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Souhrn

Piedlozena diplomova prace je zaméfena na pripravu bunééného modelu Diamondovy-
Blackfanovy anémie pomoci technologie CRISPR/Cas9 a jeho naslednou charakterizaci. V
teoretické Casti je popsan proces erytropoézy S zdlirazem na rozvoj anémie pii jeho naruseni.
Dale je vtéto casti struéné charakterizovana Diamondova-Blackfanova anémie. Cilem
experimentalni ¢asti prace bylo vytvofit cilené delece v genu RPS19 v mysi erytroleukemické
bunécéné linii (MEL) pomoci CRISPR/Cas9 technologie a nasledné u piipravenych mutovanych
linii otestovat vliv jednotlivych mutaci na buné¢nou proliferaci a hladinu exprese mutovaného
genu. Ziskané vysledky ukazaly vSeobecné snizeni proliferacniho potencialu u vSech
ptipravenych testovanych mutantnich linii. Exprese mutovaného genu na tirovni transkripce do
mRNA byla snizena u dvou ze tii testovanych mutantnich klond. Pfipravené buné&éné linie
vykazovali znaky pfitomné u DBA pacientil a po dalsi charakterizaci mohou byt vyuzity

ke studiu DBA patofyziologie.



Summary

The presented diploma thesis is focused on production of cellular model of Diamond-Blackfan
anemia using CRISPR/Cas9 technology and its subsequent characterization. The first part is
theoretical background and describes the process of erythropoiesis, the development of anemia
by disruption of erythropoiesis and a brief characterization of Diamond-Blackfan anemia. The
aim of the experimental part was to generate targeted deletions of the RPS19 gene in murine
erythroleukemia cell line (MEL) using CRISPR/Cas9 technology and subsequently to test the
effect of these mutations on the cell proliferation and expression level of the mutated gene. The
results showed a decreased cell proliferation potential in all tested mutant cell lines. The
expression of mutated gene at the mMRNA transcription level was reduced in two of the three
tested mutant clones. Prepared mutated cell lines showed the features presented in DBA patients
and after further characterization could be used for studying the DBA pathophysiology.



Rad bych podekoval své vedouci Mgr. Katarin€ Kapral'ové, Ph.D. za jeji vstficnost, ochotu a cenné
rady, které mi poskytla pii zpracovani teoretické 1 experimentalni ¢asti mé diplomové prace. Déle
bych chtél podékovat celému kolektivu Ustavu biologie LF UPOL za vytvoreni piijemného
pracovniho prostiedi.
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Seznam symboli a zkratek

BFU-E (burst forming unit-erythroid)

CFU-E (colony forming unit-erythroid)
CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/Cas9)
DBA — Diamondova-Blackfanova anémie

DEPC voda — voda osetfena dietylpyrokarbonatem
DMEM (Dublecco’s modified Eagle’s médium)
DMSO - dimetylsulfoxid

EPO — erytropoetin

EPOR - erytropoetinovy receptor

FBS — fetalni teleci sérum

GFP — zeleny fluorescen¢ni protein

HIF1 — hypoxii indukovany faktor 1

HSC — hematopoeticka kmenova bunka

JAK?2 - Janusova kinaza 2

LB médium — Luria-Bertani médium

MEL- mysi erytrolekemicka bunécna linie

MTT - 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
PBS — fosfatovy pufr

RFP — Cerveny fluorescencni protein

RPL5 — gen pro ribozomalni protein L5

RPS19 — gen pro ribozomalni protein S19

SCF — faktor kmenovych bun¢k

SDS — dodecylsiran sodny

SgRNA (single guide RNA) — mala vodici RNA

wt (wild-type) — standardni (kontrolni) genotyp
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1 Uvod

Erytropoéza je kli¢ovy pro zivot nezbytny proces, ktery zajistuje produkcei erytrocyta.
Selhani erytropoézy ma za nasledek vznik anémie, coz je chorobny stav, ktery se vyznacuje
poklesem hodnot hemoglobinu v krvi pod normalni fyziologickou hodnotu. Vzhledem k
slozitému systému regulace erytropoézy, vedou defekty na rtiznych tirovnich tohoto procesu k
vrozenym nebo ziskanym hematologickym onemocnénim. Jednim z takovych geneticky
podminénych anemickych onemocnéni je Diamondova-Blackfanova anémie. Diamondova-
Blackfanova anémie vznika v disledku patologickych mutaci v genech, jez ve vét$ing piipadii
koduji ribozomalni proteiny. Nasledkem téchto mutaci dochazi k naruSeni procesu
proteosyntézy. Toto onemocnéni se vyznacuje poklesem mnozstvi erytroidnich prekurzorovych
bunék a v kone¢ném dusledku rozvojem rizné silné anémie.

Bunééné modely predstavuji cenny nastroj pro studium molekularni patofyziologie fady
chorob. V praxi se vyuzivaji predev§im imortalizované bunééné linie, u kterych je moznost
jejich dlouhodobé kultivace in vitro, nebo pluripotentni kmenové buniky. Poznatky ziskané na
bunécnych modelech mohou pftispét k pochopeni molekularni podstaty téchto onemocnéni a
také k navrzeni novych terapeutickych postupi pii jejich 1é¢bé.

Objev mistné specifickych nukledz (nukleazy zinkového prstu, TALEN a nejaktualnéjsi
CRISPR/Cas9 systém) znamenal velky pokrok v oblasti genového inZenyrstvi. Tyto nukleazy
jsou schopny prerusit vldkno definované sekvence DNA v jadie zivé buiiky. V dne$ni dob¢ se
diky pokrokiim v moznosti cilené editace genomu pomoci téchto nukleaz nabizi moznost cilené

mutageneze za ucelem piipravy modelil genetickych onemocnéni.



2 Cile prace

e Vypracovani literarni reSerSe na téma diplomové prace.

e Piiprava bunééného modelu Diamondovy-Blackfanovy anémie cilenou mutagenezi
genu RPS19 metodou CRISPR/Cas9.

e Testovani a charakterizace ptipraveného buné¢cného modelu.

e Zvladnuti pouzitych metod: kultivace bunéénych linii, transfekce savéich bunéénych
linii, izolace plazmidové DNA, editace genomu syst¢émem CRISPR/Cas9, PCR, real-
time PCR, sekvenovani, testy proliferace ptipravenych bunéénych linii.



3 Literarni prehled

3.1 Erytropoéza

Erytropoéza je proces vzniku Cervenych krvinek (erytrocytt) z hematopoetickych
kmenovych bunék (HSC) v kostni dfeni. Jeji hlavni tlohou je produkovat a udrzovat optimalni
mnozstvi erytrocytil, které diky obsahu hemoglobinu pienaseji v téle kyslik. Vznik erytrocytt
je pomérné¢ slozity prisné regulovany proces, ktery probiha od HSC ptes n¢kolik vyvojovych
bunéénych stadii erytroidni fady. K rozpoznéni riznych stadii erytropoézy mohou byt pouzity
rizné markery bunééného povrchu nebo hladiny exprese klicovych erytroidnich transkripénich
faktorii. Pro erytropoetickou diferenciaci je typicka zména povrchového markeru CD34, ktery
je charakteristicky pro HSC na povrchovy marker CD71, jez se exprimuje v pozdé¢jsich stadiich
erytroidniho vyvoje (Lodish et al., 2010).

Erytropoéza je prvni diferencia¢ni fadou hematopoézy. Dochdzi k ni jiz v prabchu
embryonalniho vyvoje. Prvni primitivni erytrocyty vznikaji ve Zloutkovém vaku a K jejich
cirkulaci dochézi jiz kolem 21. dne vyvoje lidského embrya. Tyto erytrocyty obsahuji
embryonalni hemoglobin a maji zachované bunééné jadro (Tavian et Péault, 2005). Po 30 dnech
téhotenstvi ptebiraji tvorbu erytrocytll fetalni jatra, kterd jsou obsazena hematopoetickymi
kmenovymi buiitkami, jez do fetalnich jater migruji z aorto-gonado-mezonefrosu (Nishikawa et
al., 2001). Na zacatku tietiho trimestru dochazi k migraci HSC do kostni dfené, coz vede
k ustupu krvetvorby ve fetalnich jatrech. Po porodu se kostni dfen stava jedinym a definitivnim
mistem erytropoézy.

HSC jsou pluripotentni, coZ znamena, Ze v konecném disledku mohou diky své
diferenciani schopnosti dat vznik vSem krevnim bunéénym liniim. V ptipadé vyvoje
erytrocytl se HSC nejdiive diferencuje v multipotentni spole¢ny myeloidni progenitor
(CMP). CMP maji schopnost multipotence, avSak proti HSC jiz maji snizenou schopnost
proliferace za ti¢elem sebeobnovy. CMP se mohou dale diferencovat do GMP (progenitor
vedouci k vzniku granulocyti a makrofagl) ¢i v MEP (progenitor vedouci k vzniku
megakaryocytd a erytrocytd) (Akashi et al., 2000). Pii erytropoéze se MEP diferencuje
Vv erytroidni progenitor BFU-E (burst forming unit-erythroid). BFU-E je unipotentni
nejrannéjsi progenitor, ktery jiz nemtzZe diferencovat v jiné krevni buiiky neZ erytrocyty. Riist
a vyvoj BFU-E je zavisly na fad¢ ristovych faktort jako napf. faktoru kmenovych bun¢k (SCF)
a interleukinu 3 (IL-3). Z BFU-E se vyviji pozdni erytroidni progenitor CFU-E (colony

forming unit-erythroid), jehoz rust, sebeobnova a vyvoj v erytroidni prekurzory je zavisly


http://www.stefajir.cz/?q=erytrocyt

piedevsim na erytropoetinu (EPO). CFU-E dale diferencuje v tzv. erytroidni prekurzory.
V ramci jednotlivych vyvojovych stadii erytroidnich prekurzor je mozné pozorovat trend
postupné akumulace hemoglobinu, zmensSovani bunécné velikosti, zvySujici se kondenzace
jadra a snizovani celkové RNA (Obr. ¢. 1). Prvnim morfologicky identifikovatelnym
erytroidnim prekurzorem je proerytroblast. Jde o prekurzor ovalného tvaru, jehoz jadro mutize
predstavovat az 80% jeho povrchu. Dale nasleduje bazofilni normoblast, jehoz jadro rovnéz
vypliiuyje vétsSinu bunky, ale v porovnani s proerytroblastem dochdzi k zmenseni buiiky. Dal$im
vyvojovym stadiem erytroidni fady je polychromatofilni normoblast. U polychromatofilniho
normoblastu dochazi v porovnani s pfedchozim prekurzorem k redukci velikosti jadra, ztraté
jadérek a cytoplasma ztraci vlivem kumulace hemoglobinu bazofilii, coz vede k jejimu
narizovélému zbarveni. Poslednim jadernym vyvojovym stadiem erytroidni fady je
ortochromni normoblast. V tomto stadiu dochéazi k piknéze jadra a jeho ptipraveé na vypuzeni.
Po enukleaci ortochromniho normoblastu vznika retikulocyt, ktery se uvoliiuje do krevniho
ob¢hu. V ob&hu dochazi k procesu zrani retikulocyti, které trva 24 az 48 hodin a poté, co se

retikulocyt zbavi zbylych nadbyte¢nych organel (mitochondrie, endoplasmatické retikulum,

Golgiho komplex), vznika zraly erytrocyt (Ney et al., 2011).

Obrazek 1: Erytroidni vyvojova fada.

Béhem vyvoje dochazi u erytroidnich prekurzort ke kondenzaci bunééného jadra, a nakonec i k jeho uplnému
vypuzeni. (pfevzato a upraveno dle Zivot et al., 2018)

3.1.1 Transkrip¢ni faktory erytropoézy

Samotny proces erytropoézy je piisné regulovan pomoci mnozstvi cytokini a
regulacnich proteini, které funguji jako transkripcni nebo rtistové faktory. Transkripéni faktory
dulezité pro erytroidni diferenciaci ovliviuji expresi gend, které jsou nutné pro vyvoj
hematopoetické kmenové bunky do erytroidni linie a zabranuji jejimu vyvoji do alternativnich
linii hematopoézy. Dal$i transkripni faktory maji daleZitou roli pfi samotné erytroidni
diferenciaci a maturaci. Vyznam jednotlivych transkripénich faktort byl objasnén pifedevsim
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diky analyzam mysich ,,knock-out modeld, kdy nulova mutace v nékterém z transkripcnich
faktort vedla k embryonalni letalit¢ v disledku naruseni erytropoézy nebo i celé hematopoézy.
K nejvyznamnéjSim transkripénim faktorim, jez se podili na procesu erytropoézy, patii
GATAL, GATA2, SCL/TAL-1 (stem cell leukemia/T-cell acute lymphoblastic leukemia),
EKLF (erythroid Kriippel-like factor), FOG-1 (friend of GATAL), NF-E2 (nuclear factor
erythroid-2) (Dor¢ et Crispino, 2011) (Obr. €. 2).

3.1.1.1 Transkrip¢ni faktor GATA1

Proteiny z rodiny GATA konkrétné GATA1 a GATA2 jsou esencialni pro aktivaci
exprese gent, jez vedou k erytroidni diferenciaci. Transkripcni faktor GATA?2 je exprimovan
v ¢asnych erytroidnich progenitorech, avsak ve fazi CFU-E dochazi k jeho nahrazeni faktorem
GATAL (Bresnick et al., 2010) (Obr. ¢. 2). Bylo zjisténo, Zze v embryonalnich kmenovych
bunkach dochazi v disledku ztraty funkce genu kodujiciho GATAL K zastaveni erytroidni
diferenciace ve stadiu proerytroblastu (Pevny et al., 1995) a v ptipad¢ takto postizenych mysi
dochazi k timrti embrya 11. den v dusledku téZké anemie (Fujiwara et al., 1996). Transkrip¢ni
faktor GATAL obsahuje dvé domény zinkovych prsti (Martin et Orkin, 1990). Cilovou DNA
sekvenci pro GATA1 je motiv 5(A/T)GATA(A/G) 3" (Merika et Orkin, 1993). Tato
nukleotidovéa sekvence se typicky nachazi v regulacnich oblastech erytroidné-specifickych
gent, coz ¢ini z GATAL kli¢ovy faktor erytroidni diferenciace. K takovym gentim patii napf.
gen pro erytropoetinovy receptor (EPOR), geny zodpovédné za biosyntézu globint (Ferreira et
al., 2005) nebo geny kodujici enzymy potiebné k syntéze hemu. Samotna aktivita GATAI je
regulovana tfadou faktorii, ke kterym patii také acetylace. Bylo publikovano, ze acetylace
GATAI1 usnadnuje jeho interakci s cilovymi DNA sekvencemi (Lamonica et al., 2006), avsak
tato acetylace vede také k degradaci GATAL ubikvitin-proteasomovym systémem (Hernandez-
Hernandez et al., 2006). Schopnost GATAL aktivovat transkripci gent erytroidni diferenciace
je rovnéz ovlivnéna kooperaci s riznymi kofaktory jako napt. s kotranskripénim faktorem
FOG-1, ¢i multiproteinovym komplexem zahrnujicim SCL, E2A, LMO2, LDBI1 (Cantor et
Orkin, 2002).
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Obrazek 2: Faktory ptsobici v procesu erytropoézy.

A. Exprese transkrip¢nich faktora v prab&hu erytropoézy
B. Exprese receptort pro rustové faktory v pribéhu erytropoézy
(pfevzato a upraveno dle Sposi, 2015)

3.1.2 Riistové faktory erytropoézy

Ristové faktory (cytokiny a hormony) hraji rozhodujici roli v pozitivni regulaci
erytropoézy. Plisobi na erytroidni progenitory a prekurzory ve vSech stadiich zrani. Po interakci
S prisluSnymi receptory vyvoldvaji v buiice signal, ktery skrz transkripni faktory vede
k realizaci exprese gent, jez jsou nutné pro expanzi a vyvoj erytroidni linie, a tim padem i pro
samotny vznik erytrocytll. Vyznam rastovych faktord na proces erytropoézy nepiimo potvrzuje
1 nutnost vyuziti téchto faktort pii pfipravé erytrocyti z hematopoetickych kmenovych bunck
ex vivo (Giarratana et al., 2005).

Vétsina cytokind je produkovana bunkami stromatu kostni dfen¢ nebo imunitnimi
bunikami. Produkce hormonu EPO je zajiSt€éna mimo kostni dfen, a to v ledvinach. Jak jiZ bylo
vySe feceno, erytroidni progenitory reaguji na ristové faktory SCF, IL3, IGF1 (insulin like
growth factor 1) a EPO (Obr. ¢. 2). Analyza mutantnich mysi s nulovou mutaci v genu pro EPO,
SCF, ¢i jejich receptory ukdzala, ze tyto signalni drahy jsou pro proces erytropoézy esencialni
(Wu et al., 1995; Broudy, 1997). V hierarchii bunéénych populaci, vedoucich k produkci
erytrocytu, je pfezivani a proliferace mén¢ specializovanych typli bunék zavisla na SCF, ktery
je spoleénym riistovym faktorem celé fady hematopoetickych progenitorti. Percepce SCF je

zprostiedkovéana tyrosinkindzovym receptorem c-KIT. Vysledkem interakce SCF s c-KIT
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receptorem je spusténi nékolika signalnich kaskad, v jejichz dusledku dochazi k aktivaci fady
antiapoptickych genll a gend podporujicich proliferaci. Soucasné tato signalizace oddaluje
diferenciaci, a tim umoznuje obnoveni ¢asnych progenitortt (Muta et al., 1995). Bylo rovnéz
zjisténo, ze SCF signalizace pusobi synergicky s EPO signalizaci, coz je pravdépodobné
aktivovat (Wu et al., 1997). Po ptechodu do stadia CFU-E a dalsich specializovangjSich typta
bunék erytroidni fady pak piebira roli Gstfedniho rastového faktoru stimulujiciho erytropoézu

EPO.

3.1.2.1 Erytropoetin

Erytropoetin piedstavuje hlavni hormonalni regulator tvorby ¢ervenych krvinek. Jde o
glykoprotein kodovany genem na 7. chromozomu, ktery je béhem embryonélniho vyvoje
syntetizovan prevazné v jatrech a postnatalné je exprimovan v peritubularnich bunkach kortexu
ledvin. EPO mRNA koduje protein dlouhy 193 aminokyselin, avSak po odstépeni signalniho
peptidu, ktery ma roli v zafazeni EPO do sekretorické drahy, je konecny hormon tvoren
fetézcem 165 aminokyselin. Hmotnost rekombinantniho lidského erytropoetinu byla stanovena
na 30,4 kDa (Davis et al., 1987). Erytropoetin je posttranslaéné¢ modifikovan glykosylaci na
asparaginu v polohach 24, 38 a 83 (N-glykosylace) a serinu v pozici 126 (O-glykosylace)
(Dordal et al., 1985). Cukernata slozka, tvoii pfiblizné 40 % hmotnosti molekuly hormonu a
stupenn glykosylace vyznamné ovliviiuje jeho stabilitu a aktivitu (Egrie et Browne, 2001).
Sekundarni struktura hormonu je tvoiena 4 a-helixy a 2 B-listy a dale se v polypeptidovém
fetézci nachazi 2 disulfidové mistky mezi cysteiny Cys’-Cys!®! a Cys?®-Cys®3. Hlavnim mistem
pusobeni EPO jsou buiiky progenitorit CFU-E, ale hormon pusobi i na dalsi bunééna stadia
erytroidni vyvojové fady. EPO signalizace vede u CFU-E ke kaskade¢ reakci, jejimZ vysledkem
je zvysSena proliferace, diferenciace, a predev§im potlaceni apoptozy (Wu et al, 1995).
Antiapopticky plisobi EPO nejen na erytroidni progenitory, ale napf. i na nervové buiky (Sirén
etal., 2001).

Produkce EPO je pod kontrolou sofistikovaného regulacniho systému schopného
detekovat mnozstvi kysliku v krvi, tzv. hypoxickou signalni drahou. Hlavni roli v regulaci
syntézy EPO hraje hypoxii indukovany transkripéni faktor 1 (HIF1) (Semenza, 2001). Tento
transkripcni faktor zahrnuje dvé podjednotky HIF 1o a HIF1B. Podjednotka HIF 1a se nachazi
Vv cytosolu bun¢k produkujicich EPO a jeji stabilita je zavisla na parcialnim tlaku kysliku (pO2)

Vv bunce, zatimco podjednotka HIF1P je lokalizovana v jadfe. V piipadé hypoxie dochazi
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k hromadéni HIF1a v cytoplazmé, coz nasledné vede k jejimu pronikani do buné¢ného jadra.
V jadte dochazi k asociaci obou podjednotek za vzniku funkéniho dimeru HIF10/B, ktery se
spolu s kofaktorem p300 vaze do HRE responzivnich oblasti HIF cilovych gend, ¢imz aktivuje
jejich transkripci. Mezi takto ovladané geny patii gen pro EPO, ale i dalsi geny zapojené do
procesu erytropoézy, proliferace bun€k nebo angiogeneze. V piipadé normoxie dochazi
k hydroxylaci HIF1a za katalytického pisobeni enzymu prolyl-hydroxylazy (PHD) (Ivan et al.,
2002). Hydroxylovana podjednotka HIFlo je pak rozeznavana a nasledné degradovana

ubiquitin-proteazomovym systémem (Huang et al., 1998).

3.1.2.2 Erytropoetinovy receptor

K zachyceni EPO signalu exponuji na svém povrchu hematopoetické progenitory i
prekurzory erytroidni fady tzv. erytropoetinovy receptor. Nejvétsi expresi vykazuje EPOR
mezi stadii CFU-E a proerytroblastem. Naopak nejmensi po¢et EPOR je exprimovan ve stadiu
BFU-E, které¢ vykazuje pomérn¢ slabou odpovéd na EPO. S narGstajici diferenciaci
erytroidnich prekurzorii se mnozstvi EPOR na buiiku postupné snizuje. Retikulocyty i zralé
erytrocyty jiz EPOR postradaji. Kromé exprese na hematopoetickych bunkach je EPOR
exprimovan také v nékterych dalSich tkanich napt. ve svalové, kardiovaskularni ¢i nervové
tkani.

EPOR je homodimer slozeny ze dvou glykoproteinovych fetézct (Livnah et al., 1999).
Obsahuje extracelularni doménu uzplsobenou pro vazbu EPO, transmembranovou doménu a
intracelularni doménu, kterd je spojena s tyrosinkindzovym systémem. Po navazani
erytropoetinu na extraceluldarni doménu dojde v receptoru ke konformaéni zméné, jejimz
vysledkem je aktivace Janusovy kinazy 2 (JAK2), kterd je asociovand s intracelularni
doménou EPOR. JAK?2 slouzi k ptevodu signalu z EPOR a iniciaci jeho transdukce (Witthuhn
et al., 1993). JAK2 fosforyluje tyrozinové zbytky intracelularni domény EPOR, coz umozni
asociaci EPOR s dal§imi proteiny jako napft. s transkripénim faktorem STATS, adaptorovym
proteinem SHC (a komplexem proteinti drahy Ras/MAPK), ¢i enzymem fosfatidyl-inositol-3-
kindzou (PI-3K). Interakce fosforylovaného EPOR a aktivované JAK2 s témito proteiny ma za
nasledek iniciaci tfi nejvyznamnéjSich EPO/EPOR signéalnich kaskad (Obr. ¢. 3), které
kontroluji pfezivani, proliferaci a diferenciaci erytroidnich bungk.

K negativni regulaci EPO/EPOR signalizace dochazi t¢émét okamZzité po jeji aktivaci v
diisledku degradace signalnich molekul aktivovanych pomoci EPOR. Po aktivaci JAK2 dochézi

také k ubikvitinaci intracelularni ¢asti receptoru, coz vede k jeho degradaci v proteazomu.
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Extracelularni ¢ast komplexu hormon-receptor je nasledné internalizovana do bunky, kde

podléha lysozomalni degradaci (Walrafen et al., 2005).

Transcription

Obrazek 3: Zjednodusené schéma tii nejvice prostudovanych signalnich drah aktivovanych interakci EPO/EPOR.

1. JAK2/STATS5 signalni draha. Po nasednuti proteinu STAT5 na fosforylovany EPOR dochazi k jeho
fosforylaci, coz vede k dimerizaci STATS5 a translokaci dimeru do jadra, kde ptisobi jako transkripéni faktor
antiapoptotickych a prolifera¢nich gend.

2. PI3K/Akt signalni draha. Fosforylovany receptor aktivuje lipidovou PI3-kinazu, ktera fosforyluje PIP2 na
PIP3, jez aktivuje kinazu Akt. Aktivovana Akt kinaza prenasi signal az k prislusnym transkripénim faktortim.

3. Ras-MAPK signalni draha. Adaptorovy proteinovy komplex SHC/GRB2, ktery je fosforylovan kinazou
JAK2, vaze protein SOS. Ten nasledné aktivuje GTP-vazajici protein Ras, coz vede k aktivaci kaskady
proteinovych kinaz Raf (MAPKKK), MEK (MAPKK) a ERK (MAPK). Posledni kinaza v kaskadé pak
fosforylaci puisobi na jaderné transkrip¢ni faktory. (pfevzato a upraveno dle Jelkmann, 2004)



3.2 Anémie

Anémie (chudokrevnost) patii mezi nejéastéjsi hematologickou poruchu na svété. Jde o
chorobny stav vyznacujici se poklesem hodnot hemoglobinu a hematokritu v krvi pod mezni
fyziologickou hranici. Snizeny pocet erytrocyti pro diagnézu anémie nemusi byt vzdy
dostacujici, nebot’ nékteré typy anémii maji jejich pocet normalni. U muzi je normalni
fyziologickd hodnota hemoglobinu 136 az 176 g na litr krve, u Zen tato hodnota ¢ini 120 az
168 g na litr krve (Ceska et al., 2010). Pfi¢iny poklesu hemoglobinu mohou byt velmi
riznorodé. Pro klasifikaci anémii existuje n€kolik klasifikacnich systému. V minulosti byla
uzivana Wintrobeho morfologické klasifikace dle velikosti erytrocytl, kterd rozdéluje anémie
na mikrocytarni, normocytarni a makrocytarni. V soucasnosti se pii fazeni do systému
zohlednuji spisSe etiologicko-patogeneticka hlediska, podle kterych je anémie mozné rozdélit do
dvou velkych skupin. Prvni skupina zahrnuje anémie z nedostate¢né, ¢i porusené tvorby
erytrocyti. Druhou skupinu tvofi anémie vznikajici v disledku zvySeného zaniku
erytrocytii (hemolytické anémie). K anemickému stavu muze rovnéz dojit i v disledku

krevnich ztrat (Fabryova et al., 2017).

3.2.1 NaruSeni erytropoézy jako pri¢ina anémie

Na poruse tvorby erytrocytli miiZe participovat poSkozenti, ¢i sniZzeni poctu krvetvornych
kmenovych bunék, nebo poruchy proliferace, maturace a hemoglobinizace erytroidnich
prekurzort. Postizeni krvetvornych kmenovych bunék vede ke vzniku aplastické anémie, ktera
se projevuje pancytopenii (snizenim poctu vSech typi krevnich buné€k) v periferni krvi.
V piipadé, Ze se naruSeni tyka pouze erytroidni linie, hovofime o izolované aplazii Cervené
krevni fady. Poruchy erytropoézy mohou byt vrozené, ale i ziskané béhem Zivota.

Ziskané poruchy erytropoézy vznikaji v disledku nedostatku mikronutrientt nutnych
pro maturaci a proliferaci erytrocyti (napi. zelezo, kyselina listova, vitamin B12) nebo
v disledku poskozeni HSC, ¢i erytroidnich progenitorit vlivem autoimunitniho procesu nebo
plisobenim rtiznych vnéjsich chemickych, fyzikalnich a biologickych faktordi (napt. vlivem
ionizujici zafeni, puisobenim 1éki a chemikalii, vlivem virové infekce). Naruseni tvorby
erytrocytl miize rovnéZ doprovazet rizné chronické zanétlivé choroby jako napt. naddorova
onemocnéni, chronické zanéty, & chronické infekce (Ceska et al., 2010).

Vrozené poruchy erytropoézy piedstavuji znacné heterogenni skupinu onemocnéni.

Pfi¢inou jsou mutace v genech, jez koduji proteiny nutné pro proliferaci, diferenciaci nebo
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maturaci erytrocytii, a které se podileji na mnoha rtznorodych funkcich napt. na reparaci
poskozené¢ DNA, biogenezi ribozomi, udrzovani telomer, regulaci bunééného cyklu,
hemoglobinizaci erytroidnich prekurzort, vstfebavani ¢i metabolismu Zeleza a mnoha dalSich.
Zmény genetické informace jsou prendSeny na dalSi generace a mohou byt dédény v
heterozygotnim nebo homozygotnim stavu, ptipadné¢ mize byt dédi¢nost vazana na pohlavi.
Vrozené poruchy erytropoézy jsou pomérn¢ vzacna onemocnéni, avsak mohou mit velmi zavazny

prubéh a vliv na postizeného jedince. Pfehled vrozenych poruch erytropoézy poskytuje tabulka 1.

Tabulka 1: Klasifikace vrozenych anémif

Vrozené poruchy erytropoézy

l. Zpiisobené sniZzenou produkci ¢ervenych krvinek

A. Anémie z davodu poruchy v hematopoetické kmenové burice

1 Fanconiho anémie
2 Dyskeratosis congenita

3 Shwachman-Diamondiv syndrom

B. Anemie z divodu poruchy v erytroidnim progenitoru

1 Diamond-Blackfanova anémie

2 Kongenitalni dyserytropoetické syndromy

C. Anemie z duvodu funkéni nedostateCnosti erytroidnich a jinvch prekurzori

v

Z nutri¢nich a jinych pficin

1 Megaloblastové anémie
2 Vrozené poruchy purinového a pyrimidinového metabolismu
3 Vrozené poruchy metabolismu Zeleza
- vrozena atransferinémie
- hypochromni anémie zptisobena mutaci v DMT1
4 Vrozena sideroblastickd anémie

5 Talasémie

1. Zpisobené zvySenou destrukei ¢ervenych krvinek

A. Hemoglobinopatie
B. Membranové defekty Cervenvch krvinek
C. Enzymové defekty ¢ervenvch krvinek

D. Porfyrie

(ptfevzato a upraveno dle Prchal, 2016)
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3.2.1.1 Vrozené aplastické anémie

Vrozené aplastické anémie jsou vzacna Zzivot ohrozujici onemocnéni, kterd jsou
bunécnosti kostni diené pod 30 % bez pfitomnosti fibrozy. Onemocnéni se vétSinou manifestuji
Vv pribé¢hu détstvi a postizeni jedinci vykazuji ¢asto rizné fyzické anomadlie. VSechna tato
onemocnéni jsou navic spojena se zvySenym vyskytem myeloidnich malignit 1 solidnich nadort
(Dokal et Vulliamy, 2010).

Nejcastejsi vrozenou aplastickou anémii je Fanconiho anémie (FA). Jde 0 vzacné
geneticky 1 klinicky heterogenni onemocnéni charakterizované fyzickymi abnormalitami
(pfitomné u 70 % nemocnych), selhanim kostni dfen¢ a zvySenym rizikem k maligni
transformaci. Pfi¢inou onemocnéni jsou mutace v fadé gend, jejichz produkty se podileji na
opravach DNA. V soucasné dob¢ je identifikovano a blize zkouméano 21 FA kauzalnich gend.
Dé&dicnost je vétSinou autozomalné recesivni, ale existuje 1 gonozomalni dédi¢nost vazana na
chromozom X. Fyzické abnormality zahrnuji maly vzrist, abnormalni pigmentaci kize,
malformace hornich i dolnich koncetin a mikrocefalii. Selhani kostni dfen¢ s pancytopenii se
typicky projevuje v prvni dekadé zivota (Mamrak et al., 2016).

Piikladem vzacné aplastické anémie je i tzv. Cista aplazie Cervené krevni fady, kdy
Vv kostni dfeni dochédzi pouze k utlumu erytropoézy, pficemz granulopoéza i trombopoéza jsou
zachovany bez znamek dysplazie. Tato vrozend forma aplastické anémie je znama jako tzv.

Diamodova-Blackfanova anémie.
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3.3 Diamondova-Blackfanova anémie

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) patii mezi syndromy selhani kostni diené.
Jde o vrozenou normochromni makrocytarni anémii zptisobenou aplazii nebo hypoplazii
cervené krevni tfady bez postizeni ostatnich hemotopoetickych bunéénych linii. U 40 %
pacientt s DBA se krom¢ anémie navic objevuji i rGzné pridatné vrozené anomalie
V kraniofacialni oblasti, malformace hornich koncetin a palce, zpomaleny rust, ¢i vrozené
srde¢ni vady (Pospisilova et Cmejla, 2013). Byla rovnéZ zji§téna asociace onemocnéni se
zvySenym rizikem akutni myeloidni leukémie, ¢i osteogenniho sarkomu (Lipton et al., 2001;
Vlachos et al., 2012). Incidence onemocnéni je 5 az 10 pfipadti na milioén zivé narozenych déti

(Vlachos et al., 2008). Vice nez 90 % pacienti je diagnostikovanych pied 1. rokem Zzivota.

3.3.1 Etiologie a dédi¢nost

Ackoliv byla nemoc zndma jiz od 40. let minulého stoleti, teprve na prelomu tisicileti
byla popsana souvislost mezi onemocnénim DBA a mutaci v genu RPS19 (Draptchinskaia et
al.,, 1999). Gen RPS19 koduje ribozomalni protein S19. Po tomto prilomovém objevu
nasledovala identifikace mutaci dalSich genli pro ribozomalni proteiny, které¢ byly u jejich
nositelll spojeny s klinickymi projevy DBA. Mutantni alela pro néktery z geni kddujicich
ribozomalni protein byla identifikovana ptibliZzné u poloviny postizenych DBA. Nasledné bylo
navrzeno, ze toto onemocnéni vznika v disledku haploinsuficience ribozomalnich proteind
Vv hematopoetickych kmenovych buiikach a fadi se tak mezi skupinu onemocnéni nazyvanou
ribozomopatie. DBA je ve vétsiné piipadi dédéna dle autozomalné dominantniho vzoru
dédicnosti, coz krom studia rodokmend potvrzuje i fakt, Ze objevené mutantni alely jsou
Vv heterozygotni konstituci s alelou standartni. Homozygotni mutace jsou patrné neslucitelné se
zivotem. Vztahy mezi konkrétnimi mutacemi ribozomalnich proteind a fenotypovymi projevy
DBA zlstavaji neobjasnéné. Nebyla dosud nalezena zadna korelace mezi identitou genu
podminujiciho DBA a hematologickou zavaznosti nemoci. Dokonce i v ramci jedné rodiny se DBA
fenotyp mize mezi jednotlivymi postizenymi rodinnymi pfislusniky zna¢né odliSovat. Jedina
doposud objevena korelace byla zjisténa u kraniofacialnich abnormalit, jeZ jsou asociovany
s mutacemi v genech RPL5 a RPL11 (Gazda et al., 2008).

Pomérné zajimavym objevem na poli poznatki o etiologii DBA bylo nalezeni nové

kauzalni mutace v genu pro hematopoeticky transkripcni faktor GATAL1 (Sankaran et al.,
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2012). Tento objev ukazal, Ze porucha erytropoézy spojena s DBA miize vzniknout i1 z jinych
pficin nez z dvodu mutace genu pro ribozomalni protein. Dal§im identifikovanym kauzalnim
genem, ktery nekoduje ribozomalni protein a jehoz mutace byla objevena u pacienta
postizeného DBA, je gen TSR2 (Gripp et al., 2014). Tento gen koduje ribozomalni matura¢ni
faktor a stejné jako ribozomalni proteiny mé vliv na biogenezi ribozomti. DBA souvisejici
s mutaci v genu pro GATA1 nebo TSR2 jsou jediné dva znamé ptipady DBA, kdy je dédi¢nost
vazana na chromozom X.

Navzdory velkym pokrokim v identifikaci novych mutaci zapii¢inujicich DBA nebyla

u vice nez 40 % pacientl s touto chorobou doposud nalezena 74dné kauzalni mutace. Ptehled

gend, jejichZ mutované alely byly identifikovany ve spojeni s DBA, shrnuje tabulka 2.

Tabulka 2: Pfehled genti s publikovanymi mutacemi asociovanymi s DBA.

Gen Vyskyt
RPL5 6,6 %
RPL11 4,8 %
RPL35A 3%
RPS10 2,6 %
RPS17 1%
RPS19 25 %
RPS24 2%
RPS26 6,4 %
GATAL, RPL15,

RPL18, RPL26, RPL27,

RPL31, RPL35, RPS7, | ojedinély
RPS15A, RPS27,

RPS28, RPS29, TSR2

(pfevzato a upraveno dle Clinton et Gazda, GeneReviews® [Internet])

3.3.2 Diagnosticka kritéria DBA

Jak jiz bylo vySe zminéno, vétSina pacientl je diagnostikovana pied 1. rokem Zivota.
Prvnimi klinickymi ptiznaky DBA jsou bledost a dusnost kojencti. U n€kterych jsou pak patrné
fyzické anomalie. Dal§imi diagnostickymi kritérii DBA je normochromni makrocytarni

anémie, snizeny pocet retikulocytd, snizeny pocet erytroidnich prekurzorii v kostni dfeni a
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negativni test na detekci chromozomalnich zlomt (pro vylouceni Fanconiho anémie). DalSimi
podptrnymi kritérii jsou zvySena hladina fetdlniho hemoglobinu a zvy$end hladina enzymu
adenosindeamindzy v erytrocytech. Diagnéza DBA muze byt podpofena i nalezem mutace

v n¢kterém z kauzalnich gent (Lipton et Ellis, 2009).

3.3.3 Lécba DBA

Pacienti, u nichz byla diagnostikovana DBA, se 1€¢i transfazi erytrocytti. Po 1. roce
zivota se nasazuje 1é¢ba kortikosteroidy. Ptiblizné 70 % pacientl na 1é¢bu reaguje zvySenim
koncentrace hemoglobinu, které je obvykle pozorovano po dvou az ¢tyfech tydnech od zahajeni
1é¢by. Pii pravidelnych transfizich je zaroven potieba zahajit 1é¢bu chelatory Zeleza, aby
nedoslo v jejich disledku k rozvinuti sekundarni hemochromatézy. U pacientt zavislych na
transfazich se rovnéz muze piistoupit k alogenni transplantaci kmenovych bunék (Lipton et

Ellis, 2009).

3.3.4 Patofyziologie DBA

V patofyziologii DBA dochazi v disledku aplazie erytropoézy ke zpomaleni proliferace
erytroidnich prekurzort a jejich apoptoze. To vede ke snizeni poctu erytroidnich prekurzort
Vv kostni dieni pod 5 %. Bylo prokazéano, ze k naruSeni erytropoézy pii DBA dochdzi pfedevsim
ve stadiu BFU-E a CFU-E progenitori, zatimco v terminalni fazi erytropoézy nema jiz tato
deficience na vyvoj erytrocytt vliv (Miyake et al., 2008).

Molekularni podstata patofyziologie DBA neni jesté zcela pochopena. Pfesto mnoho
stresem, ktery vede k aktivaci hlavniho nadorového supresoru p53, a tim padem 1 k zastaveni
bunécného cyklu a apoptoze. Podle klasického modelu dochazi k ribozomalnimu stresu
pravé mutacemi v genech ribozomalnich proteind (Ellis et Gleizes, 2011). Ribozomalni stres
aktivuje drahu p53 prostiednictvim ribozomdlnich proteind L5, L11, L23, ¢ S7, jez se
v disledku stresu uvoliuji do jadra, kde interaguji s MDM2, a tim blokuji jeho enzymatickou
aktivitu (Deisenroth et Zhang, 2010). MDMZ2 je ubikvitin E3 ligaza, jejiz ulohou je snizovani
hladiny p53 v bunice. Aktivace drahy p53 v disledku mutace nebo snizeni exprese nékterého
ribozomalniho proteinti byla potvrzena na mnoha riznych bunéénych i zvifecich modelech

(McGowan et al., 2008; Danilova et al., 2008; Dutt et al., 2010).
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3.3.4.1 Uloha hematopoetického transkripéniho faktoru GATAL1 pii DBA

Identifikace mutace hematopoetického transkripcniho faktoru GATAI jako kauzélniho
genu pro DBA naznacila, Ze porucha erytropoézy spojend s DBA mutze vzniknout i z jiné
pticiny, nez z ditvodu haploinsuficience nékteré¢ho z ribozomalnich proteini a s nim spojeného
ribozomalniho stresu. Bylo zjisténo, ze v hematopoetickych bunikach s deficitem
ribozomalniho proteinu dochazi ke snizeni hladiny GATA1 (Ludwig et al., 2014).
Mechanismus, kterym by mohlo dochéazet k tomuto snizeni GATAL, se pokusili objasnit
Bibikova et al., ktefi ve své praci navrhli, Zze ksnizeni GATAI dochazi plsobenim
prozanétlivych cytokind. Ribozomalni stres vede k zvySené produkci prozanétlivého TNF-a,
jehoz signalizaci pfes mitogen aktivovanou proteinkinazu p38 dochazi k fosforylaci GATAL
a tato fosforylace pak usnadiuje jeho degradaci. Takto navrzeny model mimo jiné vysvétluje i
ptiznivou odpoveéd nékterych pacientti s DBA na 1écbu kortikoidy, jelikoz tato 1é¢iva vedou ke
snizeni hladiny TNF-a (Bibikova et al., 2014). Zaroven byl také prokazan pozitivni vliv
zvySeného p53 na snizeni GATAL. Tento fenomén byl v praci vysvétlen prostiednictvim
interakce p53 s GATAL, ktera mtize vést k znemoznéni pozitivni zpétnovazebné autoaktivace

exprese GATAL (Bibikova et al., 2014).

3.3.4.2 Ribozomopatie — priklady dalSich onemocnéni

Genetické defekty, které maji za nasledek ribozomalni dysfunkce, byly identifikovany
i u fady dalsich chorob kromné DBA jako napt. u Treacherova-Collinsonova syndromu,
Shwachmanova-Diamondova syndromu, ¢i syndromu hypoplastickych chrupavek a vlast
(cartilage-hair hypoplazie). Souhrnné se tyto nemoci se nazyvaji ribozomopatie.

Treacheriv-Collinsiv  syndrom je autozomalné dominantni onemocnéni
charakteristické kraniofacidlnimi deformitami. Obdobné jako v nekterych ptipadech DBA se
mohou objevovat rozstépy patra, avSak anémie neni s timto syndromem spojena. V 90 %
pfipadi za onemocnéni odpovida mutace v genu TCOF1, ktery kéduje jaderny fosfoprotein
Treacle (TTCSC Group, 1996) zapojeny do transkripce gent ribozomalni DNA.
Shwachmanuv-Diamondiv syndrom je vzidcné autosomalné recesivni, multisystémové
onemocnéni charakterizované exokrinni insuficienci pankreatu, poruchou hematopoézy a
predispozici k leukémii. Ptiblizn€ u 90 % pacientli se vyskytuje bialelicka mutace v genu SBDS
(Boocock et al., 2003). SDBS protein pak hraje roli v biogenezi ribozomid. Syndrom

hypoplastickych chrupavek a vlasi je autozomalné recesivné dédi¢né onemocnéni, které se
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typicky projevuje skeletalni dysplazii, abnormalnimi vlasy a zhorSenou buné&¢nou imunitou.
Ackoliv anémie neni univerzalnim rysem tohoto syndromu, bylo zaznamenano nékolik
zavaznych makrocytarnich anémii v kojeneckém véku s hematologickym projevem velmi
podobnym jako v piipadé DBA (Williams et al., 2005). Toto onemocnéni je zapfi¢inéno mutaci
v genu RMRP, jez koduje komponentu RNase MRP komplexu (Ridanpéi et al., 2001), ktery se

mimo jiné podili i na biogenezi ribozomu.
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4 Material a metodika
4.1 Biologicky material

Pro ptipravu bunééného modelu Diamondovy—Blackfanovy anémie byla vyuzita mysi
erytroleukemicka bunééna linie (MEL). Jde o rychle se délici suspenzni bunécnou kulturu
tvofenou erytroidnimi progenitorovymi bunikami odvozenymi z mysi sleziny. Buiiky maji
nizkou schopnost erytroidni diferenciace, kterou je mozné indukovat pomoci dimetylsulfoxidu
(DMSO) (Singer et al., 1974). Bunky byly ziskany z Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (Némecko).

Pro namnozeni plasmidt byl pouzit kmen Escherichia coli: One shot TOP10 genotypu
F-mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 A lacX74 recAl araD139 A( araleu)7697
galU galK rpsL (StrR) endAl nupG. Bakterialni buiiky byly dodany spole¢nosti ThermoFisher
Scientific (USA).

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie

3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (Sigma Aldrich, kat. ¢. M2128)
agaroza (Sigma Aldrich, kat. ¢. A9539)

ampicilin (Sigma Aldrich, kat. ¢. A0166)

dietylpyrokarbonat (Sigma Aldrich, kat. ¢. D5758)

dihydrat etylendiamintetraacetatu sodného (Sigma Aldrich, kat. ¢. E5134)
dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Sigma Aldrich, kat. ¢. 71643)
dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma Aldrich, kat. ¢. 5655)
dimetylsulfoxid (Sigma Aldrich, kat. ¢. D8418)

dodecylsiran sodny (Lach-Ner, kat. ¢. 40089-AP0)

EcoRI Buffer (New England BioLabs, kat. ¢. BO101S)

EcoRI enzym (New England BioLabs, kat. ¢. RO101L)

EcoRV enzym (New England BioLabs, kat. ¢. RO195L)

etanol (Fagron, kat ¢. 605456)

etidium bromid (SERVA, kat. ¢. 21251)

fetalni teleci sérum (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 10270106)
formamid (Sigma Aldrich, kat. ¢. F9037)
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HotStart Taq Master Mix Kit (QIAGEN, kat. ¢. 203445)

chlorid draselny (Lach-Ner, kat. ¢. 30076-APO0)

chlorid sodny (Lach-Ner, kat. ¢. 30093-AP0)

chloroform (Lach-Ner, kat. ¢. 20034-AT1)

isopropanol (Lach-Ner, kat. ¢. 20037-ATO0)

kyselina borita (Sigma Aldrich, kat. ¢. B7901)

LB Broth (Sigma Aldrich, kat. ¢. L7275)

LB medium s blasticidinem (InvivoGen, kat. ¢. fas-bl-I)

Lipofectamine 2000 Transfection Reagent (Invitrogen, kat. ¢. 11668019)
médium DMEM (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 31966021)

médium Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 31985070)

Ncol enzym (New England BioLabs, kat. ¢. RO193L)

NEBuffer 3.1 (New England BioLabs, kat. ¢. B7203S)

penicilin a streptomycin (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 15140122)
polyakrylovy nosi¢ (MCR, kat. ¢. PC 152)

Quick-Load 2-Log DNA Ladder (New England BioLabs, kat. ¢. N0469S)
TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, kat. ¢. 4369016)
TagMan sonda Actb (Applied Biosystems, kat. ¢. 4352933E)

TagMan sonda RPL5 (Applied Biosystems, kat. ¢. Mm008447026-g1Rpl5Fa)
TagMan sonda RPS19 (Applied Biosystems, kat. ¢. MmM01611010-g1Rps19)
tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Lach-Ner, kat. ¢. 40159-CP0)

TRI reagent (Sigma Aldrich, kat. ¢. T9424)

Ultra load DNA ladder II (Peqlab, kat ¢. 25-4110)

Pouzité komer¢ni soupravy

QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN, kat ¢. 12145)

Gentra Puregene Cell Kit (QIAGEN, kat ¢. 158767)

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, kat ¢. 4337450)
SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, kat ¢. 11754050)
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Pouzité roztoky a jejich priprava

Standartni kultivaéni médium pro MEL bunéénou linii (500 ml)

e V lamindrnim boxu za sterilnich podminek smichat 445 ml komeréniho DMEM media,
50 ml fetalniho teleciho séra a 5 ml roztoku antibiotik (penicilin/streptomicin)

e smeésny roztok piefiltrovat pres 0,2 mikrometrovou filtracni membranu

LB médium

e vlozit LB Broth tablety do deionizované vody (48,3 ml vody na jednu tabletu)

e autoklavovat

Zasobni roztok 20x SB pufr

e rozpustit 8 g hydroxidu sodného a 47 g kyseliny borité v 900 ml deionizované vody
e doplnit deionizovanou vodou do objemu 1000 ml

e roztok prefiltrovat ptes 0,2 mikrometrovou filtraéni membranu

Zasobni roztok 20x TBE pufr

e navazit 216 g Tris, 110 g kyseliny borité a 14,8 g Na2EDTA-2H20
e doplnit deionizovanou vodou do objemu 1000 ml a rozpustit

e upravit pH na 8,3 a roztok pfefiltrovat ptes 0,2 mikrometrovou filtracni membranu

10x PBS pufr

e rozpustit 80 g NaCl, 2 g KClI, 14,4 g NazHPO4-2H20 a 2,4 g KH2PO4v 800 ml
deionizované vody
e upravit pH na 7,4 a doplnit deionizovanou vodou do objemu 1000 ml

e autoklavovat
MTT roztok
e rozpustit 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) v sterilni
deionizované vodé¢ (5 mg MTT na 1 ml sterilni deionizované vody)

e roztok prefiltrovat ptes 0,2 mikrometrovou filtracni membranu za sterilnich podminek

V laminarnim boxu
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DEPC voda

e do 500 ml deionizované vody nanést 0,5 ml 0,1% dietylpyrokarbonatu
e vznikly roztok promichat alesponi 12 hodin na tfepacce

e po promichani autoklavovat

4.3 Seznam pouZzitych pristroju a zarizeni

centrifuga C5C-08SU-15T3 (LW Scientific)
centrifuga KR 25i (Jouan)

centrifuga MPW 352R (MPW MED.Instruments)
centrifuga NF 400R (Niive)

elektroforeticka komora kuroGEL Midi 13 (VWR)
hlubokomrazici box Lexicon ULT Freezer (ESCO)
inkubator tkanovych kultur CCL-170T-8 (ESCO)
invertovany mikroskop CKX41 (Olympus)
laboratorni lednice (Liebherr)

laboratorni mrazak (Liebherr)

laminarni box AV-100 (Telstar)

laminarni box MSC Advantage (Thermo Scientific)
mikrocentrifuga Micro Star 17R (VWR)
mikrocentrifuga MiniStar silverline (VWR)
mikrocentrifuga PRISM (Labnet)

mikrovinna trouba (LG)

orbitalni tfepacka KS 130 basic (IKA)

pipetor Pipetus® Akku (Hirschmann)

priutokovy cytometr FC500 (Beckman Coulter)
priutokovy cytometr se sortrem (BD Influx)
sekvenator ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
spektrofotometr Infinite 200 (TECAN)
termoblok Bio TDB-100 (Biosan)
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termocykler LightCycler 480 (Roche)
termocykler MJ Mini (Bio-Rad)

termostatovana tfepacka SI1-600 (Lab Companion)
transiluminator (Ultra Lum)

véha PEJ 4200-2M (KERN)

vodni lazen Wisebath WB (Wisd)

vortex V-1 plus (Biosan)

vyrobnik ledu F100 compact (Icematic)

zdroj stejnosmérného napéti EV261 (Consort)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Editace cilové sekvence exonu 4 genu RPS19

Buné¢ny model Diamondovy-Blackfanovy anémie byl piipraven cilenou mutagenezi
exonu 4 genu RPS19 pomoci systému CRISPR/Cas9. Pro samotnou piipravu modelu byly uzity
dva rekombinantni plazmidy XPR a ART. Plazmid XPR nesl sekvenci kédujici nukleazu Cas9
a sekvenci kodujici vodici RNA (sgRNA) se specifitou k cilovému mistu v exonu 4 genu RPS19
(Obr. ¢. 4). Reportérovy plazmid ART nesl sekvenci, kterou sgRNA rozeznava, a také
obsahoval gen pro zeleny a ¢erveny fluorescencni protein (GFP, RFP) (Obr. ¢. 5). Navrzeni
prislusnych oligonukleotidovych sekvenci, jejich zaklonovani do vektori XPR
(LentiCRISPR/Cas9 plazmid, Addgene) a ART (ARV-RFP plazmid, Addgene) a nasledna
transfekce do kompetentnich bakterialnich bunék Escherichia coli (One Shot TOP10
Chemically Competent E.coli, Invitrogen) bylo provedeno servisnim pracovistém Ustavu

molekularni genetiky AV CR v Praze.

Ncol

PXPR_001

IO9N

11.590 kb

Obrazek 4: Schéma plazmidového vektoru XPR
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ECOPJ

PART 001

7.765 kb

Oligo
cilovy
templat

Obrazek 5: Schéma plazmidového vektoru ART

4.4.2 Prace s bakteriemi

4.4.2.1 Kultivace transformovanych bakterii

Namnozeni plazmidového vektoru XPR s CRISPR/Cas9 konstruktem a reportérového
plazmidu ART bylo zajisténo kultivaci bakterii E. coli, které byly témito rekombinantnimi
vektory transformovany. Byly pfipraveny dva 200ml roztoky standartniho LB média. Jedno bylo
oSetfeno ampicilinem tak, Ze jeho vysledna koncentrace byla 75 pg/ml a druhé obsahovalo 100
ug/ml blasticidinu. Antibiotika v LB médiich plnila ulohu faktorti selektujicich bakterie
transformované ptislusSnym plazmidem. Nasledn¢ byly z hlubokomraziciho boxu vynaty
konzervy s transformovanymi bakteriemi a pfipravena LB média byla pomoci sterilnich $picek
naockovana pfislusnou transformovanou bakteridlni kulturou. Sterilita prostfedi pii transferu
bakterii z konzervy do média byla zajiSténa plamenem plynového kahanu. Zkumavky s
naockovanym médiem byly kultivovany pomoci termostatované ttepacky pii 37 °C a 200 RPM

pies noc.
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4.4.2.2 l1zolace plazmidové DNA

Izolace plazmidu byla provedena pomoci komeréni soupravy QIAGEN Plasmid Midi
Kit dle modifikovaného protokolu uvedeného vyrobcem. Obsah falkon s narostenymi
bakteridlnimi kulturami byl slit do centrifugacnich kyvet a byla provedena 15 min trvajici
centrifugace pii 10 000 RPM v centrifuze ptfedchlazené na 4 °C. Ziskany bakterialni pelet byl
resuspendovan ve 4 ml P1 pufru a néasledovalo ptidani 4 ml P2 pufru. Takto vznikld smés se
nechala 5 min vyvijet. Po uplynuti této doby byl do smési piidan P3 pufr v mnozstvi 4 ml a
smés byla 15 min inkubovéna na ledé. Nasledovala centrifugace smési na centrifuze
predchlazené na 4 °C pii 4 000 RPM po dobu 10 min. V prubéhu centrifugace byla provedena
ekvilibrace kolony (QIAGEN-tip) aplikovanim 4 ml QBT pufru. Na ekvilibrovanou kolonu byl
aplikovavan supernatant ziskany centrifugaci, pficemz nanaseni supernatantu bylo provadéno
ptes filtracni papir, aby se predeslo ucpani kolony. Po prokapani supernatantu byla kolona
promyta 2x10 ml QC pufru a eluce plazmidové DNA byla provedena aplikaci 5 ml QF pufru
na kolonu. K ziskanému eluatu bylo ptidano 3,5 ml isopropanolu a vznikly roztok s vysrazenou
DNA byl 30 min centrifugovan v ptedchlazené centrifuze pii 6 500 RPM. Po centrifugaci byl
opatrné odstranén supernatant a usazeny pelet byl promyt 2 ml 70% etanolu a znovu
centrifugovan. Po centrifugaci byl etanol odstranén a pelet DNA byl v oteviené zkumavce
nékolik minut susen v digestofi. Vysusena plazmidova DNA byla rozpusténa v 200 pl vody
zbaven¢ RNaz. Nasledovalo spektrofotometrické stanoveni kvality a koncentrace izolované

plazmidové DNA pomoci ptistroje Infinite 200.

4.4.3 Prace s izolovanymi plazmidy

4.4.3.1 Sekvenovani ¢asti sekvence kodujici sgRNA a sekvence rozeznavané sgRNA

Sekvenacni reakce byly pfipraveny pomoci BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing
Kitu. Pro reakce bylo pouzito 300 ng templatu plazmidu XPR a plazmidu ART. Sekvence
primerti pro sekvenaci ptislusnych mist obou plasmidi uvadi tabulka 3. Rozpis pro sekvenaéni
reakéni smési shrnuje tabulka 4. Podminky a ¢asovy profil sekvenacni reakce uvadi tabulka 5.
Po dokonceni sekvenacni reakce nasledovalo preciSténi produktu. V 1,5ml
mikrozkumavce bylo protfepdnim smichdno 25 pl vymraZzeného 96% etanolu, 1 pl roztoku

octanu sodného a 10 pl produktu sekvenacni reakce. Tato smés byla inkubovana pti -80 °C po
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dobu 15 min. Po skonceni inkubace byla provedena centrifugace smési v centrifuze
predchlazené na 4 °C pti 13 000 RPM po dobu 15 min. Nasledovalo odstranéni supernatantu,
promyti peletu vymrazenym 70% etanolem a dal$i centrifugace s totoznymi parametry. Po
odstranéni supernatantu bylo provedeno suseni peletu v oteviené mikrozkumavce umisténé 60
sekund na termobloku temperovaném na 90 °C a vysuSeny piecistény vzorek byl rozpustén ve
20 pl deionizovaného formamidu. Takto pfipraveny vzorek byl sekvenovan piistrojem ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer na pracovisti Hemato-onkologické kliniky Fakultni nemocnice

Olomouc.

Tabulka 3: Sekvence primert pro sekvenaci pfislusnych mist plasmidti XPR a ART

Primer Sekvence (5"— 3")
pXPR guide (F) ATCGTTTCAGACCCACCTCC
pART (F) CGCAGTATACGCCACCATGAGCGAGC

Tabulka 4: Rozpis reakéni smési pro sekvenacni reakci

Reagencie Objem [pl]
2,5x Master mix 4

5x Sequencing buffer 2
primer (10 uM) 1
voda bez DNaz do 20
templatova DNA — 300 pg -
Celkovy reakéni objem 20

Tabulka 5: Teplotni podminky a ¢asovy profil sekvenacni reakce

Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
96 1 min 1
96 10s
50 5s 25
60 4 min

4.4.3.2 Stépeni plazmidi XPR a ART a analyza vzniklych restrikénich fragmenti

Pro Stépeni plazmidu XPR byly uZity restrikéni endonukleazy Ncol a EcoRV. Pro
plazmid ART byly uzity restrikéni endonukledzy EcoRI a EcoRV. Pro kazdé Stépeni bylo
pouzito 300 ng plazmidové DNA. Rozpis pro jednotlivé §tépici smési v objemu 20 ul shrnuje
tabulka 6. Pfipravené §tépici smési byly inkubovany 4 hodiny pii 37 °C v termocykleru
MJ Mini.
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Tabulka 6: Rozpis reakénich smési pro §tépeni plazmidt jednotlivymi restrikénimi endonukledzami

XPR+Ncol XPR+EcoRV ART+EcoRI ART+ECcoRV
pufr 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
NEBuffer3.1 | NEBuffer31 | SUlferECORI 1 NEByffer 3.1
restriktaza 1 pl Ncol 1 ul EcoRV 1 ul EcoRl 1 ul EcoRV
plazmid 300 ng XPR 300 ng XPR 300 ng ART 300 ng ART
voda bez DNaz do 20 pl do 20 ul do 20 ul do 20 ul

Po nastépeni plazmidi byla provedena analyza vzniklych fragmenti elektroforetickou
separaci. Nejprve byl rozvafenim 0,8 g agarézy v 100 ml 0,5x TBE pufru ptipraven 0,8 %
agarozovy gel. Po jeho mirném ochlazeni byl gel obarven piidavkem 20 pl 1% roztoku etidium
bromidu a nasledné byl nalit do pifipravené elektroforetické vani¢ky s plastovym hiebinkem.
Po zatuhnuti gelu byla vanic¢ka s gelem umisténa do elektroforetické komory a gel byl
ptrevrstven 0,5x TBE pufrem. Nasledovalo naneseni standardu molekulové hmotnosti Quick-
Load 2-Log DNA Ladder a jednotlivych vzorki nastépenych plazmidi v 6x LSB vzorkovacim
pufru. Konkrétné bylo do prvni jamky pipetovano 10 pl roztoku, ktery obsahoval 9 pl standardu
molekulové hmotnosti s pfidavkem 1 pl Sté€picitho pufru a do nasledujicich jamek byly
pipetovany celé objemy roztoki jednotlivych vzorki nastépenych plazmidi smichanych s 6 ul
vzorkovaciho pufru. Samotna elektroforeticka separace probihala 1 h pfi konstantnim napéti
100 V. Po ukonceni elektroforézy byly separované restrikéni fragmenty vizualizovany a

dokumentovany pomoci UV transiluminatoru s dokumenta¢nim systémem.
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4.4.4 Prace se savéi bunéénou linii

4.4.4.1 Kultivace bunék

K dal$i ¢asti prace byla uzita bunééna linie MEL. Pro kultivaci bunék bylo uzito
Dublecco’s modified Eagle’s médium (DMEM) obohacené fetalnim telecim sérem (FBS)
v 10% koncentraci a smési antibiotik (penicilin/streptomycin) v 1% koncentraci. Samotna
kultivace probihala v CO2 bunééném inkubatoru temperovaném na konstantni teplotu 37 °C

v atmosféte s ohsahem 5 % CO,.

4.4.4.2 Pasazovani bunék

Z diivodu udrzeni bunééné kultury po dobu provadéni experimentl bylo nutné bunééné
linie kazdych 48 h pasdZovat. Buniky byly pasdzovany v poméru 1:10 az 1:20. Bunky
s vyCerpanym médiem byly z kultiva¢nich lahvi pteneseny do 15ml plastové zkumavky, v niz
byly centrifugovany 5 min pfi 1 500 RPM. Nasledné byl odstranén supernatant a bunécny pelet
byl suspendovan v 1 ml Cerstvého média, které bylo predehiaté na 37 °C. Z této koncentrované
bunécné suspenze bylo odebrano piislusné mnozstvi a nasledné bylo pfeneseno do nové
kultivaéni ldhve s obsahem predehiatého cCerstvého média. Zpasdzované ziedéné bunky

v novém médiu byly kultivovany v CO2 bunééném inkubatoru do dalsi pasaze 2 az 3 dny.

4.4.4.3 Mrazeni bunék

Pied provadénim vSech experimentl bylo zamrazeno né€kolik zasobnich alikvotii bun¢k
kazdé uzité bunécné linie. Nejprve bylo pfipraveno zamrazovaci médium pro uchovéani bun¢k
pti nizké teploté. Jednalo se o standardni kultivacni médium obsahujici DMSO ve vysledné
10% koncentraci. Nasledoval postup obdobny pasazi buné€k, kdy byl po odstranéni supernatantu
bunécny pelet rozsuspendovan v 1 ml zamrazovaciho média a tato suspenze byla pfenesena do
kryozkumavky. Kryozkumavka byla vloZzena do zmrazovaciho kontejneru Mr. Frosty™
Freezing Container a ten byl pfenesen do hlubokomraziciho boxu, kde byly jednotlivé bunééné

linie udrzovany pii -80 °C.
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4.4.5 Priprava bunééného modelu

4.4.5.1 Transfekce a sortovani transfekovanych bunék

Dvojice plazmidi XPR 1 ART byla transfekovana do MEL buné¢k kultivovanych na
dvou plastovych Petriho miskach s primérem 10 cm v reakénim objemu 10 ml. Dale byla
provedena transfekce bunék pouze reportérovym plazmidem ART, a to v jamce 6-jamkové
desticky v reak¢nim objemu 2 ml. Transfekce byla provedena lipofekci pomoci ¢inidla
Lipofectamine 2000 Transfection Reagent. Koncentrace bunék v transfekéni smési ¢inila
0,3 X 10° bungk/ml. Buiiky byly nejprve spocitany pomoci Biirkerovy komiirky a svételného
mikroskopu aby bylo stanoveno jejich mnozstvi, a nasledné byly zfedény na pozadovanou
koncentraci. Dale byly ptipraveny dvé slozky transfekéni smési. Prvni sloZka byla vytvofena
smisenim 100 pl Lipofectamine 2000 s 1500 pl média Opti-MEM. Druha slozka obsahovala
XPR a ART plazmidy v mnozstvi 20 pg a 1500 pul média Opti-MEM. Nasledovalo smiseni obou
slozek a takto vznikly transfekéni mix se nechal 20 min inkubovat pii pokojové teplote.
Mezitim bylo na kazdou Petriho misku vyseto 3 x 10° bunék v 8,5 ml média a po ukondeni
inkubace transfekéniho mixu bylo na kazdou z Petriho misek naneseno 1 500 ul tohoto mixu.
Rozpis jednotlivych reagencii a jejich mnozstvi pro lipofekei bunék plazmidy XPR a ART
shrnuje tabulka 7. Analogicky avSak s men$imi objemy reagencii se postupovalo v ptipadé
transfekce bunck pouze reportérovym plazmidem ART viz tabulka 8.

Nasledujici den byla uspéSnost transfekce zkontrolovana zmétenim podilu bunék
vykazujicich po aktivaci dvojitou fluorescenéni pozitivitu (GFP a RFP) na pfistroji Beckman
Coulter Cytomics FC500 a poté byly transfekované buiiky pievezeny na servisni pracoviste
Ustavu molekularni genetiky v Praze, kde bylo provedeno sortovani bungk piistrojem BD
Influx high speed cell sorter. Sortovany byly burnky, které pii aktivaci vykazovaly dvojitou
fluorescen¢ni pozitivitu (GFP a RFP). Byl proveden tzv. single-cell sorting, kdy byly jednotlivé
pozitivni bunky pfistrojem umistény po jedné butice na 96-jamkovou desti¢ku a zbytek bun€k
byl sortovan do kultivaéni lahve s 5 ml média s obsahem 20 % FBS. Do 5 ml bylo sortovano
100 000 pozitivnich bungk.
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Tabulka 7: Rozpis reakénich smési pro transfekci MEL buné¢k plazmidy XPR a ART

1. slozka transfekéniho mixu

koncentrace | mnozstvi DNA | celkové mnozstvi | pipetovany
plazmidu na misku [ug] | DNA [ug/2 misky] | objem [pl]
[ng/ul]
plazmid XPR 0,244 10 20 82
plazmid ART 0,406 10 20 49
Opti-MEM - - - 1500
2. slozka transfekéniho mixu
mnozstvi pipetovany
[ul/ misku] objem [pl]
Opti-MEM 50 100
Lipofectamine 750 1500
2000
Tabulka 8: Rozpis reak¢énich smési pro transfekci MEL bunék plazmidem ART
1. slozka transfekéniho mixu
koncentrace | mnozstvi DNA | celkové mnozstvi | pipetovany
plazmidu na jamku [ug] | DNA [ug/jamku] | objem [ul]
[ng/ul]
plazmid ART 0,406 2,5 2,5 6,2
Opti-MEM - - - 125
2. slozka transfekéniho mixu
mnozstvi pipetovany
[ul/jamku] objem [ul]
Opti-MEM 8 8
Lipofectamine 125 125

2000
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4.4.5.2 Selekce jednotlivych bunéénych klont

Bunécna kultura ziskana sortovanim bunék byla za standartnich podminek kultivovana
Vv kultiva¢nim mediu s 20% obsahem FBS po dobu 5 dni za Gc¢elem jejiho ustaleni. Poté byly
buiiky za pomoci mikroskopu a Biirkerovy komtrky spocitainy a ziedény na koncentraci
5 bun¢k/ml média. Takto siln¢ zfedéné¢ médium s bunikami bylo pipetovano po 100 ul do 192
jamek dvou 96 jamkovych kultivacnich desti¢ek. Po nékolika denni kultivaci byly pomoci
mikroskopu zkontrolovany jamky, ve kterych narostly kolonie odvozené z jediné buiiky.
Kolonie byly pfesazeny na 24-jamkové desticky do 1 ml nového standartniho kultiva¢niho

média.
4.4.5.3 I1zolace genomové DNA z jednotlivych kloni

Jednotlivé bunécné kolonie z 24-jamkovych desticek byly rozdéleny na dvé ¢asti. Prvni
cast byla zamraZena pro dal$i zachovani jednotlivych klonti viz kapitola 4.4.4.3 Mrazeni bun¢k.
Druhé ¢ast bun€k byla uzita k izolaci genomové DNA pomoci Gentra Puregene Cell Kit. Pfi
izolaci se postupovalo dle modifikovaného protokolu uvedeného vyrobcem.

Nejprve bylo pomoci centrifugace odstranéno médium, buiiky byly promyty fostatovym
pufrem (PBS pufr) a po odstranéni PBS pufru byly jednotlivé bunééné kolonie lyzovany
v 200 pl lyzaéniho pufru (Cell Lysis Solution). Ke kazdému lyzatu bylo ptidano 35 ul pufru
pro precipitaci proteini (Protein Precipitation Solution) a takto vzniklé roztoky byly
20 s vortexovany. Nasledovala 1,5min centrifugace pfi 13 000 RPM a poté byly ziskané
supernatanty pieneseny do druhé sady predpfipravenych zkumavek s obsahem 150 pl
isopropanolu a 1 ul polyakrylového nosice. Roztoky v nové sadé zkumavek byly znovu
centrifugovany pii zachovani stejnych parametrii centrifugace a po odstranéni supernatantu
byly jednotlivé pelety s vysraZenou DNA promyty 150 pl 70% etanolu. Po dalsi centrifugaci
byl etanol opatrné odstranén a pelet DNA byl v oteviené zkumavce susen v digestofi po dobu
10 minut. VysuSena genomova DNA byla rozpusténa v 20 pl roztoku DNA Hydration solution
a nasledné byla spektrofotometricky stanovena jeji kvalita a koncentrace pomoci pfistroje

Infinite 200. DNA byla uchovavana pfi teploté -20 °C.

4.4.5.4 Genotypizace jednotlivych klonia

Genotypizace byla zaloZzena na amplifikaci cilové sekvence genu RPS19 ze specifickych

primerd pomoci PCR a nasledné detekci délkového polymorfismu vzniklych PCR produktt
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pomoci gelové elektroforézy. Genomova DNA jednotlivych klont byla pro ucely PCR reakce
nafedéna vodou na koncentraci 30 ng/ul. Sekvence primert pro genotypizaci uvadi tabulka 9.
Slozeni reakéni smési a specifické podminky PCR amplifikace jsou shrnuty v tabulkach 10
all.

Tabulka 9: Sekvence forward (F) a reverse (R) primeru pro amplifikaci cilové sekvence genu RPS19

Primer Sekvence (5"— 3")
RPS19 (F) | GCTGTACTCATCCAGGGTTTG
RPS19 (R) | CTCTCACCTGTCCAGCGATC

Tabulka 10: Slozeni PCR reak¢ni smési

Reagencie Objem [pl]
voda bez DNaz 7
F primer 1
R primer 1
Hot start Taq Master mix 10
templatova DNA 1
Celkovy reakéni objem 20

Tabulka 11: Teplotni podminky a ¢asovy profil PCR

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
pocatecni denaturace 95 15 min 1
denaturace 95 30s

nasednuti primerQ 58 30s 35
elongace 72 30s

zavérecna elongace 72 2 min 1

K elektroforetické detekci délkového polymorfismu bylo vyuzito 3% agarézového gelu,
ktery byl pfipraven rozvarenim 4,5 g agardzy v 150 ml 1x SB pufru. K obarveni gelu bylo uzito
20 ul 1% roztoku etidium bromidu a nasledné byl gel nalit do pfipravené vanicky S plastovym
hiebinkem. Po zatuhnuti gelu byla vanicka s gelem umisténa do elektroforetické komory a gel
byl ptevrstven 1x SB pufrem. Nasledovalo naneseni vzorkil dle schématu: prvni jamka 2 pl
standartu molekulové hmotnosti Ultra load DNA ladder a do dalSich jamek pak jednotlivé
vzorky roztoki PCR produktt se 4 ul 6x LSB vzorkovaciho pufru. Samotné elektroforeticka
separace probihala 4 h pfi konstantnim napéti 80 az 100 V. Po ukonceni separace byly vysledky

vizualizovany a dokumentovany pomoci UV transiluminatoru s dokumenta¢nim systémem.
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4.4.6 Charakterizace pozitivnich klonu

4.4.6.1 Rozmrazeni bunék pozitivnich klont a priprava na jejich charakterizaci.

V dalsim kroku byly rozmrazeny klony buné¢k, u nichz byla zjist€éna mutace v genu
RPS19 a klon u néhoz byla jiz diive zjisténa mutace v genu RPL5. Z téchto bun¢k bylo nejdiive
vymyto toxické zamrazovaci médium s obsahem DMSO a nasledn¢ byly buniky kultivovany ve
4 ml standartniho kultivacniho média na 6-jamkové desti¢ce. Nasledovala nékolikadenni
kultivace bun¢k, za Gcelem zvySeni jejich poc¢tu a jejich nasledné pieneseni do kultiva¢nich

lahvi.

4.4.6.2 Test bunécné proliferace

Bunky jednotlivych testovanych linii byly vysdzeny na Ctyfi 96 jamkové destiCky s
kulatym dnem (tvar U). Jednotlivé desticky s buitkami byly kultivovany v CO2 buné&tném
inkubatoru po dobu 24, 48, 72 a 96 h. Mnozstvi bunék na jednu jamku c¢inilo 3 000 bun¢k
ve 100 pl normélniho kultivaéniho média. Test byl pro kazdou testovanou bunécnou linii na
kazdé desticce proveden ve dvanacti opakovanich. Po uplynuti inkuba¢niho ¢asu pro ptislusnou
desticku bylo do kazdé jamky naneseno 12 pl roztoku MTT a buiiky pak byly s timto roztokem
inkubovany jesté dalsi 3 hodiny za standartnich inkubaénich podminek ve tmé v CO2 bunécném
inkubatoru. Nasledné byla celd desticka 2 min centrifugovéana pii 2 000 RPM a po odstranéni
media bylo k usazenym krystalim formazanu (metabolicky produkt MTT) pfidano 200 pl
10% roztoku dodecylsiranu sodného (SDS). Rozpusténi formazanu v SDS probihalo po dobu
24 h ve tm& na orbitalni tfepaCce. Po rozpusSténi formazanu nasledovalo kvantitativni
vyhodnoceni MTT testu metodou absorpéni spektrofotometrie. Hodnota absorbance
jednotlivych vzorkl byla stanovena pro vinovou délku 570 nm pomoci spektrofotometru
Infinite 200. Ziskana spektrofotometricka data byla graficky zpracovana a statisticky

vyhodnocena v tabulkovém editoru Excel 2016.

4.4.6.3 Studium genové exprese metodou real-time PCR

4.4.6.3.1 Extrakce RNA

K izolaci RNA byl vyuzit TRIzol Reagent. Buniky byly nejdiive promyty PBS a pak
lyzovany pfidavkem 1 ml TRIzolu. Buné&ny lyzat v TRIzolu byl bud’ zmrazen, nebo ihned
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pouzit pro izolaci RNA. Izolace RNA probihala v laminarnim boxu. VSechny uzité¢ chemikalie
byly vymrazeny a centrifuga byla piedchlazena na 4 °C, aby se predeSlo degradaci RNA.
K roztoku bunék v 1 ml TRIzolu se ptidalo 200 pl chloroformu, smés se nechala 3 min
inkubovat pii pokojové teploté a priubézn¢ se nemisitelné faze promichavaly pieklapénim. Poté
probéhla 15 min centrifugace pti 12 000 RPM. Po centrifugaci bylo k horni odebrane fazi
obsahujici RNA ptidano 500 pl isopropanolu a 2 pl polyakrylového nosice. Po 10min srazeni
RNA pfi -20 °C nasledovala 10 min centrifugace pii 12 000 RPM. Supernatant byl odstranén a
pelet promyt 75% roztokem etanolu v DEPC H,O a znovu centrifugovan pii 7 500 RPM 5 min.
Etanol byl odstranén a pelet byl suSen v laminarnim boxu v oteviené mikrozkumavce po dobu
10 min. K vysu$ené RNA bylo pfidano 20 az 30 ul DEPC H,O a pro lepsi rozpusténi RNA byla
uzaviena mikrozkumavka 10 min inkubovana v termobloku temperovaném na 65 °C. Vodny

roztok RNA byl do dalsiho uziti uskladnén v mrazicim boxu pfi -80 °C.

4.4.6.3.2 Syntéza komplementarni DNA

Syntéza komplementarni DNA (cDNA) byla provedena pomoci soupravy SuperScript
VILO cDNA Synthesis Kit. Nejprve byla spektrofotometricky stanovena koncentrace
izolované RNA, jelikoz reakéni smés pro prepis vyzadovala 1 pg RNA. Smés byla ptipravena
v laminarnim boxu a béhem pfipravy byly jednotlivé reagencie i reakéni smés uchovavany na
chladicim blocku. Vzorky pfipravené k prepisu byly poté inkubovany v termocykleru. Rozpis
reagencii pro syntézu cDNA shrnuje tabulka 12. Podminky syntézy uvadi tabulka 13. Po

ukonceni inkubace byla syntetizovana cDNA ulozena do mraziciho boxu na -20 °C.

Tabulka 12: Slozeni reakéni smési pro syntézu cDNA

Reagencie Objem [ul]
5x VILO pufr 4

10x VILO enzym 2

1 ug RNA -
DEPC H,0O do 20
Celkovy reakéni objem 20

Tabulka 13: Teplotni podminky a ¢asovy profil syntézy cDNA

Teplota [°C] | Cas [min]
25 10
42 60
85 5
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4.4.6.3.3 Real-time PCR zajmovych gentt RPS19 a RPL5

Pomoci metody real-time PCR byla u testovanych bunécnych klonii stanovena relativni
exprese prislusného mutovaného genu (RPS19, RPL5). Jako stabiln¢ exprimovany
(,,housekeeping®) gen, k némuz byla exprese RPS19 resp. RPL5 ve vzorcich vztazena, byl uzit
gen pro beta-aktin (Actb). Kvantitativni PCR byla provedena na plastové 96-jamkové desti¢ce
pomoci termocycleru LightCycler 480 se schopnosti Kontinualné zaznamenavat narast
fluorescence. Templatem pro jednotlivé reakce byla ¢cDNA fedéna vodou v poméru 1 : 4
(k 20 pl roztoku cDNA bylo piidano 80 pul DEPC vody). Pro vSechny reakce byly vyuzity
komeréni TagMan sondy. Jednotlivé reakce pro kazdy testovany vzorek a kazdy gen byly
provedeny ve tiech opakovanich (triplikatech). Pro kazdy gen byla zéroven pfipravena jedna
negativni kontrola bez obsahu templatu. Takto navrzeny experiment byl 3x zopakovan.
Naneseni reagencii na desti¢ku bylo provadéno v laminarnim boxu. SloZeni reak¢ni smési a
specifické podminky PCR amplifikace jsou shrnuty v tabulkach 14 a 15. Relativni exprese
ptislusného mutovaného genu v testovanych vzorcich byla stanovena z namétenych C hodnot

pomoci programu REST 2009 (Pfaffl et al., 2002)

Tabulka 14: Slozeni jedné real-time PCR reakce

Reagencie Objem [pl]
Tag man pufr mix 10
PtisluSna Taq man sonda 1
DEPC voda 4
5x fedénd templatova cDNA 5
Celkovy reakéni objem 20

Tabulka 15: Teplotni podminky a ¢asovy profil real-time PCR

Krok Teplota [°C] Cas | Polet cykli
pocatecni aktivace a denaturace 50 2 min 1

95 10 min
denaturace 95 15s 40
nasednuti primerti /elongace 60 1 min
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4.4.7 Zpracovani a vyhodnoceni dat

Pouzité pocitacové programy
Excel 2016 (Microsoft)
FinchTV (Geospiza)

REST 2009 (QIAGEN)

Statisticka analyza
Pro stanoveni, zda existuje signifikantni rozdil mezi pfipravenym bunéénym modelem
a standartnim wt genotypem, v primérné hodnoté¢ mnozstvi narostlych bunék pii MTT testu

bunécné proliferace a v primérné hladiné exprese prislusného genu, byl pouzit t-test.
Platilo, Ze:

rozdil mezi dvéma primérnymi hodnotami byl hodnocen jako statisticky vyznamny =
p <0.05 (*)

rozdil mezi dvéma primérnymi hodnotami byl hodnocen jako statisticky vysoce vyznamny =
p <0.01 (**)

Hodnoty p byly pro testovani vyznamnosti rozdilu v mnozstvi narostlych bunék pii MTT testu
pocitany v Excel 2016 a stanoveni vyznamnosti rozdilu genové exprese bylo uréeno softwarem
REST 2009.
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5 Vysledky

5.1 Piiprava a ovéfeni plazmidu

Z transformovanych bakteridlnich kultur byly pomoci komercni soupravy QIAGEN
Plazmid Midi Kit uspésn¢ izolovany plazmidy XPR a ART. Oba plazmidy byly rozpustény
v 200 pl vody zbavené RN4az a na zaklad¢ spektrofotometrického méfeni absorbance pro vinové
délky 260 nm a 280 nm byla stanovena koncentrace 244,68 ng/ul pro plazmid XPR a 406 ng/ul
pro plazmid ART.

Plazmidy byly ¢astecné sekvenovany, za ucelem detekovani specifického sekvenéniho
motivu 5-GGCCGCAAGCTGACGCCTCA-3". Tato sekvence v ptipadé¢ plazmidu XPR
koéduje cast sgRNA a v piipadé plazmidu ART jde o sekvenci rozpoznavanou piislusnou

sgRNA viz sekce Materidl a metody. V obou plazmidech byl sekven¢ni motiv detekovan (Obr.

& 6).

AAACALC C GGGC CGCAAGC TGAC GC CTCA GT T

240 250 260 270
A

TGATGGC C GCAAGC TGAC GC CTCAGGGC GA TC

270 280 290 300
B

Obriazek 6: Specificky sekvencni motiv v plazmidu XPR a ART.

Vysvétlivky: A = ¢ast sekvence plazmidu XPR obsahujici specificky sekvencni motiv (v modrém obdelniku)
B = ¢ast sekvence plazmidu ART obsahujici specificky sekvenéni motiv (v modrém obdelniku)

Plazmidy byly dale kontrolné $tépeny dvéma restrikénimi endonukledzami, aby bylo
zkontrolovéano, zda nedoslo k jejich desintegraci vlivem nahodnych rekombinaci. Restrikéni
endonukledza ECORV byla uZita k linearizaci obou plazmidl a déale byl kazdy plazmid S§tépen

jesté druhou restrikéni endonukledzou, za i€elem vzniku restrikénich fragmenti specifickych
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délek. Elektroforeticka analyza vzniklych restrik¢nich fragmentti potvrdila délky, odpovidajici
teoretickym délkam restrik¢énich fragmentd (Obr. ¢. 7). Teoretické délky byly stanoveny
z fyzickych restrikénich map plazmidut viz kapitola 4.4.1 v sekci Material a metodika (Obr. €.
4ab).
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Obrazek 7: Elektroforeticka analyza kontrolniho restrikéniho $tépeni plazmidi XPR a ART pomoci 1% agar6zové
elektroforézy

Vysvétlivky:

draha 1 = marker molekulové hmotnosti Quick-Load 2-Log DNA Ladder (500 - 10 000 bp),

draha 2 = separované restrik¢ni fragmenty vzniklé §tépenim plazmidu XPR restrikéni endonukleazou Ncol
(Pozn. 2 fragmenty jsou zde tésné u sebe. Jejich lepsi rozliseni poskytuje elektroforetogram B)

draha 3 = plazmid XPR linearizovany restrikéni endonukleazou ECORV

draha 4 = separované restrikéni fragmenty vzniklé §tépenim plazmidu ART restrikéni endonukleazou EcoRl,
draha 5 = plazmid ART linearizovany restrikéni endonukledzou ECORV

K vzniklym produktim restrikéni analyzy jsou pfifazeny hodnoty délek odpovidajici teoretickym délkam
stanovenym z restrikénich map plazmidi.

5.2 Transfekce a analyza transfekovanych bunék prutokovou cytometrii

Byla provedena transfekce MEL buné¢k plazmidem ART a kotransfekce bun¢k plazmidy
XPR a ART. Po 24 h byla pomoci pritokové cytometrie méfena mira zelené a Cervené
fluorescence transfekovanych bun¢k. Na zéklad¢ zjisténé miry fluorescence byla stanovena
uc¢innost transfekce a funk¢énost CRISPR/Cas9 systému. Zelend fluorescence bunéck

naznacovala uspéSnou transfekci reportérovym plazmidem ART, ktery nese gen pro GFP.
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Zelena 1 Cervena fluorescence pak naznacovala tispéSnou kotransfekci plazmidy XPR a ART a
zaroven ucinnost CRISPR/Cas9 systému exprimovaného z XPR, ktery umoziluje expresi
funkéniho RFP z reportérového plazmidu ART. Dle ptedpokladu kontrolni netransfekované
bunky vykazovaly téméf uplnou negativitu na zelenou i cervenou fluorescenci. V pripad¢ bunck
transfekovanych pouze reportérovym plazmidem ART doslo ke znacnému zvysSeni podilu
buné¢k pozitivnich na zelenou fluorescenci a u bunék kotransfekovanych plazmidy XPR i ART
bylo stanoveno 2,2 % bunék vykazujicich dvojitou pozitivitu na zelenou i Cervenou
fluorescenci (GFP*/RFP*), coz potvrdilo tspé$nost transfekce i funkénost CRISPR/Cas9
systému. Podily jednotlivych bunéénych fenotypii stanovenych pritokovou cytometrii ilustruje
nasledujici série diagramu (Obr. €. 8).

Netransfekované buiiky B i .
Bunky transfekované plasmidem ART

10%

mira £ervené fluorescence (RFU)

10°

-
=
T

10!

g

mira zelené fluorescence (RFU)

= 10% =
EEI1 52 GFP/RFP 2B1 B2 GFP"/RFP~
1 00% 02% {33.6% 0.7%
= o
g 3
%10‘_5 20 A
5 ‘B3 e 2T R =4
=  -{e97%s | 02% 2 0.2%
[ DS o 210
N B
2 - g
= PR E
0 10 070 w0 e 100

mira cervené fluorescence (RFU)

Bunky transfekované plasmidy XPR a ART

B2
22%

GFP /RFP~

10°

10!

10*

10°

mira &ervené fluorescence (RFU)

Obrazek 8: Stanoveni u¢innosti transfekce a funkénosti CRISPR/Cas9 systému

Jednotlivé diagramy maji na ose x v logaritmickém méfitku v jednotkdch RFU (relative fluorescence unit)
vynesenou miru ¢ervené fluorescence a na ose y maji v logaritmickém métitku v RFU vynesenou miru zelené
fluorescence. Diagramy jsou dale rozdéleny na Ctyii Casti B1 az B4. B1 = vysoka mira zelené fluorescence, B2 =
vysokéd mira zelené i dervené fluorescence, B3 = negativni oblast, B4 = vysoka mira Eervené fluorescence. Sedé
body pak ptedstavuji jednotlivé buiky.
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5.3 Sortovani transfekovanych bunék a selekce jednotlivych bunéénych kloni

Po otestovani tuc¢innosti transfekce a funkcnosti CRISPR/Cas9 systému byly
transfekované buiiky sortovany na zaklad¢ dvojité fluorescencni pozitivity (Obr. €. 9). Jelikoz
sortovani po jedné bunce (tzv. single cell sorting) do 96-jamkov¢ desticky a naslednou prepravu
buniky nepiezily, byly kolonie odvozené z jediného bunééného klonu selektovany manualné ze

smésné bunééné kultury vysortovanych GFP*/RFP* bunék. Manualni selekci bylo ziskano 88

kolonii.
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Obrazek 9: Sortovani transfekovanych bunék.

Na ose X je v logaritmickém méfitku vynesena mira zelené fluorescence a na ose y je v logaritmickém métitku
vynesena mira ¢ervené fluorescence. Cervené body nachazejici se v oblasti Gerveného ramecku piedstavuji buiiky,
které byly pfistrojem vyhodnoceny jako dvojité pozitivni, Zluta oblast bunék byla pak nasledné vysortovana.

5.4 Genotypizace MEL klont

Vsech 88 bunéénych kloni bylo genotypizovano pomoci PCR a agardzové
elektroforézy dle kritérii uvedenych v metodice. Detekce dvou rizné dlouhych PCR produktd
pro genotypizovany klon naznacovala existenci dvou riznych alel v daném lokusu, a byla tedy
hodnocena jako pozitivita na mutantni genotyp zpisobeny nukleotidovou deleci ve 4. exonu
genu RPS19. V piipadé detekce PCR produktu jedné délky byl dany klon hodnocen jako ,,wild

type* (wt). Pozitivita na mutantni genotyp byla stanovena u 16 z 88 testovanych klonti (celkové
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18 % pozitivnich klont pro nukleotidovou deleci). Rozdil mezi mutantnim a wt genotypem

vybranych testovanych klont ilustruje Obr. ¢. 10.

Obrazek 10: Elektroforetickd analyza PCR produkti ziskanych amplifikaci ¢asti genu RPS19 vybranych
testovanych klon pomoci 3% agarézové elektroforézy.

Vysvétlivky: draha 1 = marker molekulové hmotnosti Ultra load DNA ladder (50 — 700 bp)
draha 2 = kontrolni standartni wt genotyp
ostatni drahy = vybrané testované klony 10, 40, 42, 59, 82, 83, 84, 85

5.5 Charakterizace pripravenych mutantnich bunéénych linii

Pro naslednou charakterizaci byly vybrany tfi bunééné linie klonti 10, 42 a 84, u nichz
byla stanovena pozitivita na mutaci ve 4. exonu genu RPS19 a dale byla pouzita jiz diive
pfipravena bunééna linie klonu 23 pozitivniho na mutaci ve 3. exonu genu RPL5 (Obr. ¢. 11).

Obrazek 11: Elektroforeticka analyza PCR produktti ziskanych amplifikaci ¢asti genu RPL5 vybranych
testovanych klonti pomoci 3% agar6zové elektroforézy

Vysvétlivky: draha 1 = marker molekulové hmotnosti Ultra load DNA ladder (25 — 700 bp)
draha 2 = kontrolni standartni wt genotyp
draha 9 = klon 23 pozitivni na deleci v genu RPL5
ostatni drahy = ostatni testované klony negativni na deleci v genu RPL5
(Pozn. Tato analyza byla provedena Dr. Kapral'ovou pted za¢atkem diplomové prace.)
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5.5.1 Vliv mutace na bunéénou proliferaci

Pomoci MTT testu byla sledovana schopnost proliferace u jednotlivych testovanych
mutantnich linii v porovnédni s buitkami wt genotypu. Test MTT vyuziva principu, Ze zivé
buiikky redukuji zluty MTT reagent mitochondridlnimi dehydrogenazami na fialovomodry
formazan. Mira konverze MTT na formazan je tedy tmérna mnozstvi zivych bunék. Mnozstvi
vzniklého formazanu pak lze stanovit po jeho rozpusténi z absorbance vzniklého roztoku. U
vSech testovanych mutantnich linii méla mutace v genu RPS19 negativni vliv na bunécnou
proliferaci (Obr. ¢. 12). Vliv mutace na snizeni bunééné proliferace se projevil zejména u linii
42 a 84. V Case 48 h a 72 h od nasazeni bun¢k bylo primérné mnozstvi narostlych bunck
vyznamné nizs§i nez v piipad¢ kontrolnich wt bun€k. Mutovana bunécna linie 10 méla rovnéz
V porovnani s wt bunikami sniZenou schopnost proliferace, avSak toto snizeni jiz nebylo tak
vyrazné (Obr. €. 12). Signifikantnost rozdilu v primémém mnozstvi narostlych mutantnich
bun¢k proti wt kontrolnim buitkdm v jednotlivych sledovanych casovych intervalech byla
hodnocena pomoci oboustranného dvouvybérového t-testu. P hodnoty ziskané timto testem jsou
prehledné shrnuty v tabulce 16. Pomoci MTT testu byla otestovana i proliferacni schopnost
bunécné linie 23, u které byla jiz dfive zjiSténa sniZzend schopnost proliferace. SniZena

schopnost proliferace bunééné linie 23 byla MTT testem jednoznaéné potvrzena (Obr. ¢. 13).
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Obrazek 12: Dynamika nartstu bun¢k mutantnich linii 10, 42, 84 a bun€k standartniho wt genotypu.

Mnozstvi zivych bunék je imérné hodnoté absorbance. Data reprezentuji prumérné hodnoty + smérodatna
odchylka vypocitané ze ¢ty nezavislych experimenti.
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Tabulka 16: Signifikance zmén proliferace testovanych mutantnich linii proti wt

¢as od p hodnoty pro p hodnoty pro | p hodnoty
nasazeni [h] klon 10 klon 42 pro klon 84
24 0,371409 (ns) 0,226507 (ns) | 0,050743 (ns)
48 0,234835 (ns) 0,084910 (ns) 0,040649 (*)
72 0,221063 (ns) 0,026937 (*) 0,042878 (*)
96 0,991599 (ns) 0,773331 (ns) | 0,927588 (ns)
(ns = nesignifikantni; * pro p < 0,05).
1,6
= 1,4
c
E 1,2
LN
55_ 1
o —
2 08
©
S o6
2 o4
0,2
0
24 . 72 96
Cas (hodiny)

Obriazek 13: Dynamika nartistu bunék mutantni linie 23 a bun¢k standartniho wt genotypu.

Mnozstvi zivych bun€k je tmérné hodnoté absorbance. Data reprezentuji primérné hodnoty + smérodatna
odchylka vypocitané z jediného experimentu.

5.5.2 Vliv mutace na expresi mutovaného genu

Pomoci metody real-time PCR byla srovnavana exprese genu RPS19 u ptipravenych
mutantnich klonti 10, 42 a 84 v porovnani s wt buitkami. Déle byla srovnavéna exprese genu
RPL5 u jiz diive pfipraveného bunééného klonu 23 (s defektem v tomto genu) se standartnim
wt genotypem. Mira genové exprese byla stanovena z namétenych Cr hodnot pro ptisluSny gen
ribozomalniho proteinu a referenéni gen beta-aktin (Actb). Tabulky s naméfenymi hodnotami
Cr jsou prilozeny v oddile Ptilohy. U bunétné linie 10 bylo prokézéno statisticky vysoce
vyznamné sniZeni exprese genu RPS19 ve srovnani s wt butikami. U klonu 84 doslo k statisticky

nevyznamnému poklesu genové exprese ve srovnani s wt a klon 42 vykazoval expresi na
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porovnatelné trovni jako kontrolni wt buriky (Obr. ¢. 14). U klonu 23 byla zjisténa sniZzena
exprese genu RPL5 v porovnani s wt (Obr. ¢. 15). Pro ziskani signifikantnejsich vysledkt by
bylo nutné tento experiment zopakovat, coz z ¢asovych divodu nebylo mozné. Tabulka s p

hodnotami je pfilozena v oddile Ptilohy.
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Obrazek 14: Relativni exprese genu RPS19 u testovanych mutantnich bunéénych linii 10, 42 a 84.

Data reprezentuji primérné hodnoty + smérodatna odchylka vypocitané ze tfi nezavislych experimentt. Dvé
hvézdicky znadi vysokou statistickou signifikanci (p < 0,01).
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Obrazek 15: Relativni exprese genu RPLS5 u testované mtantni bunécéné linie 23.
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6 Diskuze

Jelikoz dostupnost tkani pacientl postizenych DBA je pro biomedicinsky vyzkum
zna¢n¢ omezena, byvaji pro studium molekularni patofyziologie DBA a identifikaci novych
moznych terapeutickych postupti ¢asto vyuzivany uméle pfipravené in vitro bunééné modely.
U zhruba poloviny pacient s DBA fenotypem se identifikuje kauzalni mutace v nékterém z
geni kodujicich ribozomalni proteiny (Ruggero et Shimamura, 2014). Z tohoto divodu se in
vitro bunééné modely piipravuji navozenim haploinsuficience téchto gend. Pro navozeni
haploinsuficience v bunééném modelu se klasicky vyuzivalo uml¢ovani genu prostiednictvim
RNA interference. V dnes$ni dob¢ se diky pokrokiim v moznosti cilené editace genomu pomoci
mistné specifickych nukledz nabizi moznost navozeni haploinsuficience mutagenezi
ptislusného genu.

V experimentalni c¢asti predkladané prace jsme se zabyvali pifipravou bunécného
modelu DBA. Model byl pfipraven cilenou mutagenezi genu RPS19 v bunééné linii MEL
pomoci systému CRISPR/Cas9. Tento gen byl pro cilenou mutagenezi vybran, jelikoZ se jedna
o gen, jehoz defekt je nejcastéji zastoupen mezi pacienty s DBA fenotypem. Bunééna linie MEL
byla pro pfipravu modelu uzita, nebot’ je tato linie vhodna pro studium erytropoézy. Jde o
imortalizovanou suspenzni buné¢nou linii erytroidnich prekurzort odvozenych z mysi sleziny,
které jsou zastaveny ve vyvojovém stadiu proerytroblastu (Antoniou, 1991). CRISPR/Cas9
systém byl navrzen tak, aby generoval dvouvlaknovy zlom ve 4. exonu genu RPS19 a spustil
tak repara¢ni masinerii NHEJ (nehomologni spojovani volnych koncti), ktera Casto vede ke
vzniku delece v mist¢ zlomu. Vznikla delece mize zplsobit posunovou mutaci, ktera
Vv kone¢ném duasledku miize vést az ke ,,knock-outu” mutované alely. Aby mohla probéhnout
cilend mutageneneze, musely byt buiiky nejprve transfekovany vektorem, ktery nesl ptislusny
CRISPR/Cas9 systém. Po transfekci nasledoval krok preselekce uspésné transfekovanych
bunék pomoci cytometru, ¢imZz byla ziskdni bunétna populace se zvySenym podilem
mutovanych bunék. K tomuto tc¢elu poslouZzilo vyuziti reportérového plasmidu ART. Plasmid
ART nese kompletni gen pro GFP a gen pro RFP ve dvou neuplnych verzich oddélenych
sekvenci rozeznavanou piisluSnym CRISPR/Cas9 systémem. Po rozstépeni sekvence
CRISPR/Cas9 systémem, dochazi k opravé zlomu, coz vede ke zkompletovani genu pro RFP a
tim je umoZnéna exprese funkéniho RFP. Exprese obou fluorescen¢nich proteini tak poslouZzila
k selekci uspésné transfekovanych bunék. Protoze sortovani po jedné buiice do 96-jamkové

desticky (tzv. single cell sorting) nebyl UspéSny, zahrnoval dalSi postup manudlni selekci
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kolonii odvozenych z jediného bunécného klonu ze smésné kultury vysortovanych GFP+/RFP+
bungk. Jistou nevyhodou manualniho postupu byla zvySena existence rizika, ze takto ptipravené
linie mohou byt odvozeny z vice nez jednoho klonu. Z 88 vyselektovanych klonti byla
pozitivita na nukleotidovou deleci stanovena u 16 klonti. Pro charakterizaci byly ovSem
Z materialnich a ¢asovych uspor vybrany jen 3 pozitivni klony.

Prvnim testem provedenym za ucelem charakterizace pfipravenych mutantnich klont
byl MTT test bunééné proliferace. Cilem tohoto testu bylo zjistit, jakou maji vytvorené
mutantni klony prolifera¢ni schopnost, a zda doslo vlivem mutace k jejimu naruSeni. Jako
pozitivni kontrola byl pouzit pfipraveny klon 23, ktery obsahoval deleci v genu RPL5, a u néhoz
byla jiz diive prokdzana snizend proliferacni schopnost ve srovnani s wt buiitkami. Ziskané
vysledky ukazaly vSeobecné snizeni proliferaéniho potencidlu u mutovanych bunék
V porovnani s Wt buiikami. Nejvice se snizend schopnost proliferace projevila u klonu 84.
Mnozstvi narostlych bunék po 24 h od nasazeni bylo ve srovnani s wt buiikami sniZeno na
hranici statistické vyznamnosti a po 48 h a 72 h od nasazeni byl sniZzeny pocet narostlych
mutantnich buné¢k v porovnani s wt butikami jiz statisticky vyznamny. Naproti tomu mutantni
klon 10 sice vykazoval rovnéz sniZenou dynamiku riistu bun€k v porovndni s wt buiikami,
avSak snizeni poctu narostlych bunék nenabylo statistické vyznamnosti v zddném sledovaném
casovém useku od nasazeni. Tyto rozdily v proliferacnim potencidlu mezi mutovanymi klony
mohou byt dany rozdilnym typem nebo rozsahem generované mutace. Z vysledkt je rovnéz
patrné, Ze zatimco v sledovanych ¢asovych tsecich 24 h, 48 h a 72 h od nasazeni buné¢k se
obecné mira sniZeni narostenych mutantnich bun€k oproti wt s pfibyvajicim casem
prohlubovala, ve sledovaném casovém useku 96 h od nasazeni, doSlo mezi mutantnimi a wt
bunkami k setfeni tohoto rozdilu. To bylo pravdépodobné zpusobeno tim, ze po 96 h od
nasazeni bungk, se jiZ zaCalo projevovat zpomalovani bunécné proliferace a odumirani bunck
vlivem vycerpani zivného média u kontrolnich wt bunék.

V dalsim kroku byla vramci -charakterizace pfipravenych mutantnich klont
analyzovana mira exprese genu RPS19 a zaroven byla provedena i analyza exprese genu RPL5
u diive pfipraveného klonu 23. K analyze byla pouZita metoda real-time PCR vyuZivajici
systétm TagMan sond. Cilem tohoto testu bylo zjistit, zda vytvofené mutace v genech pro
ribozomalni proteiny mély za nasledek snizeni exprese téchto genli v porovnani s expresi téchto
genll v kontrolnich wt bunikach. Z dosazenych vysledka plyne, ze ke snizeni exprese genu
RPS19 doslo predevsim u klonu 10. Nasledna analyza pomoci REST programu pro stanoveni
relativni kvantifikace genu (Relative Expression Software Tool) potvrdila statisticky vysoce

vyznamné snizeni exprese u tohoto klonu. Mirné snizeni exprese genu RPS19 bylo detekovano

46



také u klonu 84, avSak toto sniZeni jiz nenabylo statistick¢ vyznamnosti. U klonu 42 byla
exprese porovnatelna s expresi RPS19 u wt bun¢k. Tyto vysledky naznacuji, ze vSechny delece

Jiz v roce 2005 Fligar et al. prokazali, ze uml¢eni genu RPS19 snizuje prolifera¢ni
schopnost hematopoetickych progenitort, pficemz mira defektu erytroidniho vyvoje korelovala
se stupném snizené regulace RPS19 (Flygare et al., 2005). Z buné&¢nych klonut, které byly
pfipraveny, se pro dalsi vyuziti ve studiu DBA ukazal jako nejvhodnéjsi klon 84, jelikoz se u
n¢j mutace genu RPS19 projevila nejsignifikantnéj$im snizenim prolifera¢niho potencidlu. Na
druhou stranu vysledky real-time PCR neukazaly v piipadé tohoto klonu zasadni snizeni
hladiny mRNA mutovaného genu, jako tomu bylo v ptipad¢€ klonu 10. Tento zdanlivy paradox
by se dal vysvétlit tak, ze defekt genu RPS19 u klonu 84 se projevuje az na posttranskripéni
urovni. Napiiklad mtze zptisobovat nestabilitu ribosomalniho proteinu a tim padem i sniZeni
jeho hladiny. Nebo miZze byt u mutovaného proteinu posSkozena schopnost podilet se na
sestavovani ribozomu. V ptipad¢ dal$i charakterizace by proto bylo vhodné provést
imunoblotovani a detekovat hladinu ribosomalniho proteinu S19 v proteinovych lyzatech
ptipravenych z testovanych mutantnich bunék a wt bun¢k. Test by mohl ukazat, zda na irovni
proteind nedoslo ke zméné exprese genu RPS19, ktery byl stanoven pomoci real-time PCR. Pro
presné zjisténi rozsahu a charakteru mutaci v ptipravenych klonech by bylo vhodné¢ mutované
Casti genll sekvenovat a na zaklad¢ ziskanych sekvenci stanovit rozsah a charakter vytvotrenych

mutaci.
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7 Zavér

Cilem vyse piedlozené diplomové prace bylo pfipravit a stru¢né charakterizovat bunécny model
Diamondovy-Blackfanovy anémie. Pro pfipravu modelu bylo uzito cilené editace genomu mysi
erytroleukemické bunécné linie MEL pomoci technologie CRISPR/Cas9. Touto technologii
bylo pfipraveno 16 linii s mutaci v genu RPS19. Z téchto mutantnich linii byly pro dalsi
charakterizaci vybrany 3 linie. Vysledky testovani mutantnich linii ukazaly v§eobecné snizeni
bunééného proliferacniho potenciadlu oproti bunikdm standardniho wt genotypu a snizenou
hladinu mRNA mutovaného genu ve 2 testovanych mutantnich klonech oproti kontrolnim
bunikam. Pfipravené bunééné linie mohou byt po dalsi charakterizaci vyuzity ke studiu DBA

patofyziologie.
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9 P¥ilohy

Ptiloha ¢. 1: Hodnoty C; naméfené pii prvnim opakovani real-time PCR experimentu.
Ptiloha ¢. 2: Hodnoty C; naméfené pii druhém opakovani real-time PCR experimentu.
Pfiloha ¢. 3: Hodnoty C; naméfené pfi tietim opakovani real-time PCR experimentu.

Ptiloha €. 4: Hodnoty pramérné relativni exprese genu RPS19 u testovanych mutantnich klont
ve vztahu k wt a statistické zhodnoceni vyznamnosti zmény exprese mutantnich klont
vici wt.
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Piiloha ¢&. 1: Hodnoty C; naméfené pii prvnim opakovani real-time PCR experimentu.

I. Opakovani

RPS19 Primér SD

wt2 30,82 | 30,61 | 30,31 | 30,57871 | 0,258211
wtl0 | 29,83 | 29,83 | 29,83 | 29,82792 | 0,002101
10 31,74 | 31,71 | 31,74 | 31,73042 0,018615
42 30,04 | 30,13 | 30,13 | 30,10143 0,05631
84 30,68 | 30,61 | 30,58 | 30,62372 | 0,053209
Actb
wt2 17,66 | 17,35 | 17,66 | 17,55831 0,18331
wtl0 | 17,3 | 17,31 | 17,32 | 17,30997 | 0,006746
10 17,28 | 17,27 | 17,22 | 17,25312 0,031251
42 17,13 17,15 | 17,14067 0,017741
84 17,31 | 17,34 | 17,32 | 17,32357 0,01236

Piiloha &. 2: Hodnoty C; namétené pifi druhém opakovani real-time PCR experimentu.

Il. Opakovani

RPS19 Primér SD

wt2 | 30,46 |30,46 | 30,52 | 30,47864 | 0,032044
wt 10 | 30,31 | 30,27 | 30,33 | 30,30238 | 0,025801
10 31,84 (31,89 | 31,71 | 31,81586 | 0,093369
42 30,53 | 30,49 | 30,51 | 30,51086 | 0,018226
84 30,95 | 30,88 | 30,91 | 30,91081 | 0,034633
RPL5
wt2 | 19,51 | 19,50 | 19,50 | 19,50363 | 0,006064
wt 10 | 18,79 | 18,80 | 18,80 | 18,79736 | 0,003611
23 19,65 | 19,57 | 19,85 | 19,69191 | 0,117757
Actb
wt2 | 17,69 | 17,71 | 17,72 | 17,70871 | 0,015509
wt10 | 17,08 | 17,08 | 17,08 | 17,08117 | 0,003029
10 17,73 | 17,76 | 17,75 | 17,75018 | 0,015225
23 17,34 | 17,30 | 17,32 | 17,31959 | 0,024448
42 17,68 | 17,7 | 17,73 | 17,70392 | 0,029158
84 17,73 | 17,74 | 17,74 | 17,74105 | 0,005762




Piiloha ¢&. 3: Hodnoty C; naméfené pfi téetim opakovani real-time PCR experimentu.

[1l. Opakovani

RPS19 Primér SD
wt10 | 31,07 | 31,09 | 31,02 | 31,06051 | 0,035474
10 32,39 | 32,38 | 32,43 | 32,39687 | 0,028381
42 30,75 | 30,66 | 30,69 | 30,70111 | 0,045242
84 31,07 | 31,13 | 31,14 | 31,11175 0,037325

Actb
wtl0 | 17,69 | 17,71 | 17,66 | 17,68825 0,022484
10 17,78 | 17,77 | 17,78 17,7782 0,008497
42 17,55 17,58 | 17,58 | 17,57017 0,017925
84 17,62 | 17,6 | 17,59 | 17,60274 0,016589

Ptiloha ¢. 4: Hodnoty primérné relativni exprese genu RPS19 u testovanych mutantnich klonti ve vztahu k wt a statistické zhodnoceni vyznamnosti zmény exprese vuci Wt.

klon

relativni

gen relativni relativni primérna p
exprese exprese exprese relativni hodnota
(I. opakovani) | (Il. opakovani) | (lll. opakovani) exprese
10 RPS19 0,306 0,476 0,421 0,401 0,005
42 RPS19 0,876 1,140 1,182 1,066 0,931
84 RPS19 0,692 0,886 0,910 0,829333 0,150




