeni, které odpovidalo snizeni pouze
prostrednictvim dCas9 proteinu (Gilbert et al., 2013).

Nasledné bylo protestovano 28 domén vyvolavajicich represivni modifikaci
chromatinu po fuzi s dCas9 a pfi prfitomnosti sgRNA. Nejlépe dopadla doména HP1A, u
které doslo az k osminasobnému snizeni exprese, a nasledovaly domény NIPP1, MBD2B,
HDT1, SINSA a MeCP2 s mensSim snizenim exprese nez HP1A. Zminénych 6 domén a
navic doména KRAB bylo navzajem fuzovano v bipartitni represory, pfi€emz spojeni dvou
represory vyvolalo jesté silnéj$i snizeni exprese od pétinasobku do Sedesatinasobku oproti
dCas9. Jako nejucinnéjsi bipartitni represor byl urcen KRAB-MeCP2 (methyl-CpG-vazebny
protein 2), pfi€emz na dCas9 je napojena doména KRAB (Yeo et al., 2018).

Doména KRAB patfi k nejvice vyuzivanym represivnim efektordm a potlacuje
transkripci prostrednictvim interakce s KAP1, ktera funguje jako leSeni pro nabor

korepresoru (Friedman et al., 1996).

dCas9 fazovany s
represorem (KRAB)

sgRNA
T T

\ / Transfekcel/virova infekce

Lidska bunka

Transkripéni represor
(KRAB)

dCasQJ,O
sgRNA | &
T I

Cilene geny Lidsky genom
—
J L l

L
Cileni na DNA Regulace transkripce
%rostfednictvim prostrednictvim

NA efektoru

Obrazek 5: Mechanismus inhibice genové exprese pri transfekci bunék sgRNA a dCas9 fuzovaného s
transkrip¢nim represorem (Upraveno podle: Gilbert et al., 2013).



3.3.3 Srovnani systému regulujicich transkripci

RNA interference (RNAI) byva v terapeutické aplikaci dosahnuto nej€astéji vyuzitim siRNA
nebo shRNA, jelikoz jsou komplementarni k cilené ¢asti mMRNA v celé délce (Elbashir et al.,
2001; Paddison et al., 2002).

siRNA je schopna potlacit genovou expresi i mimo cilovou mRNA, jelikoz siRNA
mohou tolerovat nékolik komplementarnich neshod na cilové mRNA, nebo dochazi k jeji
degradaci ucinkem endogennich nukleas. Popfipadé muize siRNA soutézit uvniti bunky
s endogennimi miRNA (Birmingham et al., 2006). Pfi pouziti ShRNA je pravdépodobnost
specifickych i nespecifickych zacileni mimo cilové mRNA mensi, nez pfi pouziti siRNA.
Jelikoz shRNA se syntetizuji v jadrech bunék z vektoru, zatimco siRNA je chemicky
syntetizovana a az poté vpravena do organismu. siRNA se z 99 % degraduje do 48 hodin
od aplikace, zatimco shRNA se mUze exprimovat az 3 roky od aplikace (Rao et al., 2009).

CRISPR interference (CRISPRi) zprostfedkovava inhibici genové exprese
prostfednictvim sgRNA, dCas9 a domény s represivni funkci. Dochazi k potlaeni
transkripce genu do mRNA bez trvalé zmény DNA sekvence (Gilbert et al., 2013). sgRNA
se komplementarné a specificky véze na cilovou DNA sekvenci, mize dochazet
k mimocilové vazbé, ale v mensim méfitku nez u RNAI (Hsu et al., 2013).

V Tabulka 1 jsou srovnany vyse zminéné systémy schopné regulovat transkripci.
Systémy byly srovnany na zakladé sekvence v rdmci, které reguluji transkripci, v jaké formé
je regulujici systém aktivovan, za jak dlouho dochazi k metabolické eliminaci dané RNA a

jaka je pravdépodobnost mimocilové regulace exprese.

Tabulka 1: Srovnéani regulace transkripce prostrednictvim siRNA, miRNA a CRISPRIi se zamérenim na cilenou
sekvenci, formu aktivace, metabolickou eliminaci a pravdépodobnost mimocilového efektu.

siRNA shRNA CRISPRi (sgRNA)

Cilena sekvence mRNA mRNA DNA
Forma aktivace Molekula ] ]

_ ] In vivo exprese z In vivo exprese z
regulujiciho syntetizovana ex

i vektoru vektoru
systému Vivo
Metabolicka
L. 48 hodin AZ 3 roky Individualni

eliminace
Pravdépodobnost
mimocilového Vy$Si nez u shRNA  NizSi nez u siRNA Niz8i nez u RNAI
efektu
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3.4 Vyuziti CRISPR technologie

3.4.1 Cilené stépeni RNA

CRISPR/Cas typu VI obsahuje vicedoménovou nukleasu Cas13, kterd se déli na Ctyfi
podtypy Cas13a, znamy jako C2c2, Cas13b, Cas13c a Cas13d. Nukleasa Cas13 ma
schopnost Stépit pouze ssRNA (Abudayyeh et al., 2016).

Pfi vyuziti cileného $tépeni RNA v ramci genové terapie vyplyva nevyhoda v tom,
ze Cas13 nezpusobuje trvalou zménu genetického kodu, a tedy by musely byt v§echny
slozky CRISPR/Cas13 systému dodavany do organismu dlouhodobé, coz muize vyvolat
imunitni odpovéd. Na druhou stranu, jelikoz nedochazi ktrvalé zméné genomu,
zdravotnické agentury schvalujici 1é€iva pravdépodobnéji piistoupi ke schvaleni 1éCiva
neupravujici genom, nez Ié€iva schopného editace genomu.

V platformé SHERLOCK (Specific High Sensitivity Enzymatic Reporter Unlocking)
se Cas13 vyuziva k detekci jednotlivych molekul RNA a funguje na principu detekce
fluorescencniho signalu. Cas13 s crRNA, ktera je komplementarni k cilovému RNA
fragmentu, jsou spojeny s fluorescencni sondou. Kdyz dojde k rozpoznani fragmentu
Cas13, rozstépi se vazba mezi fluoroforem a zhasedlem a dojde k fluorescenci, ktera je

detekovédna (Gootenberg et al., 2017).

3.4.2 Epigenetické modifikace

Epigenom zahrnuje faktory, které ovliviuji genovou expresi bez zmény sekvence DNA.
Jednéa se nejCastéji o remodelaci chromatinu methylaci, acetylaci nebo dalSi modifikaci
nukleotidu.

K regulaci exprese epigenomu Ize vyuzit CRISPR/dCas technologie, kdy miize
dochazet napfiklad k cilené remodelaci chromatinu a nasledné aktivaci €i inhibici (Liu et al.,
2018). Kremodelaci chromatinu Ize napfiklad vyuzit dCas9 fuzovany s enzymem TET1,
coz je methylcytosindioxygenasa s deseti nebo jedenacti translokacemi, umozfiujici cilenou
demethylaci sekvence DNA. Fuze s DNA cytosin-5-methyltransferasou 3A (DNMT3A)

zpUsobuje naopak cilenou methylaci (Liu et al., 2016).

3.4.3 Lokalizace genl

Prostfednictvim dCas9 fuzovaného se zelenym fluorescenénim proteinem (GFP) a
sekvenéné specifickymi sgRNA Ize dosahnout vizualizace repetitivnich i nerepetitivnich
sekvenci genomu. Vyjimku tvofi geny v blizkosti regulaénich element(, kde by mohlo dojit

k poruseni exprese (Chen et al., 2013).
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DalSi moznosti je vyuziti znaceni pomoci metody nazyvané ANCHOR DNA
(ANCHORS3). Neopakuijici se sekvence DNA (ANCH), kratSi nez 1 kb, se vlozi pomoci Cas9
bezprostredné vedle pozadovaného genu zajmu a vaze na sebe proteiny ParB znacené
GFP. Komplexy ParB-GFP se akumuluji a vytvarfi fluorescenéni ohnisko v misté
pozadovaného genu, ktery je lokalizovan (Germier et al., 2017).

Ke znaceni neopakujicich se chromozomovych oblasti Ize vyuzit také metody
SHACKTeR (CRISPR/Cas9 zprostfedkovany knock-in kratkych homolognich ramen s
repeticemi tetracyklin operonu (TetO)). Za pomoci PCR jsou vytvorena kratka homologni
ramena, ktera lemuji repetice TetO. Prostfednictvim CRISPR/Cas9 dojde k cilenému
Stépeni DNA a pritomna homologni ramena jsou inzertovana do sekvence DNA.
Vizualizace je zprostfedkovana tetracyklin represorem (TetR) fuzovanym s EGFP (Tasan
et al., 2018).

3.4.4 Potencialni genova terapie

Jak bylo zminéno vySe, prostfednictvim CRISPR/Cas9 systému Ize editovat genom a
prostrednictvim CRISPR/dCas9, neboli CRISPR interference (CRISPRI), Ize snizovat nebo
zvySovat aktivitu exprese genu, a tim ovlivhovat mnozstvi exprimovaného proteinu.
CRISPR/Cas9 i CRISPRI tedy Ize ze svého mechanismu potencialné pouzit ke genové
terapii. CRISPR/Cas9 by mohl byt vyuzit k opravé mutaci v sekvenci DNA, zatimco
CRISPRi kregulaci exprese proteinu, jejichz snizena, resp. zvySena exprese je
zodpovédna za onemocnéni.

Gen TMC1 koéduje stejnojmenny protein, ktery je zakladni slozkou
mechanotransdukcnich kanalll vlaskovych bunék savcld, a mutace v genu zpUsobuje
autozomalné recesivni nebo dominantni ztratu sluchu (Pan et al., 2013). Komplexy Cas9 a
sgRNA transportované prostrednictvim kationtovych lipid(i zpQsobuji cilené stépeni
dominantni alely zodpovédné za ztratu sluchu. V pfipadé mutace v genu TMC1 u mysSi
doslo ke zvy$eni prahu sluchové odpovédi a k progresivni ztraté vlaskovych bunék. Po
injekci komplext Cas9 a sgRNA doslo po 4 tydnech ke snizeni prahu sluchové odpovédi o
15 dB, a tedy ke snizeni progresivni ztraty sluchu (Gao et al., 2018).

Je znamo, ze faktory VIII a IX maji zasadni roli v hemokoagulaci. Mutace
v kterémkoliv z téchto genll zpUsobuje nedostatec¢nou proteosyntézu faktoru, ktera vede ke
zhor§enému srazeni krve. V pfipadé mutace v genu F8 pro faktor VIII se vyvolana
krvacivost nazyva hemofilie A, v pfipadé genu F9 hemofilie B. Oba geny se nachazi na
chromozomu X, proto jsou hemofilii témér pouze postizeni muzi. Hemofilie A postihuje
priblizné 1 z 5000 narozenych chlapct a hemofilie B priblizné 1 z 30 000. U Zen, které
nesou jednu mutovanou alelu a jednu zdravou alelu, mlize byt postizeni hemofilii v rozmezi

od zdravé pienasecky po hemofilicku, jelikoz jeden z chromozom X u Zen byva inaktivovan
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z davodu lyonizace. Prestoze je hemofilie vnimana jako recesivni X-vazané genetické
onemocnéni, nejméné 30 % mutaci vznika de novo (Berntorp & Shapiro, 2012). V pfipadé
hemofilie A a B bylo zji§téno, ze cilené naruseni genu pro inhibitor serinové proteinasy typu
C1 (SERPINC1) u mysSi, prostfednictvim CRISPR/Cas9, vede k inhibici antitrombinu a

k obnové fungovani koagula¢niho systému (Han et al., 2022).

3.5 PNH192

Latka PNH192 (Obrazek 6b) je nukleosidovy derivat adeninu, ktery je spoleéné s derivaty
PNH173 a AB61 (Obrazek 6a), povazovan za potencialni protinadorové IéCivo.

AB61, neboli 7-(2-thienyl)-7-deazaadenosin, se projevuje jako latka s cytotoxickou
aktivitou vaci nadorovym liniim a pouze slabou cytotoxicitou proti normalnim fibroblastiim,
coz je zplUsobeno neefektivni fosforylaci AB61 v normalnich fibroblastech. Zaroveri AB61
vykazuje silnéjsi cytotoxicky ucinek proti nadorovym bunéénym liniim nez monofosfat AB61
néz AB61. Cytotoxicita je zpUsobena tim, Ze AB61 ovliviiuje drahy oprav poskozeni DNA,

mechanismy translace a skladani proteinl (Perlikova et al., 2016).

HO

a) b)

Obréazek 6: Chemicka struktura latky AB61 (a) a PNH192 (b).

PNH192 vykazuje vysokou cytotoxicitu na bunééné linie rezistentni vici cytostatikim
6-merkaptopurinu, 6-thioguaninu, cytarabinu a fludarabinu a jevi se jako potencidlni
primarni protinadorové |éCivo nebo jako sekundarni |éCivo pfi rezistenci na cytostatika

(Je€menova, 2020).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Bunécna linie K562 dCas9 KRAB klon 5 ziskana od vedouci prace. Tato linie stabilné
exprimuje dCas9 KRAB konstrukt, jelikoz byla pfipravena transdukci lentiviry nesoucimi
vektor Lenti-dCas9-KRAB-blast (kat. €. #89567, Addgene).

K562 je suspenzni bunééna linie izolovana z kostni dfené 53-leté pacientky s chronickou
myeloidni leukemii. Buriky K562 jako oznacované jako hematopoetické maligni buriky
schopné spontanni diferenciace do predchldcUll erytrocytarni, granulocytarni a monocytarni
rady (K562 linie, ATCC, 1995).

Lentiviry nesouci celogenomovou knihovnu sgRNA rovnéz ziskané od vedouci prace a
pripravené za pouziti vektorll Human Genome-wide CRISPRi-v2 Libraries (viz Tabulka 2),
kat. &. 83969, Addgene. Oba vektory ziskal Ustav molekularni a translaéni mediciny darem
od prof. Jonathana Weissmana z Massachusetts Institute of Technology a doc. Gary Hon
z UT Southwestern Medical Center.

Tabulka 2: Doplrikové informace o pouZité celogenomové knihovné sgRNA.

CRISPR interferencni knihovna navrzena na kompletni lidsky genom

Pocet Pocet
Pocet
Laboratof cilenych  sgRNA Reference
. sgRNA
genu na gen
Compact and highly active next-
18 905 . . )
_ ] generation libraries for CRISPR-
Weissman (cely 5 106 430 . .
mediated gene repression and
genom)

activation (Horlbeck et al., 2016).

4.1.2 Chemikalie

10x TBE (kat.€.: 3932001, Serva)

10x TGS (kat.€: 1610772; Bio-Rad, USA)

96% denaturovany ethanol (kat.€.: 11096.01; Serva, Némecko)
99% glycerol (kat.€.: G5516; Sigma-Aldrich)

99% nedenaturovany ethanol (kat.¢.: 39556.01;Serva, Némecko)
Agarosa (kat.C.: A4718; Sigma Aldrich, USA)
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Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (TRIS) (kat.€.: 37180; Serva, Némecko)
Blasticidin (kat.¢.: ANT-BL-05; InvivoGen, USA)

Bovinni sérovy albumin (BSA) (kat.€.: A7906; Sigma-Aldrich, USA)

Bromfenolova modr (kat.€.: B0126; Sigma-Aldrich)

Butanol (kat.&.: 22130; Penta, CR)

Deoxyribonukleotidové trifosfaty (ANTPs) (10 mM) (kat.€.: 18427013; InvitroGen™, USA)
DEPC voda (UMTM, Olomouc)

Destilovana voda (UMTM, Olomouc)

Dihydréat hydrogenfosforeénanu sodného (kat.¢.: 30388-APO, Lachner, CR)
Dihydrogenfosforeénan draselny (kat.&.: 30016-APO, Lachner, CR)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (kat.€.: A3672.0250; AppliChem, Némecko)

Dithiothreitol (DTT) (kat.€.: D9779; Sigma-Aldrich)

DNA Ladder 100 bp (kat.€.: N3231L; New England Biolabs®, Massachusetts, USA)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (kat.€.: 71729; Sigma-Aldrich)

Fetalni bovinni sérum (FBS) (kat.C.: 26140079; Gibco™, USA) — tepelné inaktivovano
(FCSi) (inaktivace v ramci UMTM)

GC pufr (kat.€.: B0O519S; New England Biolabs®, Massachusetts, USA)

Gel Loading Dye barvivo 6x koncentrované (kat.C.:B7024A; New England Biolabs®,
Massachusetts, USA)

GelRed® (kat.¢.: 41003; Biotium™ USA)

Chlorid draselny (kat.c.: P5405; Sigma-Aldrich, USA)

Chlorid sodny (kat.€.: S5886; Sigma-Aldrich, USA)

Immobilon® Forte substrat kfenové peroxidasy (kat.¢.: WBLUF0500; Milipore®, USA)
Inhibitory fosfatas (cOmplete™ Tablets) (kat.&.: 04693159001; Roche, Svycarsko)
Inhibitory proteas (PhosSTOP ™) (kat.&.: 04906837001; Roche, Svycarsko)

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) modifikovano pridavkem 4mM L-glutaminu a
HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonovéa kyselina) (kat.c.: SH30228.01;
HyClone™, Utah, USA)

Marker molekulové hmotnosti proteint (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder)
(kat.€.: 26634; Thermo Scientific™, USA)

MilliQ® voda (UMTM)

Naredény set standardd bovinniho sérového albuminu (Pierce™) (kat.¢.: 23208; Thermo
Scientific™, USA)

Penicilin-Streptomycin (kat.¢.:. 15140122; Gibco™, USA)

Peroxodisiran amonny (APS) (kat.C.: A3678; Sigma Aldrich)

Phusion polymerasa (kat.c.: M0O530S; New England Biolabs®)

PNH192 (UOCHB Praha)
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Polybren (kat.¢.: TR-1003-G; Merck, Némecko)

Primer antikodujici (reverse) (100 uM) a primer kédujici (forward) (100 uM) (Generi Biotech
Hradec Kralové)

Protilatka primarni proti Cas9 (kat.¢.: ab210752; Abcam, Velka Britanie)

Protilatka primarni proti -aktinu (kat.c.: A2228; Sigma-Aldrich, USA)

Puromycin (kat.€.: P9620; Sigma-Aldrich, USA)

Reagent A BCA proteinového testu (Pierce™) (kat.€.: 23223; Thermo Scientific™, USA)
Reagent B BCA proteinového testu (Pierce™) (kat.€.: 23224; Thermo Scientific™, USA)
RIPA pufr (kat.€.: 89901; Thermo Scientific™, USA)

Sbfl restriktasa (kat.€.: R3642L; New England Biolabs®, Massachusetts, USA)
Sekundarni protilatka s navazanou kfenovou peroxidazou (A-2304 a A-0545, Sigma
Aldrich, USA)

Tetramethylethylendiamin (TEMED) (kat.€.: 1610801; Bio-Rad, USA)

Tris-HCI (kat.¢.: 10812846001; Roche, Svycarsko)

Tween® 20 (kat.€.: P2287; Sigma-Aldrich, USA)

4.1.3 Sady

Sada pro izolaci genomické DNA na pfistroji MagCore® (kat.€.: MCC-01; RBC Bioscience,
Taiwan)

Sada pro pienos na nitrocelulosovou membranu (kat.€.: 1704270; Bio-Rad, USA)

Sada pro pfipravu 12% akrylamidového gelu (kat.€.: 1610185; Bio-Rad, USA)

4.1.4 Pristrojové vybaveni

Analyzator bunééné viability Vi-CELL XR (Beckman Coulter, USA)

Aparatura pro horizontalni elektroforézu ,Wide Mini-Sub Cell GT Cell* (Bio-Rad, USA)
Aparatura pro vertikalni elektroforézu ,Mini-PROTEAN Tetra Cell* (Bio-Rad, USA)
Aparatura pro western blotting , Trans-Blot Turba Transfer Systém*® (Bio-Rad, USA)
Automatické pipety ,Reference®" (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga chlazena ,Centrifuge 5810R* (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga nechlazena ,ROTINA 420R* (Hettich, Némecko)

Centrifuga stolni nechlazena (kat.€.: C1301; Labnet, USA)

Detekéni systém ,ChemiDoc XRS+* (Bio-Rad, USA)

Inkubator ,Heracell™ 150i* (Thermo Scientific, USA)

Inverzni mikroskop ,Primo Vert" (kat.€.: 491206-0011-000; Zeiss™, Némecko)
Kombinovana lednice ,LCv 4010“ (Liebherr, Némecko)

Laminarni box ,KSP 15 Class Il Biological Safety Cabinet‘ (Thermo Scientific, USA)
MagCore® (RBC Bioscience, Taiwan)
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Mrazici box ,Innova® U725 (New Brunswick Scientific, USA)
NanoDrop spektrofotometr (Thermo Scientific, USA)

PCR termocykler ,Mastercycler® nexus” (Eppendorf, Némecko)
Pipetor ,Easypet® 3" (Eppendorf, Némecko)

Roller na zkumavky (IBI Scientific, USA)

Trepacka ,Rocker 2D Basic* (IKA®, Némecko)

Trepacka ,Vortex Genie 2“ (Scientific Industries, USA)
Ultrazvukova CistiCka ,Sonorex Digiplus DL* (Bandelin, Némecko)
Vodni lazen ,Memmert WNB 29“ (Memmert, Némecko)

Zdroj stejnosmérného napéti pro horizontalni a vertikalni elektroforézu ,PowerPac
Universal Power Supply* (Bio-Rad, USA)

4.1.5 Prislusenstvi a pomucky

Centrifugacni kénické zkumavky s vickem 15ml a 50ml (kat.¢.: 91015, 91050; Techno
Plastic Products, Svycarsko)

Kultivacni lahve 150 cm? s vickem s filtrem (T150) (kat.¢.: 90151; Techno Plastic Products,
Svycarsko)

Nunc™ TripleFlask ™ kultivaéni lahve (kat.€.: 132913; Thermo Scientific™, USA)
Sérologické pipety 10ml a 25ml (kat.€.: 91010, 91025; SPL Life Sciences, Jizni Korea)
Univerzalni sterilni Spicky s filtrem (kat.€.: FT-1000-L-R-S-10, FT-200-L-R-S-10, FT-20-L-
R-S-10 ; NovasBio, USA)

4.2 Metody

4.2.1 Priprava roztoku

10x koncentrovany TBS (TRIS pufrovany fyziologicky pufr) pufr byl pfipraven rozpusténim
24,2 g TRIS béaze (amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol) a 80 g chloridu sodného
v destilované vodé a doplnénim na jeden litr. Poté bylo upraveno pH na 7,6. 1x
koncentrované TBS bylo pfipraveno smichanim 1 dilu 10x koncentrovaného TBS a 9 dil(i
destilované vody. Do 1x koncentrovaného TBS byl pfidan detergent Tween-20 o findlni
koncentraci 0,1 % (v/v).

10x koncentrovany fosfatovy pufr (PBS) byl pfipraven rozpusténim 80 g chloridu
sodného, 2 g chloridu draselného, 14,4 g dihydratu hydrogenfosfore€nanu sodnéhoa 2 g
dihydrogenfosforeénanu draselného v destilované vodé a dopinénim na jeden litr. Poté bylo
upraveno pH na 6,8. 1x koncentrované PBS bylo pfipraveno smichanim 1 dilu 10x

koncentrovaného PBS a 9 dil(i destilované vody.
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1x koncentrovany TBE (TRIS, kyselina borita, EDTA) pufr byl pfipraven smichanim 1
dilu 10x koncentrovaného TBE pufru a 9 dil( destilované vody.

1x koncentrovany TGS (TRIS, glycin, SDS) pufr byl pfipraven smichanim 1 dilu 10x
koncentrovaného TGS pufru a 9 dill destilované vody.

1x koncentrovany transferovy pufr byl pfipraven smichanim 1 dilem 5x
koncentrovaného Transfer pufru zBio-Rad sady pro prenos, 1 dilem 99%
nedenaturovaného ethanolu a 3 dily MilliQ vody.

Byl pfipraven 70% denaturovany ethanol smichanim 7 dilll >96% denaturovaného
ethanolu a 3 dill destilované vody.

Byl pfipraven 5x koncentrovany SDS (dodecylsulfat sodny) pufr rozpusténim 1,576 g
Tris-HCI v 17 ml destilované vody a upravenim pH na 6,8. V pfipraveném roztoku bylo
rozpusténo 3,085 g dithiotreitolu a nasledné bylo pfidano 12 ml 30% glycerolu, ktery byl
pfipraven redénim 99 % glycerolu. Poté byly pfidany 4 g dodecylsulfatu sodného a pH bylo
upraveno na 7,1. Nakonec bylo pfidano 24 mg bromfenolové modfi a pH bylo upraveno na
6,8.

Kultivaéni médium IMDM bylo doplnéno inaktivovanym fetalnim sérem (FCSi) a
antibiotiky Penicilin a Streptomycin (ATB) v takovém objemu, aby FCSI bylo v médiu
v koncentraci 10 % (V/V) a ATB v koncentraci 1 % (V/V).

K selekci bunééné linie K562 dCas9 KRAB byl do média pfidan blasticidin (BSD) o
finalni koncentraci 50 yg/ml. K selekci bunék transdukovanych knihovnu sgRNA byl do
média pfidan puromycin (PURO) o finalni koncentraci 2 pug/ml.

Zamrazovaci médium bylo pfipraveno smichanim FCSi a dimethylsulfoxidu (DMSO),
aby koncentrace DMSO v séru byla 5 % (V/V).

Primarni i sekundarni protilatky byly fedény do TBS pufru s 0,1% koncentraci Tween
20 a 5% koncentraci BSA. Primarni mySi protilatka proti B-aktinu byla fedéna v poméru
1:4 000, primarni krali€i protilatka proti dCas9 v poméru 1:5 000. Sekundarni protilatky proti

mysSi i krali¢i primarni protilatce byly fedény v poméru 1:10 000.

4.2.2 Kultivace bunécéné linie K562 dCas9 KRAB

Bunécna linie K562 pii kultivaci vyzaduje koncentraci 0,1-1-108 bunék na ml média a béhem
kultivace i nasledné selekce latkami PNH192 a DMSO byla linie kultivovana ve stanoveném
rozsahu koncentrace bunék.

Bunécna linie K562 stabilné exprimujici dCas9 KRAB byla kultivovana v IMDM médiu,
obsahujicim 10 % (V/V) inaktivované fetalni sérum (FCSi), 1 % (V/V) penicilin a
streptomycin (ATB) a Blasticidin (BSD) v koncentraci 50 pg/ml, pfi 37 °C. K selekci
prostfednictvim BSD bylo pfistoupeno k zachovani bunék exprimujicich dCas9 KRAB

doménu.
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Po dosahnuti stabilni viability a dostate€ného mnozstvi bunék byla linie
transdukovana lentiviry nesoucimi celogenomovou knihovnhu sgRNA. sgRNA knihovna
zanesena v ramci tzv. kazety obsahujici konstantni oblasti prfed a za sekvenci sgRNA (viz
Obréazek 7).

Obrazek 7: Schéma kazety, ve které byla sgRNA zanesena do genomu.

Bunécna linie K562 dCas9 KRAB po transdukci byla kultivovana pfi 37 °C v IMDM
médiu, které obsahovalo 10 % (V/V) inaktivované fetalni sérum (FCSi), 1 % (V/V) penicilin
a streptomycin (ATB), Blasticidin (BSD) v koncentraci 50 ug/ml a Puromycin (PURO)
v koncentraci 2 ug/ml. Puromycin selektoval burnky exprimujici sgRNA z celogenomové
knihovny.

Po dosazeni stabilni viability a selekci bunécné linie selekénimi antibiotiky zaru€ujici
pritomnost bunék, které exprimuji dCas9 KRAB doménu a sgRNA, bylo pfistoupeno
k selekci latkou DMSO a PNH192.

4.2.3 Selekce bunécéné linie 0,5uM PNH192 a 0,5uM DMSO

Po dosazeni stabilni viability po selekci antibiotiky byla v triplikatu zahajena selekce
nukleosidovym derivatem PNH192 v molarni koncentraci 0,5 pmol/l a rovnéz v triplikatu
selekce DMSO v molarni koncentraci 0,5 umol/l, pficemz selekce DMSO slouzila jako

kontrolni vzorek (viz Obrazek 8).

Sekvenacni
analyza fenotypu
Celogenomova sgRNA bunék
knihovna selektovanach
PNH192
0,5uM
e PNH192
4R F AR E o% >
’}.‘|$\ '};li\ ". :
Ol SNALTES
‘);I‘:T‘:}’I":
Lentiviralni transfekce
K562 dCas9 KRAB Buriky 0.5 M
exprimujici DMSO
knihovnu
sgRNA

Obrazek 8: Schéma rozdilné genové exprese pii selekci nukleosidovym derivatem PNH192 a DMSO
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OSetfeni probihalo ve E&tyfech opakovanich ve tfech fazich. Béhem prvni faze
neprobihal selekéni tlak. Buriky byly nasazeny v mnozstvi 50-10° pro DMSO oSetreni a
50-10° pro PNH192 osetieni a kultivovany 1 den v IMDM médiu s FCSi a ATB. Béhem
druhé faze byly bunky oSetfeny testovanymi latkami, které byly pfidany do meédia
z prfedchoziho dne, a kultivovany 3 dny. Bfehem ftfeti faze byla zastavena selekce
testovanymi latkami a zapoc€ala selekce selekénimi antibiotiky k zachovani exprese
CRISPR komponent. Mnozstvi 25-108 bunék bylo zpasazovano do IMDM média s FCSi,
ATB, BSD, PURO a kultivovano 3 dny.

Béhem ftreti faze byly pripraveny z kazdého z replikat(i dva az ctyfi vzorky po 5-10°
bunék v zavislosti na poctu bunék bunééné kultury. Zaroven béhem treti faze byly bunééné
kultury v jednotlivych kultivacnich lahvich zamrazovany. Bylo zamrazeno mezi 20-108 az
40-10° bunék ve 4 ml zamrazovaciho média opét v zavislosti na rlstu bunécné kultury.

Po cCtyfech cyklech oSetfeni testovanymi latkami bylo pfistoupeno k sekvenacni

analyze fenotypu bunék selektovanych latkou PNH192 a latkou DMSO.

4.2.4 lzolace genomické DNA

Z pelet obsahujicich 5-10% bunék po ¢tvrtém osSetfeni DMSO a PNH192 v triplikatu byla
izolovana DNA na pristroji MagCore. Byla provedena restrikce pomoci Sbfl restriktasy,
priéemz restriktasa Stépi DNA sekvenci na pfesné daném misté sekvence, které je uvedeno
v Obrazek 9. Po restrikci vznikl templat pro nasledné NGS sekvenaci a polymerasovou
retézcovou reakci (PCR), kdy jako templat slouzily konstantni oblasti pfed a za sgRNA
sekvenci vliozené kazety. Nasledna NGS sekvenace byla provedena na lllumina platformé
(Obrazek 10). Vzniklé templaty pro PCR byly precistény prostrednictvim SPRIselect Beads
(Beckman Coulter). Na Nanodropu byla zméfena koncentrace a Cistota ziskanych DNA

templatu.

5 . . CCTGCAGG...3
3... GGACGTCC...5

Obrazek 9: Misto $tépeni restrikéni endonukleasy Sbfl.

28



"y s

83 e,

Obrazek 10: Schéma kazety, ve které byla sQRNA viloZena do genomu, s amplifikovanou Illlumina sekvenci na
3‘a 5‘koncich a indexy umoZriujici identifikaci vzorkd.

4.2.5 PCR transdukované DNA a horizontalni elektroforéza sgRNA zaélenéné

v genomické DNA

Byl pfipraven Master mix pro PCR (polymerasova fetézcova reakce) ve Ctyfech krocich.
V prvnim kroku byly smichany objemy roztokd pro 8 PCR reakci podle Tabulka 3. Nasledné
byl do mikrozkumavek pro PCR pfidan templat v objemu obsahujici 500 ng genomické DNA
po restrikci a precisténi a doplnén DEPC vodou do objemu 99 pl. V poslednim kroku byl
pfidan 1 uyl Phusion polymerasy.

Byly pouzity kodujici (forward) a antikddujici (reverse) primery poskytnuté Generi
Biotech Hradec Kralové se sekvencemi uvedenymi v Obrazek 11. Primery amplifikovaly

konstantni oblasti kazety s viozenou sgRNA sekvenci.

Tabulka 3: SloZeni PCR reakc¢ni smési pro 8 reakci.

Latka Na 1 PCR Na 8 PCR
reakci reakci

GC pufr 20,0 ul 160,0 pl
DMSO 3,0 pl 24,0 pl
Kéduijici (forward) primer (100 uM) 0,4 ul 3,2 ul
Nekodujici (reverse) primer (100 uM) 0,4 ul 3,2 ul
Deoxyribonukleotidové trifosfaty (ANTPs) (10 mM) 2,0 ul 16,0
DEPC voda - -
DNA templat 500,0 ng -
Phusion polymerasa 1,0 pl -
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Forward: 5'=>3"

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCC
AGTCACCTTGTAGCACAAAAGGAAACTCACCCT

Reverse: 523"

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGACTCGGTGCCACTTTTTC

Obrazek 11: Sekvence pouZitych primerd pro PCR reakci.

Do termocykleru bylo viozeno 7 vzorkl s odliSnymi templaty (viz Tabulka 4).

V termocykleru probihala PCR ve tfech fazich, denaturaci, hybridizaci a elongaci v 35

cyklech. Denaturace probihala 30 vterin pfi 98 °C, hybridizace 30 vtefin pfi 56 °C a elongace

30 vtefin a pfi 72°C. PCR reakce byla ukon¢ena ochlazenim termocykleru na 4 °C.

Tabulka 4: Seznam oznaceni templatd pro PCR se specifikaci.

Oznaceni

PCR templat

Voda

K562 dCas9 KRAB
DMSO A

K562 dCas9 KRAB
DMSO B

K562 dCas9 KRAB
DMSO C

K562 dCas9 KRAB
PNH192 A

K562 dCas9 KRAB
PNH192 B

K562 dCas9 KRAB
PNH192 C

Voda po restrikci Sbfl (negativni kontrola)

Genomicka DNA po restrikci Sbfl izolovana z linie K562 dCas9
KRAB po ¢tvrtém osSetfeni DMSO z 1. biologického replikatu

Genomicka DNA po restrikci Sbfl izolovana z linie K562 dCas9
KRAB po ¢tvrtém osSetfeni DMSO z 2. biologického replikatu

Genomicka DNA po restrikci Sbfl izolovana z linie K562 dCas9
KRAB po ¢tvrtém oSetfeni DMSO ze 3. biologického replikatu

Genomicka DNA po restrikci Sbfl izolovana z linie K562 dCas9
KRAB po ¢tvrtém oSetfeni PNH192 z 1. biologického replikatu

Genomicka DNA po restrikci Sbfl izolovana z linie K562 dCas9
KRAB po ¢tvrtém oSetfeni PNH192 z 2. biologického replikatu

Genomicka DNA po restrikci Sbfl izolovana z linie K562 dCas9
KRAB po ¢tvrtém oSetfeni PNH192 ze 3. biologického replikatu

Byl pfipraven 2% agarosovy gel rozvarenim agarosy v 1x TBE pufru s pfidavkem

fluorescenéniho barviva GelRed. Do jamek v agarosovém gelu byly nanaseny PCR

produkty smichané s nanasecim pufrem Loading Dye a také DNA Ladder k porovnani

molekulovych hmotnosti separovanych produktl. Byla provedena horizontalni elektroforéza
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v 1x TBE pufru pfi 90 V 1 hodinu a 50 minut. Poté byly prostfednictvim detekéniho systému

ChemiDoc detekovany rozseparované produkty PCR reakce.

4.2.6 lzolace proteinl a detekce dCas9 za pouziti Western blottingu

Pelety obsahujici 5-10° bunék K562 dCas9 KRAB po ¢tvrtém osetieni DMSO v triplikatu,
K562 dCas9 KRAB po &tvrtém oSetieni PNH192 v triplikatu, K662 WT a K562 dCas9 KRAB
byly lyzovany 25 minut prostrfednictvim RIPA pufru obohaceného o inhibitory proteas a
fosfatas. Nasledné byly vzorky sonifikovany 2 minuty v ultrazvukové lazni a centrifugovany
pfi 4 °C a 14 000 rpm 25 minut. Supernatant obsahujici uvolnéné proteiny byl prepipetovan
do nové mikrozkumavky a pomoci Pierce™ BCA kitu byla kolorimetricky stanovena
koncentrace protein( v jednotlivych vzorcich. Nasledné byly vzorky nafedény na jednotnou
koncentraci 50 pg/20 ul a byl k nim pfidan 5x koncentrovany SDS pufr. Vzorky byly
promichany na tfepacce Vortex, zahraty na 95 °C, zcentrifugovany a uskladnény v -
20 °C.

Proteiny byly separovany v 12% akrylamidovém gelu vertikalni elektroforézou v TGS
pufru, pfi napéti 80 V na 30 minut a poté pii 120 V dalSich 60 minut. Do jamek byly
naneseny roztoky v poradi uvedeném v Tabulka 5.

Nitrocelulosova membrana a filtraéni papiry byly namoceny v 1x transferovém pufru.
Do blotovaci aparatury pro semi-dry western blotting byl polozen filtrani papir, poté na néj
byla umisténa nitrocelulosova membrana, nasledné akrylamidovy gel obsahuijici vzorky a
nakonec opét filtracni papir. Blotovaci aparatura byla nastavena na 25 A a 25 W na
10 minut.

Po blotovani byla membrana rozfiznuta na prouzky odpovidajici molekulové
hmotnosti detekovanych proteint 45 kD pro B-aktin a 164 kD pro dCas9 podle markeru
molekulovych hmotnosti. Casti nitrocelulosové membrany byly blokovany hodinu
v bloka¢nim roztoku (1x TBS-T s 5 % BSA). Poté byly membrany inkubovany pfes noc v
roztoku primarni protilatky (viz Tabulka 6) zredéné v 1x TBS-T s 5 % BSA pfi 4 °C na rolleru.

Po inkubaci byly membrany 3x oplachnuty v roztoku 1x TBS-T na tfepacce vzdy po
dobu 5 min. Oplachnuté membrany byly inkubovany hodinu v roztoku sekundarni protilatky
(viz Tabulka 6) zfedéné v 1x TBS-T s 5 % BSA na kyvacce. Po inkubaci byly opét 3x
oplachnuty v roztoku 1x TBS-T. Nasledné byly na membranach vizualizovany dané proteiny

prostrednictvim detektoru chemiluminiscence ChemiDoc.
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Tabulka 5: Seznam oznaceni vzorkd pri western blottingu se specifikaci.

Oznaceni

Bunécéna linie

Marker molekulovych

hmotnosti

K562 WT

K562 dCas9 KRAB

K562 dCas9 KRAB
DMSO A

K562 dCas9 KRAB
DMSO B

K562 dCas9 KRAB
DMSO C

K562 dCas9 KRAB
PNH192 A

K562 dCas9 KRAB
PNH192 B

K562 dCas9 KRAB
PNH192 C

K562 dCas9 KRAB

K562 wild type (standardni genotyp)

K562 dCas9 KRAB

K562 dCas9 KRAB po ¢tvrtém osSetfeni DMSO

z 1. biologického replikatu

K562 dCas9 KRAB po ¢tvrtém osSetfeni DMSO

z 2. biologického replikatu

K562 dCas9 KRAB po ¢tvrtém osSetfeni DMSO

ze 3. biologického replikatu

K562 dCas9 KRAB po ¢tvrtém oSetfeni PNH192

z 1. biologického replikatu

K562 dCas9 KRAB po ¢tvrtém oSetfeni PNH192

z 2. biologického replikatu

K562 dCas9 KRAB po ¢tvrtém oSetfeni PNH192

ze 3. biologického replikatu

K562 dCas9 KRAB
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Tabulka 6: Informace primarnich a sekundarnich protilatek pouZitych béhem western blottingu.

Redéni v
TBS pufru
Katalogové
Protilatka Vyrobce s 0,1%
¢islo
Tween 20 a
5% BSA
Primarni protilatka proti dCas9 Abcam (Velka
ab210752 1:5 000
(kralici) Britanie)
Primarni protilatka proti B-aktinu Sigma-Aldrich
. A2228 1:4 000
(mysi) (USA)
Sekundarni protilatka proti mysSi Sigma-Aldrich
L. _ A2304 1:10 000
znacena kienovou peroxidasou (USA)
Sekundarni protilatka proti kralikovi Sigma-Aldrich
L. _ A0545 1:10 000
znacena kienovou peroxidasou (USA)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Ovéreni exprese domény dCas9 KRAB

Pred provedenim NGS sekvenovani bylo nutné ovéfit, zda selektované bunééné linie
exprimovaly doménu dCas9 KRAB po osetreni latkami PNH192 a DMSO. Coz je jedna ze
dvou podminek provedeni CRISPR interferencniho sekvenovani. Ovéreni bylo provedeno
pomoci western blottingu, ktery umoznil detekovat pfitomnost dCas9 proteinu v bunéénych
lyzatech.

K provedeni vertikalni elektroforézy byly pfipraveny vzorky z bunéénych linii K562
wild type, K562 dCas9 KRAB, K562 dCas9 KRAB s sgRNA knihovnou po &tvrtém oSetreni
DMSO po kultivaci v triplikatu, K562 dCas9 KRAB s sgRNA knihovnou po ¢tvrtém oSetfeni
PNH192 po kultivaci v triplikatu.

Z rozseparovanych proteind byl proveden Western blotting k detekci dCas9 a B-
aktinu. Nitrocelulosové membrany po detekci B-aktinu a po detekci dCas9 jsou uvedeny v
Obrazek 12. Z detekce B-aktinu vyplyva, ze vzorky byly naneseny ve stejném mnozstvi
proteiny, a pfi detekci dCas9 byl protein detekovan v drahach 3 az 10, kde byly pfitomny i
vzorky z bunécnych linii po oSetfeni latkami PNH192 a DMSO. Coz potvrzuje expresi

dCas9 KRAB domény béhem celého procesu kultivace a selekce.
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Obrazek 12: Nitrocelulosovd membréana po specifické detekci dCas9 proteinu (nahore) a B-aktinu (dole)
prostrednictvim sekundéarni protilatky znacené kifenovou peroxidasou kovéreni exprese dCas9 KRAB
domény. Exprese byla potvrzena u bunécnych liniich po selekci latkami DMSO a PNH192 ve vsech tiech
biologickych replikatech.

5.2 Ovéreni exprese knihovny sgRNA

Pred NGS sekvenovanim bylo nezbytné ovéfit, zda bunécné linie, které byly selektovany
latkami PNH192 a DMSO, exprimovaly sgRNA, tedy jestli byla knihovna sgRNA

integrovana do genomu. To pfedstavovalo, po ovéreni exprese dCas9 KRAB domény,
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druhou podminku spravného provedeni CRISPR interferen¢niho screeningu. Ovéreni bylo
provedeno pomoci polymerasové fetézové reakce a horizontalni elektroforézy.

Z izolované genomové DNA po restrikci enzymem Sbfl a precisténi ziskané kazety
pomoci SPRI kuli€ek byla provedena PCR. Pfipravené PCR produkty byly separovany
horizontalni elektroforézou pro uréeni jejich molekulovych hmotnosti, specifity a vytéznosti
PCR reakce.

Vysledny elektroforetogram je uveden v Obrazek 13 a ukazuje bandy v drahach 3 az
8 potvrzujici expresi knihovny sgRNA v bunécnych liniich K562 dCas9 KRAB,
selektovanych latkami DMSO i PNH192 v kazdém z kultivovanych triplikatd. Podle
elektroforetogramu mély PCR produkty bunéénych linii molekulovou hmotnost okolo 200
bp, coz odpovida ocekavanému rozmezi molekulové hmotnosti 200 — 300 bp.

Rozdilnd intenzita bandl souvisi s nejednotnym mnozstvim nanesenych PCR
produkt(l. Vys$si intenzita odpovida vétS§imu mnozstvi PCR produkt(l, které pak maji

tendenci rychleji migrovat v gelové matrici.
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Obrazek 13: Elektroforetogram DNA Ladderu a PCR produktt k ovéreni exprese sgRNA. Exprese byla
potvrzena pritomnosti bandi v bunéénych liniich po selekci latkami DMSO a PNH192 ve v8ech trech
biologickych replikétech.

5.3 Stanoveni molekularnich cilti latky PNH192

Bylo provedeno NGS sekvenovani, za pouziti lllumina platformy, vzorkd po trech a ¢tyfech
oSetienich latkou PNH192 a vysledky uvedené v Graf 1 a Graf 2 jsou vztazeny k selekci
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latkou DMSO. Oproti tietimu oSetfeni doslo béhem c¢tvrtého oSetfeni k vySsSi selekci

cilovych gend a genl podminujicich rezistenci vaci PNH192.
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Graf 1: Molekularni cile latky PNH192 a geny podmiriujici rezistenci na PNH192 porovnané po 3 sériich oSetreni
PNH192 a DMSO. Osa x vyjadruje zastoupeni poctu jednotlivych sgRNA v logaritmickém vyjadieni a osa y
vyjadruje miru signifikance tzv. p-hodnotou v logaritmickém vyjadreni. Statisticky vyznamné hodnoty pri
logaritmickém vyjadreni odpovidaji hodnotam vy$$§imnez 1,3. V pravé &asti grafu se nachazi geny oznacené jako
molekularni cile latky PNH192 a levé ¢asti geny podmiriujici rezistenci na latku PNH192.
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Graf 2: Molekularni cile latky PNH192 a geny podmiriujici rezistenci na PNH192 porovnané po 4 sériich o$etreni
PNH192 a DMSO. Osa x vyjadruje zastoupeni poctu jednotlivych sgRNA v logaritmickém vyjadreni a osa y
vyjadruje miru signifikance fzv. p-hodnotou v logaritmickém vyjadreni. Statisticky vyznamné hodnoty pri
logaritmickém vyjadreni odpovidaji hodnotam vy§8im nez 1,3. V pravé &asti grafu se nachazi geny oznacené
jako molekularni cile latky PNH192 a levé ¢asti geny podmiriujici rezistenci na latku PNH192.
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Prostrednictvim CRISPRi doslo k inhibici gend napfic¢ lidskym genomem. Béhem
selekce PNH192 proliferovaly buriky, u kterych byl inhibovan gen, na ktery latka cytotoxicky
pusobi, ten byl tedy oznacen jako molekularni cil.

Osa x vyjadfuje zastoupeni poctu jednotlivych sgRNA a osa y vyjadfuje miru
signifikance tzv. p-hodnotou v logaritmickém vyjadfeni uréenou prostrednictvim Mann-
Whitney testu. Podle Mann-Whitney testu jsou statisticky vyznamné sgRNA inhibujici geny
pfi p-hodnoté nizsi nez 0,05, které pfi logaritmickém vyjadreni odpovidaji hodnotam vy$sim
nez 1,3. Jako signifikantni vysledky v Graf 2 se budou oznaCovat rovnéz sgRNA, jejichz
hodnoty y v grafu jsou vy$Si nez 1,3.

Z Graf 2 vyplyva, ze latka PNH192 cili na geny TCP11X1, TCP11X2, NXF2, NXF2B,
QRICH1, TBXAS1, ANKRD61, PHKB, C30RF20 a LDB2, jelikoz hodnota statistické
signifikance prekrocila 1,3 a potvrzuje vyznamny vliv na oSetfeni latkou PNH192. Geny
KIF24, MBD3L3 a NRGN s nizSi pravdépodobnosti budou také molekularni cile latky
PNH192, jelikoz z hlediska Mann-Whitney testu neni jejich signifikance tak vyrazna.

5.3.1 TCP11X1, TCP11X2 (T-complex 11 family, X-linked 1; T-complex 11
family, X-linked 2)

Gen TCP11 se nachazi na chromozomu 6 a kdéduje T-komplex protein 11, ktery je
fyziologicky exprimovan ve tkanich a bunkach varlat béhem spermatogeneze. Zmény
v genu TPC11 jsou charakteristické pro karcinosarkom délohy a zvySena exprese genu je
pozorovana u pacienty s bilateraini varikokélou a pacientek s nadorem délozniho Cipku.
Z toho dlivodu je mozné protein TCP11 potencialné pouzit jako biomarker onemocnéni.
Zaroven u nadoru délozniho Cipku je zvySena exprese spojena s pozitivnéjsi progndzou pro
pacientky, jelikoz nadmérna exprese genu blokuje bunéény cyklus a zvySuje apoptosu
(TCP11, The Human Protein Atlas, 2003; Wang et al., 2023).

5.3.2 NXF2, NXF2B (Nuclear RNA export factor 2; Nuclear RNA export factor
2B)

Gen NXF2 kbéduje protein jaderného RNA exportniho faktoru 2, ktery se exprimuje ve
varlatech a ma funkci pfi vyvoji spermii, kdy se jako exportér mRNA podili na muzské
plodnosti. NXF2 je zaroven antigen nadoru varlat, coz je skupina antigenu, ktera je
exprimovana primarné u zarodecnych bunék avsak i u bunék nadorovych (NXF2, The
Human Protein Atlas, 2003).

Béhem mitosy mlze dochazet k tvorbé abnormalniho déliciho vieténka, které je
zodpovédné za chyby pfi segregaci chromozom( a nasledné moznosti vzniku nadorové

bunky. AvSak pfi vzniku abnormalniho déliciho vieténka ¢asto dochazi k apoptose bunky,
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a tim i omezeni rastu nadoru. Aktivace genu NXF2 je spojena s obnovou spravné funkce
mitosy minimalizaci dysfunkce mitotického vreténka, a tim je umoznén opétovny rlst
nadoru (Van Tongelen et al., 2017).

Bylo zjisténo, ze u chronické lymfocytarni leukémie a akutni myeloidni leukémie po
nadmérné expresi NXFZ2 vykazoval gen vysokou imunogenicitu k vyvolani nadorové
specifické imunitni reakce a NXF2 by bylo potencialné mozno pouzit jako cil imunoterapie
(Zhou et al., 2013).

5.3.3 QRICH1 (Glutamine rich 1)

Gen QRICH1 koduje protein bohaty na glutamin 1, ktery se fyziologicky nejvice exprimuje
ve varlatech. V ramci mozku je nevyssi exprese v mozkové kiife a mozecku. QRICH1 slouzi
jako prognosticky marker pfi nadoru vajecnik(l a byl navrzen na kandidatni gen pro
diagnézu opozdéného vyvoje. Mutace v genu QRICH1 je spojovana s vyvojovym
opozdénim jedince a klinickymi pfiznaky jako napfiklad chondrodysplazie, mikrocefalie
nebo dysmorfismus obliceje (QRICH1, The Human Protein Atlas, 2003; Kumble et al.,
2022).

5.3.4 TBXAS1 (Thromboxane A synthase 1)

Gen TBXAS1 koduje enzym tromboxan A syntasa 1, ktery katalyzuje preménu
prostaglandinu H2 na tromboxan A2. Tromboxan A2 indukuje konstrikci cév a agregaci
krevnich destiCek. Gen se nadmérné exprimuje u nadoru ledvin a myeloidni leukemii a
zvy$end exprese v mozku je v rdmci imunitni odpovédi u makrofagu a mikroglii. TBXAST
by mohl byt jako jeden z Sesti genll povazovan za potencidlni biomarker u nadoru
mocového méchyre, kdy vSech Sest genll bylo exprimovano v makrofazich asociovanymi
s tumorem (TAM), zejména s makrofagy M2, které mohou podporovat proliferaci nadoru a
vznik metastaz (TBXAS1, The Human Protein Atlas, 2003; Jiang et al., 2022).

5.3.5 ANKRD61 (Ankyrin repeat domain 61)

Gen ANKRDG61 koduje protein nazyvany ankyrinova repetitivni doména 61, ktery je
lokalizovan v nukleoplazmé a exprimuje se ve varlatech. V sou¢asné dobé neni gen ani
jeho exprese spojovana s jakymkoliv onemocnénim (ANKRD61, The Human Protein Atlas,
2003).

5.3.6 PHKB (Phosphorylase kinase regulatory subunit beta)

Gen PHKB koduje regulacni beta podjednotku enzymu fosforylasa kinasy a nadexprimuje
se u nadoru ledvin, $titné zldzy a kolorektalniho karcinomu. Fosforylasa kinasa (PhK) je

serin/threonin specificka proteinkinasa, ktera katalyzuje fosforylaci serinového zbytku
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v substratech. PkH je slozen ze 16 podjednotek, pficemz kazda ze skupin a, B, y a d
poskytuje 4 podjednotky, které jsou kddovany jinymi geny. Podjednotky a jsou kédovany
geny PHKAT, PHKA2, podjednotky B genem PHKB, podjednotky y geny
PHKG1 , PHKGZ2 a podjednotky & geny CALM1, CALM2, CALM3 (PHKB, The Human
Protein Atlas, 2003).

Zaroven funkéni PhK aktivuje fosforylasu, ktera katalyzuje uvolnéni glukosy z
glykogenu ve formé glukosa-1-fosfatu, ktery se pfeméni na glukosa-6-fosfat, coz souvisi
s lepSimi podminkami preziti nadorovych bunék pfi nepfiznivych podminkach (Terashima
et al., 2014; Kishnani et al., 2019).

5.3.7 C30RF20 (Chromosome 3 Open Reading Frame 20)

Gen C30RF20 kéduje protein nazyvany otevieny €teci ramec 20 chromozomu 3, ktery se
exprimuje ve varlatech a neuronech. Pfedpoklada se, ze gen C30RF20 souvisi s citlivosti
na opiaty a mohl by byt potencialné pouzivan jako marker pro personalizovanou davku
opioidnich analgetik (C3ORF20, The Human Protein Atlas, 2003; Nishizawa et al., 2022).

5.3.8 LDB2 (LIM domain binding 2)

Gen LDB2 kbéduje transkripéni kofaktor vazajici se doménu LIM a exprimuje se v tukové
tkani a neuronech. Snizena exprese LDB2 se vyskytuje u pacientl s hepatocelularnim
karcinomem a zpUsobuje aktivaci proliferace a migrace bunék karcinomu. V kombinaci
s dalsimi tremi geny muize slouzit jako biomarker pro ¢asnou detekci kolorektalniho
karcinomu a pokrocilych adenomu (LDB2, The Human Protein Atlas, 2003; Yu et al., 2017;
Gallardo-Gomez et al., 2023).

5.3.9 KIF24 (Kinesin family member 24)

Gen KIF24 kbduje Elen proteinové rodiny kinesin 24, ktery je exprimovan ve varlatech a
choroidnim plexu a vyuziva se jako prognosticky marker u nadoru délozni Cipku. Protein
KIF24 interaguje s centrosomalnimi proteiny o hmotnosti 97 kD (CEP97) a 110 kD (CP110),
které reguluji délku centriol a vznik fasinek. Pficemz pfi pIné inhibici KIF24 dochazi
k narustu poctu vznikajicich rasinek, avsak bez vlivu na délku centriol. KIF24 je nadmérné
exprimovan v tkanich pfi nadoru prsu, pficemz inhibice genu KIF24 zplsobuje snizeni
proliferace nadorovych bunék v prsu. (KIF24, The Human Protein Atlas, 2003; Li et al.,
2020; Kobayashi et al., 2011).
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5.3.10 MBD3L3 (Methyl-CpG binding domain protein 3 like 3)

Gen MBD3L3 kbéduje protein vazajici methyl-CpG doménu, ktery slouzi jako represor
béhem regulace transkripce. V souasné dobé neni gen ani jeho exprese spojovana
s jakymkoliv onemocnénim (MBD3L3, The Human Protein Atlas, 2003).

5.3.11 NRGN (Neurogranin)

Gen NRGN kéduje neurogranin, ktery se exprimuje v mozku b&hem neuronové signalizace.
Neurogranin se vaze na kalmodulin pfi nizkych hladinach vapniku nebo v
jeho nepritomnosti. Gen se pouziva jako prognosticky marker u karcinomu ledvin a existuje
predpoklad, ze se jedna o cil pro hormony §titné zldzy. Exprese genu NRGN je snizena
v bunikach gliomu. Zvysena exprese zplsobuje zhorseni proliferace bunék gliomu, coz
znadi roli genu jako tumor supresoru (NRGN, The Human Protein Atlas, 2003; Yang et al.,
2020).

5.4 Geny podminujici rezistenci vuéi latce PNH192

Naopak béhem selekce PNH192 neprezivaly bunky, u kterych byl inhibovan gen, ktery
umoznuje bunkam prezit i po vystaveni latce, proto byly tyto geny oznaCeny jako geny
podminujici rezistenci na PNH192.

Z Graf 2 Ize za geny podminujici rezistenci v(ci latce PNH192 oznacit primarné
HIBADH, déle s niz8i pravdépodobnosti BEND3, EMP1 a PBX2.

5.4.1 HIBADH (3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase)

Gen HIBADH koéduje enzym 3-hydroxyisobutyrat dehydrogenasu, ktera hraje v roli
v metabolismu L-valinu a exprimuje se v jatrech a ledvindch. Je znama mutace v genu
HIBADH jejimz vlivem doslo k posunu ve ¢&tecim ramci a vytvoreni pred€asného stop
kodonu, coz vede ke ztraté funkénosti enzymu. Pfi naruseni exprese genu HIBADH dochazi
ke vzniku metabolické poruchy, jelikoz se akumuluje kyselina 3-hydroxybutanova po
degradaci valinu. Exprimovany protein genu HIBADH interaguje s proteinem 14-3-30 a
potladuje proliferaci a tvorbu kolonii lidskych kmenovych bunék u nadoru tlustého streva
(HIBADH, The Human Protein Atlas, 2003; Meyer et al., 2021; Zou, 2013).

5.4.2 BEND3 (BEN domain containing 3)

Gen BEND3 koduje protein obsahujici doménu BEN, pfiCemz jeho exprese probiha
zejména v tkanich zaludku béhem proteolyzy. Protein ma funkci jako transkripéni represor
pfi transkripci ribozomalni DNA. BEND3 se vaze na promotory faktor(i souvisejicich

s diferenciaci a na regulatory bunétného cyklu. BEND3 je vysoce exprimovan
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v pluripotentnich bunkach a indukce diferenciace vede ke snizeni expresi BEND3, pficemz
pfi odstranéni BEND3 se bunky zaénou chovat jako diferenciované. BENDS3 interaguje
s promotory inhibitord bunécéného cyklu, jako je napfiklad protein p21, a inhibice v genu
BEND3 vede k vys$si expresi inhibitorl bunécného cyklu, coz zpUsobi inhibici celého
bunééného cyklu (BEND3, The Human Protein Atlas, 2003; Kurniawan et al., 2022).

5.4.3 EMP1 (Epithelial membrane protein 1)

Gen EMP1 kbéduje epitelidalni membranovy protein 1, ktery je exprimovan v dlazdicovém
epitelu, kde probiha nespecificka imunitni odpovéd, jelikoz se protein podili na vychlipovani
bunééné membrany béhem apoptosy. Snizenda exprese proteinu je zaznamenana v tkanich
nasofaryngealniho karcinomu, kde zp(isobuje snizeni efektivity bunécné apoptosy a souvisi
s narustem schopnosti migrace a invaze do okolnich tkani (EMP1, The Human Protein
Atlas, 2003; Sun et al., 2014).

5.4.4 PBX2(PBX homeobox 2)

Gen PBX2 kéduje transkripéni faktor pre-B-bunééné leukémie. Jedna se o protein z rodiny
homeoboxu, ktery se jako transkripéni aktivator vaze na promotor TLX1. Lze jej vyuzit jako
prognosticky marker u karcinom(i endometria a vajec¢niku. Exprese PBX2 reguluje expresi
cyklin-dependentni kinasy 6 (CDKB6). Pfi snizené expresi PBX2 dochazi ke snizeni exprese
CDK®8, coz vede k potlaceni bunééné proliferace a invazivity (PBX2, The Human Protein
Atlas, 2003; Zhang et al., 2023).
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6 ZAVER

Vramci teoretické ¢&asti byla vypracovana literarni reSerSe na témata souvisejici
s CRISPR/Cas systémem a jeho schopnosti editace genomu a regulace transkripce. Bylo
detailné zpracovano fungovani CRISPR prokaryotniho imunitniho systému, schopnost
ucinné editace genomu a regulace genové exprese. Zaroven v ramci témat editace genomu
a regulace transkripce byly popsany i dals§i metody umoznujici podobné manipulace ¢i
regulace.

Hlavnim cilem praktické Easti bakalaiské prace bylo identifikovat molekularni cile
nukleosidového derivatu PNH192, ktery prokazuje silnou cytotoxicitu k nadorovym burikam.
Ke stanoveni byl vyuzit CRISPR interferen¢ni screening na urovni kompletniho lidského
genomu, jehoz princip je zalozen na inhibici genové exprese pomoci CRISPR komponent.
Pri selekénim tlaku testovanou cytotoxickou latkou dochazi k proliferaci bunék, jejichz gen
oznacovany jako molekularni cil je inhibovan. Ke smrti naopak dochazi u bunék, u kterych
je inhibovan gen podminujici rezistenci na testovanou latku. Na zakladé velmi rozdilné
proliferace dochazi ke stanoveni molekularnich cilll a gend zodpovédnych za rezistenci
k této latce.

Soucasti ovéreni spravnosti postupu bylo potvrzeni exprese CRISPR komponent
v bunééném genomu. Do genomu nadorové bunééné linie K562 byl transdukovan gen
dCas9 KRAB, jehoz pfitomnost byla ovéfena western blottingem, a sgRNA celogenomovéa
knihovna, u které byla pfitomnost ovéfena PCR a elektroforézou.

U zkoumané latky PNH192 byly prostiednictvim CRISPR interferenéniho screeningu
nasledovaného NGS sekvenovanim stanoveny tyto molekularni cile: TCP11X1, TCP11X2,
NXF2, NXF2B, QRICH1, TBXAS1, ANKRD61, PHKB, C30RF20, LDB2, KIF24, MBD3L3 a
NRGN. Pfirozenou rezistenci pak podmiriuji geny HIBADH, BEND3, EMP1 a PBX2.

Urceni molekularnich cilll latky PNH192 a genl podminiujicich rezistenci vici této
latce predstavuje krok vpred v oblasti vyzkumu tohoto nukleosidového derivatu. PNH192 je
jiz povazovan za potencialni protinadorové IéCivo, z dlivodu jiz zminéné vysoké cytotoxicity
k nadorovym burikam, a pravdépodobné bude predmétem dalSich zkoumani a testovani
zamérenych zejména na ovéreni mechanismu ucinku a jeho vyuziti jako Ié€iva nadorovych

onemocnéni.
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8 SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

ABG61
AB61-MP
AGO
ANKRD61

APS

ATB
BENDS3
BSA

BSD
C30RF20

Cas

CDK
CDK6

CRISPR

CRISPRI
crRNA
CS
dCas9

DCP1-DCP2

DEPC
DMSO
DNA
DNMT3A

dNTPs

DSB

7-(2-thienyl)-7-deazaadenosin

7-(2-thienyl)-7-deazaadenosin mono fosfat

Argonaute (z anglického terminu ,Argonaute®)

ankyrinova repetitivni doména 61 (z anglického terminu ,Ankyrin repeat
domain 61%)

peroxodisiran amonny (z anglického terminu ,Ammonium Persulfate®)
antibiotika (z anglického terminu ,Antibiotic*)

doména obsahujici Ben 3 (z anglického terminu ,,Ben Domain Containing 3*)
bovinni sérovy albumin (z anglického terminu ,Bovine serum albumin®)
blasticidin (z anglického terminu ,Blasticidin®)

otevieny ¢teci ramec 20 chromozomu 3 (z anglického terminu ,Chromosome
3 Open Reading Frame 20%)

s CRISPRem sdruzené sekvence (z anglického terminu ,CRISPR-
associated sequences®)

cyklin-dependentni kinasa (z anglického terminu ,,Cyclin-dependent Kinase*)
cyklin-dependentni kinasa 6 (z anglického terminu ,Cyclin-dependent
Kinase 6%)

shromazdéné pravidelné rozmisténé palindromické repetice (z anglického
terminu ,Clustred Regularly Interspaced Palindromic Repeats*)

CRISPR interference (z anglického terminu ,CRISPR interference®)
CRISPR RNA (z anglického terminu ,CRISPR RNA*)

Chromoshadow doména (z anglického terminu ,ChromoShadow")
deaktivovana Cas9 nukleasa (z anglického terminu ,deactivated Cas9“ nebo
,dead Cas9)

komplex zajistujici ztratu Cepicky (z anglického terminu ,Decapping
complex®)

diethylpyrokarbonat (z anglického terminu ,Diethyl Pyrocarbonate)
dimethylsulfoxid (z anglického terminu ,Dimethyl Sulfoxide*)
deoxyribonukleova kyselina (z anglického terminu ,,Deoxyribonucleic Acid")
DNA cytosin-5-methyltransferasa 3A (z anglického terminu ,DNA cytosine-
5-methyltransferase 3A%)

deoxyribonukleotidové trifosfaty (z anglického terminu ,Deoxyribonucleotide
Triphosphate*)

dvouretézcovy zlom (z anglického terminu ,Double Strand Break®)
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dsRNA
DTT
EDTA
EGFP

EMP1

FBS
FCSi

Fok
GFP

gRNA
HDR
HDT1
HEPES
HIBADH
HP1A

IMDM

InDel
KAP1

KIF24
KRAB
LDB2
IncRNA

MBD2B

MBD3L3

dvouretézcova RNA (z anglického terminu ,Double-stranded RNA")
dithiothreitol (z anglického terminu ,Dithiotreitol”)

kyselina ethylendiaamintetraoctova (z anglického terminu
,Ethylenediaminetetraacetic Acid®)

zesileny zeleny fluorescenéni protein (z anglického terminu ,Enhanced
Green Fluorescent Protein®)

epitelidlni membranovy protein 1 (z anglického terminu ,Epithelial
Membrane Protein 1%)

fetalni bovinni sérum (z anglického terminu ,Fetal Bovine Serum®)
inaktivované fetalni sérum (z anglického terminu ,Fetal Bovine Serum
inactivated®)

endonukleasa Fokl/ (z anglického terminu ,Flavobacteirum Okeanokoites 1)
zeleny fluorescenéni protein (z anglického terminu ,Green Fluorescent
Protein®)

vodici RNA (z anglického terminu ,guide RNA")

oprava fizena homologii (z anglického terminu ,Homology-directed Repair®)
histondeacetyasa 1 (z anglického terminu ,Histone Deacetylase 1)
N-2-hydroxyethylpiperazin-N‘-2-ethansulfonova  kyselina(z ~ anglického
terminu ,4-(2-hydroxethyl)-1-piperazinethanesulfonic Acid®)
3-hydroxyisobutyrat  dehydrogenasa (z anglického terminu  ,3-
Hydroxyisobutyrate Dehydrogenase®)

doména Heterochromatin  Protein 1A (z anglického terminu
,Heterochromatin Protein 1A)

Iscoveho modifikované Dulbeccovo médium (z anglického terminu ,Iscove’s
Modified Dulbecco’s Medium®)

inzerce nebo delece (z anglického terminu ,Insertion-Deletion®)

protein asociovany s KRAB (z anglického terminu ,KRAB-associated
Protein 1)

¢len proteinové rodiny kinesin 24 (z anglického terminu ,Kinesin Family
Member 24%)

Krippel asociovany box (z anglického terminu ,Krippel-associated box")
LIM 2 doména (z anglického terminu ,LIM Domain Binding 2)

dlouha nekddujici RNA (z anglického terminu ,long noncoding RNA®)
methyl-CpG vazebna doména proteinu 2 (z anglického terminu ,Methyl-CpG
Binding Domain Protein 2)

protein 3 podobny methyl-CpG vazebné doméné 3 (z anglického terminu

,Methyl-CpG binding domain protein 3 like 3)
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MeCP2
miRNA
mRNA
ncRNA
NGS
NHEJ

NIPP1

NRGN
NXF2

NXF2B

PAM

ParB

PBX2
PCR

PBS
PHKB

piRNA
pre-crRNA

pre-miRNA
PURO
QRICH1
RdRP

RIPA

methyl-CpG-vazebny protein 2 (z anglického terminu ,Methyl-CpG-Binding
Protein 2%)

mikroRNA (z anglického terminu ,micro RNA)

messengerova RNA (z anglického terminu ,messenger RNA®)

nekédujici RNA (z anglického terminu ,non-coding RNA*)

sekvenovani nové generace (z anglického terminu ,Next Generation
Sequencing®)

nehomologni spojovani koncll (z anglického terminu ,Non-homologous End
Joining")

jaderny inhibitor proteinové fosfatasy 1 (z anglického terminu ,Nuclear
Inhibitor of Protein Phosphatase 1)

neurogranin (z anglického terminu ,Neurogranin®)

jaderny RNA exportni faktor 2 (z anglického terminu ,Nuclear RNA export

factor 2)

jaderny RNA exportni faktor 2B (z anglického terminu ,Nuclear RNA export
factor 2B%)

motiv pfilehly k protospaceru (z anglického terminu ,Protospacer Adjacent
Motif*)

plasmid délici B protein (z anglického terminu ,Plasmid Partition par B
Protein®)

PBX homeobox 2 (z anglického terminu ,PBX homeobox 2)

polymerasova fetézova reakce (z anglického terminu ,Polymerase Chain
Reaction®)

fosfatovy pufr (z anglického terminu ,Phosphate-buffered saline®)

regulacni beta podjednotka enzymu fosforylasa kinasy (z anglického terminu
,Phosphorylase kinase regulatory subunit beta®)

Piwi interagujici RNA (z anglického terminu ,Piwi-interacting RNA®)
prekurzorova CRISPR RNA (z anglického terminu ,precursor-CRISPR
RNA")

prekurzorova mikro RNA (z anglického terminu ,precursor-microRNA®)
puromycin (z anglického terminu ,Puromycin®)

protein bohaty na glutamin 1 (z anglického terminu ,Glutamine rich 1)

RNA dependentni RNA polymerasa (z anglického terminu ,RNA-dependent
RNA polymerase®)

radioimunoprecipitacni  testovaci pufr (z  anglického terminu

,Radioimmunoprecipitation assay buffer)
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RISC

RNA
RNAi
rRNA
RVD

Sbfl

SDS
SERPINC1
sgRNA
SHACKTeR

SHERLOCK

shRNA
SIN3A

siRNA
sncRNA
snRNA
snoRNA
SPRI

ssRNA
TALEN

TBE

TBS

TBS-T

TBXAS1
TCP11

RNA-indukovany uml€ovaci komplex (z anglického terminu ,RNA-induced
Silencing Complex*)

ribonukleova kyselina (z anglického terminu ,Ribonucleic acid®)

RNA interference (z anglického terminu ,RNA interference®)

ribosomalni RNA (z anglického terminu ,ribosomal RNA")

2 hypervariabilni aminokyseliny (z anglického terminu ,Repeat Variable
Diresidue®)

restriktasa Sbfl (z anglického terminu ,Streptomyces Bf-61)

dodecylsulfat sodny (z anglického terminu ,Sodium Dodecyl Sulfate®)
inhibitor serpin peptidasy (z anglického terminu ,Serpin Peptidase Inhibitor,
Clade 1, Member 1)

jedina vodici RNA (,single guide RNA")

CRISPR/Cas zprostfedkovany knock-in kratkych homolognich ramen
s repeticemi tetracyklin operonu (z anglického terminu ,Short Homology and
CRISPR/Cas9-mediated Knock-in of a TetO Repeat®)

specifické vysoce citlivé enzymové uvolnovani reportérli (z anglického
terminu ,Specific High Sensitivity Enzymatic Reporter Unlocking®)

mala vlasenkova RNA (z anglického terminu ,short hairpin RNA®)

doména nezavisla na spinaci 3 homolog A (z anglického terminu ,Switch-
Independent 3 Homolog A*)

mala interferujici RNA (z anglického terminu ,small interfering RNA)

malé nekddujici RNA (z anglického terminu ,small non-coding RNA*®)

mala jaderna RNA (z anglického terminu ,small nuclear RNAY)
mala jadérkova RNA (z anglického terminu ,small nucleolar RNA®)
reverzibilni imobilizace na pevné fazi (z anglického terminu ,Solid-phase
reversible immobilization®)

jednovlaknova RNA (z anglického terminu ,single-stranded RNA®)
transkripéni aktivatorova efektorova nukleasa (z anglického terminu
»lranscription Activator-like Effector Nucleases®)

TRIS, kyselina boritd, EDTA pufr (z anglického terminu , TRIS-borate-EDTA
buffer)

TRIS pufrovany fyziologicky pufr (z anglického terminu ,TRIS-Buffered
Saline*)

TRIS pufrovany fyziologicky pufr s 5 % (V/V) Tween 20 (z anglického terminu
»1BS Buffer and Tween 20)

tromboxan A syntasa 1 (z anglického terminu , Thromboxane A synthase 1)
T-komplex protein 11 (z anglického terminu , T-complex 11%)
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TCP11X1

TCP11X2

TEMED

TETH

TetO

TetR

TGS

TLX1

TMCH

tracrBNA
TRIS

tRNA
UTR
WRPW

WT
ZFN

X-vazany protein 1 rodiny T-komplex 11 (z anglického terminu , T-complex
11 family, X-linked 1)

X-vazany protein 1 rodiny T-komplex 11 (z anglického terminu , T-complex
11 family, X-linked 2%)

tetramethylethylendiamin (z anglického terminu
»1 etramethylethylenediamine®)

methylcytosindioxygenasa s deseti nebo jedenacti translokacemi (z
anglického  terminu  ,Ten-eleven Translocation Methylcytosine
Dioxygenase 1)

tetracyklin operon (z anglického terminu , Tetracycline Operon®)

Tetracyklin represor (z anglického terminu , Tetracycline Repressor®)

TRIS, glycin, SDS pufr (z anglického terminu , TRIS-Glycine-SDS Buffer®)
T-lymfocytarni leukemicky homeobox protein 1 (z anglického terminu , T-cell
leukemia homeobox protein 1)

transmembranovy kochlearni protein 1 (z anglického terminu
»1ransmembrane Cochlear-Expressed Protein 1)

transaktivujici RNA (z anglického terminu ,trans-activating CRISPR RNA*)
amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (z anglického terminu ,2-amino-2-
hydroxymethyl-propan-1,3-diol“)

transferova RNA (z anglického terminu ,transfer RNA®)

neprekladana oblast (z anglického terminu ,Untranslated Regions®)
represor s motivem tryptofan-arginin-prolin-tryptofan (z anglického terminu
» 1 rp-Arg-Pro-Trp motif*)

standardni genotyp (z anglického terminu ,Wild type")

nukleasa zinkového prstu (z anglického terminu ,Zinc Finger Nuclease®)
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10 SEZNAM GRAFU

Graf 1: Molekularni cile latky PNH192 a geny podminujici rezistenci na PNH192
porovnané po 3 sériich oSetfeni PNH192 a DMSO. Osa x vyjadfuje zastoupeni poctu
jednotlivych sgRNA v logaritmickém vyjadreni a osa y vyjadfuje miru signifikance tzv. p-
hodnotou v logaritmickém vyjadieni. Statisticky vyznamné hodnoty pfi logaritmickém
vyjadreni odpovidaji hodnotam vys$s§im nez 1,3. V pravé Casti grafu se nachazi geny
oznacené jako molekularni cile latky PNH192 a levé ¢asti geny podminiujici rezistenci na
E= Y U I A\ B PR 36

Graf 2: Molekularni cile latky PNH192 a geny podminujici rezistenci na PNH192
porovnané po 4 sériich oSetfeni PNH192 a DMSO. Osa x vyjadfuje zastoupeni poctu
jednotlivych sgRNA v logaritmickém vyjadreni a osa y vyjadfuje miru signifikance tzv. p-
hodnotou v logaritmickém vyjadieni. Statisticky vyznamné hodnoty pfi logaritmickém
vyjadreni odpovidaji hodnotam vys$s§im nez 1,3. V pravé Casti grafu se nachazi geny
oznacené jako molekularni cile latky PNH192 a levé ¢asti geny podminiujici rezistenci na
E= Y U I A\ B PR 36
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