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Abstrakt

Jednim z modernich léCebnych postupt je aplikace in vitro transkribované mRNA
do cilovych bun¢k za ucelem tvorby pozadovanych proteind. Zminénd metoda se
ukazala byt daleko efektivnéjs§i nez terapeutické podani jiz ptedem piipravenych
proteintl, kde pfi jejich vpraveni do organismu dochazelo k denaturaci. Hlavni naplni
této prace byla in vitro ptiprava mRNA, jeji naslednd trasfekce do bunck
Langerhansovych ostrivkli a detekce exprese cilovych proteini pomoci metody
Western blot. Konktrétné se jednalo o proteiny z rodin cyklinti a cyklin dependentnich
kinaz (CDK), které¢ hraji vyznamnou roli v regulaci bunéného cyklu. Celkem byla
pfipravena mRNA pro 8 molekul, mezi které pattily nemutované formy cyklinti D1, D2
a D3 a cyklindependentni kinaza 6, dale pak mutované verze cyklini D1 T286AT288A,
D2 T280A, D3 T283A a cyklin dependentni kindza 4 R24C. U cyklind se jednalo o
zaménu aminokyseliny threoninu za alanin. Tato zdména mé za nésledek zpomaleni
degradace proteinu ve srovnani s pfirozené se vyskytujici formou. Pro cyklin
dependentni kindzu 4 zaména aminokyseliny argininu za cystein také spociva
ve zvySeni jeji stability in vivo. Pfipravenda mRNA kodujici uvedené regulatory
bunécéného cyklu byla transfekovana do bunék Langerhansovych ostravki izolovanych
z potkaniho pankreatu. Tato metoda by mohla v budoucnu slouzit jako jedna z moznosti

pfi 1éCbé diabetu 1. druhu.

Kli¢ova slova: mRNA, bunécny cyklus, DNA, In vitro transkripce



Abstract

One of the modern therapeutic approaches is the application of in vitro transcribed
mRNA into the target cells to produce the required target proteins. This method has
prooved to be more effective than therapeutic application of proteins prepared in
advance, because their insertion into the organism lead to denaturation. The main task
of this work was to prepare mRNA in vitro and mRNA transfection into the cells and
monitoring the expression of target proteins with the method of Western blotting. The
target proteins were from families of cyclins and cyclin-dependent kinases, which play
an important role in cell cycle regulation. The mRNAs for 8 types of molecules have
been prepared, including non-mutated forms of cyclins D1, D2, and D3, and cyclin-
dependent kinase 6, as well were synthesized mutated versions of cyclins DI
T286AT288A, D2 T280A, D3 T283A and cyclin-dependent kinase 4 R24C. As for
cyclins, there was a substitution of aminoacid threonine for alanine. This substitution
could cause slowdown degradation of proteins in comparision with those existing in
natural form. Regarding the cyclin-dependent kinase 4 the exchange of aminoacid
arginine for cysteine causes its bigger stability in vivo. The prepared mRNA which
encodes mentioned regulators of cell cycle was transfected into isolated pancreatic cells
of rats. This method could be used as one of the options in treatment of type 1 diabetes

in the future.

Key words: mRNA, cell cycle, DNA, In vitro transcription
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SEZNAM ZKRATEK

ADP
APC
APS
ATP
BSA
cAMP
CBD
Cdk
Cip/Kip
CTD
CTP
dsRNA
DTT
E2F
EDTA
elF4E
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Ep300/Crebbp
FADH>
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HEPES
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IFN
IFN1
INK4
IRES
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IVT mRNA

Adenosindifosfat

Anafazi podporujici komplex
Peroxodisiran amonny
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Hovézi sérovy albumin

Cyklicky adenosinmonofosfat

cyklinovy box

Cyklin dependentni kindza

Cdk iteregujici protein/Kindzu inhibujici protein
C-termindlni doména

Citidintrifosfat

Dvouvlaknova RNA

Dithiotrietol

Rodina transkripcnich faktort

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Histon deacetylaza

Histon deacetylaza vazici protein
Flavinadenindinukleotid redukovana forma
Gastricky inhibi¢ni polypeptid

Glukagonu podobny peptid
Guanosintrifosfat
4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethylsulfonova kyselina
Kienova peroxidaza

Interferon

Interferony typu 1

Rodina inhibitortt CDK (inhibitory CDK4)
Vnitiniho misto pro vstup ribosomu

In vitro transkripce

In vitro transkribovana mRNA



m7GpppN
NADH
NTP

ORF
p300/Creb
PABP
PCR
pDNA
PRR
PVDF

Rb

RD

RNA Pol II
SAM

SDS
ssRNA
TAD

TBE

Tris

TLR

UTP

UTR
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¥

SmCTP
SmUTP

5¢ Cepicka
Nikotinamidadenindinukleotid redukované forma
Nukleosidtrifosfat

Otevieny Cteci ramec

Histon deacetylaza

Poly(A) vazici protein
Polymerazova fetézova reakace
Plasmidova DNA

Receptory rozpoznavajici vzory
Polyvinylidenfluorid
Retinoblastomovy protein
Represorovd doména

RNA polymeraza II

S-adenosyl methionin
Dodecylsiran sodny
Jednovlaknova RNA
C-terminalni transaktiva¢ni doména
Tris/kyselina boritd/ EDTA
Trisaminomenthan

Toll-like receptor

Uridintrifostat

Neptekladana oblast

Svétova zdravotnickd organizace
Pseudouridin
5-methylcytosinetrifosfat

5-methylpseudouridintrifosfat
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1. TEORETICKY UVOD

1.1. DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus je klinicky syndrom spojovany s nedostatecnou sekreci inzulinu nebo
s jeho Spatnou ucinnosti a jedna se o jednu z nejvétSich hrozeb pro zdravi 21. stoleti
( ). Svétova zdravotnickd organizace WHO udavé, ze na celém
svete zije 422 miliont diabetikii. OvSem existuje celosvétové dlouhodoby cil zastavit
narast poctu lidi s diabetem a obezitou do roku 2025 (https://www.who.int/health-

topics/diabetes).

Diabetes mellitus je jednou zhlavnich pfi¢in predcasné smrti, ischemické
choroby srdecni, infarktu myokardu, mrtvice, perifernich cévnich onemocnéni,

amputaci koncetin, slepoty a selhdni ledvin (

).

RozliSujeme 2 zdkladni typy diabetu. Diabetes mellitus prvniho typu vznika bud’
spontdnné¢ nebo pomoci podnétlt z vnéjSiho prostiedi. Jednd se o autoimunitni
onemocnéni, které postihuje beta-buniky pankreatu a zpusobuje jejich ubytek a také
nefunk¢énost. U diabetu prvniho typu trva piiblizné 3 az 5 let, nez se projevi prvni
klinické ptiznaky a mlize se znovu obnovit i po transplantaci Langerhansovych ostrivkl
( 3, ). Diabetes mellitus druhého
typu je dusledkem rezistence urcitych cilovych organii a tkdni na insulin, jedna se

predevsim o jatra, svalovou tkan a adipocyty jako soucast tukové tkané (

).
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1.2. BETA-BUNKA

Beta-buniky jsou buiky, které nalezneme jako soucast Langerhansovych ostravki
ve slinivce bfisSni. Beta bunky tvofi vétSinou 50 az 70 % ze vSech bunék
Langerhansovych ostrivkl u ¢lovéka. Jednou z jejich hlavnich funkci je, ze syntetizuji

a nasledné produkuji insulin s amylinem ( ).

Hladina glukozy v krvi je kontrolovana sekreci insulinu produkovaného
beta-buiikami a jeho naslednou aktivitou v jatrech a svalové tkani, ale také v ostatnich

tkanich. Mnozstvi vyprodukovaného insulinu je pfimo imérné mnozstvi glukozy v krvi

( ).

Gluk6éza se do beta buiniky dostane usnadnénou difuzi pomoci pifenaSect
(GLUTI nebo GLUT2) ptes membranu ( ). Nasledné je
fosforylovana na glukéza-6-fosfat pomoci glukokinazy. Nasleduje glykolyza a vznik
pyruvatu, jehoz mnozstvi je dano mnozstvim glukézy v buiice (

). Dodéavani cytosolického NADH je nutné k udrzeni vysoké

rychlosti glykolyzy a je zajiSténo pomoci mitochondridlnich c¢lunkd (
). Vznikly pyruvat vstupuje do mitochondrie a poté do citratového
cyklu. Nésledny oxidacni metabolismus udava spojeni mezi stimulaci buiiky glukozou a
sekreci insulinu ( , ). Pfenos elektrona z citratového
cyklu do dychaciho fetézce pomoci NADH a FADH> zplsobuje vznik ATP, které je
transportovano do cytosolu pomoci adeninového nukleotidového translokatoru (ANT)
vymeénou za ADP ( ). Zvyseni poméru ATP/ADP v cytosolu
zpisobuje depolarizaci plazmatické membrany, coz ma za nasledek wuzavieni
draslikovych kanali zavislych na mnozstvi ATP. Tento d& nasledné zplsobi otevieni
napétové fizenych vapnikovych kanall ( ). Timto
krokem gluko6za stimuluje sekreci insulinu pomoci vapnikovych kationtt, které zptsobi
exocytézu insulinu ( ) (obrazek 1). Existuje n€kolik signalt a
poslli pro exocytézu inzulinu ven z bunky. Mezi nejvyznamnéjsi spoustéce patii jiz
zminované molekuly ATP a ADP, déale pak molekula GTP, kterd spousti exocytozu
insulinu pomoci GTPaz. cAMP je universalni druhy posel, ktery ma v beta-buiice
potencidl spoustét sekreci insulinu vyvolanou pomoci molekul glukézy. Hodné
neurotransmitert a hormont, jakymi jsou napiiklad travici hormony jako GLP-1

(glukagonu podobny peptid 1) 1 gastricky inhibi¢ni polypeptid (GIP) aktivuji
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adenylatcyklazu v beta bunkdach a tim zvySuji koncentraci cAMP (Maechler a Wollheim
2001).

Pridavneé signaly:

Mukleotidy

ATP
GTP
cAMP

MADPH
Metabolity
MmT Redukéni | Glutamat
o) ELUELELLEN | Malonyl-CoA

Obrazek 1: Model znazornujici sekreci insulinu po vstupu glukézy do beta-bunky. Nejprve
probéhne glykolyza, kde je glukéza fosforylovana za pomoci glukokindzy (GK) a nakonec
pfeménéna na pyruvat (Pyr). Pyruvat se dostane do mitochondrie, kde vstupuje do citratového
cyklu a vzniklé redukované koenzymy se Ucastni dychaciho fetézce, v némz vznika ATP a
dochazi k hyperpolarizaci mitochondrialni membrany (Awn?). Nasledné uzavieni draslikovych
kanalti zpusobi depolarizaci cytosolické membrany (Aw.|) a to vede k otevieni napétové
fizenych vapnikovych kanald, coz zpiisobi zvyseni koncentrace cytosolického Ca*" a dojde
k exocytoze insulinu. Existuje i par dal§ich molekul uvedenych na obrazku, které slouzi jako

pridavné signaly pro sekreci insulinu. Obrazek prevzat z (Maechler a Wollheim 2001).
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1.3. BUNECNY CYKLUS

Bunécny cyklus je sekvence déja, pres které buiika duplikuje svlij genom, hypertrofuje
a nakonec vytvoii dvé dcefiné bunky. Jednd se jednu z fundamentédlnich vlastnosti

zivota ( ).

Bunéény cyklus zacind G1 fazi, béhem které dochézi k syntéze proteinti, RNA a
bunécnych membran. Po ukonceni G1 faze nasleduje S faze a syntéza DNA. Po S fazi
buiika opét hypertrofuje v G2 fazi a vSe se zakon¢i pfechodem do mitézy. V mitdze je
bunika rozdélena na dvé dcefiné bunky déjem zvanym cytokineze. Drtiva vétSina
nedélicich se bunék opousti bunécny cyklus v G1 fazi a prejde do klidové faze neboli

GO faze ( ) (obrazek 2).

Bunéény cyklus je slozity proces, jehoz soucasti jsou i dva mechanismy, které se
podileji na jeho regulaci: fosforylace proteinii a jejich degradace zprostfedkovana
ubiquitiny. Mezi regulacni proteiny patii cykliny, cyklin dependentni kindzy (CDK) a
inhibitory cyklin dependentnich kinaz. Cykliny jsou regula¢ni jednotky, kdezto CDK
jsou katalytické jednotky a musi dochézet ke vzéjemné interakci molekul, aby bunéény
cyklus mohl spravné fungovat. Komplexy cyklin/CDK fidi rizné faze bunéného cyklu:
cyklin D s CDK4 a CDKG6 jsou dulezité¢ uprostied G1 faze, komlex cyklinu E/CDK2
hraje roli v pozdni fazi G1, cyklin A/CDK2 v S fazi, cyklin A/CDK1 v G2 fézi, cyklin
B/CDK1 vM fazi. Pro ukonfeni Sa M faze musi byt cykliny degradovany, a to
zaptic€ini anafazi podporujici komplex (APC) ( ) (obrazek 2).

Inhibitory CDK jsou molekuly, které omezuji aktivitu CDK. Zatim byly popsany
2 tfidy inhibitort CDK ( ). Prvni tfida obsahuje proteiny INK4
s funkci vazat se a inhibovat CDK4 a CDK6. Druha tfida zahrnuje Cip/Kip rodinu

Mrve

tim, Ze se vazi na komplexy cyklin/CDK ( ).
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CDK4/6
Cyklin D

G1

Obrazek 2: Na obrazku je uveden bunéény cyklus, ktery je rozdélen do 4 fazi: 1. pfipravna

4

a ptrejdou do klidové faze (GO). Po prichodu restrikénim bodem (R) se buiika stava nezavisla na
stimulantech proliferace. Komplexy cyklin/CDK, které piisobi v jednotlivych fazich cyklu jsou
zobrazeny. Obrazek ptevzat z (Poon 20106).
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1.4. CYKLINY A CYKLIN DEPENDENTNIi KINAZY

Déleni bunék je pifesné regulovany proces v zivych organismech, pifi kterém
z matetskych bunék vznikaji buiiky dcefiné. V mnozeni buné¢k je pficitan veliky udél
dvéma typtim molekul a témi jsou cykliny a cyklin dependentni kindzy (CDK), coz jsou
vlastné serin threoninové kinazy ( ). Cykliny ovliviiuji kinazovou aktivitu a
substratovou specifitu CDK tim, Zze se vazi na CDK a slouzi jako regulacni
podjednotky. Poprvé byly komplexy cyklin/CDK jako reguldtory bunécného cyklu
pozorovany v prukopnické praci s kvasnicemi, kde bylo zjisténo, ze CDK reguluji
pfechody mezi fdzemi bunécného cyklu po vazbé s riznymi cykliny. Kindzova aktivita
komplexu cyklin/CDK je regulovana pomoci inhibitorti cyklin dependentnich kinaz,
které slouzi jako brzdy pii zastaveni pribéhu bunécného cyklu za neptiznivych
podminek ( ). Cykliny, CDK a inhibitory cyklin dependentnich kindz
hraji svoji roli pii transkripci, opravé poskozené DNA, epigenetické regulaci,
proteolytické¢ degradaci proteinli, metabolismu, obnové kmenovych bunék, spravném

fungovani neurond a spermatogenesi ( ).

1.4.1. CYKLINY

Hodné cyklind obsahuje inhibi¢ni a fosforylaci aktivujici mista (

). Cykliny patii na rozdil od CDK k riiznorod¢jsi skupiné proteinii, ktera je
charakterizovana na zakladé existence tzv. cyklinového boxu (CBD) (

). Sekvence aminokyselin, které jsou mimo cyklinovy box udavaji cyklinlim
funkéni rozmanitost a rozdilnou formu jejich regulace ( ).
Prostorova struktura cyklind je zavisla na délce jejich proteinového fetézce. Nékteré
druhy jsou vice prodlouzené na N-konci a jiné naopak na C-konci CBD. Velmi
zajimavé je také to, ze co se tyCe sekventni podobosti N-termindlni domény, tak
atypické cykliny maji jednu CBD, zatimco kanonické cykliny maji dvé (

).
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1.4.2. CYKLIN DEPENDENTNI KINAZY

Existuje vice nez 20 druhtit CDK ( ). Kazdé¢ katalytické centrum je
u CDK slozeno z ATP vaziciho mista, PSTAIRE cyklin véazici domény a z motivu
T-smycky. Tyto jednotlivé Casti se podileji na aktivaci cyklini a pomoci helixu
na PSTAIRE dochézi ke spojeni cyklinii a CDK. K navazani cyklinu dochézi tak, ze se
posune T-smycka a odkryje se tim misto pro navazani cyklinu a dojde ke vhodnému
usporddani aminokyselinovych zbytkl v aktivnim misté, aby mohlo dojit k fosforyla¢ni

reakci ( ).

1.4.3. ULOHA CYKLINU A CYKLIN DEPENDENTNICH KINAZ V TRANSKRIPCI

Zapojeni regulatort bunécného cyklu do transkripce je zndmo jiz dlouho a jednim
z nejvyznamnéjSich piikladi je Rb/E2F cesta ( ). Ve fosforylovaném
stavu se retinoblastomové proteiny Rbl, Rb11 a Rb12 vazi k odlou¢enym proteintim
z rodiny transkripcnich faktort E2F ( ). CDK 4, CDK6 a CDK2 ve spojeni
s cykliny, které se na né vazi (jedna se o cykliny typu D a E), jsou odpovédné
za fosforylaci Rbl1, pfislusny dé€j zmirni inhibici E2F a tim pddem muze buiika vstoupit
z G1 faze do S faze a dojde k syntéze DNA (

). Pfechod z G1 faze do S faze je jiz hodné zdokumentovan, oproti pfechodu z G2

do M faze, ktery se zaina teprve objevovat ( ).

Déle se jesté vyskytuje transkripcni faktor FoxM1, ktery je ¢lenem Fox rodiny
transkripcnich faktort ( ). FoxM1 je
po dobu nékolika fazi bunétného cyklu neaktivni, protoZze jeho N-termindlni
represorova doména (RD) interaguje a s C-terminalni transaktivaéni doménou (TAD) a
rusi tim svoji funkei. V pribéhu G2 faze je inhibice spuSténa pomoci komplexu cyklin
A/CDK2 zavislého na hyperfosforylaci TAD. Hyperfosforylovand TAD se vytésiiuje z
RD a zvySuje se pfisun transkripéniho koaktivatoru, histon deacetylazy (p300/Creb)
vazici protein (Ep300/Crebbp). Tento vznikly komplex spusti expresi gend, které pak

). Studiem jak fosforylace Rb a FoxM1 ovliviiuje regulaci
jednotlivych krokd genové exprese lze zjistit, ze genové regulatory bunécného cyklu
mohou posttranslaéné modifikovat komponenty transkripéniho aparatu, za ucelem

dosaZeni exprese specifickych genovych shluki a to je nezbytné pro zahéjeni prechodi
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mezi jednotlivymi fazemi bunééného cyklu, konkrétné mezi fazemi G1/S a G2/M.
Fosforylace se vyskytuje na vice mistech cilového proteinu, coz umoznuje vétsi
,Citlivost” pro vnimani urovné kindzové aktivity pied umoznénim vstupu do dalsi faze

bunééného cyklu ( ).

Cykliny a CDK také reguluji ¢innost RNA polymerazy II (RNA Pol II). CTD
doména RNA Pol II obsahuje n€kolik heptapeptidovych sekvenci, které mohou byt
zaméteny komplexy z cyklini a CDK (poprvé to bylo zjistétno u CDKI) (

). Zmény ve fosforylaci podjednotky CTD hraji vyznamnou roli
ve spravném nacasovani polymerazové aktivity a v pouzivani riznych ko-regulétori.
Dale byly objeveni novi ¢lenové rodin cyklini a CDK, které se zatadily do skupiny
dalsich molekul, které kontroluji transkripéni ¢innost RNA Pol II. PrfedevS$im
cyklin K interaguje s CDK12 a CDK13 a zprostfedkovava fosforylaci CTD (

). Je znamo, Ze kontrola funkce
RNA Pol II je velmi analogickd k systému regulace bunééného cyklu. Ale potadné
porozuméni tomu, jak komplexy cyklin/CDK spoustéji kazdy piechod do jiné faze
bunééného cyklu a jak je CTD pteCtena, aby mohlo dojit k potfebnym udalostem
béhem syntézy RNA, bude teprve cilem vyzkumu ( ).

V souladu s charakteristickymi rysy piislusné ¢asti molekul CDK se urcuje
nasledna vazba kanonickych nebo transkripénich cyklini. Kanonické cykliny interaguji
s rodinami CDK1 a CDK4, coz je v souladu s jejich funkci pfi regulaci bunécného
cyklu, zatimco transkripéni cykliny mohou reagovat s transkripénimi CDK, mezi které
patii CDK7, 8, 9, 11, 20. Naproti tomu existuje 1 nékolik cyklinti, které nemaji svoji
specifickou CDK, na kterou by se mohli navazat. KdyZ je objevena nova CDK pro
atypicky cyklin, tak patfi do podrodiny souvisejici s CDKS, coZ je skupina, do které
spadaji atypické CDK : 5,14, 15, 16, 17 a 18 ( ). Identita CBD byla
vybrdna pro stanoveni vztahli mezi cykliny, protoZze se jednd o evolucné
nejzachovanéjsi cast vSech cyklinil ( ). OvSem né&které atypicke
cykliny (O, P, G, I) maji CBD podobnou kénonickym cykliniim, zatimco ostatni
¢lenové se zdaji podobnostné vzdalengjsi, coZ naznacuje, ze atypické cykliny mohou

mit rizny evoluéni pivod ( ).
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1.5. SYNTETICKA MRNA

Syntetickda mRNA je alternativni geneticky material, ktery nahrazuje vyuziti konvencni
plasmidové DNA (pDNA). Nasledna translace je ovlivnéna stavbou a stabilitou

syntetizovaného RNA vlakna ( ).

SyntetickhA mRNA obsahuje &tyfi zakladni stavebni prvky. Na 5° konci je
navazana 5° methyl-guanosinova cepicka, jejimz ukolem je chranit mRNA pied
endonukledzami, kdyz se pfislusnd RNA vaze k eukaryotickému translacnimu
iniciaénimu faktoru 4E (elF4E) ( ). Neptekladané oblasti
(UTR) jsou na obou stranach oteviené¢ho cteciho ramce. UTR kontroluji transkripéni
efektivitu, stabilitu a subcelularni lokalizaci mRNA ( ). Otevieny
¢teci rdmec (ORF) obsahuje genetickou informaci pro translacni proces, ktery za¢ina
start kodonem (AUG) a kon¢i stop kodénem (UAA, UAG, UGA) ( ).
Poly(A) konec je umistén na 3° konci vldkna mRNA a jeho navazéni na poly(A)

.....

samotna délka poly(A) konce ovliviiuje stabilitu a translacni efektivitu mRNA (

).

1.5.1. 5° CEPICKA

V ptirodé se eukaryotickh mRNA vyskytuje snavazanym 7-methylguasnosynem
na 5° konci mRNA a ten je navazan pomoci trifosfatu tak, ze z kazdé strany je ribdza
uchycena pies 5° konec na fostaty (m7GpppN) ( ). Tato Cepicka
chrani mRNA pied degradaci exonukledzou Xrnlp od 5¢ konce smérem ke 3° konci
( ). Po translaci dochazi
k degradaci mRNA a nasleduje oddisociovani ¢epicky pomoci pfislusnych enzymi.
Bez Cepicky se pak mRNA rychle rozpada ve sméru od 5 ke 3° konci vlakna. Navazani
cepicky je velmi dulezité pro pfipravu syntetické mRNA. Navazani Cepicky miize
probéhnout bud’ jako post-transkripéni modifikace za pouziti ¢epickovacich enzymu
nebo az v prabchu in vitro transkripce, kde dochéazi k navazani cepickovych analogt

na mRNA ( ).
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Enzymatické navazani ¢epicky na mRNA se mlize provadét ve velkém méfitku a
toho se Casto vyuziva v laboratotich. Prvnim krokem pfi vzniku 5’Cepicky na mRNA je,
ze dojde ke vzniku difosfatu na 5‘konci in vitro transkribované mRNA vlakna pomoci
RNA trifosfatazy. Nasledn¢ dojde ke vzniku 5° (od navazujiciho se guanosinu) a 5°¢
(od mRNA) trifosfatové vazby za katalyzy guanosyl transferazy. Nakonec je 5°guanin
methylovan pomoci S-adenosyl methioninu (SAM) a dojde ke vzniku standartni

Cepicky (Cepickal) ( ).

Ko-transkrip¢ni reakce IVT mRNA s analogy ¢epicky je také Castou technikou,
ktera je levngjsi a vice pouzivanéjsi, nez predchozi enzymaticka reakce. Principem této
techniky je, ze reak¢éni smés obsahuje piebytek c¢epickovych analoglti (m7GpppG) oproti
GTP ( ).

1.5.2. NEPREKLADANE OBLASTI

Hlavni funkci nepiekladanych oblasti (UTR) je regulovat posttranskripéni expresi gent.
Proto UTR velmi ovliviiuje biologickou aktivitu mRNA. Obsahuje také sekvence,
na které se mohou vdazat rizné regulani proteiny a tim zpusobit spuSténi nebo
inhibovani transla¢niho procesu ( ). Vytvofené

sekundarni struktury a délka fetézce mRNA maji také vliv na translacni efektivitu

( )-

UTR jsou umistény na obou koncich ORF (5° a 3‘konec) a reguluji miru exprese
proteinu. PfedevS§im na 5° konci mRNA URT kontroluje spravné nasednuti ribosomu a
naslednou translaci ORF ¢asti. Pfitomnost vnitiniho mista pro navéazani ribosomu
(IRES) na 5° UTR umoziuje univerzalni translac¢ni pieklad i v bunikach s nizkou
koncentraci elF4E, ktery je také dllezity pro iniciaci translace. Zajimavé je, Ze na 5°
konec mRNA bez ¢epicky se mize inkorporovat IRES z virusu encefalomyokarditidy a
muze se iniciovat exprese proteint ( ). 5S’UTR

ovliviiyje iniciaci translace, kdezto 3’UTR hraje roli ve stabilizaci mRNA (

).
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1.5.3. OTEVRENY CTECi RAMEC

Otevieny cteci ramec (ORF) obsahuje genetickou informaci pro cilovy protein.
Na rozdil od jinych ¢asti mRNA ORF neni hlavni faktor pro zvySeni jeji expresni
funkce a ani jeji stability. Napiiklad vystfihnutim sekvenci UU a UA, miize byt ORF
chranéna pred rozstépenim endoribonukledzami ( ). mRNA
kodujici reportétové proteiny, mezi které patii napiiklad protein luciferaza, jsou hojné
pouzivané pro zjisténi efektivity translace mRNA. Staci pouze zdména jednoho kodonu
za jemu podobny a mize to ovlivnit miru exprese, sbaleni a naslednou funkci cilového
proteinu. Proto je dillezité optimalizovat kodony, aby doSlo k maximalni translaéni
efektivit¢ mRNA. Tyto mRNA s optimalizovanymi kodény byly jiz uspéSné pouzity
( )-

1.5.4. POLY(A) KONEC

Poly(A) konec pfispiva k regulaci stability a translacni efektivity mRNA. Jeho dalsi
funkcei je ochrana pred nukledzami, které ptisobi ve sméru od 3° do 5° vldkna mRNA
po navazani na poly(A) vazici protein (PABP). Délka poly(A) konce je velmi dulezita
pro udrZeni stability mRNA pifi vazani na PABP. Aby doSlo k dobré translacni
efektivité IVT mRNA, tak musi mit poly(A) konec optimalni délku. Optimalni délka se
nejcastéji pohybuje mezi 64 az 150 nukleotidy ( ,

, ). OvSem existuji 1 buniky, ve kterych uvedeny rozsah
nukleotidii neplati a optimalni délka poly(A) konce je pod nebo nad uvedenym

rozmezim ( ).

Pro vznik poly(A) konce pii syntéze mRNA in vitro existuji dv€ rizné mozZnosti.
Bud’ miizeme zakomponovat predem pfipraveny poly(A) konec pomoci enzymatické
reakce k IVT mRNA, nebo piidat poly(T) sekvenci k DNA templatu pied in vitro
transkripci mRNA. K prvni moznosti se pouziva poly(A) polymeraza, ktera snadno
piipoji poly(A) fetézec ke 3 konci mRNA. Jedna se o post-transkripéni Gpravu, kde
po samotném navazani nasleduje jeste dalsi Gprava, kterd reguluje délku poly(A) konce

mRNA. Druhd moznost je ko-transkripéni modifikace mRNA in vitro. DNA templat je
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pripraven pomoci PCR s primerem obsahujicim dlouhou poly(T) sekvenci. Vysledné

IVT mRNA maji vSechny stejné dlouhy poly(A) konec ([Xwon a kol. 2018).

(@) Cepitka Poly (A) konec
5"’:""““”””!MENMMMHENIIII PG a3
5'UTR ORF 3’'UTR
(b) Poly (A) konec
Fppp,f_mgqqqq 3’UTR
PABP IR RRnnnnnnuni l""
‘.’»
Iniciacni -
komplex - ORF
g
elF4E .‘.‘;
r - ] \\\
"“l“lﬂ"ﬂ SENRRRRERRRREREENY
Cepicka \

rlbozom 5’UTR

Obrazek 3: (a) znazornéna mRNA se vSemi piisluSnymi komponenty po in vitro transkripci.

rrrrrrr

.....

.....

prevzat z (Kwon a kol. 2018).

1.5.5. SYNTEzZA MRNA IN VITRO

Synteticki mRNA je pfipravena z DNA templatu a k syntéze se pouZiva RNA
polymeraza z bakteriofaga. Z in vitro nasyntetizované mRNA obsahujici ssSRNA
molekuly dojde kexpresi bilkovin, které jsou podobné nebo totozné
s proteiny nasyntetizovanymi z mRNA eukaryotickych organisml. DNA templat pro in
vitro transkripci by mél obsahovat minimaln¢ 4 zdkladni Casti: bakteriofagovy
promotor, UTR, ORF a poly(T) sekvenci. Reakéni smés pro in vitro transkripci by méla

obsahovat nukleotidtrifosfaty (NTP), RNA polymerazu, DNA templat a piipadné
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Cepickovd analoga, protoze jeho navdzani je vtomto piipadé ko-transkripcni
modifikace. Dulezité je také pouzit spravny molarni pomér GTP a ¢epickovych analogt
pro spravnou syntézu 5°‘Cepicky. Po in vitro transkripci je IVT mRNA nasledné
upravena odstranénim fosfatové skupiny na 3¢ konci mRNA pomoci antarktické
fosfatazy. Odstranénim trifosfatu snizuje moznou imunitni odpoveéd po transfekci
do organismu. Chceme-li ziskat konkrétni in vitro transkribovanou RNA, tak je potteba
odstranit nezreagované nukleotidy, kratké oligonukleotidy, enzymové proteiny a
zbytkové soli. Jednd se velmi dulezity krok, protoze naptiklad zbytkové molekuly
dsRNA mohou také aktivovat imunitni odpoveéd. V laboratoii je IVT mRNA
purifikovana pomoci komer¢nich purifika¢nich souprav, srazenim isopropanolem nebo

dalsimi metodami. ( ).

Diive mély IVT mRNA nestabilni strukturu, coz vedlo k nizké translacni
aktivité¢ a byla indukovana vrozena imunitni odpoveéd’. Kdyz dojde k inkorporaci IVT
mRNA do buiiky, jsou rozpoznany jako exogenni RNA, které se podobaji virovym
RNA. To aktivuje PRR receptory a vede k vrozené imunitni reakci potlacujici
proteinovou expresi ( ). Urcité typy Toll-like receptorti (TLR) jsou
aktivovany IVT mRNA molekulami nebo virovymi RNA, které do buniky proniknou
pomoci endocytdzy. Aktivovované TLR zprostiedkuji sekreci interferond typu I (IFN1).
Rizné druhy TLR vazi rizné druhy RNA. Naptiklad ssSRNA je rozpoznana TLR7 a
TLRS, kdeZzto dsRNA je rozpoznavéana pomoci TLR3 (

). Uridinové zbytky aktivuji TLR7. Vlakna RNA, které¢ maji hojn¢ obsaZzeny AU a
GU dvojice bazi, tak aktivuji TLR7 a TLRS ( ). Neimunitni buiiky
maji jiné receptory rozpoznavajici vzory (PRR), které se nazyvaji cytoplasmatické RNA
senzory ( ). Tyto receptory také zprostiedkovavaji sekreci
IFN, kdyZ rozpoznaji invazivni RNA, kterd by se navazala na TLR7 a TLRS
( ). IVT mRNA mohou indukovat vlastni imunitni odpovéd’
skrze riizné cytoplasmatické receptory, ¢imz se snizuje efektivita transkripce. To je
divod, pro¢ nemiize byt aplikovana pouze IVT mRNA, ale musi obsahovat rtizné

ptidavné latky pro klinické aplikace pfi terapii nahrady proteinl ( ).

Do IVT mRNA mohou byt zabudovany rtizné modifikované nukleotidy, které
zlepsi jeji transkripéni vlatnosti za snizeni jeji imunogenicity. Jednou z vyuzivanych
modifikaci u IVT mRNA je pseudouridin (¥). Jednd se o modifikovany pfirozené se

vyskytujici nukleotid. Vznikd enzymatickou izomeraci uridinu, kterd spocivad v rotaci
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dusiku na Sestém uhliku. Tato modifikace vyrazn¢ snizuje aktivaci PRR, tudiz

vysledkem je nizka imunitni odpovéd’ a zesileni GCinnosti translace (

).

Terapeutické podévani proteini ma né€kolik problémt, které odrazeji jejich
nizkou in vivo stabilitu po podani, protoze zachovani jejich spravné trojrozmérné
struktury je dtlezité pro jejich spravnou funkci. Pfima injekce proteinii do krevniho
ob¢hu nebo do tkan¢ muze zpisobit denaturaci proteinli a snizit jejich biologickou
aktivitu ( ). OvSem kdyz se misto nich aplikuje
mRNA ptimo do cilové tkanég, tak se mize piedejit predchozim nezadoucim u¢inkim.
Jakmile jsou ptislusné mRNA inkorporovany do buiky, tak mize dojit k jejich translaci

za vzniku cilovych proteini ( ).
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2. CiL PRACE

Cilem bakalafské prace byla ptiprava DNA templati kodujicich vybrané regulatory
bunécného cyklu a nasledna in vitro transkripce syntetickych mRNA pro piislusné

regulatory bunécného cyklu.

DNA templaty a IVT mRNA byly pfipraveny pro nasledujici cykliny, cyklin
dependendentni kindzy a jejich mutované formy: cyklin D1, cyklin D1 T286AT288A,
cyklin D2, cyklin D2 T280A, cyklin D3, cyklin D3 T283A, CDK6, CDK4 R24C.

Déle pak bylo cilem ovéfit kvalitu a funkCénost nasyntetizovanych mRNA
konstrukti za pomoci detekce exprese pfislusnych proteini v buiikach

Langerhansovych ostrivk.

3. MATERIAL A METODY

3.1. PouziTY MATERIAL A CHEMIKALIE

Primery Integrated DNA Technologies, USA
Q5 Reakéni Pufr New England Biolabs, USA
QS5 High-Fidelity DNA Polymeraza (E. coli) New England Biolabs, USA
Q5 High GC Enhancer New England Biolabs, USA
Q solution New England Biolabs, USA
NEB Pufr New England Biolabs, USA
Restrik¢éni enzymy New England Biolabs, USA
Antarkticka fosfataza (E. coli) New England Biolabs, USA
AP reakeni pufr New England Biolabs, USA
LB medium Carl Roth, SRN

LB medium Carl Roth, SRN

LB agar Carl Roth, SRN
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Ethidium bromid

Loading pufr

SOC médium
Tris-HCl

Agar

Kyselinu borita

EDTA

BSA

Akrylamid

SDS

Bromfenolova modft
Tween 20

APS

HEPES

octan amonny

CMRL medium

NTI pufr

NT3 pufr

NE pufr

Interkala¢ni Dye

5x 930 dsDNA Inlet Buffer
Capillary Storage Solution
0,25x TE Rinse Buffer

RNA Ladder aliquot

26

Sigma-Aldrich, SRN

Sigma-Aldrich, SRN

Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
MACHEREY-NAGEL, USA
MACHEREY-NAGEL, USA
MACHEREY-NAGEL, USA
Agilent Scientific instruments, USA
Agilent Scientific instruments, USA
Agilent Scientific instruments, USA
Agilent Scientific instruments, USA

Agilent Scientific instruments, USA



RNA Diluent Marker Solution
BF-25 Blank Solution

RNA Ladder

tris-Base

Glycerol

Glycine

Pyruvat sodny

1-step Transfer Buffer

Pufr P1

Pufr P2

Pufr N3

PB pufr

PE pufr

EB pufr

QIAprep Spin Miniprep Kit
NTP

Analoga 5’°Cepicky

DTT

T7 RNA polymeraza (E. coli)
10X reakéni pufr

Inhibitory RNaz

Poly(A) polymeraza ( E. coli)

MessengerMAX

Smeés esencidlnich aminokyselin

Agilent Scientific instruments, USA
Agilent Scientific instruments, USA
Agilent Scientific instruments, USA
Amresco, USA

Amresco, USA

Amresco, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Qiagen, SRN

Qiagen, SRN

Qiagen, SRN

Qiagen, SRN

Qiagen, SRN

Qiagen, SRN

Qiagen, SRN

TriLink Biotechnologies, USA
TriLink Biotechnologies, USA
Cellscript, USA

Cellscript, USA

Cellscript, USA

Cellscript, USA

Affimetrix, USA

Life Technologies, USA

Life Technologies, USA



GLUTAMAX Life Technologies, USA

ITS Life Technologies, USA
Pyruvat sodny Thermo Fisher Scientific, USA
Mini Kit Macherey-Nagel, SRN

Nanosep Omega 30k Nanosep, USA

MEGAclear Kit Ambion, USA

Primarni protilatky NOVUS, USA

Sekundarni protilatky Invitrogen, USA
Chemoluminiscen¢ni substrat pro pro HRP Invitrogen, USA

TEMED Bio-Rad, CR

Methanol PENTA, CR

Black Protein Ladder CentralEuropean.Biosystems, CR
Master Mix Roche Molecular Systems, USA
5x In-Fusion HD Enzyme Premix Takara Bio, Japonsko

Roztok s bakteriemi E. coli Clontech Laboratories,USA
Eluéni roztok pro in vitro transkripci mRNA Life technologies, USA

Slozeni roztoku:

CMRL médium: alanine (0.025 g/1), arginine (0.05787 g/1), asparagova kyselina (0.03
g/), cystein-HCI-H2O (0.26 g/1), cystin (0.02 g/l), glutamova kyselina (0.075 g/l),
glutamin (0.1 g/1), glycin (0.05 g/1), histidin-HCI-H>O (0.02 g/1), trans-4-hydroxy-prolin
(0.01 g/1) isoleucin (0.02 g/1), leucine (0.06 g/1), lysin-HCI (0.07 g/l), methionin (0.015
g/l), fenylalanin (0.025 g/l), prolin (0.04 g/l), serin (0.025 g/l), threonin (0.03 g/l),
tryptofan (0.01 g/1), tyrosine (0.04 g/1), valine (0.025 g/1), askorbova kyselina (0.05 g/1),
kyselina 4-aminobenzoova (0.00005 g/1), biotin (0.00001 g/I), cholin chlorid (0.0005
g/l), koenzym A-Na (0.0025 g/l), kokarboxyldza (0.001 g/1), 2'-deoxyadenosin (0.01
g/l), 2'-deoxyguanosin (0.01 g/l), 2'-deoxycytidin-HCl (0.0116 g/I), FAD-2Na
(0.000106 g/1), kyselina listova (0.00001 g/1), myo-inositol (0.00005 g/l1) 5-
methyldeoxycytidine (0.0001 g/I) NAD (0.007 g/I) NADP-Na (0.001 g/1); nikotinamid
(0.000025 g/1); niacin (0.000025 g/1); D-kyselina pantothenova (0.00001 g/1); pyridoxal-
HCI (0.000025 g/1), Pyridoxin-HCI (0.000025 g/1), Riboflavin (0.00001 g/1), thiamin-
HC1 (0.00001 g/1), Thymidin (0.01 g/l), Uridin-5-trifosfat-Na (0.001 g/1), CaCl,
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(anhydrid) (0.2 g/l), Siran hotfecnaty (anhydrid) (0.09769 g/1), KCl (0.4 g/l), Octan
sodny (Anhydrid) (0.05 g/l), chlorid sodny (6.8 g/1), dihydrogen fosofreCnan sodny
(Anhydrid) (0.122 g/1) D-glukéza (1.0 g/1), fenolova Cerven-Na (0.02124 g/1), glutathion
(0.01 g/1), D-glukoronova kyselina-Na (0.00388 g/1) cholesterol (0.0002 g/1), Tween (80
0.005 g/1)

LB medium: trypron (10 g/l), extrakt z kvasnic (5 g/l), NaCl (10 g/1)
LB agar: agar (15 g/l), trypron (10 g/l), extrakt z kvasnic (5 g/l), NaCl (10 g/1)

SOC médium: trypron (20 g/1), extrakt z kvasnic (5 g/1); MgSO4 (4.8 g/l), D-gluk6za
(3.603 g/1), NaCl (0.5g/1), KC1 (0.186 g/

Pufr P1: Tris-Cl (50mM) (pH 8.0), EDTA (10mM), RNase A (100ug/mL)
Pufr P2 (200mM NaOH, 1% SDS)

Loading pufr: bromfenolova modi (0.05%), sacharéza (40%), 0.1M EDTA (pH 8.0),
0.5% SDS (0.5%)

AP reakéni pufr: MgCl, (1 mM), ZnCl; (0,1mM), Bis-tris-propan-HCI (50mM)
NE pufr (SmM Tris/HCI)

Pro ostatni pufry vyrobce neuvedl slozeni.

3.2. POUZITE PRISTROJE

Centrifugy Micro 200, Universal 320R, Hettich, gvycarsko

PCR termocyklery Applied Biosystems, Veriti, USA; Biometra
Tpersonal, SRN

Ttepacky ThermoMixer  comfort,  Eppendorf, = SRN;

Innova42, New Brunswick Scientific, USA

Pipety BRAND, SRN; Biohit, Finsko

Kyvacka WT17, Biometra, SRN

pH-metr pH 2700, Eutech, Nizozemsko

Aparatury na elektroforézu Mini-Wide Vertigel 2, Midigel 2, Appelex, Francie
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Kapilarni gelova elekroforéza 5200 Fragment Analyzer Systém, Agilent
Technologies, US

Vodni lazen Julabo, TW12, SRN

Zatizeni pro prenos na membranu  Thermo Fisher Scientific, Pierce G2 Fast Blotter,
USA

Zdroj napajeni PS 305, Appelex, Francie

3.3. POUZITE METODY

3.3.1. PCR

3.3.1.1. PREPARATIVNi PCR

Vsechny komponenty potiebné pro PCR reakci se musely skladovat pii nizkych
teplotach. Pred pouzitim se vSechny komponenty fadné promichaly v nadobkéch,
ve kterych byly uchovavany. DNA polymerdza byla pfed pouzitim 1x zfedéna v QS5
reakénim pufru. Nasledné se namichala pfislusnd reakéni smés slozena z latek
uvedenych v tabulce 1. Jako posledni byla do reakéni smési pfidana DNA polymeraza.

Pro preparativni PCR byla pouzita Q5 High-Fidelity DNA Polymeraza.

Tabulka 1: Pouzité roztoky, jejich mnozstvi a vysledna koncentrace v jednotlivych jamkach.

V zavorkach uvedeny koncentrace zasobnich roztokll. Mnozstvi DNA templatu je uvedeno

v ng.
Komponenty Reakce 25 pl Reakce 50 pl ‘
[pl] [pl] |
5X Q5 Reakeni Pufr 5,0 10
(10 mM) dNTP 0,5 1,0
(10 uM) Ptedni primer (forward) 1,25 2,5
(10 uM) Zadni primer (reverse) 1,25 2,5
DNA Templat [ng] 20 40
Q5 High-Fidelity DNA Polymeraza 0,25 0,5
5X Q5 High GC Enhancer 5 10
Voda bez nukledz 25 50
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Nésledovalo nastaveni PCR pfistroje na konkrétni teploty a Casy (tabulka 3). Nejprve se
vSechny vzorky zahtaly na 98 °C po dobu 30 sekund, aby doslo k oddisociovani dvou
vlaken dsDNA od sebe. Poté se opétovné zopakovalo 30 cykli, které probihaly

nasledovné:

1.) nejprve se po dobu 5 az 10 sekund nechaly roztoky se vzorky zahtivat na 98 °C
2.) nésledovalo sniZeni teploty na 60 °C po dobu 30 s

3.) poté navyseni teploty na 72 °C po dobu 80 s.

Po ukonceni cykli se vzorek nechal po dobu 2 minut zahtivat na 72 °C, aby se vSechna
vlakna DNA stihla dosyntetizovat. Cely proces syntézy DNA se ukoncil snizenim
teploty na 15 °C. Pro tuto reakci se pouzily na miru nasyntetizované primery se

sekvenci uvedenou v tabulce 2.

Tabulka 2: Sekvence jednotlivych primert pro preparativni PCR reakci.

Pfedni primer (forward) ACTCACTATAAGGAGCCCTCCAGGACA
Zadni primer (reverse) TTTCGGTTTGGCTCTGAAAAGAG

Tabulka 3: Casy a teploty v jednotlivych fazich pti pribéhu PCR reakace.

Iniciaéni denaturace 98 40

30 cykla 98 20

- 60 20

- 72 80

Koneéné prodlouzeni 72 120
Ukonceni 15 -
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3.3.1.2. ANALYTICKA PCR

Pro ovéreni uspésné transformace klond byla pouzita analytickd PCR.

Po inkubaci vybranych kloni v LB mediu (4 hodiny) byly odebrany 2 ul od kazdé
z vybranych kolonii a kazda kolonie byla napipetovana zvlast do jamky. Genom
bakterii z vybranych kolonii byl pouzit jako DNA templat pro PCR. Slozeni kazdé

z jamek je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4: Roztoky, které byly pouzity pro analytickou PCR a jejich mnozstvi v jednotlivych

jamkach.
Komponenty Objem [pl]

Master Mix 10

Ptedni primer (forward) 1
Zadni primer (reverse) 1

Q solution 2

Voda 4

DNA templat 2
Vysledny objem 20

Pro tuto reakci se pouZily na miru nasyntetizované primery a se sekvenci uvedenou

v tabulce 5.

Tabulka 5: Sekvence jednotlivych primeri pro anayltickou PCR reakci.

Primer Sekvence
Ptedni primer (forward) GTAAAACGACGGCCAGTGA
Zadni primer (reverse) GGAAACAGCTATGACCATGT

Dale nasledovala PCR (tabulka 6) (postup byl stejny jako u preparativni PCR).
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Tabulka 6: Casy a teploty pro jednotlivé fize v pribéhu PCR.

Inicia¢ni denaturace 95 150
40 cykla 95 25
- 59 15
- 72 60
Koneéné prodlouzeni 72 300
Ukonceni 4 -
3.3.2. RESTRIKCNi STEPENI

Dalsi metodou bylo restrikéni St€peni plazmidové pDNA za ucelem jeji linearizace.

Do vysledné smési byly pfidany vSechny potiebné komponenty pro restrikéni
Stépeni uvedené v tabulce 7. Roztok s endonukledzami se po vyndani z lednice nechal
chladit na ledu a do reak¢ni smési byl pfidan jako posledni komponent. Pufr byl pouzit
1 x koncentrovany NEB Pufr. Vzniklé roztoky se odstfedily na mikrocentrifuze
(1000 g/5 min.). Plazmidy se nechaly inkubovat s endonukledzami 4 hodiny pfi teploté
37 °C.

Tabulka 7: Pouzité slou¢eniny a jejich objemy ve Smési pro restrikéni Stépeni pDNA.

Restrikéni enzym 1
DNA 1

NEB Pufr* 5
Voda 43
Vysledny objem 50

* ve vysledném objemu 10X zfedén

Byly pouzity endonukleazy s odliSnym S$tépicim mistem v polynukleotidové

sekvenci. Mezi pouzité enzymy patfi:
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5 . .AAGCTT...3
3 . . TTCGAA...5

Obrizek 4: Polynukleotidova sekvence §tépena endonukledzou HindIII-HF®

5...GGATCC...3
3 CCTA G‘G 5
Obrazek 5: Polynukleotidova sekvence §t€pena endonukledzou BamHI-HF®
B7..QAQTACLL...3
3...CCATGG...5

Obrazek 6: Polynukleotidova sekvence §t&pena endonukleazou Kpnl-HF®
8...CTacka...s

3 GACGTC 5

&

Obrazek 7: Polynukleotidova sekvence §tépena endonukledzou PstI-HF®
5. GCTAGC...3

3...CGATCG...5
Obriazek 8: Polynukleotidova sekvence §tépena endonukledzou BmtI-HF®

Obrazky ptevzaty z (https://international.neb.com/products/restriction-endonucleases).

3.3.3. ELEKTROFOREZA A 1ZOLACE DNA z GELU
3.3.3.1. ELEKTROFOREZA PRO ANALYTICKOU A PREPARATIVNi PCR

Pro elektroforézu vyuzitou po analytické a preparativni PCR se pouzil 1% agarézovy

gel pfipraveny z agarozy a TBE pufru.

Jako prvni krok se rozpustilo 1,0 g krystalické agar6zy ve 100 ml TBE pufru.
Agar6za byla rozpusténa zahiivanim. Poté se jesté napipetovalo 1 pl ethidium bromidu
do roztoku a vSechen roztok se ptelil do pfedem pfipravené soupravy na elektroforézu.

Do gelu se ponoftil hieben pro elektroforézu.

Po zatuhnuti agar6zy se vyndal z gelu hieben, ktery vytvofil jamky pro nanasSeni
vzorku. Do elektroforetické nadoby se nalil TBE pufr, aby jeho hladina sahala az
po horni okraj gelu. Pfed nanesenim vzorkili na gel, se napipetovalo ke kazdé

mikrozkumavce se vzorkem 4 pl loading pufru. Vzniklé smési se promichaly a 20 pl
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z kazdé smési bylo napipetovano do jamek v agarozovém gelu. Nasledovalo zapojeni
elektroforézy do elektrického obvodu a nastaveni proudu na 35 mA a napéti 60 V.

Elektroforéza byla pusténa po dobu 120 minut.

PRiPRAVA TBE PUFRU

Nejprve byl ptfipraven 5x fedény TBE puftr, ktery obsahoval Tris, kyselinu boritou,

EDTA a deionizovanou vodu.

Postup byl takovy, ze se do kadinky o objemu vice nez jeden litr piidalo 54 g
Trisu, 27,5 g kyseliny borité a vSe se rozpustilo v 900 ml deionizované vody. K nové
vzniklému roztoku se napipetovalo 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Nasledn¢ probéhla
uprava pH vzniklého roztoku (upraveno pH metrem) na hodnotu 8,3 za pomoci
IM roztoku NaOH. K tomu byl pouzit pH metr. Nakonec se piidalo 100 ml
deionizované vody, aby vysledny objem TBE pufru byl 1 litr.

3.3.3.2. IzoLACE DNA z GELU

Po skonceni elektroforézy se izolovala pozadovand DNA o potiebné velikosti (poctu

bazi).

Nejprve se vytizly konkrétni pruhy DNA z agar6zového gelu a kazdy zv1ast' se
vlozil do ¢isté zkumavky. Na 100 mg gelu bylo pouzito 200 pl NTI pufru. Vzorky se
s pufrem nechaly inkubovat 10 minut pfi 50 °C, aby doSlo k Uplnému rozpusténi gelu.
V prubéhu rozpousténi se zkumavky nékolikrat promichaly na vortexu. Nasledné se do
¢istych mikrozkumavek o maximalnim objemu 2 ml vlozily kolony, jejichz soucasti byl
filtr z oxidu kiemicitého (Mini kity). Zkumavky s filtry se naplnily pfiblizné¢ 650 pl
z roztoki vzniklych po rozpusténi gelt. VSe se odstiedilo na mikrocentrifuze (11 000 x
g; 30 s), aby se plazmidova DNA zachytila na filtru. Poté se na kolony napipetovaly
zbytkové roztoky zrozpusténych geli a cely proces centrifugace se zopakoval. Pak
prob&hlo proplachnuti filtrd 700 pul NT3 pufru také za pomoci centrifugace (11 000 x g;
30 s). Tento proces Cisténi se zopakoval jesté jednou. Nasledné se znovu odstiedily

zkumavky s kolonami na mikrocetrifuze (11 000 x g; 60 s), aby se vSechen NT3 pufr

vvvvv
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pfendaly do novych ¢istych mikrozkumavek o maximalnim objemu 1,5 ml. Na kolony
se napipetovalo 30 ul NE pufru a kolony se nechaly inkubovat 5 minut pii laboratorni
teploté. Nasledné se vSe odstfedilo na mikrocentrifuze (11 000 x g; 60 s) a na dné

zkumavek byl roztok s potiebnou DNA.

3.3.4. BEZKONCOVE KLONOVANI

Pti této metod¢ se do linearizovaného plazmidu vlozil gen pro pfislusny cyklin nebo
CDK a nasledné doslo k zacykleni nové vzniklého plazmidu obsahujici inkorporovany

gen.

DNA pro jednotlivé geny byla nesyntetizovana u komeréniho dodavatele. DNA
sekvence byly poté vlozeny do linearizované pDNA. Pfi tomto kroku byla pouzita
metoda bezkoncového klonovani, v niz se nepouzival enzym ligaza. DNA polymeraza
s 35" exonukledzovou aktivitou odStépila vZzdy nckolik nukleotidli z kazdého konce
pDNA a pripraveného genu. Vysledek stépeni by mél vypadat vzdy tak, ze vznikne
jedno vlakno, které je na kazdém konci dsDNA delsi nez vlakno k nému
komplementarni. Pak dosSlo k inkorporaci insertu do linearizované pDNA na zakladé
homologni rekombinace. Konecné zacykleni fetézce probéhlo in vivo po transfekci
do bakteridlntho kmene E. coli. Geny vkladajici se do pDNA mohou byt sloZeny

z jednoho, dvou nebo tti spojenych vlaken (obrazek 9).

Pro vloZeni inserti do plazmidi byly namichény potfebné reakéni smési
(tabulky 6-13). Veskeré komponenty, kromé vody, byly skladovany pii -20 °C. Vse
bylo napipetovano do zkumavek pro PCR s maximalnim objemem jedné jamky 200 pl.
Nasledné byly tyto zkumavky vlozeny do termocykleru, ktery se nastavil na program
In-Fusion (15 minut zahtivani na 50 °C, pak po dobu 5 minut pokles na 37 °C, poté
kone¢né zchlazeni na 4 °C). Po vyndani z termocykleru se zkumavky nechaly chladit

na ledu.
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Obrazek 9: Na obrazku jsou znazornény geny, které se vkladaji do linearizovaného plazmidu.
Geny mohou byt slozeny z jednoho, dvou nebo tfi dvousroubovicovych vlaken DNA. Kruhové
utvary znazoriuji linearizované plazmidy a barevné useky na jejich koncich jsou jednovlaknové
pfesahy komplementarni ke stejné¢ barevnym komplementarnim konciim insertd. Obrazek
prevzat z (https://www.takarabio.com/learning-centers/cloning/in-fusion-cloning-

technotes/single-and-multiple-insert-cloning).

Tabulka 6: Reakcni smés pro CDK6. V zavorce je uvedena dékla DNA v parech bazi a jeji

koncentrace v zasobnim roztoku.

Komponenty Objem [pl]
Linearizovany plasmid (2684 pb ; c= 87 ng/ul) 1,1
Gen kédujici CDK6 (1011 pb ; ¢ = 17 ng/ul) 5,0
Voda 1,9
5x In-Fusion HD Enzyme Premix 2
Vysledny objem 10
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Tabulka 7: Reakéni smés pro cyklinD1 T286AT288A. V zavorce je uvedena dékla fetétézce

v parech bazi a jeji koncentrace v zasobnim roztoku.

Linearizovany plasmid (2684 pb ; c= 87 ng/ul) 1,1
Gen kodujici cyklin D1 T286AT288A (918 pb ; ¢ = 18 ng/ul) 4,8
Voda 2,1
5x In-Fusion HD Enzyme Premix 2
Vysledny objem 10

Tabulka 8: Reak¢ni smés pro cyklinD2 T280A. V zavorce je uvedena dékla DNA v parech bazi

a jeji koncentrace v zasobnim roztoku.

Linearizovany plasmid (2684 pb; c= 87 ng/ul) 1,1
Gen kodujici cyklin D2 T280A (897 pb; ¢ =24 ng/ul) 3,5
Voda 3.4

5x In-Fusion HD Enzyme Premix 2
Vysledny objem 10

Tabulka 9: Reakéni smés pro cyklinD3 T283A. V zavorce je uvedena dékla DNA v parech bazi

a jeji koncentrace v zasobnim roztoku.

Linearizovany plasmid (2684 pb; c= 87 ng/ul) 1,1
Gen kodujici cyklin D3 T283A (914 pb; ¢ = 140 ng/ul) 0,6 ul
Voda 6,3
5x In-Fusion HD Enzyme Premix 2
Vysledny objem 10



Tabulka 10: Reakéni smés pro cyklinD3. V zavorce je uvedena dékla DNA v parech bazi a jeji

koncentrace v zasobnim roztoku.

Linearizovany plasmid (2684 pb; c= 87 ng/ul) 1,1
Gen kodujici cyklin D3 (914 pb; ¢ = 21ng/ul) 4,3
Voda 2,6

5x In-Fusion HD Enzyme Premix 2
Vysledny objem 10

Tabulka 11: Reakéni smés pro CDK4 R248S. V zavorce je uvedena dékla DNA v parech bazi a

koncentrace v zasobnim roztoku.

Linearizovany plasmid (2684 pb; c= 87 ng/ul) 1,1
Gen koédujici CDK4 (942 pb; ¢ = 120 ng/ul) 0,8 ul

Voda 6,1

5x In-Fusion HD Enzyme Premix 2

Vysledny objem 10

Tabulka 12: Reakéni smés pro cyklinD1. V zévorce je uvedena dékla DNA v parech bazi a jeji

koncentrace v zasobnim roztoku.

Linearizovany plasmid (2684 pb; c= 87 ng/ul) 1,1
Gen kodujici cyklin D1 (918 pb; ¢ = 26 ng/ul) 3,4ul
Voda 3,5
5x In-Fusion HD Enzyme Premix 2
Vysledny objem 10



Tabulka 13: Reakéni smés pro cyklinD2. V zavorce je uvedena dékla DNA v parech bazi a jeji

koncentrace v zasobnim roztoku.

Komponenty Objem [pl]
Linearizovany plasmid (2684 pb; c= 87 ng/ul) 1,1
Gen kédujici cyklin D2 (897 pb; ¢ = 30 ng/ul) 2,8 ul
Voda 4,1
5x In-Fusion HD Enzyme Premix 2
Vysledny objem 10

3.3.5. TRANSFEKCE PLAZMIDU DO BAKTERIi

Bakterie se po vyndéani z prostfedi -80 °C nechaly inkubovat 10 minut na ledu, aby
jejich roztok zkapalnil. Poté se vzaly mikrozkumavky o maximalnim objemu 1,5 ml a
nechaly se chladit na ledu. Do kazdé zkumavky se poté napipetovalo 50 pl roztoku
bakterii a k tomu bylo pfidano 2,5 pl vysledného roztoku z bezkoncového klonovani,
obsahujiciho plazmid s genem pro konkrétni cyklin nebo CDK. Jednotlivé zkumavky
s roztoky se nechaly inkubovat 30 minut na ledu. Po skonceni inkubace byly zkumavky
prendany do vodni 14zné€ o teploté 42 °C po dobu 1 minuty. Po vyndani z lazné byly

zkumavky opét pfendany na 2 minuty na led.

Predehiali jsme si SOC médium na 37 °C a ptidali 450 pl
ke klonovacimu roztoku po skon€eni dvouminutové inkubace na ledu (finélni objem byl
500 pl). Vyslednd smés se nechala inkubovat za konstantniho michani na tfepacce
(950 rpm; 1 hodina) a teplota inkubace byla 37 °C. Potom byly pfipraveny ziedéné
roztoky v poméru 1:10 a 1:100. Do zkumavky (1:10) bylo napipetovano 180 pl a
do zkumavky (1:100) bylo napipetovano 198 ul SOC média. Po skonceni inkubace se
do zkumavky se 180 upl SOC média napipetovalo 20 pl roztoku bakterii
s transfekovanym plazmidem a ke 198 pul SOC média se napipetovaly 2 pl roztoku
bakterii. V GMO laboratofi pak doSlo k naneseni 50 pl vzniklého roztoku na Petriho
misky s agar6zovym gelem. Vzdy se napipetoval jiz minény objem roztoku (50 pl)

na polovinu Petriho misky a rozetiel se pomoci sklenéné hokejky. Od kazdého vzorku
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byly pouzity 3 roztoky (1:10, 1:100, netfedény). Petriho misky s agarem se nechaly

inkubovat ptes noc pii 37 °C v inkubatoru.

3.3.6. STANOVENI KVALITY MRNA

Kvalita nasyntetizované mRNA byla ur€ena na piistroji 5200 Fragment Analyzer

System za pomoci Agilent RNA Kitu.

Nejprve se pouzila kuzelovita centrifugaéni zkumavka o maximalnim objemu
50 ml a napipetovalo se do ni 1 pl fluoreskujici barvy (Interkala¢ni Dye) s 10 ml RNA
separujiciho gelu. Oba komponenty se musely pfed napipetovanim do zkumavky

ponechat pii pokojové teploté, dokud se na ni nezahtaly.

Poté se pripravil Vstupni pufr (5x fedény 930 dsDNA Inlet Buffer). Zasobni
roztok pufru se nechal zahtat na pokojovou teplotu (skladovan pii 4 °C) a pak se
napipetovalo 20 ml vstupniho pufru do ¢isté zkumavky a k nému bylo pfidano 80 ml

deionizované vody.

Ptistroj 5200 Fragment Analyzer System se sklada ze Sesti Suplikd, které jsou
umistény pod sebou a jsou navzijem propojeny hadickami, aby mohlo dochazet
k vyménovani kapalin mezi jednotlivymi Supliky. Soucasti jednotlivych Suplikl jsou
desticky (96 DeepWell Iml Plate) obsahujici 96 jamek. Rad v jedné destidce bylo 8
(A az H) a v jedné fad€¢ bylo 12 jamek. VSechny desti¢ky umistény pod sebou byly
stejné orientovany (fady A az H byly pod sebou).

V hornim Supliku se do vSech dvanacti jamek v fadé A napipetoval vstupni pufr
(1 ml do kazdé jamky). Do tady na druhém konci desticky (fada H) se napipetoval
do 12 jamek roztok Capillary Storage Solution (1 ml do kazdé jamky). Ve druhém
Supliku od shora byla jenom prazdnd mikrotitracni desticka. Ve tietim Supliku od shora
byla mikrotiratni desticka s oplachovacim pufrem. Do 12 jamek fady A bylo

napipetovano 200 pl oplachovaciho pufru (0,25 x koncentrovany TE Rinse Buffer).

Sdandard (RNA Ladder aliquot) byl ponechén na ledu ve zkumavce pro PCR.
Cely jeho objem se nésledné¢ napipetoval do ¢isté zkumavky na PCR a nechal se

zahfivat v termocykleru na 70 °C po dobu 2 minut, aby doSlo k denaturaci RNA.
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Po skonceni zahtivani doslo k jeho ochlazeni na 4 °C a pfendani zkumavky se vzorkem

na led. Stejny postup se aplikoval i na vzorky s RNA.

Pro vzorky byla pouzita 96 jamkova desticka (RNase-free 96-well sample plate).
Do kazdé jamky, kde byl pozdéji napipetovan vzorek (8 jamek dohromady), se
napipetovaly 2 pl vzorku smichanych se 22 ul roztoku rozpoustédla (RNA Diluent
Marker Solution). Do zbylych jamek v fadé bez vzorkli se napipetoval BF-25 Blank
Solution (24 ul / jamka). Do té samé fady jako byly umisténé vzorky v mikrotitracni
desticce se do dvanacté jamky vzdy napipetoval standard (RNA Ladder). Obsah
ptislusné jamky se také promichal opakovanym nasatim a vypusténim z pipety. Jako
jeden z poslednich krokli byla centrifugace desticky (1000 x g; 120 s), aby doslo
k odstranéni vzduchovych bublin ve vzorcich a markeru. Nakonec se desticka umistila
do 4. Supliku od shora a spustil se 5200 Fragment Analyzer System pomoci programu

Fragment Analyzer control software.

3.3.7.WESTERN BLOT

3.3.7.1. SDS ELEKTROFOREZA

Nejprve se piipravily akrylamidové gely potiebné pro SDS elektroforézu. Byly pouzity

gely s5 % a 15 % obsahem akrylamidu (zaostfovaci gel). Jako prvni se pfipravilo

100 ml roztoku akrylamidu. Slozeni uvedeno v tabulce 14.

Tabulka 14: Slouceniny pouzité pifi pfipravé 15 % akryamidového gelu. 1,5 M Tris-HCl
(pH 8,8) byl slozen z 3,5 g tris-Base a 1,375 g tris-HCI a doplnén na pozadovany objem (25 ml)

vodou.
Slouceniny MnoZzstvi
Deionizovana voda 75 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 25 ml
Akrylamid 15¢g
Bis-akrylamid 0,40 g
SDS 0,10 g
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Roztok se nechal zahtat. Potom bylo zroztoku gelu odpipetovano 18 ml a
ke zbytku ptvodniho roztoku se napipetovalo 8 pl roztoku TEMEDu a 33 pl APS
(0,5 mg/ml). Poté se roztok napipetoval do pfipravené soupravy na SDS elektroforézu.
Byly ptipraveny dva gely s tim, Ze jeden byl ovéfovaci (neprobehla inkubace s primarni
protilaitkou) a u druhého byl dodrzen blotovaci postup (inkubace s primarni a
sekundarni protilatkou). Po napipetovani roztoku gelu se gel jesté prevrstvil 0,5 cm

vysokou vrstvou deionizované vody.

Pti ptipravé 5 % akrylamidového gelu se postupovalo podobné jako pfi ptiprave
zaostfovaciho gelu. Nejprve se napipetovaly a kvantitativné prevedly slouceniny

potiebné pro pripravu 80 ml gelu do kadinky. Slozeni gelu uvedeno v tabulce 15.

Tabulka 15: Slouceniny a jejich mnozstvi pro pripravu 5 % akrylamidového gelu.

Slouéeniny MnozZstvi
Deionizovana voda 60 ml
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 20 ml
Akrylamid 4,1¢
Bis-akrylamid 110 mg
SDS 80 mg

Roztok se nechal zahtat, aby doSlo k rozpusténi vSech sloucenin. Po zahtati se
z roztoku odpipetovalo 10 ml a napipetovalo se 8 pl roztoku TEMEDu a 22,5 ul APS
(0,5 mg/ml). Poté se odlila 0,5 cm vysoka vrstva vody ze zaostfovaciho gelu a ten byl
prevrstven napipetovanim roztoku 5 % akrylamidového gelu. Do tekutého gelu se vlozil
hieben, ktery po zatuhnuti gelu vytvofil jamky, kam se nasledné pipetovaly vzorky.
Migraéni pufr se nalil do horni i1 dolni elektroforetické vany, aby jamky byly tésné pod
hladinou. Do jamek v gelech se napipetovaly vzorky (24 pl vzorku + 8 pl vzorkovaciho
pufru) a marker (24 pl markeru + 8 pl vzorkovaciho pufru). Jako marker byl pouzit
Black Protein Ladder. Elektroforéza byla nastavena na proud 50 mA. Tésné pied
vstupem vzorkid do zaostfovaciho gelu se proud zvysil na 100 mA. Elektroforéza Byla

pusténa po dobu 2 hodin.
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Vzorkovaci pufr (Laemmli 4x sample loading buffer)

Vzorkovaciho pufru bylo pfipraveno 100 ml smichanim sloucenin uvedenych
v tabulce 16. Jako posledni se do roztoku ptidal merkaptoethanol (vysledna koncentrace

byla 20 %).

Tabulka 16: Slouceniny a jejich mnozstvi pro ptipravu vzorkovaciho pufru.

Slouceniny MnoZstvi
Deionizovana voda 40 ml
glycerol 40 ml
SDS 80¢g
Bromfenolova modf 0,020 g
0,25 M Tris-HCl 20 ml

Migracni pufr (Standard migration 10x Laemmli buffer)

Migraéniho pufru bylo pfipraveno 700 ml (tabulka 17).

Tabulka 17: SloZeni migra¢niho pufru. Tris-Base byl slozeny z 16,8 g Tris-Base a 4,3 g
Tris-HCI. Kone¢né pH pufru bylo 8,4.

Slouceniny MnozZstvi

Deionizovana voda 700 ml

Tris-Base 21,1 g

glycine 101 g

SDS 7,00 g
3.3.7.2. WESTERN BLOT

Do Petriho misky se nalil transferovy pufr (1-step Transfer Buffer) a gely
z elektroforézy se v ném nechaly inkubovat 10 minut. Poté se oba gely nechaly
inkubovat 10 minut v methanolu a po vyndani se znovu inkubovaly 10 minut
v transferovém pufru. Nasledné byly pfipraveny blotovaci papiry o pozadovanych
rozmérech (60 cm?), které se namogily v transferovém pufru. Pak se gely vloZily mezi

blotovaci papiry a PVDF membranu:

1. Vzaly se 2 spojené blotovaci papiry (tloustka vrstvy byla 0,83 mm) a polozil se

na né gel
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2. Na gel byla polozena PVDF membrana
3. Na membranu se polozily opét 2 kusy blotovaciho papiru

Takto piipravené gely se vlozily do blotovaciho zafizeni a tam byly jesté
prevrstveny transferovym pufrem. Nasledoval pienos proteini z geld na PVDF
membrany pii napéti 25 V a proudu 1,3 A po dobu 7 minut. Po skonceni pfenosu
proteinli z gelu na membranu byla membrana odebrana a inkubovéana ve dvou roztocich,
kde jeden obsahoval primarni a druhy sekundarni protilatku. Pro pfipravu blokovacich
roztokt proti protilatkam bylo potieba namichat 2 razné pufry o objemech 500 ml: TBS
10x (Tabulka 18) a TBST (Tabulka 19).

Tabulka 18: Slouceniny a jejich mnozstvi pouzité pro ptipravu TBS 10x (Tris-buffered saline
10x) pufru. Tris-HCI byl pfipraven smichanim 9 g Tris-Base a 3,1 g Tris-HCI. Vysledné pH
pufru bylo 7,6.

Slouceniny MnoZzstvi

Deionizovana voda 500 ml
Tris-HCl 12,1 g
NaCl 40,0 g

Tabulka 19: Slouceniny pro ptipravu TBST pufru (Tris-buffered saline Tween).

Slouceniny Objem [ml]
TBS 10x 500
deionizovana voda 450
Tween 20 0,375

Blokovaci roztok byl pfipraven smichanim 1,5 g BSA a 50 ml TBS. Pak doslo
k naliti blokovaciho roztoku do Petriho misky a k nému byly pfiddny obé membrany
za UCelem navazani BSA na nepotiebné proteiny, aby se na né nemohla navézat
primarni protilatka. Inkubace v blokovacim roztoku trvala 45 minut. Roztok primarni
protilatky byl zfedén 1:1000 (roztok primarni protilatky: TBST pufr). Vznikly roztok se
nalil do Petriho misky a byla do né&j poloZena pouze jedna membrana. Membrana se
s roztokem primdrni protilatky inkubovala pfes noc pfi teploté 4 °C. Druha membrana
se nechala inkubovat ptfes noc pouze v TBST pufru. Druhy den se membrana vyndala
z inkubacniho prostiedi a veSkeré latky nenavazané na membrané byly smyty

z membran inkubaci v TBST pufru. Tato technika byla provedena tiikrat po sob¢ a
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membrana se vzdy ponofila na 5 minut do ¢istého roztoku pufru. Nasledné se namichal
roztok sekundérni protilatky v poméru 1:10 000 (roztok sekundarni protilatky: TBST
pufr). Vznikly roztok se nalil do Petriho misky a ponofily se do n¢j obé membrany
na 60 minut. Membrany se s roztokem inkubovaly na kyvacce. Po skon¢eni inkubace se
membrany vyndaly a nenavdzané sekundarni protilatky se smyly pry¢ ponofenim geli
do TBST pufru. Tento postup omyti gelli byl provedeny celkem ttikrat a vzdy se pouzil

¢isty roztok pufru.

Jako priméarni protilatky byly pouzity polyklonalni krali¢i. Pro kazdy cyklin a CDK byla
pouzita jina protilatka (dohromady 6 protilatek). Sekundarni protildtkou byla HRP mysi
protilatka.

Vyvolani

Membrana byla vlozena na folii a nasledné prevrstvena chemoluminiscencnim

substratem pro HRP. Inkubace se substratem trvala 5 minut.

3.3.8. 1ZOLACE PLAZMIDU

Piislusné bakterialni kultury se nechaly pfes noc namnoZit v 10 ml LB media. 5 ml se
napipetovalo do centrifuga¢nich zkumavek a nechaly se odstfedit na cetrifuze
(6 000 x g; 3 minuty). Mezitim se piipravily zfedéné roztoky Lyse Blue s pufem P1
(1:1000) a roztok RNazy A spufrem P1 (1:100). Z centrifuga¢nich zkumavek
s peletami na dn¢ se odlily supernatanty. K peletam se napipeto 250 pl pufru PI.
Nasledné byly pelety s roztokem resuspendovany a napipetovany do mikrozkumavek o
maximalnim objemu 1,5 ml. Do zkumavek se vzorky se jeSté napipetovalo 250 ul
lyza¢niho pufru P2 a zkumavky byly promichany oto¢enim zkumavek dny nahoru a
dolu (6x). Roztoky se zménily na ¢iré a modré. Poté se do kazdé¢ ze zkumavek
napipetovalo 250 pl N3 pufru a zkumavky byly promichany otocenim dny nahoru a
dolu. Roztoky se zménily na bezbarvé. Roztoky byly odstfedény na mikrocentrifuze
(16 000 x g; 10 minut). Vzniklé supernatanty byly napipetovany na kolonu (QIAprep) a

prefiltrovany do €isté zkumavky odstfedénim na mikrocetrifuze (15 000 x g; 1 minuta).
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Vzorky zachycené na filtrech kolon byly promyty pomoci 750 pl PB pufru. K promyti
byla pouzita centrifugace za stejnych podminek jako v pfedchozim kroku. Poté se
ptipravil PE pufr tak, Ze se ke stdvajicimu roztoku PE pufru napipetoval 96 % ethanol.
Mezitim byl dopiedu zahtat elu¢ni pufr v termocykleru na 60 °C. Vzorky byly znovu
promyty, tentokrat pfipravenym roztokem PE pufru (do kazdé kolony napipetovano
750 pl PE pufru). Promyti vzorkl se opét uskutecnilo odstfedénim na mikrocentrifuze
za stejnych podminek jako pifi promyti PB pufrem. Nasledovalo jesté odstiedéni
(15000 x g; 1 minuta) bez pridani promyvaciho roztoku, aby na filtrech kolon nebyl
ptitomen PE pufr. Kolony s plazmidem zachycenym na jejich filtru byly vlozeny
do ¢istych mikrozkumavek a na kolony bylo napipetovano 20 ul piedehiatého elu¢niho
pufru (EB pufr). Vzniklé roztoky byly promichiny na tiepacce (5 minut) a nasledné
odstfedény na centrifuze (15 000 x g, 1 minuta). Pot¢ se jesté jednou napipetovalo 20 pl
elu¢niho pufru na kolony a opét se vSe odstiedilo na centrifuze pii 15 000 x g a po dobu
jedné minuty. Vzniklé roztoky plazmid v mikrozkumavkach byly napipetovany
do cistych zkumavek s maximalnim objemem 600 ml. VSechny vzorky byly uloZeny

do lednice.

3.3.9. SYNTEzA IVT MRNA

Pro syntézu piisluSnych mRNA se nejprve pfiplavila spolecna reakéni smés, jejiz
vysledny objem se rozdélil do tfi zkumavek (1 smés pro 3 rizné mRNA kodujici
cykliny nebo jejich mutované formy). Pfipravily se 2 reakéni smési pro nemutované
formy cyklini, konkrétné pro cyklin D1, cyklin D2 a cyklin D3 a dalsi smés pro jejich
mutované formy (tabulka 20). Dale se pak pfipravila jedna reakéni smés pro CDK6 a
CDK4 R24C (1 smés pro 2 rizné mRNA kodujici CDK nebo jejich mutované formy)
(tabulka 21).
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Tabulka 20: Reakéni smés pro in vitro syntézu mRNA kodujici cykliny a jejich mutované

formy. V kazdé zkumavce pak bylo 14 pl. V zavorce vzdy uvedena koncentrace ve 14 pl.

Komponenty Objem [pl]

DNA templat 3x3

Voda bez nukleaz 4.4
Roztok ATP (7,9nM) 3,3
7-methylguanosine (8,6nM) 3,6
Roztok GTP (7,1nM) 3,0
SmC : CTP (1 : 3) (8,1nM) 3,4
SmPU : UTP (1 : 3) (5,5nM) 2,3
DTT (10,7mM) 4,5
Inhibitor RNaz 2,0

10X reak¢ni pufr 4,5

T7 RNA polymeréaza 2,0
Vysledny objem 42

Tabulka 21: Reakéni smés pro in vitro syntézu mRNA kodujici CDK6 a mutovanou formu

CDKA4. V kazdé zkumavce pak bylo 19 ul. V zavorce vzdy uvedena koncentrace v 19 pl.

Komponenty Objem [pl]
DNA templat 2x4

Voda bez nukleaz 3,2
Roztok ATP (8,7nM) 33
7-methylguanosine (8,4nM) 3,2
Roztok GTP (7,1nM) 2,7
SmCTP : CTP (1 : 3) (8,7nM) 3,3
SmPUTP : UTP (1 : 3) (6,1nM) 2,3
DTT (10,5 mM) 4,0
Inhibitor RNaz 2,0
10X reakéni pufr 4,0
T7 RNA polymeraza 2,0
Vysledny objem 38
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Jako posledni se do reakce piidal vzdy DNA templat, ktery byl pro kazdy cyklin
nebo CDK jiny (tabulka 22 aZz 24). Objem reakce se jeSt¢ v prib&hu reakce méni,
protoze se k jednotlivym reakénim smésim piidava v pravidelnych intervalech (kazdych
30 minut) 1 pl 30% roztoku GTP (roztok byl pfipraven smichanim 3 pul GTP a 7 pl
vody). Postupné ptidavani GTP do reakéni smési ma za nésledek efektivnéjsi navazani
analogli 5‘Cepicky na 5° konec mRNA. Jako analogum 5’Cepicky by pouZit:
5'-(7-methyl)-guanosin-PPP-5'-(2°-O-methyl)-adenosintrifosfat. Reakce byla provadéna
po dobu hodiny a ptl pfti teploté 37 °C v termocykleru.

Tabulka 22: Pouzité DNA templaty pro ptirozené formy cyklinti a jejich mnozstvi v reakéni

smeési. V zavorce uvedena koncentrace v zasobnich roztocich.

Cyklin D1 (100 ng/ul) 300 ng
Cyklin D2 (150 ng/ul) 450 ng
Cyklin D3 (180 ng/ul) 540 ng

Tabulka 23: Pouzité DNA templaty pro mutované formy cyklinl a jejich mnozstvi v reakéni

smeési. V zavorce uvedena koncentrace v zasobnich roztocich.

Cyklin D1 T286A (130 ng/ul) 390 ng
Cyklin D2 T280A (150 ng/ul) 450 ng
Cyklin D3 T283A (130 ng/ul) 390 ng



Tabulka 24: Pouzit¢ DNA templaty pro CDK6 a mutovanou formu CDK4 a jejich mnozstvi

v reakéni smési. V zavorce uvedena koncentrace v zasobnich roztocich.

Pouzité DNA templaty Mnozstvi DNA templatu na
jednu reakéni smés (14 pl)
CDK4 R24C (160 ng/ul) 640 ng
CDKG6 (90 ng/ul) 360 ng

Ptipravenda mRNA in vitro byla néasledné purifikovdna pomoci kolony s filtrem
z polyethersulfonu (NANOSEP). Vzdy se se zkazdé mikrozkumavky snové
pripravenou mRNA odebralo 15 pl (pro cykliny) nebo 20 pl (pro CDK) a objem se
napipetoval na kolonu, kterd byla vlozena do mikrozkumavky. Na kolonu se dale
napipetovaly 4 ul (pro cykliny) nebo 3 pl (pro CDK) 500 mM EDTA a 450 pl
(pro cykliny) nebo 500 ul (pro CDK) deionizované vody. Vznikla smés se odsttedila
na mikrocentrifuze (15 000 x g; 25 minut pro cykliny / 5 000 x g; 30 minut pro CDK).
Tento krok se provedl jesté dvakrat, aby na filtru ztstala zachycena predev§im mRNA
bez necistot. Pokazdé se na kolonu napipetovalo pouze 450 pl deionizované vody a
doslo k odstfedéni na mikrocentrifuze (15 000 x g; 25 minut pro cykliny / 5 000 x g; 30
minut pro CDK).

Pro eluci mRNA =z filtru se napipetovalo 18 pl (pro cykliny) nebo 40 pl
(pro CDK) elu¢niho roztoku na kolonu. Kolona se pfendala do prazdné
mikrozkumavky. Roztok se na koloné¢ nechal inkubovat 5 minut pfi 65 °C
v termocykleru. Poté se kolona s roztokem odstfedila na mikrocentrifuze (15 000 x g;
25 minut). Cely postup se jesté jednou zopakoval, aby se do roztoku uvolnila v§echna

mRNA. Nov¢ vznikly roztok se nasledné zchladil.

Inkubace s antarktickou fosfatazou
Dale se piipravil roztok s antarktickou fosfatazou. SloZeni roztoku uvedeno v tabulkéach

25 a 26. Antarktickd fosfatdza byla pouZita, aby se defosforylovala IVT mRNA na jejim

3" konci.
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Roztok s IVT mRNA se nechal inkubovat pti 37 °C po dobu 2 hodin. Poté se
nechal inkubovat pfes noc pii 10 °C. Z roztoku se odpipetovalo 50 ul na kolonu
s filtrem z polyethersulfonu (NANOSEP). Na kolonu se jesté napipetovaly 2 ul 500mM
roztoku EDTA a 450 ul vody bez endonukleaz. Roztok byl odstiedén
na mikrocentrifuze (15 000 x g; 25 minut pro cykliny / 5 000 x g; 25 minut pro CDK).
mRNA byla promyta jesté dvakrat s tim, Ze se vZzdy na kolonu napipetovalo 450 pl vody
bez endonukledz a vSe se odstiedilo na mikrocentrifuze (15000 x g; 25 minut

pro cykliny / 5 000 x g; 25 minut pro CDK).

Pro eluci defosforylované mRNA z filtru se napipetovalo 19 pl elu¢niho roztoku
na kolonu. Kolona se pfendala do prazdné mikrozkumavky. Roztok se na kolon¢ nechal
inkubovat 5 minut pfi 65 °C v termocykleru. Poté se kolona s roztokem odstiedila
na mikrocentrifuze. Cely postup se jesté jednou zopakoval, aby se do roztoku uvolnila

vSechna mRNA. Nové¢ vznikly roztok se nasledn¢ zchladil.

Tabulka 25: Slozeni reakéniho roztoku pro defosforylaci IVT mRNA u cyklind a jejich
mutovanych forem. Roztok pro jeden druh mRNA.

Komponenty Objem [pl]
Antarkticka fosfataza 7,5
AP reakéni pufr 7,5
Inhibitor RNaz 5
Voda bez nukledz 24
Roztok IVT mRNA 36
Vysledny objem 80
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Tabulka 26: Slozeni reakéniho roztoku pro defosforylaci IVT mRNA u CDK6 a CDK4 R24S.

Roztok pro jeden druh mRNA.
e A L

Antarkticka fosfataza 12
AP reakéni pufr 10

Inhibitor RNaz 6

Voda bez nukleaz 20

Roztok IVT mRNA 80
Vysledny objem 128

Syntéza poly(A) konce

Pro polyadenylaci byla pfipravena reakéni smés, jejiz slozeni je uvedeno v tabulce 27.
Vsechny potiebné komponenty se napipetovaly do mikrozkumavky. Reakéni smési
obsahovaly stejné slozeni jak pro cykliny tak pro CDK. mRNA se nechala inkubovat

v roztoku 2 hodiny.

Tabulka 27: Reak¢ni smés pro syntézu poly (A) konce u IVT mRNA.

Roztok IVT mRNA 38
Roztok ATP (100mM) 1
5X reak¢ni pufr 20
Inhibitor RNaz 0,5
Enzym (Poly(A) polymeraza) 1
Voda bez nukleaz 40
Vysledny objem 100,5
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Izolace nasyntetizované mRNA

Jako dalsi krok se uskutecnila izolace nasyntetizované mRNA. Pro purifikaci by pouzit

MEGACclear Kit.

Prvni se kroztoku mRNA pfidalo 350 pl vazajiciho roztoku. Roztok se
promichal a napipetovalo se knému jeste 250 pl 96% ethanolu a smés se opét
promichala. Nové vznikly roztok se napipetoval na kolonu obsahujici filtr z oxidu
kiemicitého. Kolona byla vlozena do cist¢ mikrozkumavky. Kolona se odstfedila

na mikrocentrifuze (15 000 x g; 1 minuta).

K5 ml promyvaciho roztoku se pifidalo 20 ml 100 % roztoku ethanolu.
Na kolonu se napipetovalo 500 pul nové ptfipraveného promyvaciho roztoku a mRNA
zachycena na filtru se promyla odstfedénim na mikrocentrifuze (15 000 x g; 1 minuta).
Cely postup se zopakoval jesté jednou, akorat centrifugace trvala 90 s, aby na koloné
nezustaly zbytky promyvaciho roztoku. Nésledn¢ probéhla eluce mRNA z kolony
do roztoku. Nejprve se kolona umistila do Ccisté mikrozkumavky. Na kolonu se
napipetovalo 50 pl elu¢niho roztoku. Roztok se nechal inkubovat na koloné po dobu 5
minut pii 65 °C. Po wukonceni inkubace se kolona sroztokem odstfedila
v mikrocentrifuze (15 000 x g; 1 minuta). Cely proces eluce se zopakoval jesté jednou,

aby se z filtru uvolnila v§echna IVT mRNA.

K roztoku mRNA (100 pl) se nasledné napipetovalo 10 pl 5M roztoku octanu
amonného a 275 pl 100 % roztoku ethanolu. Vznikly roztok se promichal a nechal se
inkubovat pfi teploté -20 °C a po dobu 30 minut. Roztok se odstfedil na mikrocentrifuze
(15000 x g; 15 minut). Poté se opatrné¢ odpipetoval vSechen supernatant a vznikla
peleta zmRNA se promyla roztokem 70 % ethanolu. Mikrozkumavka s peletou a
ethanolem se odstfedila na mikrocentrifuze (15 000 x g; 5 minut). Poté se vSechen

ethanol odpipetoval.
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3.3.10. TRANSFEKCE NASYNTETIZOVANE MRNA DO BUNEK
POTKANICH LANGERHANSOVYCH OSTRUVKU

Nejprve se pripravilo transfekéni ¢inidlo Messenger Max smichanim 50 pl média (Opti-

MEM) a 2 pl ¢inidla (MessengerMAX).

Nasledné se vzalo 8 mikrozkumavek (pro kazdy druh mRNA jedna) a do kazdé
se napipetovalo 2,5 pul IVT mRNA, 6,5 ul ¢inidla (MessengerMAX). Vznikly roztok se
promichal a nechal inkubovat 6 minut. Po skonceni inkubace se k roztoku na pipetovalo

111 pl kultivacniho média. Slozeni kultivacniho média uvedeno v tabulce 28.

Pripravené roztoky byly napipetovany k bunkdm potkanich Langerhansovych
ostrivkl a vse se nechalo inkubovat 24 hodin. Po 24 hodindch bylo odsato veskeré
kultivaéni médium a k buiikdm s transfekovanou mRNA byl ptidan RIPA pufr pro lyzu
vSech pfitomnych bunék. Nasledné byl proveden Western blot pro detekci jednotlivych
cyklini a CDK.

Tabulka 28: Slozeni kultivaéniho média pro potkani Langerhansovy ostrivky. Roztok pyruvatu

sodného byl pouzit o koncentraci 100mM.

Komponenty Objem [pl]
CMRL médium 9 000
Albumin 500
Smés esencidlnich aminokyselin 100
GLUTAMAX(L-glutamin) 100
ITS 100x 100
Pyruvat sodny 100
HEPES 100
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4. VYSLEDKY

4.1. PRIPRAVA DNA KONSTRUKTU

Byly pouzity geny pro pfirozené¢ se vyskytujici cykliny a CDK nachdzejici se
v potkanich pankreatickych buinikdch a také pro jejich mutované formy. Geny pro
nemutované¢ formy byly pfipravovany stejnym zplisobem jako geny s umysiné

inkorporovanou mutaci.

Geny kodujici jednotlivé cykliny a CDK obsahuji zmény v polynukleotidové
sekvenci. Sekvence jednotlivych geni byly porovnavany se sekvencemi gent
kédujicimi cykliny a CDK v potkanich buikéach. U cyklinh a CDK vedla zména
v sekvenci nukleotidii k zaméné aminokyselin v proteinech. Konkrétn¢ doslo k zdméné
threoninu za alanin v molekulach cyklinti. U CDK4 doslo k nédhrad¢ argininu za cystein
(pouze pro CDK4). V genu kodujicim cyklin D3 se vyskytuje mezi 21. az 60.
nukleotidem vice zmén v pofadi nukleotidi. OvSem dané zmény nezplsobuji zménu

ve vysledné aminokyselinové sekvenci.

Sekvence genll s umyslné vnesenou mutaci byla zjiSt€éna a ovéfena pomoci

Sangerova sekvenovani.

Jednotlivé zmény v sekvenci nukleotidll jsou zvyraznény cervené. Horni fadek
obsahuje sekvenci origindlnich potkanich genli a na spodnim fadku je zndzornéna Cast

genu obsahujici konkrétni mutaci.
Cyklin DI T286AT288A
mRNA 841 GCTGGTCTGGCTTGCACACCCACCGACGTCCGAGATGTGG 880

LEerrrrrrrrerrr rrrrr e e e e
Plasmid 841 GCTGGTCTGGCTTGCGCACCCGCCGACGTCCGAGATGTGG 880

Cyklin D2 T2804
mRNA 801 CTCCAAGTCTGTGGAAGATCCGGACCAAGCCACCACCCCT 840

LEerrrrrrrrrrrrr et e e et rrrrd
Plasmid 979 CTCCAAGTCTGTGGAAGATCCGGACCAAGCCACCGCCCCT 1018
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Cyklin D3 T2834

mRNA 21

Plasmid 21

mRNA 843

Plasmid 843

CDK4 R24C

mRNA 61

Palsmid 102

CDK6

GGGCACCCGGCTCGCGCCCCGGGCCGGGCCCGACCCGLGG

LErrrerrr rerrrerr et e e rrrrrrr
GGGCACCCGACTCGCGCCACGAGCAGGACCAGACCCGCGG

GACCAGCACTCCCACAGATGTCACAGCCATCCACCTGTAG

Lerrrrr reerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrred
GACCAGCGCTCCCACAGATGTCACAGCCATCCACCTGTGA

TACAAAGCCCGAGATCCCCACAGTGGCCACTTTGTGGCTC

Lrerrrerr torrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
TACAAAGCCTGTGATCCCCACAGTGGCCACTTTGTGGCTC

60

60

882

882

100

141

U CDKG6 byl pouzit nezménény gen, ktery se ptirozené vyskytuje v potkanich bunkach.

4.2. VYSLEDKY ZE STANOVENI KVALITY MRNA

Kvalita nasytetizované mRNA kodujici jednotlivé cykliny a CDK byla stanovena

kapilarni gelovou elektroforézou na ptistroji 5200 Fragment Analyzer System.

Vysledky jsou uvedeny formou grafi, kde je vynaSena zavislost relativni

fluorescencni jednotky udavajici mnozstvi nasyntetizované mRNA na velikosti (poctu

ribonukleotidll) jednotlivych syntetickych mRNA, kterd byla udana rychlosti migrace

mRNA v gelu. mRNA byla nasyntetizovana se 7-methylguanosinovou ¢epickou

na 5‘konci a s poly(A) fetézcem na 3 ‘konci.
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Obrazek 10: Stanoveni kvality IVT mRNA pro pfirozenou formu cyklinu D1.
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Obrazek 11: Stanoveni kvality mRNA pro mutovanou formu cyklinu D1 T286AT288A.
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Obrazek 12: Stanoveni kvality mRNA pro ptirozenou formu cyklinu D2.
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Obrazek 13 : Stanoveni kvality mRNA pro mutovanou formu cyklinu D2 T280A.
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Obrazek 14: Stanoveni kvality mRNA pro pfirozenou formu

1170. OvSem nasytetizovana mRNA méla délu 1207 nukleotidd.
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Obrazek 15 : Stanoveni kvality mRNA pro mutovanou formu cyklinu D3 T283A.
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Obrazek 16: Stanoveni kvality mRNA pro mutovanou formu CDK4 R24C.
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Obrazek 17 : Stanoveni kvality mRNA pro ptirozenou formu CDKG6.

4.3. VYSLEDKY Z WESTERN BLOT ANALYZY

Pomoci metody Western blot se ovéfilo, zda transfekce mRNA do bunék
Langerhansovych ostrivkii probéhla Uspésné a také zda doSlo k expresi cilovych

proteint.

Kazdy obrazek s vysledkem obsahuje vzdy standard udavajici ptibliznou

molekulovou hmotnost jednotlivych molekul (kDa), analyzované vzorky
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(pro pfirozenou nebo mutovanou formu cyklinu / CDK) a negativni kontrolu (vzorek

bun¢k bez transfekce IVT mRNA).

Standard Pfirozena Mutovana Negativni

kDa forma forma kontrola

75
63 .
a8

35

25
20

17
11

Obrazek 18: Pozitivni vysledek exprese molekul cyklinu D1 a cyklinu D1 T286AT288A.

Molekulova hmotnost pro cyklin D1 a jeho mutovanou formu je ptiblizné€ 34 kDa.

Standard Pfirozena Mutovana Negativni
kDa forma forma kontrola

75
63

48

35

25
20

17
11

Obrazek 19: Negativni vysledek exprese molekul cyklinu D2 a cyklinu D2 T280A.

Molekulova hmotnost pro cyklin D2 a jeho mutovanou formu je pfiblizné 33 kDa.
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Standard Pfirozena Mutovand Negativni
kDa forma forma kontrola
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Obrazek 20: Negativni vysledek exprese molekul cyklinu D3 a cyklinu D3 T283A.

Molekulova hmotnost pro cyklin D3 a jeho mutovanou formu je piiblizn€ 35 kDa.

Standard P¥firozena Negativni
kDa forma kontrola

75
63

48

35

25
20

17

Obrazek 21: Pozitivni vysledek exprese molekul CDK4 R24C. Molekulovd hmotnost pro
cyklin CD4 R24C je pfiblizné 33,7 kDa.
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Standard Prirozena Negativni

kDa forma kontrola

75
63

48

35
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20

17
11

Obrazek 22: Pozitivni vysledek exprese molekul CDK6. Molekulova hmotnost pro cyklin CD6
je ptiblizné 37 kDa
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5. DISKUSE

Molekuly mRNA pfipraveny in vitro jsou hojné pouzivany v regenerativni medicing.
Podani IVT mRNA do organismu se ukazalo byt daleko efektivnéjsi nez terapeuticka
aplikace konkrétniho proteinu. Pro svoji spravnou funkci v organismu potiebuji
proteiny biologicky aktivni prostorovou strukturu. Podéani proteinu pfimo do krve miize
zaprti¢init jeho denaturaci a ztratu potfebné biologické aktivity. Oproti proteinim je IVT
mRNA vice stabilni pii aplikacich do tkani nebo do krve a jeji dostupnost pro buiku

skrze bunéénou membranu je také lepsi ve srovnani s fadou proteini. (

).

Naplni této bakalaiské prace byla piiprava IVT mRNA, kodujici cykliny, CDK a
jejich mutované formy. Nasledné se pak ovéfila i schopnost translace IVT mRNA

po transfekci do bunék potkanich Langerhansovych ostravki.

DNA templaty, podle kterych byla pfipravena ptislusnd IVT mRNA, kodovaly
cykliny, CDK a jejich mutované formy. Mutace vzdy spocivala v tom, Ze se u genu
kédujiciho dany cyklin zaménily urcité baze tak, Zze noveé vzniklé proteiny obsahovaly
misto threoninu aminokyselinu alanin ve specifické pozici aminokyselinového fetézce.
Mutace v genu koédujici CDK4 zpiisobila, ze nové vznikly protein obsahoval namisto

argininu cystein.

Cykliny DI, D2 a D3 obsahuji na C-termindlni ¢asti fetézce podobné domény
ovliviyjici jejich stabilitu v bunkach ( ). Degradaci jednotlivych cyklint
ovliviiyje predev§im aminokyselina threonin, konkrétné jeji fosorylovana forma. OvSem
pfi zdméné¢ threoninu za alanin dojde k degradaci mutované molekuly cyklinu
za podstatné del§i dobu neZ u pfirozené se vyskytujici formy (

).

Mutace u CDK4 R24C na rozdil od cyklini spociva v tom, Ze tyto molekuly jsou
daleko méné citlivé na interakci s inhibitory bunééného cyklu, konkrétné€ s inhibitorem

INK4 ( ).

Mutované formy cyklini a CDK4 (spole¢né s nemutovanou formou CDK6) by

mély byt schopny efektivnéji vyvolat bunénou proliferaci a tim zpiisobit narast poctu
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bunék v cilovych tkanich. Ptislusné poznatky by mohly vést k vyvoji novych 1é¢ebnych

postuptl a vyznamnou roli by mohly hrat i pfi 1é¢bé diabetu mellitu prvniho typu.

Jak bylo zminéno jiz na zacatku diskuse, naplni prace byla piedevSim piiprava
ptislusnych mRNA in vitro. Zda byly pfislusné mRNA spravné nasytetizovany bylo
ovéfeno stanovenim jejich kvality (str. 56-60). Pozadované molekuly mRNA byly
témef vSechny pripraveny o odpovidajici velikosti. Pouze mRNA kédujici nemutovanou
formu cyklinu D3 neméla predpoklddanou velikost. V tomto konkrétnim ptipade
nejspiSe nedoslo k syntéze poly(A) konce. mRNA pfipravena in vitro pro cyklin D3
méla odhadovanou velikost pfiblizn€ 1207 nukleotidii, kdezto jeji mutovand forma
obsahujici gen o stejném poctu nukleotidit (1170) méla ptibliznou vyslednou délku
1482 nukleotidd. Chyba mohla byt zapfi¢inéna tim, Ze nedoSlo k odStépeni trifosfatu

na 3'konci mRNA, tudiz nemohlo dojit k syntéze poly(A) konce.

Jako dal$i nasledovala transfekce ptipravenych mRNA do bunék a nasledné
ovéfeni exprese pozadovanych proteinti pomoci metody Western blot. Z vysledkl
(str. 60-63) vyplyva, Ze GspéSna transfekce a naslednd exprese byla detekovana pro
cyklin D1 (pfirozena i mutovana forma), CDK4 a CDK6. U cyklini D2, D3 a jejich
mutovanych forem byly vysledky negativni. Negativni vysledek mohl nastat chybnym
nasyntetizovanim mRNA u pfirozené formy cyklinu D3. Déale mohlo dojit k netispésné

transfekci IVT mRNA do bunék Langerhansovych ostrivkd.

DalSi moZnosti neprokazani exprese poZadovanych molekul je nenavazani
primarni protilatky na cykliny D2, D3 a jejich mutované¢ formy, coz pak vedlo
k negativnim vysledkim u Western blotu. U CDKG6 je vidét, Ze se zde nachazi ne¢ekany
produkt o pfiblizné molekulové hmotnosti 48 kDa. OvSem tento produkt byl pfitomen i
v kontrolnim vzorku, ktery nebyl transfekovan IVT mRNA pro CDK®6, tudiz se
s vysokou pravdépodobnosti jednd o nespecifickou reakci primarni protilatky proti

jinému proteinu, nez li je CDKG6.
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6. ZAVER

V ramci bakaléiské prace byly in vitro ptipraveny molekuly mRNA kodujici cykliny,
CDK a jejich mutované formy. Jednalo se o tyto konkrétni molekuly: cyklin DI,
cyklin D1 T286AT288A, cyklin D2, cyklin D2 T280A, cyklin D3, cyklin D3 T283A,
CDK4 R24C, CDK6.

Témeétr vSechny mRNA nasyntetizované in vitro byly pfipraveny o pozadované

délce, s vyjimkou mRNA kodujici cyklin D3.

Sekvence DNA konstruktli pro nemutované formy cyklinti D1, D2 a CDK6 vzdy
vykazovaly 100 % shodnost v polynukleotidové sekvenci s pfislusSnymi geny. Pro
nemutovanou formu cyklinu D3 byly zjistény zmény v polynukleotidové sekvenci genu,
ale sekvence aminokyselin zlstala zachovdna. U mutovanych forem byly vneseny
aminokyselinového fetézce. Zaména threoninu za alanin pro cykliny a zdména argininu

za cystein pro CDK4.

Poté se provedla transfekce IVT mRNA do buné¢k Langerhansovych ostravki.
Vysledky z Western blot analyzy prokazaly, Zze exprese poZadovanych proteini byla
zaznamenana pro: cyklin D1, cyklin D1 T286AT288A, CDK4 R24C, CDK6. Exprese
proteint nebyla prokdzana pro: cyklin D2, cyklin D2 T280A, cyklin D3, cyklin D3
T283A.
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