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Seznam pouzitych zkratek

5'mC — 5'-methylcytosin

5-aza-2'-DC - 5-aza-2'-deoxycytidin

7 DG - 7-Desacetoxy-6,7-dehydrogedunin

ARCA - z anglického "Anti Reverse Cap Analog"

ATP, GTP, CTP, UTP - adenosin-5-trifosfat, guanosin-5-trifosfat, cytosin-5-trifosfat, uridin-5-
trifosfat

bFGF - fibroblastovy riistovy faktor, z anglického ,,basic fibroblast growth factor*

BIX - 2-(hexahydro-4-methyl-1H-1,4-diazepin-1-yl)-6,7-dimethoxy-N-[ 1-(phenylmethyl)-4-
piperidinyl]-4-quinazolinamine trihydrochloride hydrate

BSA - hoveézi sérovy albumin, z anglického ,,bovine serum albumin®

DAPI - 4,6-diamidino-2-fenylindol

DMEM - z anglického ,,Dulbecco’s modified Eagle medium”

DNA - deoxyribonukleova kyselina, z anglického ,,deoxyribonucleic acid*

dNTP - deoxynukleosid trifosfat

EGF - epidermalni ristovy faktor, z anglického ,,epidermal growth factor*

FBS - fetalni hovézi sérum, z anglického ,,fetal bovine serum*

HBSS - iontovy roztok podle Hankse, z anglického ,,Hanks balanced salt solution

HSA - lidsky sérovy albumin, z anglického ,,human serum albumin*

IGF - z anglického ,,insulin-like growth factor-1

ITS - inzulin, transferin, selen

MafA - z anglického ,,v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A*
MEM - neesencialni aminokyseliny

mRNA - mediatorova RNA

NaBu - butyrat sodny

Ngn3 - neurogenin 3

PBS - fosfatovy puft, z anglického ,,phosphate buffered saline*

PCR - z anglického ,,Polymerase chain reaction*

Pdx1 - z anglického ,,pancreatic and duodenum homeobox 1”

RNA - ribonukleova kyselina, z anglického ,,ribonucleic acid*

RT-PCR - z anglického ,,reverse transcription polymerase chain reaction”
TAE - puft, ktery se sklada z TRIS, kyseliny octové a EDTA

TBE - puft, ktery se sklada z TRIS, kyseliny borité a EDTA

v — pseudouridin



Abstrakt

Diabetes mellitus 1. typu je zavazné autoimunitni onemocnéni, pii kterém v pankreatu
dochazi k zéniku B-bun€k produkujicich insulin. Pacienti postizené timto onemocnénim
jsou odkédzani na celozivotni zevni podavani insulinu. V soucasné dobé je jedinou
dostupnou 1lécebnou metodou bud transplantace celého organu pankreatu, nebo
izolovanych Langerhansovych ostrivki. Kvili nedostatku vhodné tkédné k transplantaci a
narocné 1é€bé diabetu probihd intenzivni vyzkum novych alternativnich zdroji bunék
produkujicich insulin.

Jednou z metod pfipravy bunék produkujicich insulin je tzv. transdiferenciace
pankreatickych exokrinnich bunék pomoci specifickych transkripcnich faktort. V této
praci byla k transdiferenciaci exokrinni buné¢né linie AR42J pouZita in vitro synteticky
pfipravend mRNA kodujici transkripéni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA. Primarni sekvence
mRNA byla optimalizovéana pro pfipravu velmi stabilni mRNA s vysokou mirou translace.
Hlavnimi stabiliza¢nimi prvky mRNA byly 3' a 5' neptekladané oblast genu pro B-globinu,
jehoz mRNA vykazuje Zivotnost az 24 hod. Na ziklad¢ transfekce do bunék AR42J a
nasledné imunofluorescencni detekce byla ovéfena spravna funkce synteticky pfipravené
mRNA.

Synteticky ptipravené mRNA pro transkripni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA byly nasledné
pouzity k transdiferenciaci exokrinnich bunék na buiiky produkujici insulin. Po opakované
10 denni transfekci téchto tii transkripénich faktori doslo k pfeméné exokrinnich bunék na
buiiky produkujici insulin. Mira exprese insulinu zavisela na kultiva¢nich podminkach
bunék. Transdiferenciace exokrinnich bunék AR42J synteticky piipravenou mRNA pro

Pdx1, Ngn3 a MafA vedla ke vzniku insulin produkujicich buné¢k s charakterem -bunék.

Klicova slova: pankreatické buiiky, exprese proteintl, transfekce, proteinové kultury



Abstract

Diabetes mellitus type I is severe autoimmune disease which is caused by destruction of
insulin-producing B-cells in pancreas. Diabetic patients are dependent on external usage of
insulin during their whole life. Nowadays the only treatment of diabetes type I is
transplantation of entire pancreas or isolated Langerhans islets. Due to the fact that this
kind of treatment is very demanding and limited availability of suitable donors, the
researchers are intensively working on development of new alternative ways how to
produce the insulin-producing cells.

One of the possible approaches on producing insulin-positive cells is transdifferentiation of
pancreatic exocrine cells via transcription factors. In this diploma thesis, the
transdifferentiation of exocrine cells AR42J was carried out with in vitro synthesized
mRNA encoding transcription factors Pdxl, Ngn3 and MafA. The primary mRNA
structure was optimized in order to prepare highly stable mRNA which is correctly
translated into the protein. The main stabilizing elements in mRNA structure include 3' and
5" untranslated region derived from highly stable B-globin mRNA. In order to verify the
function of synthetic mRNA the immunofluorescence staining of transcription factors has
been investigated.

Synthetic mRNAs encoding transcription factors Pdx1, Ngn3 and MafA were utilized for
transdifferentiation of exocrine cells into insulin-producing cells. After 10 days of repeated
transfection with these three transcription factors the exocrine cells became insulin-
positive. The level of expression was dependent on the composition of cultivation media.
Transdifferentiation of exocrine cells using mRNA for transcription factors Pdx1, Ngn3
and MafA allowed us to derive insulin-positive cells with characteristic features of

pancreatic -cells. (In Czech)

Key words: pancreatic cells, protein expression, transfection, cell culture



1. Teoreticky uvod
1.1.Struktura a funkce mRNA v buiice
1.1.1.  Centralni dogma molekularni biologie

Za zakladni kdmen molekularni biologie se povazuje centralni dogma, které F. Crick
poprvé nastinil v roce 1956 (Obr. 1) a posléze publikoval v roce 1970'. Centralni dogma
molekularni biologie vysvétluje tok genetické informace v ramci biologického systému.
Zékladni mySlenkou dogmatu postulovaného F. Crickem je, ze molekula DNA je
piepisovana do molekuly RNA, ktera tvoii piedlohu pro protein (Obr. 1). Realizace
genetické informace tedy probihd ve 2 fazich, transkripce a translace.

Krokem transkripce se rozumi ptepis vldkna DNA do vldkna pre-mRNA, které je dale
upraveno posttranskripénim mechanismem eukaryotni buniky do findlni a plné funkéni
mRNA. Takto vznikld maturovana mRNA slouzi poté jako ptedloha pro syntézu vsech

proteinll v buiice.

replikace

transkripce translace
DNA RNA | p PROTEIN

Obrazek 1. Centralni dogma molekularni biologie. Vlakno DNA se piepisuje do vlakna RNA,

podle kterého naslednou translaci vznika protein.

1.1.2.  Stabilita mediatorové RNA v buiice
Stabilita jednotlivych mRNA je odlisna mezi organismy, napt. v E. coli, typické mRNA
maji polocas zivota mezi 1 az 2 minutami, zatimco jeji nejvice stabilni mRNA ma polocas
okolo 15 minut. U kvasinek nejméné stabilni mRNA ma polocas pfiblizn€ 2 az 3 minuty a
naopak stabilni mRNA maji polocas zivota 90 a vice minut. V sav¢ich buiikach se polocas
zivota malo stabilnich mRNA pohybuje okolo 15 minut, zatimco napiiklad mRNA pro
B-globin ma polocas Zivota presahujici az 24 hodin®.
Z genové analyzy byly vyvozeny dva zékladni atributy. Prvnim z nich je, Ze délka vldkna
mRNA je nepfimo umérna jeji stabilit¢. Druhym z nich je, Ze transkripty gend z
riznorodych funkcnich kategorii maji bud’ velmi kratké (biogeneze ribosomu, RNA

helikasy), nebo naopak neobvykle dlouhé (oxidativni fosforylace) poloCasy zivota. Neni
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tedy ptrekvapenim, ze kratce se vyskytujici mRNA obvykle koduji ristové faktory,
cytokiny nebo transkripcéni faktory, které jsou exprimovany transientné¢ v zavislosti na
extracelularnich vlivech. Z obecného hlediska miizeme tedy fici, ze stabilita mRNA hraje

vyznamnou roli v regulaci genové exprese.

1.1.3. Regulace genové exprese pomoci mRNA
Regulace genové exprese mize byt dosazeno pomoci nékolika komplexnich mechanismd,
které mizeme rozdélit do dvou odlisnych krokii. Prvni krok zahrnuje kontrolu transkripce
zprostiedkovanou cis-regulacnimi DNA elementy, jako jsou promotory, enhancery, ,,locus
control region® a silencery k vytvofeni vyzralé mRNA. Tento mechanismus byl jiz velmi
dobie charakterizovan pro mnoho gent. Na druhou stranu krok zahrnujici post-transkripéni
kontrolu nukleo-cytoplazmatického transportu mRNA, efektivitu translace, subcelularni
lokalizaci a stabilitu zatim nebyl podrobné charakterizovan. Nicméné hlavni tlohou v
tomto druhém kroku hraje predev§im 5' a 3' nepiekladana oblast (5'UTR a 3'UTR),
S'methyl Cepicka a poly(A) 3' konec (Obr. 2). Na rozdil od regulacnich signalti na rovni
DNA, jejichZz aktivita je zavisld predevS§im na primdrni struktufe, biologicka aktivita
regulacnich prvkii na trovni RNA zavisi jednak na primarni, ale hlavné na sekundérni
struktufe a jejich kombinaci. Tyto prvky jsou obecné rozpoznavany specifickymi RNA-

vazebnymi proteiny’.

5'UTR Kddujici sekvence 3'UTR Poly(A) konec
5'Cepicka A A A A
v Y~ Y Y \
L] | | | |

5’konec Start Stop 3’konec

Obrazek 2. Zakladni strukturni znaky mRNA. Hlavni ¢asti vldkna mRNA tvofi na 5' konci 7-
methyl guanosinova Cepicka, nésleduje 5' neptekladana oblast, vlastni kddujici sekvence, ktera je
ohrani¢ena Start a Stop kodonem, dale pak navazuje 3' neptekladana oblast, ktera je zakoncena

polyadenylovanym 3' koncem.
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1.1.4. Typy 5' epicek, jejich struktura a syntéza
Guanosinova Cepicka je nedilnou soucéasti 5' konce vétSiny mRNA ptfitomnych u
eukaryotnich organismi a u nékterych RNA a DNA vird*>. Nedavné studie 5' konce
mRNA prokazaly ptitomnost vicero druhli guanosinovych éepicek®. Na zakladé¢ struktury a
vyskytu rozli§ujeme dva zakladni typy &epicky, typ 0 a 1 (Obr. 3). Cepitka typu 0 se
nachdzi predev§im u jednobunéénych eukaryotnich organismli jako napf. kvasinky,
zatimco CepiCka typu 1 se nachazi u vysSich eukaryot vcetné Cloveéka a podléha dalSim
modifikacim.
Oba dva typy Cepiek obsahuji m’G, ktery je spojeny inverznim 5'-5'trifosfatovym
mRNA. Tyto pre-mRNA jsou syntetizovany pomoci bunénych nebo virovych RNA
polymeras v jadfe bunky.
Proces ¢epickovani zahrnuje tfi zakladni enzymatické reakce: v prvni reakci je trifosfatovy
5" konec vznikajici pre-mRNA hydrolyzovan RNA 5' trifosfatasou za vzniku difosfatu;
druha reakce je katalyzovdna enzymem RNA guanylyltransferasou, ktera zajisti prenos
GMP na difosfatovy 5' konec pre-mRNA; v zdvéreCném tretim kroku, GpppN je
methylovan RNA methyltransferasou’.
U cCepicky typu 1 navic dochazi k methylaci 2'-OH skupiny na nadchazejicim nukleosidu,
kde atom vodiku je nahrazen CH; skupinou katalyzovanou enzymem

2'-O-methyltransferasou.

1.1.5. Hlavni tlohy ¢epicky v organismu
Cepicka, jako posttranskripéni modifikace pre-mRNA, je konzervovana u vétsiny
eukaryotnich organismii. U prokaryotnich organismil je mRNA bez ¢epicky a jeji absence,

tudiZ i rozpoznani je zaji$téno parovanim osmi-nukleotidové Shine-Dalgarnovy sekvence’.

.....

.....

.....

elF4AE ma za priznivych podminek helikasovou aktivitu a tim napoméha celému
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zahaji samotny proces translace'’.

A.
0 N2
S~
N

baze

o) A
N~

mRNA O~cH,

Obrazek 3. Typy guanosinovych ¢epi¢ek na 5' konci mRNA u eukaryot a nékterych virovych
RNA. A. Typ 0 — N7-methyl guanosinova ¢epicka, vyskyt predevsim u jednobunéénych eukaryot.
B. Typ 0 — N7-methyl, 2'-O-methyl guanosinova Cepicka, nejhojnéji zastoupeny typ Cepicky u

vyssich eukaryot.

Vedle interakce m’G Cepicky s ribosomalni RNA, plni jesté dalsi velmi vyznamnou funkci,
a to ochranu mRNA pted degradaci 5' exonukleasami, ¢imz dochézi k podstatnému zvyseni
stability mRNA. Na mnoha in vitro experimentech byla ptfitomnost Cepicky na 5' konci
vlakna mRNA klicova, jelikoz v jeji nepfitomnosti dochazelo k vyraznému poklesu, ¢i

absenci translace’.

1.1.6. 5' neprekladana oblast (S'UTR) mRNA
Sekvence 5'UTR oblasti spolu s m’G &epi¢kou vyznaéné piispivaji ke stabilité vldkna

mRNA a pfedev§im jeho translatovatelnosti®. Hlavni tlohu hraje délka sekvence, pomér
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zastoupeni jednotlivych nukleotidi a v neposledni fadé také sekundarni struktura.
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Obrazek 4. Sekundarni struktura 5'UTR mRNA v blizkosti m’G &epicky. (4) Vlasenky s
predikovanou termalni stabilitou AG = - 30 kcal mol™” umisténé do pozic + 1, + 7 a + 13 za &epicku.
(B) Vlasenky s predikovanou termdlni stabilitou - 10, - 25 a - 50 kcal mol™. Pfevzato a upraveno

dle'.

Nejvhodnéjsi konformaci sekundarni struktury v 5S'UTR oblasti je pfitomnost vlasenky s
predikovanou termalni stabilitou (AG) mezi - 25 a - 35 kcal mol™ a s lokalizaci v pozici
mezi + 7 a + 10 za CepiCkou''. Na obrazku 4 jsou znazornény piiklady sekundarnich
struktur o variabilnim umisténi vlasenky (A4), bud’ v pozici + 1, + 7 nebo + 13 a AG=
-30 kcal mol™, nebo o variabilni AG (B), bud’ - 10, - 25, nebo -50 kcal mol”. Analyza
takovychto struktur prokédzala, ze umisténi a termalni stabilita siln¢ ovliviiuji miru
translace mRNA. Z obrazku 5 je patrné, Ze napiiklad vlasenka s AG =-25 kcal mol
umisténd do pozice + 1 vykazuje 10 krat mensi translaci, nez vlasenka umisténa do pozice
+ 10. V ptipadé umisténi velmi stabilni vlasenky (AG > - 35 kcal mol™) do jakékoliv
vzdalenosti od Cepicky, se mira translace rapidné snizuje, ¢i dochazi k jeji inhibici.
Zaclenéni startovniho AUG kodénu do struktury stfedné stabilni vlasenky
(AG ~ - 30 kcal mol™") neovliviiuje miru translace, zatimco zaclenéni velmi stabilni
vlasenky (AG ~ - 50 kcal mol') zplsobuje zna¢né snizeni translace'’. Pravdépodobné
komplexu a tim nezahajeni translace.

Dalsi faktor, ktery ovliviiuje efektivitu translace je obsah CG para v sekvenci. Vlasenka
napiiklad umisténa v pozici + 4 za &epic¢kou s AG ~ - 30 kcal mol’ v 5'UTR oblasti
obsahem 92 % GC parh vykazovala az 18 krat niz$i translacni aktivitu oproti 5S'UTR oblasti
s 52 % GC pary".
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zna¢i umisténi vlasenky v pozici + 1, + 4, +7, + 10, + 11 a + 13. Navic, v kazdé pozici byla
analyzovéana vlasenka o termalni stabilité - 10, - 20, - 25, - 30, - 35, - 40 a -50 kcal mol™. (B)

Ovlivnéni miry translace v zavislosti zastoupeni GC part v sekvenci 5'UTR oblasti. Pfevzato z ''.

Obecné 5'UTR oblasti obsahuji mensi pocet nukleotidii nez oblasti 3'UTR ™. V tabulce 1 je
uveden prehled délek S'UTR oblasti mezi taxonomickymi kategoriemi. Autofi analyzovali

urcCity pocet sekvenci, z n¢hoz urcili minimalni, maximalni a primérnou délku 5'UTR.

Tabulka 1. Primérnd, maximalni a minimalni délka 5'UTR oblasti mRNA nalezici rGznym

taxonomickym skupinam. Pievzato z "

Pocet sekvenci Primérna délka Max. délka Min. délka
Clovék 1203 210,3 2803 18
DalSi savci 142 141,3 936 20
Hlodavci 638 186,3 1786 16
Ptaci 59 1264 620 17
DalSi obratlovci 105 164,0 1154 15
Jednodélozné rostliny 144 129,8 715 17
Bezobratli 5464 2219 4498 14
Houby 388 134,0 1088 16

1.1.7.  3' neprekladana oblast (3'UTR) a poly(A) konec
Oblast 3'UTR eukaryotni mRNA obsahuje regulacni elementy, které¢ maji vliv na translaci,
stabilitu a transport nové vznikajici mRNA. Vyslednéd podoba 3'UTR oblasti je formovéana

procesem polyadenylace pre-mRNA v bunééném jadie, kterd zahrnuje 2 kroky,
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endonukleolytické Stépeni a ndslednou syntézu poly(A) fetézce.

Ptesné misto Stépeni na 3' konci a naslednd polyadenylace jsou zavislé na pfitomnosti
neékolika zakladnich sekven¢nich prvki. V 3'UTR oblasti se vyskytuji dva hlavni
polyadenylacni signély, bud’” hojné zastoupena sekvence AAUAAA (az v 80 % vSech
genl), nebo méné¢ casta AUUAAA. Obé tyto sekvence jsou evoluéné velmi stalé a
zaménou jiz jednoho nukleotidu dochazi k ¢aste¢né anebo Uplné inhibici polyadenylace ¢i
Stépeni'®. U nékterych organismi byl prokazan také vyskyt méné konzervované AU- nebo
A-bohaté¢ oblasti (konsenzudlni sekvence UAUUUAU), ktera se vyskytuje u velmi
labilnich mRNA jako je naptiklad mRNA kodujici c-fos protoonkogen'™'®. U této mRNA
byla nalezena sekvence, ktera obsahuje 75-t1 nukleotidovou oblast bohatou na AU pary.
Napiiklad zaclenénim této sekvence do 3'UTR oblasti velmi stalé mRNA pro B-globin,
doslo k vyraznému poklesu jeji stability z pavodnich vice jak 24 hodin na 30 minut'’.
Dalsim sekven¢nim prvkem je pfitomnost oblasti bohaté na GU nebo U nukleotidy, které
se obvykle nachazeji 10-30 bazi od §tépného mista smérem k 5' konci u kvasinek'”'®. Tato
poly(U) oblast plni ulohu stabiliza¢niho prvku tim, ze pravdépodobné vytvari stabilni
sekundarni strukturu s poly(A) koncem v podobé vlasenky. Nicméné vyssi stabiliza¢ni
efekt nez poly(U)-poly(A) vlasenka prokazala sekundarni struktura formovana vlasenkou
bohatou na GC pary". Lze tedy usuzovat, ze sekundarni struktura 3'UTR oblasti opét hraje
dulezitou roli tak jako v ptipad¢ oblasti S'UTR.

V porovnani s 5'UTR oblasti se oblast 3'UTR naopak lisi v poctu nukleotidt. V tabulce 2 je
uveden vysledek analyzy délek 3'UTR uréitétho poctu sekvenci mezi raznymi

taxonomickymi kategoriemi.
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Tabulka 2. Primérna, maximalni a minimalni délka 3'UTR oblasti mRNA nalezicich riznym

taxonomickym skupinam. Pievzato z "

Pocet sekvenci Primérna délka Max. délka Min. délka
Clovék 1203 1027,7 8555 21
DalSi savci 142 4411 3324 37
Hlodavci 638 607,3 3354 19
Ptaci 59 651,9 3990 21
DalSi obratlovci 105 4464 2858 31
Jednodélozné rostliny 144 273,3 1605 22
Bezobratli 5464 4445 9142 15
Houby 388 237,1 1142 25

1.1.8. Role poly(A) konce pri translaci mRNA

Hlavni roli poly(A) konce spolu s 5' ¢epickou je napoméhani opétovné iniciaci translace.
Tato funkce je zprostiedkovana interakci mezi poly(A) vazebnym proteinem (PABP) a
velkym pocétem transkripCnich faktori zahrnujicich faktor elF4A, eIlF4G a terminacni
faktor eRF-3. Vazbou faktoru elF4G s Cepicku-vazebnym faktorem eIF4E a PABP dochazi
k formovani tzv. ,komplexu uzaviené smycky* (Obr. 6). Za hlavni funkce tohoto
komplexu je povazovana stabilizace a usnadnéni recyklace ribosomu, které prave
dokoncily translaci mRNA. Délka poly(A) konce se lisi jednak v zavislosti na druhu
organismu, ale také na typu mRNA. Ve vétsing€ piipadl, na rozdil od kratkych (20-50 A)
poly(A) konci, dlouhé poly(A) konce (80-500 A) dosahuji vyssi translatovatelnosti. *°

_ Cepicka

smyCka mRNA

( paBPCI PABPC)
% T >
ARAAAAARAA

Obrazek 6. Zjednodusené schéma opétovné iniciace translace. Na zaklad¢ interakce mezi poly(A)
vazebnych proteind a ¢epicku-vazebného proteinu dochazi ke stoceni vldkna mRNA a vzniku

smyc¢ky. Tato to konformace zvySuje efektivitu translace. Upraveno dle?!
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1.2.Vyskyt a pouziti modifikovanych nukleosidii v raimci RNA

1.2.1.  Vyuziti mRNA pro pienos genetické informace

Metoda in vitro ptenosu protein-kddujicich DNA sekvence do builkky byla poprvé
publikovana v roce 1973 a v prubéhu let se stala zavedenou technikou. Vedle toho pouziti
mRNA pro pfenos genetické informace byl do zna¢né miry utlumen®. Pravdépodobné
divody, které ovlivnily vyuziti mRNA v laboratornich technikach pro pfenos genetické
informace do bun¢k nebo jako terapeutika, jsou predevs§im jeji nestabilita, nizkd efektivita
translatovatelnosti, obtiznd manipulace a v neposledni fadé imunogenicita®.

I pfes pocatecni obtize s pfipravou, manipulaci a dopravou mRNA do bun¢k se stala in
vitro pripravena mRNA velmi dilezitym alternativnim néstrojem pro realizaci genetické
informace v ni obsazené. Zatimco exogenni DNA musi byt nejprve prenesena skrze
bunécnou cytoplazmu a umisténa do jadra bunky, exogenni mRNA staci dopravit pouze do
bunécné cytoplazmy. Tato vyhoda vede k vysoce uniformni expresi exogenni mRNA, které
je nékdy velmi obtizné docilit u exogenni DNA. Vyuzitim mRNA namisto DNA se v
klinické aplikaci zvySuje bezpecnost, protoze u mRNA nedochdzi k moznému zabudovéni
genetické informace do hostitelského genomu, jako je tomu v pfipadé DNA. Pfitomnost
modifikovanych nukleosidl ovliviiuje vlastnosti syntetické mRNA. Pro zvySeni efektivity
stalosti mRNA v buiikkach a nasledné translace genu na protein se vyuziva pfi in vitro
transkripci mRNA modifikovanych nukleosidl, které zvySuji stabilitu a zmiriuji
nespecifickou imunitni odpovéd’ buiiky vii¢i cizorodé mRNA. V piirod¢ se modifikované
nukleosidy vyskytuji ve formé& pseudouridinu (y), S5-methycytidinu (m’C), Né6-
methyladenosinu (m°A), 5-methyluridinu (m°U) nebo 2-thiouridinu (s*U).

1.2.2. Modifikovany nukleosid pseudouridin (V)
Pseudouridin, 5-ribosyl isomer uridinu (Obr. 7), je nejhojnéji se vyskytujici modifikovany
nukleosid u nekddujicich RNA. V nejvétsi mife se vyskytuje u rRNA nebo tRNA, zatimco
u mRNA bylo jeho =zastoupeni prokdzano teprve neddvno®. ¥ je unikatni mezi
modifikovanymi nukleosidy, jelikoz namisto bézné N-C glykosylové vazby obsahuje C-C
vazbu, kterd spojuje bazi a sacharid (Obr. 7). Diky zvySené rotacni volnosti C-C vazby ve
srovnani s N-C glykosylovou vazbou, ¥ vykazuje vétsi konformacni flexibilitu nez uridin.

Pritomnost dalsi N'-H skupiny pfina$i moznost nového donoru vodikové vazby, a
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pravdépodobné z toho diivodu se ¥ mize Gcastnit novych interakci RNA.

Uridin (U) ﬁ Pseudouridin (V) ﬁ
3 3
| NH HN” NH
|
x L\ /J
N 1 O —p 0] \C 5 xO

T
;
W;
RO \
V.
T
O

W
A\ )

HO OH HO OH

Obrazek 7. Srovnani chemickych struktur uridinu (U, 1-B-D-ribofuranosyluracil) a pseudouridinu
(¥, 5-B-D-ribofuranosyluracil). Uracilova baze v uridinu je spojena skrze atom dusiku (N') k
uhliku ribosy (C'). Baze v uridinu mtze tedy slouzit jako donor jednoho atomu vodiku ¢&i jako
akceptor. V pseudouridinu je uhlik (C°) uracilu spojen s uhlikem ribosy (C'), ¢&imz dochazi ke

zvySeni donor-vodikové kapacity na dvé donorova mista oproti U.

1.2.3. RozloZeni a lokalizace pseudouridinu v RNA
1.2.3.1. Vyskyt pseudouridinu v transferové RNA
Y se nachdzi téméf ve vSech molekulach tRNA, jejichz soucasti je TYC smycka
pojmenovana praveé po ¥P55. Dalsimi oblastmi pfirozeného vyskytu ¥ je oblast D smycky a
antikodonové smycky u vSech zivych organismt (archaebakterie, eubakterie a eukaryota) a
organel (mitochondrie a chloroplasty). V ostatnich castech tRNA se ¥ vyskytuje velice
zfidka. Pritomnost W vyrazné piispiva ke stabilizaci specifickych strukturnich motiva,
kterych je soucasti, napiiklad jiz zminénd TWC smycka (¥55), D smycka (¥13) nebo
antikodonova smycka (W38, ¥39)>.

1.2.3.2. Vyskyt pseudouridinu v ribosomalni RNA
V ramci velké podjednotky rRNA se ¥ seskupuji do skupin, ¢imz vytvareji dulezité
funkéni domény (II, 1V, V). Napiiklad doména V pfedstavuje centrum pro
peptidyltransferasu nebo doména IV tvofi dekddujici centrum velké ribosomalni
podjednotky, které je vyznacné pro interakci podjednotky rRNA s mRNA a antikodénovou
smyc¢kou tRNA?,
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Na rozdil od velké podjednotky rRNA, u malé podjednotky zatim pfitomnost ¥ zbytkd a

jejich funkce nebyla prokéazana.

1.2.3.3. Vyskyt pseudouridinu v messenger RNA

U mRNA byly v ramci kodujici sekvence zatim identifikovany tfi pfirozené se vyskytujici
modifikované nukleosidy, NC®methyladenosin, 5-methylcytosin a inosin. Vyskyt
pseudouridinu byl prokdzan diky vysoce citlivé metodé Pseudo-seq, ktera umoZziuje
celkovou analyzu pseudouridinylace RNA s jednonukleotidovym rozliSenim**. Tato
komplexni analyza prokazala skute¢nost, ze endogenni mRNA je specificky
pseudouridinylovéana vysoce regulovanym zptisobem jak u kvasinek, tak také i u lidskych
bunék (Obr. 8)*. Jelikoz ¥ stabilizuje RNA strukturu, pseudouridinylace mRNA by mohla
ovlivitovat efektivitu iniciace translace, ribosomalni ,,pausing“, RNA lokalizaci nebo také
regulaci na urovni RNA interference.

A scse g

9.2% m 3"UTR (12) 4.2% B CDS (62)

5 UTR (4)
H 3’ UTR (30)

4.6%

31.2%

64.6%

86.2%

Obrazek 8. RozloZeni pseudouridinu v ramci sekvence mRNA u kvasinek S. cerevisiae (4) a
lidskych HeLa bunék. (B) CDS - kédujici sekvence, S'UTR — 5' neptekladana oblast, 3'UTR — 3'

nepiekladana oblast. Pfevzato z .

Teprve neddvno bylo prokazano, ze pseudouridin vyrazné ovlivituje dekdédovani pomoci
ribosomu u riznych organismi***’.

Terminace translace zavisi na ptitomnosti jednoho ze tfi terminac¢nich kodoni UAA, UGA
nebo UAG v sekvenci mRNA. Zaména pocatecniho uridinu za pseudouridin zptsobi

zménu v translaéni terminaci. Fernandez et al pfipravili nckolik variant mRNA
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obsahujicich jednak pfirozen¢ se vyskytujicitho terminacniho kodonu UAG, jeho
modifikovanou variantu YAG a pot¢é mRNA s kodonem CAG, ktery ptfirozené koduje
aminokyselinu glutamin. Z vysledku na obrazku 9 je patrné, Ze pfitomnost terminacniho
kodénu UAG zptlsobila terminaci translace a nasledné zabranéni exprese peptidu Flag
»tag®, kdezto u jeho modifikované varianty WYAG nedoslo k terminaci, ale k pokracovani
translace a tudiz k expresi peptidu Flag ,tag“. Kontrolni varianta s kodénem CAG
vykazovala také expresi peptidu Flag ,,tag*.

Analyza pomoci LC-MS/MS prokézala, Ze pseudouridinylované termina¢ni kodony UAA a
UAG (PAA a YAG) oba fidili inkorporaci bud’ serinu, nebo threoninu. Jelikoz tieti baze

je obvykle nespecificka (,,wobble* parovani), je zfejme, ze oba tyto kodony,

. Shine .
BB Dalgarno AUG BxHis Flag tag STOP =K

Anti-His Anti-Flag

!—‘—\ I—‘—I
UAG . UAG .
CAG CAG
WAG WAG . f.‘

Obrazek 9. Schéma syntetickych mRNA kodujici 6xHis-tag a Flag-tag s pfirozenym termina¢nim

kodéonem UAG, jeho modifikovanou variantou WYAG a kontrolnim kodéonem CAG. Dole, analyza

,immunoblot“ in vitro transkripce mRNA v E. coli. Pfevzato z *.

obsahujici ¥, mohou kodovat stejnou aminokyselinu. Treti pseudouridinylovany
termina¢ni kodon UGA (WGA) umoziiuje inkorporaci tyrosinu ¢i fenylalaninu. Stejny
ucinek ¥ v termina¢nich kodénech na ukonceni translace byla prokdzan nejenom u in

vitro, ale také i u in vivo pokust.

1.2.4. Modifikovany nukleosid 5-methylcytosin (m°C)
Dal$i modifikovany nukleosid, ktery se vedle ¥ v pfirozené RNA uplatiiuje je m°C (Obr.
10). Ptitomnost methylové skupiny na C° zvySuje elektronovou denzitu v aromatickém

kruhu diky indukénimu efektu, ¢imz se zvyhodnuji reakce typu oxidace nebo elektrofilniho
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ataku, zatimco reakce nukleofilniho ataku jsou utlumené.

: Yj .
Ho— N\ O\ AN Ho— N\ A" CH,

S 2
s “, 5 %

0

HO ‘OH HO OH

Obrazek 10. Strukturni vzorec cytidinu a 5S-methylcytidinu.

1.2.5. RozloZeni a lokalizace m°C v RNA
1.2.5.1. Vyskyt m’C v transferové RNA
Zatimco eubakterialni tRNA m’C neobsahuji, u archaealnich ¢i eukaryotnich tRNA
mizeme m°C nalézt ve znaéném zastoupeni. Nejcastéji se m’C vyskytuje ve variabilni
oblasti TYC smycky, ale miZeme i1 nékteré modifikované cytosiny nalézt v oblasti
antikodonové smycky?.
Hlavni roli modifikovanych nukleosidi u tRNA je strukturni a metabolickd stabilizace.
Strukturni stabilizace tRNA pomoci m°’C byla ovéfena Cetnymi fyzikalné-chemickymi
technikami, jako napftiklad cirkularni dichroismus nebo NMR. Vedle strukturni stabilizace,

m°C ma také vliv na aminoacylaci ¢i rozpoznavani kodonu®.

1.2.5.2. Vyskyt m’C v ribosomdlni RNA
Ptitomnost m’C byla prokazana u bakterii, kde se jeho zastoupeni 1isi v zavislosti na druhu
organismu. Napfiklad u E.coli se v rRNA nachazi pouze tfi m°C, zatimco rRNA u Thermus
thermophilus jich obsahuje pét nebo Sest. Lokalizace modifikace cytosinu v rRNA jsou
pomérné dobie zachovany od bakterii az po ¢lovéka®.
Eukaryotni rRNA obsahuje v porovnani s bakterialni mensi pocet m°C, napiiklad lidska
28S rRNA obsahuje pouze dva m°C nebo eukaryotni 18S rRNA neobsahuje m°C Zadny.
Za hlavni funkci m°C v organismu se povazuje predev§im Gcast pfi rozeznavani tRNA a
transfer peptidylu pfi translaci. I kdyZ je umisténi m°C v ramci rRNA sekvence daleko od
sebe, viechny tii m’C pfitomné u bakterialni 16S a 23S rRNA jsou lokalizovany vzajemné

v tésné blizkosti diky trojrozmémé struktute ribosomu®.
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1.2.5.3. Vyskyt m’C v messenger RNA

Na rozdil od P, ktery se hojné vyskytuje v kodujici sekvenci mRNA, byl m°C lokalizovan
predevsim v nekddujicich oblastech mRNA (5' a 3'UTR) a pouze v nepatrném zastoupeni
byl identifikovan v kodujici sekvenci®. Analyzou cis-regulaénich motivi v sekvenci RNA
byla potvrzena pfitomnost m°C pravé v téchto regulaénich oblastech v ramci 3'UTR nebo v
blizkosti oblasti vazby Argonaut proteinu.

Tudiz lze usuzovat, ze nejenom ¥, ale také m’°C jsou velice dilezité modifikované
nukleosidy obsazené ve vSech druzich RNA a jsou nepostradatelné pro jejich stabilitu a

spravnou funkci.

1.3.Imunitni odpovéd’ buiiky na pritomnost cizorodé RNA

1.3.1. Pfirozena imunitni odpovéd’ buiiky na cizorodou mRNA
Vysoce u¢inna obranyschopnost hostitelské buiiky proti virové infekci striktné zavisi na
n¢kolika faktorech. Jednak na identifikaci virovych ¢astic fadou rozpoznavacich
mechanismi, ale také na spravné funkci vrozenych imunitnich efektort, které potlacuji
virovou replikaci. V pfipadé RNA vird, je cizorodd dsRNA rozpoznina bunécnymi
receptory jako napiiklad ,retinoic acid inducible gene-1¢ (RIG-I), ,,melanoma
differentiation-associated gene 5“ (MDAS) nebo ,,Toll-like receptors 3 (TLR3), které
stimuluji expresi interferonu I (INFa/B). Exprimované INFo/B cytokiny jsou vylu¢ovany
do extracelularniho prostoru buiiky, kde stimuluji interferonové receptory bud
autokrinnim, nebo parakrinnim zptsobem. Nasledn¢ dochazi k aktivaci signalni drahy
JAK/STAT, ktera spousti expresi interferon-stimulovanych genii. Mezi tyto geny patii
napiiklad RIG-I, MDAS, antivirové proteiny oligoadenylat synthasa (OAS) nebo
proteinkinasa R (PKR), které potlacuji globalni syntézu proteinii a ustavuji antivirovy

stav?%3!,

1.3.2.  Aktivace proteinkinasy R pomoci ,,single-stranded*“ RNA
PKR je cytoplasmatickd Ser/Thr proteinkinasa, ktera hraje velice dilezitou ulohu pfi
ustavovani antivirového a antiproliferacniho stavu burniky v odpovédi na virovou infekci. K
aktivaci PKR dochazi za pritomnosti ssSRNA obsahujici vladsenkovou strukturu s
)32,33

jednovlaknovym koncem a 5' volnym trifosfaitovym zbytkem (Obr. 11 . VétSina
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virovych a bakteridlnich RNA obsahuji na 5' konci pravé 5' trifosfatovy zbytek, zatimco
vétSina buné¢nych transkriptii obsahuji m’G ¢epicku nebo 5' monofosfat. Tudiz je mozné,
ze PKR vyuziva 5' konec mRNA jako soucast kontrolniho mechanismu, ¢imz detekuje
ptitomnou cizorodou mRNA v butice. Odstranénim 5' trifosfatového zbytku pomoci teleci
intestinalni fosfatasy (CIP) z uméle piipravené jednovladknové RNA doslo k vyraznému

potlaceni aktivace PKR v transfekovanych butikach®?.
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Obrazek 11. Vlasenkové struktury RNA s jednovldknovym koncem a 5' volnym trifosfatovym

zbytkem zpulisobujici aktivaci PKR. Prevzato z *.

1.3.2.1. Inkorporace pseudouridinu ovliviiuje aktivaci proteinkinasy R
Inkorporaci pseudouridinu pfi in vitro transkripci mRNA je mozné dosahnout vyssi
efektivity nasledné translace nezli mRNA obsahujici uridin®. Analyza ¢tyf riznych variant
mRNA (pseudouridin vs. uridin a s pfitomnosti ¢i absenci 5' ¢epicky) prokazala, Ze mRNA
s 5' trifosfatovym koncem a ptirozenym uridinem aktivuje PKR v mnohem vétsi mite nezli

varianta s pseudouridinem®.

1.3.3.  Protein B18R zabranuje aktivaci interferonu alfa a beta
Interferony (IFN) tvofi heterogenni rodinu cytokint, které byly zpocatku definovany pro
jejich schopnost indukovat rezistenci vii¢i virové infekci. Rozmanité podrodiny IFN-a a
IFN-B (IFN typu I) sdileji sekvenéni podobnost a vadzou rizné, druhové-specifické
receptory hostitelskych bunék. Na druhou stranu, INF-y (INF typu II) je sekven¢né odliSny
od IFN typu I a vaze jiné druhy receptori. Vedle antivirovych vlastnosti, IFN vykazuji

dalsi biologické vlastnosti zahrnujici regulaci proliferace, imunomodulace a bunécné
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diferenciace™.

Vaccinia virus (VV) je typicky ¢len rodiny, cytoplasmatickych DNA poxviri. Proti
pusobeni INF maji poxviry né¢kolik obrannych strategii. Jednou z nich je sekrece proteinu
VVK3L, ktery vaZze dsRNA, ¢imZ ji chrani pfed detekci proteinkinasy R. PKR muze byt
aktivovana bud’ pravé dsRNA, nebo IFN. Protein VVK3L mé vysokou sekvencni
blokuje fosforylaci a inaktivuje hostitelsky elF-2a. Druhou obrannou strategii poxvirt proti
IFN je exprese rozpustnych cytokinovych receptori kodovanych genem BISR*,
Glykoprotein BI8R ma velikost mezi 60 az 65 kDa a obsahuje tfi domény podobné
imunoglobulinu (Ig). Jeho exprese probihda na bunééném povrchu s néaslednou sekreci do
média. Exprese BI18R probiha jiz v rané fazi infekce a vykazuje vysokou afinitu k
lidskému IFN-a a IFN-f.

Protein B18R je velice uzite¢ny IFN receptor, jelikoZ jeho pfidavek do kultivacniho média
pfi pfenosu mRNA do buné€k napomahd k potlaceni nespecifické imunitni odpovédi a

zvySeni exprese cileného proteinu’®.

1.4. Pankreatické buiiky a jejich transkrip¢ni faktory

1.4.1. Vyvoj pankreatickych bunék
Béhem embryonalniho vyvoje vznikd pankreas z bunék zarodecné endodermadlni listy.
Spojenim dorsalni a ventralni ¢asti budouciho pankreatu, které vznikaji jako vychlipky
formujiciho se stfeva, vznikd pozd¢ji vysledny pankreas. V pribéhu vyvoje pankreatu se
specializované pankreatické bunky diferencuji z multipotentnich progenitorovych bunék,

1%. Mezi zakladni pankreatické buiiky patii

které exprimuji transkripcni faktory Pdx-1 a Ptf
exokrinni, duktalni a endokrinni bunky. Endokrinni butiky jsou v pankreatu lokalizovany v
ramci bunéénych shlukti tzv. Langerhansovych ostriivkl. Pankeratické endokrinni bunky
se d¢li na Ctyfi bunééné subtypy (a, B, 6 a PP), které exprimuji fadu podobnych gend. Tyto
geny se UcCastni predevSim regulované sekrece hormonti z intraceluldrnich vesikuli
(glukagon, insulin, somatostatin a pankreaticky polypeptid)*.

Vyvoj a diferenciace pankreatickych endokrinnich bun€k je dynamicky proces, ktery je
regulovany na turovni genové exprese. K vyvoji rozdilnych bunéénych typi s jejich
jedinecnymi fenotypy je vyzadovana iniciace a udrZeni specifickych programi genové

exprese. Na prubéh programu genové exprese muze byt nahlizeno jako na zmény
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v kli¢ovych hracich - transkripénich faktorech, které tento proces kontroluji (Obr. 13).

isl1
Pax6
HB9S
Pax4 Nkx6.1 MafA
-0~ "
Nkx2.2 o p-Cell PDX-1
NGN3 neuroD1 « Brn4
®&-©0-0-0-0
HB9 a-Cell
Progenitor o 4 f
O—» ° —». = > > > e
HNF1B . N Duct
HNF3p Y .
HNF 4 %j > —> —> —> Ol
HNF6 p48 Exocrine

Obrazek 13. ZjednoduSeny model kaskady transkripénich faktori ucastnicich se vyvoje
pankreatickych bunék. Cervené znazornéné transkripéni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA predstavuji

klicové zastupce pro diferenciaci v B-buiiku. Upraveno dle®.

Studium diferencia¢niho procesu jako linearni kaskady gent, které jsou indukované, nebo
potlacené by bylo idedlni, nicméné skutecnost je mnohem komplikovanéjsi. Celkova sit’
transkripcnich faktort v dospélé bunice se sklada z nékolika interagujicich drah. Naptiklad
faktory zahrnuté v pankreatickém vyvoji jsou exprimované ve vice ¢asovych intervalech a
hraji vice nez jednu tlohu**'. Na obrazku 14 je uveden pfiklad vzajemného ovliviiovani
transkripénich faktorti, které pusobi pfi vyvoji pankreatickych bun&k*. Vyvojové velice
dilezitymi transkripénimi faktory, puvodné identifikovanymi diky jejich reakci
s insulinovym genovym promotorem jsou Isl1, Pdx1 a NeuroD* .

Pankreatické endokrinni buiiky, které jsou schopné vnimat zmény v pfitomnosti Zivin a
odpovidat na n¢ vesikularni sekreci bioaktivnich peptidd, maji vice spolecného
s neurdlnimi bunikami nez s jejich sousednimi exokrinnimi nebo duktalnimi bunikami. Tato
skutecnost je dana tim, ze pankreatick¢ endokrinni buiikky exprimuji mnoho gent, které
byly ptivodné identifikovany u neuront, jako napf. tyrosin hydroxylasa, neuron-specificka
enolasa nebo glutamat dekarboxylasa* 4,

Neni tedy zaddnym piekvapenim, ze pii vyvoji pankreatickych endokrinnich bun¢k se

uplatnuje mnoho transkripcnich faktort, které se také ticastni neurdlniho vyvoje.
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Obrazek 14. Vzijemné ovliviiovani transkripénich faktort béhem vyvoje pankreatickych
endokrinnich bun&k. Cerven& jsou oznadeny transkripéni faktory a Zluté jsou oznadeny funkéni

hormony. Pievzato z*

Pfikladem mohou byt transkripéni faktory Pax4 a Pax6*, které jsou ¢leny rodiny ,,paired
homeodomain®“, dale pak Nkx2.2 nebo Nkx6.1*, které jsou ¢leny rodiny ,,NK
homoedomain“ nebo pro-endokrinni bHLH transkripni faktory Neurogenin3 a
NeuroD>*!,

Pii vyvoji pankreatickych bun¢k se uplatiiuji nejen transkripéni faktory ptibuzné neurdlnim
buitkam, ale také i tzv. hepatocytarni nuklearni faktory (HNF). Pivodné byly tyto faktory
identifikovany jako regulétory transkripce specifickych gent pro jaterni buiiky, avSak dnes

je jiz znamo, ze hraji roli také pti vyvoji a funkci pankreatu.
1.4.2. Pankreatické transkrip¢ni faktory

1.4.2.1. Transkripcni faktor ,, Pancratic duodenal homeobox-1“ (Pdx1)

Vyvoj pankreatu je vice nez 15 let studovan pomoci transkripcnich faktorti a jejich
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hierarchii béhem vyvoje. Centrdlnim a nejvice studovanym transkripénim faktorem je
,pancratic duodenal homeobox-1* (Obr. 13), ktery byl plivodné identifikovan na zaklade
jeho schopnosti se vazat na geny pro insulin a somatostatin. Vedle oznaceni Pdx1 se
muzeme vV literatute také setkat s dalSimi nazvy, jako jsou IUF-1, IPF-1, IDX-1, STF-1 a
GSF. Protein Pdx1 obsahuje 283 aminokyselin s predikovanou molekuldrni hmotnosti 31
kDa. Jako vétSina transkripénich faktori i1 Pdx1 obsahuje oddélené funkéni domény,
z nichz homodoména se Gcastni vazby na DNA a protein-proteinové interakce. Radou
DNA vazebnych experimentil se prokdzalo, ze Pdx1 reguluje velky pocet genii zahrnutych
do zajistovani funkce a identity B-bunék jako jsou insulin, glukosovy transportér 2 (Glut2),
glukokinasu a ostravkovy amyloidni polypeptid. Pdx1 také reguluje genovou expresi
somatostatinu v d-buiikach Langerhansovych ostrivki a ve vyvijejicim se mozku.

Exprese Pdx1 béhem embryondlniho vyvoje pankreatu je zaznamenana jiz ve dni E8.5
pouze v piednim stiev&®. Tato velice rana exprese Pdx1 potvrzuje skuteCnost, Ze tento
transkripcni faktor hraje klicovou roli béhem pankreatické specifikace. Nicméné v dal§im
prabéhu vyvoje je jeho exprese potlacena v buiikach, které se diferencuji bud’ v bunky

exokrinni, duktalni nebo endokrinni*

. Jedinou vyjimkou jsou endokrinni, insulin-
pozitivni B-buiiky, u kterych se Pdx1 za¢ne znovu exprimovat. Pdx1 v maturovanych (-
buiikdch je nezbytny predevSim pro aktivaci exprese genti zodpovédnych za glukosou

stimulovanou sekreci insulinu a také vlastni expresi insulinu (Obr. 15).

Obrazek 15. Promotorova oblast genu pro ostrivkovy hormon insulin. Promotorova oblast genu
pro potkani insulin I se zndmymi sekvencnimi elementy a vézajicimi se faktory. Ramecky

znazoriuji charakteristické sekvencni elementy. Ostrivkové transkripéni faktory, které se vazi na

vazebné misto, jsou ohrani¢eny ovalné nad promotorem. Pievzato z*

Rozséhld studie mutantnich mysi, které mély umlceny gen pro Pdx1 prokdzala bud’
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kompletni pankreatickou agenezi, nebo vytvofeni pankreatu s velmi rozsdhlym
poskozenim a vzniku pouze glukagon-exprimujicich bunék™. Studie promotorové oblasti
genu pdxl byly vyuzity k vyhledani faktori, které reguluji jeho expresi, a tudiz se v
pankreatickém vyvoji uplatiiuji diive nez Pdx1. Na zékladé¢ téchto studii bylo objasnéno, Ze
v regulacni oblasti Pdx1 lezi vazebna mista pro zastupce transkripénich faktorii rodiny
HNF, transkripéni faktory Pax6 (,,paired box protein 6°) a rovnéz i samotny Pdx1%,
Nicméné transkripcni faktor Pax6 a HNF1a nejsou pfi vyvoji exprimovany v tak hojné
mife, aby spustily expresi Pdx1. TudiZz za hlavni aktivator exprese Pdx1 se povazuje

transkripcni faktor HNF3p, jehoz delece u mutatnich mysi zpuasobila ihnibici exprese Pdx1.

1.4.2.2. Transkripcni faktor Neurogenin 3

Endokrinni buiiky dospélého pankreatu vznikaji z nediferenciovanych progenitorovych
bunék v pribéhu pankreatického embryonalniho vyvoje ve dnech E12.5 az E16.5.
Diferenciace téchto pankreatickych progenitorovych bunék je primarné regulovana pomoci
Notch laterdlni inhibice®*’. Notch-laterlni inhibice je zprostfedkovana prostiednictvim &
ligandt a Notch receptorti, které funguji na zédkladé vybéru jediné buniky. U této bunky je
aktivovana exprese transkripniho faktoru Neurogenin3 (Ngn3) a tim i program endokrinni
diferenciace, zatimco u sousednich bunék dojde v disledku aktivace Notch signalni drahy
k zamezeni aktivace endokrinni diferenciace. Timto zplsobem je z tak velkého poctu
progenitorovych bun¢k vybrano pouze malé procento, které se stane endokrinnimi
buiikami, zatimco zbytek progenitorovych bunék ziistane nediferenciovany. Zakladnim
cilem této bunécné specifikace je tedy indukce exprese transkripéniho faktoru
Neurogenin3, ktery je hlavnim regulatorem endokrinniho vyvoje bufiky™.

Ngn3 patii do rodiny helix-loop-helix (bHLH) transkripénich faktort a funguje priméarné
jako aktivator genové transkripce v endokrinnich progenitorovych bunkéach. Ngn3 je
exprimovan pouze v malé mife v ramci vyvijejiciho se pankreatu a jeho tlohou je zvySeni
exprese dalSich transkripénich faktort jako je NeuroD, Nkx6.1, Pax4 a Pax6, které
usmériuji vyvoj butiky v B-buiiky a produkei insulinu®.

Navic vyznam Ngn3 ve vyvoji endokrinni butiky je zdiraznén skutecnosti, ze nedostatek
Ngn3 zabraiiuje vzniku prakticky vSech pankreatickych a stfevnich endokrinnich bun¢k. V
opacném piipadé, nadmérna exprese Ngn3 vede také ke zmenSeni poc¢tu endokrinnich

bun¢k, proto je béhem vyvoje striktné vyZzadovana piesnd regulace exprese Ngn3 pro
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udrzeni spravné velikosti a bunéného slozeni endokrinniho pankreatu.

1.4.2.3. Transkripcni faktor MafA
V sekvenci insulinového promotoru (Obr. 15) se nachdzi mnoho vazebnych mist pro cetné
transkripcni faktory, které hraji kritickou roli pfi genové expresi insulinu. Do oblasti Al,
GG2 a A3 se vaze jiz zminény transkripcni faktor Pdx1 a do oblasti E1 se vaze transkrip¢ni
faktor NeuroD, ktery patii do rodiny bHLH. Dalsim dalezitym vazebnym mistem je oblast
oznacovana u ¢lovéka C1 nebo RIPE3b u potkana, na které se vaze transkripéni faktor
MafA, ¢len proteinové Maf rodiny™.
Maf proteinova rodina transkripénich faktori tvoii podskupinu rodiny zakladniho
leucinového zipu. Maf proteiny jsou homologni k virovému Maf (v-Maf) onkoproteinu,
ktery je piivodnim ¢lenem této rodiny. Maf proteinova rodina je rozdélend na zaklad¢ jejich
struktury a funkce na velké Maf a malé Maf proteiny. MafA patii do skupiny velkych Maf
proteinii spolecné s MafB, c-Maf a Nrl. MafA je vyhradné exprimovana v -bunkéch a
nikoliv v a-, y-, 8-bufikach pankreatickych ostrivka™. Pokud je MafA (podobné jako Pdx1
nebo NeuroD) exprimovan pouze samostatné, jednd se o slaby transaktivator insulinového
promotoru. Nicméné v pfipad¢, kdy jsou tyto tfi transkripéni faktory exprimovany
soucasné dochazi k silné synergické aktivaci exprese insulinového genu®. Tudiz ucast
vSech téchto tfech transkripcnich faktort je nezbytna pro dostate¢nou expresi insulinu v f3-
bunkach.
Studii knockout my$i s uml¢enym genem pro MafA byl prokazan vyvoj v€kové zavislého
diabetu®'. Po narozeni maji Langerhansovy ostriivky knockout my$i standardni morfologii,
nicméné s postupem véku maji poskozenou glukosou stimulovanou sekreci insulinu a
vykazuji abnormalni architekturu. Navic u téchto myS$i dochdzi ke sniZeni exprese
glukosového transportniho ptenasece 2 (Glut2), ktery je dilezitou soucasti systému
odpovédi B-bun€k na zménu hladiny glukosy v krvi.
Hlavni tlohu transkripéniho faktoru MafA je nejenom regulace exprese insulinu, ale
rovnéz regulace dalSich gent dulezitych pro spravnou funkci B-bunky. Jedna se o geny
zahrnuté do biosyntézy insulinu, insulinové sekrece nebo metabolismu glukosy, jako
napiiklad prohormon konvertasa (Pcskl), podjednotky K+ kanalu (Kir6.2 a SURI),
»glucagon-like peptide 1 receptor” (GLP1-R), Glut2, glukokinasa a pyruvat karboxylasa
(Tab. 3)*. MafA také reguluje expresi dalSich transkripénich faktort v B-bufikach jako je
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Pdx1, NeuroD a Nkx6.1. Je tedy zfejmé, ze MafA je kliCovym regulacnim prvkem gend,

které jsou nezbytné pro spravnou funkci B-bunék®.

Tabulka 3. Seznam gent regulovanych transkripnim faktorem MafA a jejich funkce v B-bunkach.

Upraveno dle®.

Gen Funkce

Preproinsulin . o .

biosyntéza insulinu

Prohormon konvertasa
SUR1

Kir6.2. sekrece insulinu

GLP1-receptor

Glukosovy transportér 2

Glukokinasa metabolismus glukosy

Pyruvat karboxylasa
Pdx1

Nkx6.1 transkripcni faktory

NeuroD

1.5. Bunéény reprogramming

Primarnim cilem regenerativni mediciny je pfiprava novych bungk, které by mohly slouZit
k opravé ¢i nahradé nemocné nebo poskozené tkan€. Mezi velkym poctem inovativnich
myslenek, které se snazi dosdhnout tohoto cile je ptistup, ktery zahrnuje pteménu jednoho
typu dospélych bun€k natyp odlisSny. Naptiklad Siroce rozsifené lidské dermalni
fibroblasty a adipocyty mohou byt pfeménény na jiné, 1¢katsky vyznamné buiiky, jako jsou
naptiklad neurony, kardiomycety nebo pankreatické B-bunky. Vyhodou tohoto piistupu je
pfiprava imunologicky vhodnych bunék, jelikoz by pacientovi byly transplantovany jeho
vlastni bunky.

Vsechny bunky jsou béhem svého vyvoje fizeny piisnymi pravidly, podle kterych se
z pluripotentni embryonalni buiiky stane dospéla a plné¢ diferencovana builka. Piedni
embryolog Conrad H. Waddington zn4zornil tento proces vyvoje buiiky jako kuli¢ku, ktera
se kutali z vrcholu hory do udoli*. Jednotlivé vétveni Gdoli predstavuji mozné vyvojové

sméry, po kterych se kuli¢ka postupné ubira a kde na konci zaujme stabilni diferencovany
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Obrazek 16. Bunécny vyvoj a reprogramming. Schématické diagramy vyvoje a reprogrammingu
bun€k (4) V normalnim vyvoji, pluropotentni burika, jako naptiklad embryonalni kmenova bunka
(zelena kulicka), se kutali dold vétvenym udolim, které reprezentuje vSechny mozné vyvojové
sméry. Bunka béhem vyvoje podlehne tadé rozhodnuti a zménam, ¢imz se dostane do stavu
dospélosti na konci tdoli (modra kulicka). (B) Béhem pluripotentniho reprogrammingu, ktery
zahrnuje bunécny somaticky jaderny transfer (SCNT) a formovani indukovanych pluripotentnich
kmenovych bunék (iPSC), je cely proces obracen a diferencovana buiika je vracena do ptivodniho
pluripotentniho stavu. Tento proces je znazornén kulickou (buiikou), ktera vystoupa ze dna udoli na
jeho vrchol. (C) Pristup ,lineage reprogramming* zahrnuje dediferenciaci a transdiferenciaci, kdy
se dospéla bunka bud’ vrati do progenitorového stavu (svétle modra kulicka), nebo se preméni

rovnou v jinou dospélou buriku (Zluta kuli¢ka). Pfevzato a upraveno dle®.

stav. (Obr. 164)

V takovémto stavu se bunka jiz dale nedéli a nachdzi se ve stavu tzv. termindlni
diferenciace, ktery je vétSinou permanentni. Opacny proces piirozené¢ho vyvoje, kdy se
kulicka (buiika) vrati zpét do svého piivodni stavu embryonalni pluripotence se oznacuje
jako pluripotentni reprogramming (Obrazek 16B). Yamanaka a jeho kolegové® dokazali
pomoci metody pluripotentniho reprogrammingu vytvofit tzv. indukované pluripotentni
kmenové bunky (iPSC) z bun¢k pokozky dospélého Cloveéka. Za tuto metodu obdrzel
v roce 2012 Nobelovu cenu za medicinu®’.

Mezi dal§i metodu pluripotentniho reprogrammingu patfi somaticky bunéény jaderny
transfer (SCNT), pfi kterém je injektovdno jedno jadro ze somatické buiky do vajicka
zbaveného jadra ve stavu druhé meiotické metafaze®. Kromé pluripotentniho
reprogrammingu existuji 1 dal$i pfistupy, pii kterych dochazi k preméné dospélé
diferencované bunky bud’ na bunku progenitorovou anebo bunku se zcela odliSnym
fenotypem, bez potfeby navratu do stavu pluripotence. Mezi piistupy tzv. ,lineage

reprogramming® patii proces dediferenciace a transdiferenciace (Obrazek 16C), které
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nesou znaéné vyhody oproti metodé pluripotentniho reprogrammingu®.

Dediferencované ¢i transdiferencované buiitky mohou byt vyuzity v regenerativni medicing
k opravé ¢i regeneraci tkani. Napiiklad pfeprogramované pankreatické exokrinni buiiky
mohou slouzit jako zdroj novych B-bunck, které byly poskozené autoimunitnim atakem
diabetu typu 1.

Hlavni pfevrat v buné¢ném reprogrammingu B-bunék piedstavuje prace Zhou a kol.%, ktefi
prokazali, ze pankreatické exokrinni bunky mohou byt pfeménény na buiky endokrinni.
Pomoci adenovirovych nosict vnesli do mySiho pankreatu smés genl pro pankreatické
transkripéni faktory. Z této skupiny urcili tii transkripéni faktory Neurogenin3, Pdx1 a
MafA, které byly schopné vyvolat transdiferenciaci pankreatickych exokrinnich bunck na
buniky produkujici insulin s charakterem B-bun¢k. Takto vzniklé B-bunky nevykazovaly
expresi duktalnich ¢i exokrinnich markerti, ¢imZ bylo vylou€eno, Ze se nejedna o hybridni
¢i smisené bunécné fenotypy. Z vysledki této studie se da usuzovat, ze fenotyp terminalné
diferenciovanych dospélych pankreatickych buncék mize byt za urcitych okolnosti

pozménén.
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2. Cil prace

Hlavnim cilem této diplomové prace byla ptiprava syntetické mRNA kodujici pankreatické
transkripcni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA a dale ovétit schopnost synteticky pfipravenych
mRNA stimulovat transdiferenciaci pankreatické exokrinni bunééné linie AR42J na bunky

produkujici insulin.
Dil¢i cile:

» ptiprava DNA templatd pro in vitro syntézu mRNA kodujici transkripéni faktory
Pdx1, Ngn3 a MafA

* oveéteni spravné funkce mRNA pomoci transfekce do bunék AR42]J

» transdiferenciace exokrinnich pankreatickych bunék na bunky produkujici insulin

pomoci opakované transfekce mRNA kodujici Pdx1, Ngn3 a MafA
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3. Pouzity material

Abcam (UK) - rabbit Anti-MafA antibody, rabbit Anti-Pdx1 antibody, rabbit Anti-insulin
antibody, mouse Anti-insulin, mouse Anti-glucagon antibody, rabbit Anti-a-amylase
antibody

Amresco (USA) - glycin, glycerol, tris base

B. Braun Medical (CR) - aqua pro injectione

Cellscript (USA) - T7 mScript™ Standard mRNA Production System

Clonetech (USA) - plasmid pAcGFP1-N3, In-fusion®Cloning Plus

Developmental Studies Hybridoma Bank (USA) - mouse Anti-Neurogenin3 antibody
Fermentas (Kanada) - 6X DNA Loading Dye, GeneRuler 50 bp DNA Ladder, Top Vision
LM GQ Agarose

IDT (USA) - primery

Life Technologies (USA) - Alexa Fluor 555 donkey anti-rabbit IgG, Alexa Fluor 555
donkey anti-mouse IgG, Alexa Fluor 647 donkey anti-rabbit IgG, Alexa Fluor 647 donkey
anti-mouse IgG, NucBlue® Fixed Cell Stain ReadyProbesTM reagent - DAPI Special
Formulation, Glutamax, ITS, MEM, RPMI medium, Ham's F12-K (Kaighn's) Medium,
OptiMEM®, Quant-iT™ dsDNA BR Assay Kit, Qubit® RNA BR Assay Kit,
Lipofectamine® MessengerMAX™ Reagent mRNA Transfection kit, BigDye Sequencing
RR-24 Terminator, v3.1, Ambion® Anti-Reverse Cap Analog (ARCA), MEGAclear™ Kit,
RNAsecure™

New England Biolabs (USA) - Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase, NEbuffer
4, antarkticka fosfatasa, restrikéni enzymy

Polysciences, Inc. (USA) - paraformaldehyd EM Grade Powder

Peprotech (USA) - bFGF, EGF, IGF

Qiagen (SRN) - RNeasyPlus® Mini Kit, QIAgen® Plasmid Midi Kit, QIAprep® Spin
Miniprep Kit, QIAquick® Gel Extraction Kit

Roche (SRN) - FastStart PCR Master, Transcription First Strand cDNA Synthesis Kit,
FastStart Universal SYBR Green Master (ROX)

Sigma-Aldrich (SRN) - isopropanol, 2-merkaptoethanol, Accutasa, 5’-aza-2'-
deoxycytidin, BIX01294, Betacellulin, dabco-mowiol, dimethylsulfoxid, EDTA, ethanol,
ethidium bromid, exendin-4, FBS, BSA, HBSS, SOC médium, chlorid sodny, kyselina
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borité, nikotinamid, Triton X-100, Tris-HCI, trypsin

Slozent roztokii

SOC médium: 2% zeleninovy pepton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl2, 10 mM
MgS04, 20 mM glukosa

TAE: na 1000 ml 48,4 g tris base, 11,4 ml koncentrované kyseliny octové (17,4 M), 3,7 g
EDTA

TBE: na 500 ml 27 g tris base, 13,75 g kyseliny borité a 10 ml 0,5 M roztoku EDTA

Pouzité pristroje

Sekvenator 3130 Genetic Analyzer - Life Technologies (USA)

Analytické vahy - OHAUS Corp., VP64C (USA)

Aparatura pro elektroforézu - Appelex, Minigel 2, Midigel 2 (Francie)

Automatické mikropipety - BioHit (Finsko)

Centrifugy - Hettich Micro 200, 220 R, Universal 320R, Rotanta 460R (Svycarsko)
CO2 inkubator - MCO17-AIC, Sanyo (Japonsko)

Dokumentacni systém - Syngene, G:Box (Velka Britanie)

Inkubator - HeraTherm, Thermo Scientific (SRN)

Laminarni box - ESCO, Airstream PCR (Singapur), HeraSafe KS, Thermo Scientific
(SRN)

Mikroskopy - Olympus, BX41FL (Japonsko), Evos FL Auto, Life Technologies (USA)
PCR termocykléry - Applied Biosystems, Veriti (USA), Biometra Tpersonal (SRN)

pH metr - Eutech, pH 2700 (Nizozemsko)

Piedvazky - Ohaous, Scout (Svycarsko)

Vodni lazei - Julabo, TW12 (SRN)
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4. Metody

4.1. Metoda homologni rekombinace In-fusion®

Metoda In-fusion® reakce slouzi ke vkladani iiseku DNA do vektoru (Obr. 17). Hlavnim

principem této metody je homologni rekombinace jednovlaknovych 3' konci DNA

molekul, které vzniknou ptisobenim DNA polymerasy s 3' exonukleasovou aktivitou.

V této praci byl piipraven DNA templat pro piipravu syntetické mRNA kodujici

transkripcni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA (Ptiloha 1). Restrikénimi endonukleasami Nhel a

BamHI se nejprve pies noc nastépil cirkularni DNA plasmid pAcGFP1-N3 (Ptiloha 2), do

kterého se pomoci homologni rekombinace vnesla sekvence DNA konstruktu, ktery

obsahoval sekvenci pro T7 promotor, 5' a 3' nepiekladanou oblast pro B-globin a restrik¢éni

mista pro enzym Pstl (Obr. 17). In-Fusion® reakce byla sestavena podle manualu In-

Fusion® HD Cloning Kit (150 ng linearizovaného plasmidu v molarnim poméru s DNA

templatem 1:2), teplotni program byl zvolen 50°C 15 min, poté 30°C 3 min.

Vytvoreni roztoku pro reakci In fusion

In fusion enzymovy premix
-

PCR produkt genu PDX 1
-

linearizovany vektor N .
15 minut pii 50 °C

v

Inkubace roztoku :
¢ C )~

Transformace rekombinantniho plasmidu
do bunék E. coli

v

Odebrani bunék E. coli pro izolaci
rekombinantniho plasmidu

vytvoreni
rekombinantniho
plasmidu

[ o

N

Obrazek 17. Schéma vloZzeni useku DNA do vektoru pomoci In-fusion® reakce. Na zaklad¢

homologni rekombinace se inkorporuje DNA templat do linearizovaného plasmidu, ¢imz dojde ke

vzniku rekombinovaného cirkuldrniho plasmidu, ktery je transformovan do bunck E. coli.

Upraveno dle protokolu In-Fusion® HD Cloning Kit.
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Nové vznikly cirkularni plasmid pAcGFP1-N3-konstrukt byl vlozen ke 100 pl E. coli
Stellar kompetentnich bun¢k pomoci teplotniho Soku (42°C, 1 min) a nasledné¢ ponechan 2
min pii 0 °C. Nakonec bylo ke smési pfidano na 37°C vytemperované SOC médium do
kone¢ného objemu 500 pl. Inkubace probihala po dobu jedné hodiny pii 37°C. Na
mikrobiologické misky s agarem (obsahujici 50 pg/ml kanamycin) byla vyseta inkubovana
smés fedéna v pomeru 1:10 v SOC médiu, ktera se nechala inkubovat pies noc pii 37°C.

Naésledujici den se z mikrobiologické misky ptfeneslo 8 kolonii do 1 ml LB-média s 0,1%
kanamycinem, ve kterém se nechaly inkubovat 1 hodinu pti 37°C (280 rpm). Néasledn¢ se
odebral 20 pl vzorek na PCR pro kontrolu tspésné transformace. Na zavér byly pridany k
pozitivné transformovanym koloniim 3 ml LB-média s 0,1% kanamycinem a nechaly se

inkubovat pies noc pti 37°C.

4.2. Amplifikace plasmidi s DNA konstrukty - kontrola aspéSnosti transformace
PCR pro ovéfeni tispéSnosti transformace byla provedena pomoci protokolu FastStart PCR
Master s teplotnim programem uvedeném v tabulce 4 a primery v tabulce 5. Poté byla

provedena TBE gelova elektroforéza pii konstantnim napéti 60 V po dobu 1 hodiny.

Tabulka 4. Teplotni program kontrolni PCR pro ovéfeni tspé$nosti transformace

95°C 2'30"
95°C 25"
61°C 15"
72°C 1'_» 40x
72°C 5

4°C B

Tabulka 5. Pouzité primery pro ovéfeni ti€innosti transformace

Nazev Sekvence

MafA forward | GCCATCGAGTACGTCAAC

MafA reverse | CAGCTTCTCGTATTTCTCCTTGTA
Pdx1 forward | ACCAAAATCAACGGGACTTTC
Pdx1 reverse | CGCTCACGCTGAACTTGTG
Ngn3 forward | ACCAAAATCAACGGGACTTTC
Ngn3 reverse | CGCTCACGCTGAACTTGTG

4.3. Izolace plasmidi pAcGFP1-N3 s DNA konstruktem

Narostla bakterialni kultura byla centrifugovana 7 min pii 2300 g a 18°C. Izolace plasmidu
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byla provedena dle ndvodu CompactPrep®Plasmid Midi kit (25). Po izolaci byla stanovena
koncentrace plasmidu fluorometricky pomoci kitu Quant-iT™ dsDNA BR Assay Kit
(smés: 200 pl pufru, 1 pl fluoroforu, 1 pl plasmidové DNA).

Takto pfipraveny rekombinantni plasmid byl dale $t€pen restrikéni endonukleasou Pstl.
Smés Stépenych produktii byla nanesena na TAE gelovou elektroforézu (60 V, 2 hodiny) a
nasledn¢ pomoci kitu QIAquick® Gel Extraction Kit byla izolovéna a pomoci Quant-iT™

dsDNA BR Assay Kit kvantifikovéna.

4.4. Priprava plasmidu pAcGFP1-N3 s DNA konstruktem a genem pro mRNA
kédujici transkrip¢ni faktory
Pomoci druhé homologni rekombinace byl do linearizovaného plasmidu s DNA
konstruktem zanesen stejnym zpisobem (viz. kapitola 4.1, str. 37) jiz samotny gen pro

ptislusny transkripéni faktor (Pdx1, Ngn3 nebo MafA).

4.5. Sekvenace plasmidi Sangerovou metodou

Pro ovéfeni spravnosti DNA sekvence kodujici jednotlivé transkripéni faktory byla
provedena sekvenace pfislusné Casti plasmidu. Pfed samotnou sekvenacni analyzou byla
nejprve piipravena reakéni smés podle navodu BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit s koncentraci DNA templatu 200 ng na reakci. Teplotni program byl zvolen 96°C
1 min, poté 40x 96°C 10 min, 50°C 5 min, 60°C 4 min™. Pouzité primery jsou uvedeny
v tabulce 6.

Po dokonceni sekvenacni reakce byla vysledna reakéni smés ptenesena do ,,stop* roztoku
(3 M octan sodny, 100 mM EDTA a 20 mg/ml glykogen) a nasledn¢ produkt amplifikace
byl vysrazen 95% ethanolem, centrifugovan pii 4°C a 14 000 g po dobu 15 min. Peleta
byla nakonec tfikrat omyta 70% ethanolem a vysusena 10 min pii 65°C.

Precistény produkt byl denaturovan 3 minuty ve 20 pl formamidu pti 95°C. Analyza
sekvenace byla provedena na piistroji 3130 Genetic Analyzer a data vyhodnocena pomoci

programu UGENE.
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Tabulka 6. Sekvence primerti pouzitych pfi sekvenaci

Nazev Sekvence
Pdx1 forward ATGAACGGCGAGGAGCAGTACTACG
Pdx1 reverse TCGTGGTTCCTGCGGTCG

Ngn3 forward
Ngn3 reverse
MafA forward
MafA reverse

ATGACGCCTCAACCCTTGGATGC
GAAAATCTGAGAAAGCCAGGGTGCC
GCCATCGAGTACGTCAAC
CAGCTTCTCGTATTTCTCCTTGTA

4.6. Priprava templatu pro syntézu mRNA

Plasmid nesouci sekvenci kodujici celou mRNA pro pfislusny transkripcni faktor byl

Stépen pomoci restrikéni endonukleasy Nhel pies noc pii 37°C a nasledné druhy den

nanesen na TAE gelovou elektroforézu. Po izolaci pomoci kitu QIAquick® Gel Extraction

Kit byl templat pro syntézu mRNA amplifikovan pomoci PCR reakce (Tabulka 7). Reakce

byla pfipravena podle protokolu vyrobce kitu Q5® Hot Start High-Fidelity DNA

Polymerase, pouzité primery jsou uvedeny v tabulce 8. Na zavér byla provedena kontrolni

TBE gelova elektroforéza pti konstantnim napéti 60 V po dobu 1 hodiny.

Tabulka 7. Slozeni reak¢ni PCR smési pro piipravu koneéného DNA templatu. (Qiagen)

Slozeni reakéni smési objem

5X Q5 reakéni pufr 30 ul

5X Q5 ,High GC Enhancer*® 30 i

10 mM dNTP 3l

10 uM forward primer 6 ul

10 uM reverse primer 6 ul

templat cDNA (Pdx1, Ngn3, MafA) |1 ul (100 ng)
,huclease-free” H,O 70 pl

Q5 DNA polymerasa 4 ul
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Tabulka 8. Sekvence primert pouzitych pro piipravu kone¢ného templatu pro syntézu mRNA pro

Pdx1, Ngn3 a MafA

Nazev Sekvence

Primer forward 5’ UTR | TAGCAGAAGCTAATAC
Primer reverse 3'UTR TTTTTTTTTTTGTTCTCGCATACGTGTATAGCATG

4.7. Syntéza a purifikace mRNA

In-vitro syntéza mRNA pro transkripéni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA probihala pomoci kitu
T7 mScript™ Standard mRNA Production System s uréitymi obménami. Synteticka
mRNA obsahovala 5' ¢epiCku zavedenou pomoci ARCA analogu (Anti-reverse Cap
Analog) (Obr. 18) a poly(A) konec byl syntetizovdn pomoci polymerasy izolované ze
Saccharomyces cerevisiae.

Na obrazku 19 je zndzornéno schéma in vitro transkripce (IVT), podle kterého byla
synteticka mRNA pfipravena. Prvnim krokem je pfiprava reakce, pii které dochazi pomoci
T7 polymerasy k ptfepisu templatové DNA do vlakna RNA obsahujici 5S'UTR, kédujici
oblast a 3'UTR. Pro snizeni toxicity mRNA a imunitni odpovédi builkky na syntetickou
mRNA, byly pro vyrobu mRNA pouzity modifikované nukleosidy pseudouridin a
5-methylcytidin.

Obrazek 18. Anti-reverse Cap Analog (ARCA). ARCA je analog 5'Cepicky vyuzivany pfi in vitro
transkripci za ucelem produkce Cepickovaného transkriptu. Ve své modifikované struktufe ma
3'-OH skupinu nahrazenou -OCHj; (zvyraznéné Cerveng). Diky této substituci, RNA polymerasa
muze zahdjit transkripci pouze se zbyvajici hydroxylovou skupinu a tudiz inkorporaci ARCA pouze

v ptimém sméru. Upraveno dle’".

V reakéni smési bylo zastoupeni uridinu vici pseudouridinu (resp. cytitidinu vici

S-methylcytidinu) vzdy 3:1. Celkové mnozstvi nukleosidii nebylo pfidano do pocatecni
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reakce, nybrz byly rozd€leny do ctyt alikvot a pfidany ve 20 minutovych intervalech, tudiz
syntéza probihala celkem 80 minut pii 37°C.

V nasledujicim kroku byla z reakéni smési odstranéna DNA pomoci Dnasy I po dobu 20
minut a nasledné byla reak¢éni smés precisténa precipitaci 5 M octanem amonnym pii 4 °C.
Po 20 minutach inkubace byl roztok centrifugovan 10 000 g 20 min pii 4°C. Peleta byla
omyta 70 % ethanolem a nésledné rozpusSténa na 65°C vytemperovanou vodou (RNase
free).

Nasledn¢ bylo provedeno odstranéni volnych 5' fosfatovych zbytkl z pfipadné se
vyskytujicich vldken mRNA bez 5' cepicky pomoci enzymu antarkticka fosfatasa (5 U/ul).
Reakeéni smés se nechala inkubovat 250 minut pti 37°C, poté ptes noc pii 4°C.

Pro polyadenylaci 3' konce vlakna byla pouzita polymerasa ze Saccharomyces cerevisiae
(60 U/ul) ve smési s 50 nM ATP a 50 pg syntetické mRNA po dobu 200 minut pii 37°C.
Takto synteticky pfipravenda mRNA s 5' ¢epickou, kdodujici sekvenci a 3' poly(A) koncem
byla na zavér pie¢i§téna pies kolonku pomoci kitu MEGAclear™. Pfe¢isténd mRNA byla
z kolonky eluovana pii 60°C roztokem RNAsecure™ pro inaktivaci pfipadné RNasové
kontaminace.

Po syntéze byla stanovena findlni koncentrace mRNA fluorometricky pomoci kitu Qubit®

RNA BR Assay Kit (smés: 200 pl pufru, 1 pl fluoroforu, 1 ul mRNA).
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Obrazek 19. Schéma in vitro syntézy mRNA. Prvnim krokem je transkripce DNA templatu do
vlakna RNA a zaroven inkorporace 5' cepicky v podobé ARCA analogu. Takto vznikld vldkna
mRNA jsou vystavena plisobeni antarktické fosfatasy. Na zavér se vlakno polyadenyluje pomoci
poly(A) polymerasy ze Saccharomyes cerevisiae, kterd piipoji poly(A) konec o pfiblizném poctu
300 A. Poslednim krokem je precisténi finalniho produktu pfes kolonku. Upraveno dle protokolu
T7 mScript™ Standard mRNA Production System.
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4.8. Kultivace bunék

K experimentim byla pouZita potkani pankreaticka exokrinni buné¢na linie AR42J, ktera
byla kultivovana pii 37°C, 5 % CO; bud’ v médiu Ham’s F12-K (Kaighn’s) Medium
s piidavkem 1 % GlutaMAX™ Supplement a 15 % Fetal Bovine Serum (FBS), nebo
v bezsérovém médiu (slozeni uvedeno v tabulce €. 9. K pasdzovani AR42J bun€k byla
pouzita enzymova smés Akutasa po dobu 15 min pfi pokojové teplote.

Jako druhd bunécna linie byly pouzity HTB9 bunky odvozené z tumoru lidského
mocového méchyfe. Ke kultivaci bunék HTB9 bylo pouzit¢ RPMI 1640 médium
s pfidavkem 1 % GlutaMAX™ Supplement a 10 % FBS. K pasazovani HTB9 bunék byl
pouzit 0,05 % roztok trypsinu v PBS po dobu 5-10 min pti 37°C.

Tabulka 9. Slozeni média a suplement pro kultivaci bunécné linie AR42J.

slozka mnozstvi slozka mnozstvi
F12-K 9,5 ml F12-K 0,76 ml
Albumin 250 pl betacellulin (2 uM) 20
MEM 100x 100 pl exendin-4 (10 uM) 20 pl
Glutamax 100x 100 pl nicotinamid (1 uM) 200 pl
ITS 100x 100 pl 5-Aza-2'-DC (20 mM) 0,5 ul
IGF (80 ng/ml) 10

EGF (50 ng/ml) 1 ul

bFGF (10 ng/ml) 2 ul

gastrin (20 ng/ml) 1 ul

B18R (20 pg/ml) 100 pl

7DG (10 pM) 10

4.9. Priprava extracelularni matrix pro kultivaci bunék AR42J
Pro kultivaci AR42J bun¢k v 96-ti a 48-ti jamkovych destickach byla vyuzita extracelularni
matrix produkovana bunkami HTB9. Extracelularni matrix je sloZend pfedevSim z
kolageni, proteoglykant a glykoproteini, které napomahaji buiitkdm ke stabilizaci jejich
struktury, migraci, proliferaci, diferenciaci a pfeziti.
Bunky HTBO se nechaly nartist do 100 % konfluence a nasledné byly kultivovany po dobu
3 dna v prislusné desticce. Pred pfidanim vytemperovaného lyza¢niho roztoku (20 mM

NH4OH, 0,1 % Triton X-100 v aqua pro Injectione) se buiiky omyly od média roztokem
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PBS. Bunécna lyza probihala 5 minut v inkubatoru pti 37°C. Na zavér byl lyzacni roztok
odmyt a desticka byla 4x promyta roztokem PBS. Na zavér byly do desticek nasazeny
ARA42] bunky tak, aby zaujimaly 30-50 % povrchu.

4.10. Transfekce syntetické mRNA do bunécné linie AR42J
Bunééna linie AR42J ve 48 nebo 96 jamkové desticce s konfluenci 30-50 % byla
transfekovana podle protokolu Lipofectamine® MessengerMAX™ Reagent mRNA
Transfection. Transfekéni ¢inidlo MessengerMAX™ bylo nafedéno v médiu Opti-MEM®
v poméru 1:33 a nechalo se inkubovat 10 minut pfi pokojové teploté. Poté byl roztok
média Opti-MEM® s transfekénim €inidlem smichan v poméru 1:1 s mRNA o koncentraci
200 ng/ul v Opti-MEM® médiu a inkubovdn 5 minut pii pokojové teploté. Vysledny
pomér transfekéniho  ¢inidla  vG¢i  mnozstvi mRNA  odpovidal 1,5 pl
messengerMAX™:1 ug mRNA. Po inkubaci byla takto pfipravena smés aplikovana v

piislusném mnozstvi do kultivacniho média a posléze ptidana k buiikam.

4.11. Imunochemické stanoveni s fluorescen¢nim vyhodnocenim

Pro imunochemické stanoveni s fluorescencnim vyhodnocenim byly pouzity vzorky
obsahujici transfekované bunky AR42J v 96 jamkové desticce. Builky byly tfikrat promyty
od média roztokem Hank’s balanced salt solution (HBSS) s ptfidavkem 1 % FCS a
nasledné fixovany 20 min 4 % formaldehydem v PBS pfi pokojové teploté. Po fixaci byly
bunky tfikrat promyty roztokem PBS. Poté k buitkdm byl pfidan blokovaci roztok (PBS
s 0,1 M glycinem, 0,05 % Triton X-100 a 5 % osli sérum) po dobu 30 min pii pokojové
teploté.

Po odstranéni blokovaciho roztoku byla do jamek aplikovana primarni protilatka fedéna
v ,,antibody diluent” (1 % BSA, 0,2 % Cold fish skin gelatin, 0,5 % Triton X-100, 0,01 %
azid sodny v PBS o pH 7,2 - 7,4), pro TF Pdx1 1:200, pro TF Ngn3 1:300 a pro TF MafA
bylo fedéni 1:250. Primarni protilatka pro insulin byla fedéna 1:300, glukagon 1:1000 a
pro a-amylasu 1:200. Inkubace probihala po dobu 30 min v inkubétoru pii 37°C.

Nasledné primérni protilatka byla trikrat promyta roztokem PBS. Sekundérni protilatky
byly fedény v blokovacim roztoku v poméru 1:400 a jejich inkubace probihala opét 30
minut pii 37°C v inkubatoru. Pro detekci jader byla pouzita fluorescencni barva NucBlue®

Fixed Cell Stain ReadyProbes™ reagent - DAPI Special Formulation fedéna 1:10 v PBS,
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doba inkubace byla 5 minut.

Po zavéreéném proplachu 3x roztokem PBS, obarvené bunky byly pfevrstveny roztokem
Dabco-Mowiol v glycerolu (2,5 % 1,4-diazabicyclo-octane (DABCO), 10 % Mowiol 4-88,
25 % glycerol a 0,1 M Tris-HCl, pH 8,5).

Pro zobrazeni fluorescence byl pouzit fluorescencni mikroskop EVOS®FL Auto.

4.12. Izolace celkové RNA a kvantitativni PCR s reversni transkripci (QRT-
PCR)
Pied izolaci RNA byly buniky oplachnuty od média roztokem PBS. Poté probéhla izolace
RNA pomoci kitu RNeasy® Plus Mini. Po izolaci byla fluorometricky zmétena
koncentrace ziskané RNA pomoci kitu Qubit® RNA BR Assay Kit (smés: 200 ul pufru,
1 pl fluoroforu, 1 pl bunécné RNA).

Kvantitativni RT-PCR byla provedena ve dvou krocich. Prvni krokem byl ptepis izolované
celkové RNA do cDNA. Reakéni smés byla sestavena podle navodu kitu Transcriptor First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit s pouzitim zakotvenych-oligo(dT)s primertt a ndhodnych
hexamerovych primerti v poméru 1:5. Pro rozvolnéni sekundarni struktury RNA byl roztok
RNA, primert a vody zahfivan 10 min pii 65°C. Teplotni program reakce pro piepis do
cDNA byl zvolen 10 min 25°C a nasledné 60 min pii 50°C. Inaktivace reversni

transkriptasy probéhla zahtatim roztoku na 5 min pfi 85°C a ulozenim na led.

Ve druhém kroku byla provedena kvantitativni PCR. Reak¢ni smés byla sestavena podle
protokolu Fast Start Universal SYBR Green Master (ROX). Teplotni program je uveden v
tabulce 10. Pro analyzu bylo pouzito 22 gent, jejich seznam a pouzité specifické primery

jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 10. Teplotni program zvoleny pro kvantitativni PCR.

50°C 2'

95°C 10'

95°C 15"
62°C 1" — 40x
95°C 15"
60°C 1'
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Tabulka 11. Sekvence primert pro 22 genu testovanych ptfi qRT-PCR. Primery pro

transkrip¢ni faktory jsou specifické pro identifikaci endogenni mRNA

Nazev

Sekvence

Nazev

Sekvence

ACTB forward
ACTB reverse
GCG forward
GCG reverse
Gck forward
Gck reverse
GLP1R forward
GLP1R reverse
GLUT2 forward
GLUT2 reverse
INS1 forward
INS1 reverse
INS2 forward
INS2 reverse
Isl1 forward

Isl1 reverse
Kir6.2 forward
Kir6.2 reverse
MafA forward
MafA reverse
NeuroD forward
NeuroD reverse
Neurog3 forward
Neurog3 reverse

TATCGGCAATGAGCGGTTCC
TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC
AGACCGTTTACATCGTGGCT
GGCAATGTTGTTCCGGTTCC
TGCCGAGATGCTCTTTGACTACA
GGGTTCGCTGAGCTTTCATCC
TGGAGAGAGTATCGGCACCA
CAGAACCGGTACACATGCCC
TTGAGACAACAACTCCGCAC
TGGAGCAATCTCGCCAATGT
CCCTAAGTGACCAGCTACAATCAT
CGGGACTTGGGTGTGTAGAAG
AAGTGACCAGCTACAGTCGG
ACCTCCAGTGCCAAGGTCTG
TCCCTATGTGTTGGTTGCGGT
GCGCATCACGAAGTCGTTCTT
CCAGGTGACCATTGGTTTCGG
GAGTGGTGTGGGCACTTTAACG
GCCCCGAGAACGGTGAATAC
AGGGAGTTCCTCCGGGTTTT
GGCTCCAGGGTTATGAGATCG
CTTTTTGGGGCCCCGTCTCT
CCTAGCCCCACTCTCGTACC
CATCCAGCGCGGAGTTAAGG

Nkx2.2 forward
Nkx2.2 reverse
Nkx6.1 forward
Nkx6.1 reverse
Pax4 forward
Pax4 reverse
Pax6 forward
Pax6 reverse
PC1/3 forward
PC1/3 reverse
PC2 forward
PC2 reverse
Pdx1 forward
Pdx1 reverse
SST forward
SST reverse
SUR1 forward
SUR1 reverse
UCN3 forward
UCNS3 reverse
ZnT8 forward
ZnT8 reverse

ACCGAGGGCCTCCAATACTC
GGCACGTTTCATCTTGTAGCG
AGAGAGCACGCTTGGCCTATT
AATAGTAAAGCCGGGCGAGCA
CAATCGAGTCCTTCGGGCAC
GCCCACGCTGGAACTCTTTC
GGTATCCCGGGACGTCAGTA
GCCCAACATGGAACCCGATG
CCTCCTAGCTCTAGTAAAGCAACC
TGTTGTTCCGCCCATATCAC
GCTATGCGTCAAGCATGTGG
CTCTCCTGGTTGCGTTGACT
TTCCCGAATGGAACCGAGACT
GCTGTTATGGGACCGCTCAAG
CCCCAGACTCCGTCAGTTTC
CGCAGGGTCTAGTTGAGCAT
AGGAATGTGCCCTGGACCAAT
GGAACACAGGCGTGACGTAG
CTAGAGCAAAGTCCTCTTACAGGGA
CCCCGGTCGTTTTTGACCTT
AGCACTGATGTAGGACGCACT
CACTTGCTTGCTCGACCTGTTC
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5. Vysledky

5.1. Piiprava DNA templati pro syntézu mRNA transkrip¢nich faktora Pdx1,
Neurogenin3 a MafA
Pomoci metody homologni rekombinace byl zaveden do plasmidu pAcGFP-N3 univerzalni
DNA konstrukt pro transkripéni faktor Pdx1, Ngn3 a MafA (Ptiloha 1). Na obrazku 19 je
znazornéna sekvence plasmidu s jednotlivymi slozkami véetné DNA konstruktu. Sekvence
DNA konstruktu obsahovala na 5' konci sekvenci pro T7 promotor, 5' nepiekladanou oblast
(5'UTR) potkani mRNA pro B-globin a restrikéni misto pro enzym Pst/. Na 3' konec byla
zavedena sekvence pro 3' neptekladanou oblast (3'UTR) lidské mRNA pro B-globin a dalsi
restrikéni misto pro enzym Pstl. Cirkularni plasmid nesouci DNA konstrukt byl
transformovan do bakterii £. coli. Kontrola spravnosti transformace plasmidu byla ovétena

amplifikaci vybranych osmi kloni pomoci PCR za pouziti specifickych primera.

Plasmid T7 promotor m Plasmid

Obrazek 19. Sekvence cirkularniho plasmidu pAcGFP-N3 s DNA konstruktem obsahujici T7
promotor, S'UTR, restrikéni mista pro Ps#/ a 3'UTR.

Ze Ctyt uspésné vybranych kloni byl izolovan plasmid a druhou reakci homologni
rekombinace byla zavedena kodujici sekvence pro konkrétni transkripéni faktor. Na
obrazku 20 je opét zndzornéna sekvence plasmidu jiz se sekvenci pro mRNA kddujici
Pdx1, Ngn3 a MafA. Na obrazku 21 se nachazi snimek osmi vybranych klonl
amplifikovanych pomoci PCR pro ovéfeni spravnosti transformace. Nasledn¢ byl izolovan
plasmid jednoho z uspeésné transformovanych klonl, u kterého byla ovéfena spravnost
DNA sekvence. Izolovany plasmid by pouzit pro finalni pfipravu templatu pro syntézu

mRNA.

Plasmid T7 promotor Plasmid

Plasmid T7 promotor Plasmid

Plasmid T7 promotor ' Plasmid

Obrazek 20. Sekvence plasmidi pAcGFP-N3 vcetné kompletni sekvence kodujici mRNA pro
transkripcni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA.



Pdx1 Ngn3

PR R0 R )

Obrazek 21. Ovéreni uspésnosti transformace bakterii E. coli plasmidem pAcGFP-N3 obsahujici
kompletni sekvenci mRNA pro Pdx1, Ngn3 a MafA. V prvnim sloupci se nachazi DNA marker
molekulovych velikosti, ve sloupci 2-9 se nachazeji vybrané klony 1-8 pro jednotlivé transkripcni

faktory.

Kone¢na podoba DNA templatu pro syntézu mRNA vznikla $tépenim plasmidu restrikéni
endoknukleasou Nhel a naslednou amplifikaci Stépeného produktu pomoci PCR. Na
Obr. 22 je zndzornéna sekvence findlnich produkti mRNA pro transkripéni faktory Pdxl1,
Ngn3 a MafA, které byly pouzity pro syntézu.

TAGCAGAAG—]| T/ promotor _ATGCTATACACGTATGCGAGAACAAAAAAAAAAA

Obrazek 22. Konecné templaty k syntéze mRNA pro transkrip¢ni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA

ATGCTATACACGTATGCGAGAACAAAAAAAAAAA

TAGCAGAAG—]| T7 promotor ATGCTATACACGTATGCGAGAACAAAAAAAAAAA

Stabilita mRNA je dédna nejenom nukleotidovou sekvenci 5S'UTR a 3'UTR oblasti, ale také
sekundarni strukturou vlakna mRNA. Na obrazku 23 se nachazi model predikce
sekundarni struktury 3'UTR oblasti pro lidsky B-globin se stabilizacnimi prvky. Na zaklad¢
optimalizace nukleotidové sekvence a naslednym testovanim U¢inku miry exprese na
urovni proteinu byla tato kombinace zvolena jako nejvhodnéjsi a nejacinng;si pro dalsi
manipulace. Termdlni stabilita této struktury je AG = -36,4 kcal mol”, kterd odpovida

stabilni struktufe mRNA.
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Obrazek 23. Predikce sekundarni struktury sekvence 3' neptekladané oblasti pro lidsky B-globin se
stabiliza¢nimi prvky. Barevné odliSeni nukleotidd znazorniuje s jakou pravdépodobnosti se budou

jednotlivé nukleotidy vyskytovat v dan¢ konformaci. Zdroj: http://rna.urmc.rochester.edu

Analyza synteticky pfipravenych mRNA pro transkrip¢ni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA byla
provedena pomoci elektroforetické separace. Na obrdzku 24 jsou znazornéné
elektroforeogramy standardu a syntetické mRNA pro Ngn3. Tato analyza poskytla
informace o velikosti, Cistoté a koncentraci mRNA. Z elektroforeogramu je patrné, Ze pii
ptipravé mRNA doslo k syntéze i nespecifickych produkti o mensich velikostech (25-200

nukleotidll). Nicméné hlavni zastoupeni ve smesi méla mRNA pro Neurogenin3.
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Obrazek 24. Elektroforeogram standardu a synteticky pfipravené mRNA pro transkripéni faktor
Ngn3. Jako standard byl pouzity vzorek obsahujici smés RNA o velikostech 25, 200, 500, 1000,
2000 a 4000 nukleotidt.

o 4

5.2. Vliv extracelularni matrix na morfologii buné¢né linie AR42J
Extracelularni matrix nadorové bunécné linie mocového méchyie HTB9 byla pouzita pro
kultivaci bunék AR42J. Na obrazku 25 jsou znazornéné snimky bunck AR42J
kultivovanych za standardnich podminek (4) a kultivovanych na extracelularni matrix
produkované buitkami HTB9 (B). Z morfologického hlediska je jednoznacné, ze bunky
kultivované na extraceluldrni matrix zaujimaji vétSi povrch a na rozdil od standardné
kultivovanych AR42J vytvateji vybeézky, které dosahuji az desitky nm. DalSi vyhodou

extracelularni matrix je zvysena proliferace a viabilita bunék.
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Obrazek 25. Kultivace bunck AR42J za standardnich podminek (4) a kultivace na extracelularni

matrix produkované buné¢nou nadorovou linii HTB9 (B).

5.3. Transfekce synteticky pripravené mRNA pro Pdx1, Ngn3 a MafA do bunék
AR42J
Pro ovéfeni funkce synteticky ptipravenych mRNA pro Pdxl, Ngn3 a MafA byla
sledovana exprese proteinu pomoci imunochemického stanoveni s fluorescenénim
vyhodnocenim. I pfes stabilizacni prvky ve struktufe synteticky pfipravené mRNA dochazi
k aktivaci mechanisml imunitni odpovédi bunky. Tyto mechanismy zahajuji degradaci
ptitomné exogenni mRNA nebo aktivuji bunéénou apoptdézu. Z tohoto divodu je tedy

nutné optimalizovat mnoZstvi transfekované mRNA za ucelem sniZeni nespecifické

52



imunitni odpovédi bunky, ale soucasné i zajisténi dostatecné miry exprese proteinu. Na
obrazku 26 jsou uvedeny snimky imunofluorescenéné zna¢enych bunék AR42J, které byly
transfekované mRNA bud’ pro Pdx, Ngn3 nebo MafA o koncentraci 0, 250, 500, 1000 a
2000 ng/ml. Z této koncentracni zavislosti je patrné, Ze mira exprese Pdx1 a Ngn3 roste se
zvySujici se koncentraci, zatimco exprese MafA roste pouze do koncentrace 1000 ng/ml a
po dalsim dvojnidsobném zvySeni mnoZstvi mRNA (2000 ng/ml) exprese zlstava jiz

nemeénna.

5.4. Zivotnost transkrip&nich faktori ve formé proteinu v buiikich AR42J po
transfekci syntetickou mRNA
Pro zjisténi Zivotnosti transkripcnich faktor Pdx1, Ngn3 a MafA na proteinové Urovni,
byla provedena imunofluorescencni detekce v ¢asovych intervalech 20, 40 a 60 hodin od
transfekce mRNA do bunék AR42J. Vysledky na obrazku 27 vypovidaji, ze zivotnost a
zaroven nejveétsi exprese jednotlivych transkripénich faktori v buiitkach AR42J je pouze 20
hodin po transfekci. Po 40 hodinovém intervalu byl detekovan ve velmi malé mife pouze
transkripéni faktor Pdx1 a po 60 hodinach jiz pfitomnost vSech transkripcnich faktord
nebyla detekovana. Tudiz lze usuzovat, Ze nejenom zivotnost proteinu, ale i samotné
mRNA v buiice neni vice jak 24 hodin. Z tohoto divodu je tedy pro transdiferenciacni
experimenty nutna kazdodenni aplikace mRNA, kterd zajisti kontinudlni expresi

transkrip¢nich faktort.
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Obrazek 26. Zavislost koncentrace transfekované mRNA pro Pdx1, Ngn3a MafA. Po 20 hodinach
od transfekce mRNA byly buiiky AR42J imunofluorescenéné znaceny. Modie jsou znacena jadra
(DNA), cervené jsou znaceny piislusné transkripcni faktory. Uvedené métitko odpovida velikosti

200 pm.
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Obrazek 27. Zavislost exprese transkripénich faktorti Pdx1, Ngn3 a MafA na ¢asovém intervalu po
transfekci syntetické mRNA (20, 40 a 60 hodin). Cervené jsou zna¢eny jednotlivé transkrip&ni

faktory a modre, jsou znaceny bunécnd jadra (DNA). Uvedené méfitko odpovida velikosti 200 um.

5.5. Detekce koexprese transkrip¢nich faktori Pdx1, Ngn3 a MafA
Transdiferenciace exokrinnich bun€k na buinky produkuji insulin vyzaduje piitomnost
vSech tf1 transkripcnich faktort Pdx1, Ngn3 a MafA v bunééném jadre. Buitkky AR42J byly
transfekovany smési mRNA pro vSechny tfi transkripéni faktory o celkové koncentraci
1500 ng/ml. Po 20 hodinach od transfekce byly builky imunofluorescenéné znaceny na
jednotlivé transkripéni faktory. V prvnim fadku na obrazku 28 se nachazi pozitivni buiky
znaCené na dvojici transkripénich faktorti (Pdx1 a Ngn3, Pdx1 a MafA nebo Ngn3 a
MafA). Pocet silné pozitivnich bun€k (zluté¢ zabarvenych) na oba transkripcni faktory se
pohybuje pouze v fadu procent. Na druhou stranu buiiky, které jsou slabé pozitivni (svétle
zluté zabarvené) se vyskytuji v hojném zastoupeni. Tato skutecnost plati pro vSechny
imunofluorescenén¢ znacené dvojice transkripénich faktor. U bunck exprimujici dva

transkripcni faktory se predpoklada exprese i téetiho transkripéniho faktoru.
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Obriazek 28. Imunofluorescencni znaceni bunck AR42J na transkripéni faktory Pdx1, Ngn3 a

MafA po 20 hodinach od transfekce. Zluté zabarvené pozitivni buiiky v 1. fadku znaéi koexpresi
dvou transkripcnich faktord (Pdx1 a Ngn3, Pdx1 a MafA nebo Ngn3 a MafA). Uvedené¢ méfitko
odpovida velikosti 200 um.
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5.6. Transdiferenciace exokrinnich bunék na buiiky produkujici insulin pomoci
syntetické mRNA pro transkripéni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA a pozitivni
ucinek epigenetického modulatoru 5-aza-2'-deoxycytidin na miru exprese
insulinu

Buiiky kultivované na extraceluldrni matrix byly transfekovany kazdych 24 hodin smési
transkrip¢nich faktorti Pdx1, Ngn3 a MafA o jednotnych koncentracich 500 ng/ml po dobu
10 dni. Po ukonceni inkubace byly bunky imunofluorescentné¢ znaceny na piitomnost
hormonu insulin a glukagon. Navic byl sledovan ucinek exogenniho epigenetického
modulatoru 5-aza-2'-deoxycytidin (5-aza-2'-DC), ktery byl aplikovan do kultiva¢niho
média 3 dny pifed zahijenim transfekce. Na obrazku 29 jsou zobrazeny vysledky z
fluorescencniho mikroskopu. Prvni sloupec znazoriiuje slozeny snimek bunék pozitivnich
na insulin (zeleng) a glukagon (Cerven¢), jadra bunck jsou znacena modie (DNA). Druhy a
tieti sloupec znazorfiuje builky pozitivni na insulin (Ins) a glukagon (Geg). Nejvyssi
exprese insulinu byla dosaZena transfekci bunék kultivovanych v bezsérovém médiu
(sloZzeni v tabulce 8) a zaroven s pifidavkem 5-aza-2'-DC (Obr. 29, 1. tadek). Bunky
kultivované ve bezsérovém médiu a bez ptidavku 5-aza-2'-DC exprimovaly insulin v
podstatné mensi miie nez buiiky kultivované v bezsérovém médiu s ptidavkem 5-aza-2'-
DC (Obr. 29, 2. tadek). Neymensi pocet bun¢k produkujicich byl zaznamenan u bunék
kultivovanych v 15 % FBS médiu bez piidavku 5-aza-2'-DC (Obr. 29, 3. tadek).
Transfekce smési mRNA pro Pdx1, Ngn3 a MafA nevyvolala Zddnou expresi hormonu
glukagon, ktery je markerem o-bun¢k Langerhansovych ostrivkd. Negativni kontrola
bunék kultivovanych v bezsérovém médiu s piidavkem 5-aza-2'-DC bez transfekce mRNA
je znazornéna ve 4. fadku obrazku 29. Jako pozitivni kontrola byly pouzité potkani buiiky

Langerhansovych ostrivk, které produkuji jak insulin, tak i glukagon (Obr. 29, 5. fadek).
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Obrazek 29. Imunofluorescencni znaceni transdiferenciovanych bunék AR42J na pritomnost
insulinu (Ins) a glukagonu (Gcg). Prvni sloupec znazornuje slozeny snimek bunék pozitivnich na
insulin (zeleng) a glukagon (Cervené). Bunécna jadra jsou znacena modie (DNA). Druhy a tfeti
sloupec jednotlivé znazornuje buiiky pozitivni na insulin nebo glukagon. Mira exprese insulinu
zavisela na slozeni kultivaéniho média. V prvnim tadku jsou transfekované bunky kultivované v
bezsérovém médiu s piidavkem epigenetického modulatoru 5-aza-2'-DC a ve druhém fadku bez
pridavku 5-aza-2'-DC. V tretim tadku jsou transfekované bunky kultivované v 15 % FBS médiu
bez piidavku 5-aza-2'-DC. Negativni kontrolou byly buiiky bez transfekce mRNA kultivované v
bezsérovém médiu s pifidavkem 5-aza-2'-DC (4. tadek). Jako pozitivni kontrola byly pouzity buiiky

potkanich Langerhansovych ostrivku (5. fadek). Uvedené métitko odpovida velikosti 200 pum.

Hlavnim znakem, kterym se pankreatické exokrinni buiiky lisi od bun€k endokrinnich je

exprese enzymu o-amylasy. Za ucelem zjisténi miry transdiferenciace exokrinnich bunék
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na bunky produkujici insulin, byly transdiferenciované buiiky AR42J imunofluorescenéné
znaCeny na o-amylasu. Buiky, které siln¢ exprimovaly insulin byly negativni na a-
amylasu, zatimco buiiky slab¢ pozitivni na insulin exprimovaly jak insulin, tak i a-amylasu
(Obr. 30, 1. fadek). Pravdépodobné¢ se tyto builky nachazeji ve stavu neuplné
transdiferenciace, a tudiz maji charakter jak exokrinnich, tak i endokrinnich bunék. Mira

exprese insulinu opét zavisela na sloZeni kultivacniho média.
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Obrazek 30. Imunofluorescencni znaceni transdiferenciovanych bunék AR42J na pfitomnost
insulinu (Ins) a a-amylasy (Amy). Prvni sloupec znazoriiuje sloZzeny snimek bun€k pozitivnich na
insulin (Cerven€) a a-amylasu (zelen€). Bunécna jadra jsou znacena modie (DNA). Druhy a tfeti
sloupec jednotlivé zndzorfiuje bunky pozitivni na a-amylasu nebo insulin. Mira exprese insulinu
zéavisela na slozeni kultivaéniho média. V prvnim fadku jsou transfekované bunky kultivované v
bezsérovém médiu s pfidavkem 5-aza-2'-DC a ve druhém tadku bez pridavku 5-aza-2'-DC. V

tretim fadku jsou transfekovanébuiiky kultivované v 15% FBS médiu bez ptidavku 5-aza-2'-DC.

59



Jako negativni kontrola byly pouzity buiiky potkanich Langerhansovych ostravkl neexprimujici a-
amylasu. Pozitivni kontrolou byly buiky bez transfekce mRNA kultivované v bezsérovém médiu s

ptidavkem 5-aza-2'-DC. Uvedené métitko odpovida velikosti 200 pm.

5.7. Transfekce transkrip¢nich faktoru Pdx1, Ngn3 a MafA aktivuji expresi genii
charakterizujici p-bunky
Pomoci metody kvantitativni PCR s reversni transkripci byla analyzovana mRNA z
transdiferenciovanych bunék. Pro objasnéni pochodl a zmén charakteru buiiky pted a po
transdiferenciaci bylo analyzovano 22 genil typickych pro endokrinni burnky, pfedev§im -
bunky. Z grafu na obrazku 31 vyplyva, Zze bun€k pozitivnich na insulin bylo dosazeno za
vSech kultivacnich podminek. AvSak nejvétSi mnozstvi insulinu produkovaly bunky
kultivované v bezsérovém médiu s pfidavkem epigenetického modulatoru 5-aza-2'-DC.
Tato skutecnost se shoduje s vysledky z imunofluorescenéniho znac¢eni bunék, kde nejvice
bun¢k pozitivnich na insulin bylo detekovano pravé za kultivace v bezsérovém médiu s
pridavkem 5-aza-2'-DC (Obr. 30). Krom¢ exprese genu pro insulin byla rovnéz detekovana
exprese dalSiho pankreatického hormonu glukagon, ktera byla ovSem vyrazné nizsi ve
srovnani s mnozstvim mRNA detekované pro insulin. Tento vysledek je rovnéz ve schod¢
s vysledky z imunofluorescenéniho znaceni bunék, kde nebyla pozorovdna exprese
glukagonu na proteinové trovni u zaddného ze vzorkad (Obr. 29). Z vysledkl analyzy
exprese dalSich genli je patrné, Ze v dusledku transfekce syntetickou mRNA pro Pdxl,
Ngn3 a MafA doslo ke stimulaci exprese gent dilezitych pro funkci B-bunck jako jsou
podjednotky ATP senzitivniho draselného transportéru Kir6.2 a SUR a rovnéz i
endoproteasy Pcskl a Pcsk2, které zajist'uji kone¢né zpracovani prohormonu proinsulin na
insulin a jeho vedlej$i produkt C-peptid. Exprese dalSich genl dileZitych pro funkci B-
bunck jako jsou enzym glukokinasa, glukosovy transportér 2 (Glut2), receptor Glp-1
peptidu GLPIR a zinkovy pfenase¢ ZnT8 nebyla vyrazné rozdilnd mezi jednotlivymi
vzorky. Analyza exprese transkripénich faktorti ucastnicich se diferenciace a genové
exprese B-bunck prokazala vyrazné zvyseni exprese transkripcénich faktorit NeuroD a Pax4
u vzorkll bunék transfekovanych syntetickou mRNA pro Pdx1, Ngn3 a MafA. Exprese
dalsich transkrip¢nich faktorti byla zvysena pouze ¢astetné (Pdx1, Pax6, Nkx6.1) nebo
nebyla zvySena vibec (Neurogenin3, MafA. Nkx2.2, Isll). Z vysledkii kvantitativni RT-

PCR analyzy byly rovnéz patrné ¢asteCné zmény v mife exprese genli bezprostiedné po
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ukonceni transfekce (denl0) a 4 dny po ukonceni transfekce (denl4) syntetickou mRNA

pro transkripéni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA. Predevsim bylo detekovano ¢astecné snizeni

exprese genu pro Insulinl a Insulin2. RovnéZ doslo k utlumeni exprese genll pro receptor

Glp-1 peptidu GLP1R a marker diferencovanych B-bunck urokortin3 (Ucn3).
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Obrazek 31. Stanoveni genové exprese pomoci kvantitativni PCR s reversni transkripci. Exprese

genu dulezitych pro pankreatické hormony, funkci B-buné€k a transkrip¢ni faktory byla stanovend u

vzorkil bezprostfedné po ukonceni transfekce syntetickou mRNA pro transkripéni faktory Pdxl1,

Ngn3 a MafA (denl0) a 4 dny po ukonceni transfekce (denl4). Jednotlivé vzorky, u nichz byla
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provedena analyza genové exprese zahrnovaly AR42J bunéCnou linii: (4) kultivovanou v
bezsérovém médiu s piidavkem 5-aza-2'-DC a transfekovanou syntetickou mRNA, (B)
kultivovanou v bezsérovém médiu a transfekovanou syntetickou mRNA, (C) kultivovanou v 15 %
FBS médiu a transfekovanou syntetickou mRNA, (D) kultivovanou v bezsérovém médiu bez
transfekce syntetickou mRNA a (E) kultivovanou v 15 % FBS médiu bez transfekce syntetickou
mRNA. Jako pozitivni kontrola byly pouzity bunky potkanich Langerhansovych ostrivka (LO).

Exprese jednotlivych genl byla vztaZena k expresi mRNA pro B-aktin a vyhodnocena pomoci

metody OCT.
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6. Diskuse

Diabetes mellitus je zdvazné onemocnéni, které postihuje velkou ¢ast lidské populace.
Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) bylo v roce 2014 postizeno timto
onemocnénim okolo 9 % z celkové lidské populace starSich 18 let’. Prevaznd Gast
diabetickych pacientl trpi onemocnénim diabetu 2. typu, ktery ve vétSiné piipadu
nevyzaduje pravidelné zevni podéani insulinu. Piesto ¢ast pacientd s diabetem 2. typu a
vSichni pacienti s diabetem 1. typu jsou odk4zéni na celozivotni poddvani insulinu,
nezbytného pro udrzeni stabilni hladiny glukosy v krvi. V soucasné dobé jedinym
dostupnym zpisobem 1écby diabetu 1. typu je transplantace celého pankreatu nebo
izolovanych Langerhansovych ostrivki. Hlavni nevyhodou tohoto zplisobu 1€¢by je vSak
nedostatek vhodné tkdné k transplantaci a nedostatek darct. Tudiz tento typ 1écby je pouze
docasnym stadiem v 1éc¢be diabetu a pro ziskdni dostatecného mnozstvi tkdné a eliminaci
negativnich efekti 1é¢by musi byt nalezeny alternativni zdroje insulin produkujici tkané.
Dostupny a bezpecny alternativni zdroj by mohla pfedstavovat transdiferenciace exokrinni
tkané na tkéan endokrinni, produkujici insulin. Vyhoda tohoto ptistupu je predevS§im pouziti
pacientovy vlastni tkang. V dnes$ni dobé€ jiz probiha velmi intenzivni vyzkum v oblasti
alternativni 1écby diabetu, nicméné doprovazeny znacnymi obtizemi.

Hlavnimi prikopniky pfistupu transdiferenciace exokrinnich bunék na bunky produkujici
insulin byly Zhou a kol.%, ktefi pouzili smé&s adenovirovych nosi¢t kédujici transkrip¢ni
faktory Pdxl, Ngn3 a MafA pro in vivo transdiferenciaci mySi exokrinni tkané.
Transdiferenciace bunééné tkdn¢ pomoci adenovirovych nosicli nese s sebou jak vyhody,
tak 1 nevyhody. Jednou z vyhod je vysoka exprese proteinu, jelikoZ adenovirové ¢astice
velmi snadno prostupuji do bunky, coZz umozni pfepis vysokého poctu adenovirovych
kopii. Na druhou stranu zna¢nou nevyhodou v tomto pfistupu je mozna integrace virové
DNA do genomické DNA buiky”. Z tohoto diivodu by takto pfipravené bufiky produkujici
insulin by nemohly byt pouzity v klinické praxi. Dalsi nevyhodou vyuziti adenovirovych
nosicl pro prenos genetické informace je dlouhd Zivotnost Castice v bufice, ktera muze
dosahnout vice nez 5 mésict™. Tudiz exprese proteinu kddovaného adenovirovym nosi¢em
probihd po dlouho dobu. Z tohoto divodu je pravdépodobné, ze exprese insulinu v
bunikdch pozitivnich na insulin je pouze stimulovana pomoci transkripnich faktora

adenovirového piivodu a nikoliv vlastni endogenni expresi. Proto v této diplomové praci
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byl zvolen zcela jiny pfistup dopraveni genetické informace do builky. Pro expresi
transkripcénich faktortt Pdx1, Ngn3 a MafA byla pouzita in vitro ptfipravena synteticka
mRNA.

Stabilita mRNA hraje klicovou tlohu pfi bunéénych manipulacich zaloZenych na pouZiti
syntetické mRNA. Cilem je tudiz pfipravit co nejstabilngjsi mRNA. Pfi ndvrhu sekvence
mRNA pro vSechny tfi transkripéni faktory byla pouzita sekvence 5' nepiekladané oblasti z
mRNA pro potkani B-globin a sekvence 3' nepiekladané oblasti mRNA pro lidsky B-globin,
75,76

které jsou dle literatury

oblasti 5’'UTR a 3'UTR modifikovany. V pribéhu syntézy vlakna mRNA ¢aste¢né dochazi

povazovany za jedny z nejstabilnéjSich. Navic byly sekvence

ke vzniku nespecifickych produktl obsahujicich fosfatovou skupinu na 5' konci, kterd
mize byt aktivitorem proteinkinasy R*. Aktivace proteinkinasy R iniciuje mechanismy
vedouci k degradaci cizorodné RNA. Z tohoto diivodu byl béhem syntézy mRNA zaclenén
krok zahrnujici defosforylaci antarktickou fosfatasou, kterd degraduje volné fosfatové
skupiny na 5' konci molekuly mRNA. DalSi modifikaci nukleotidové sekvence bylo
zahrnuti kratké jednovlaknové struktury na 3' konci 3' UTR oblasti za ucelem dosazeni
dostatecné miry polyadenylace 3' konce a eliminace tvorby nespecifickych produktt. Pti
navrhu sekvence mRNA byla na 3' konec 3'UTR oblasti vlozena sekvence
ATGCTATACACGTATGCGAGAACAAAAAAAAAAA.

Na zékladé¢ modelti predikce sekundarni struktury by takto modifikovana 3'UTR oblast
méla poskytovat kratky jednovlaknovy konec, ktery je vyZzadovan pro spravné nasednuti
polymerasy pifi syntéze poly(A)konce. Délka tohoto jednovldknového 3' konce je
dalezitym faktorem, jelikoz ptili§ dlouhé (50 nt) 3' konce mohou byt vyuzity jako templat
pro T7 RNA polymerasu”’, ¢imz mize dochazet k syntéze nezddoucich produkti, které
mohou stimulovat nespecifickou imunitni odpovéd’.

Pro syntézu poly(A) konce byla pouzita polymerasa izolovand ze Saccharomyces
cerevisiae. Tento eukaryotni enzym je schopny tvofit poly(A) konce o piiblizné stejné
délce™. Na druhou stranu prokaryotni polymerasa izolovana z E. coli tvoii poly(A) konce
lisici se az ve stovkach inkorporovanych adeninovych bazi’®.

Ve vétSing typu prirozené se vyskytujicich RNA jsou v sekvenci pfitomné ptirozené a v
malé mife 1 modifikované nukleosidy, kter¢ mnohdy plni zdsadni funkci v RNA. Na
zéklad¢ pritomnosti modifikovanych nukleosidi mlze imunitni systém bunky rozlisit,

zdali se jednd o RNA buiice vlastni nebo cizorodou. Zaclenénim modifikovanych
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nukleosidii v synteticky pfipravené mRNA je mozné dosdhnout snizeni nespecifické
imunitni odpovédi transfekovanych bunék™. Navic pouziti smési o rlizném poméru
modifikovanych a pfirozenych nukleosidi zplsobilo jesté vyrazn€jsi potlaceni imunitni
odpovédi bufiky na cizorodou mRNA”. Za Gfelem zvySeni stability a miry translace
syntetické mRNA pro Pdxl, Ngn3 a MafA byla béhem jejich syntézy pouzita smes
pfirozenych a modifikovanych nukleosidl (pseudouridin a 5'-methylcytidin) v poméru 3:1.
Na zéklad¢ elektroforetické separace synteticky pfipravené mRNA byla stanovena jeji
Cistota a velikost. Porovnanim elektroforeogramii standardu a syntetické mRNA byla
zjiSténa patrnd nesrovnalost ve velikosti syntetické mRNA. Tuto skute¢nost je mozné
vysvétlit pfitomnosti modifikovanych nukleosidl a hojného zastoupeni adeninovych bazi,
pfipravené mRNA, nicméné analyzou byla také detekovana nepatrnd mira nespecifickych
produkti o mensi velikosti nez syntetickd mRNA. Tyto nespecifické produkty mohou byt
odstranény pfecisténim pies chromatografickou kolonu metodou HPLC®#®'. Takto
precisténd synteticka mRNA vyrazné snizi aktivaci nespecifické imunitni odpovédi bunky
zpusobenou nespecifickymi produkty.

In vitro synteticky pfipravend mRNA pro transkripéni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA byla
nasledné pouzita k transdiferenciacnim experimentiim na exokrinni pankreatické bunééné
linii AR42J. Pro zlepSeni piezivani bunék AR42J a zvySeni miry transfekce b&hem
transdiferenciace byly buiiky kultivovany na extracelularni matrix sekretované bunkami
HTB9®. Z obecného hlediska je extracelularni matrix hmota produkovana buiikami
vykazujicimi podpirnou funkci piedevS§im b&hem vyvoje embryonalnich bunék.
Extracelularni matrix rakovinnych bun¢k mocového meéchyie HTB9 jsou slozené z
glykoproteini obsahujici fibronektin, laminin, heparan sulfitové a dermatan sulfatové
proteoglykany a kolageny. Dale jsou zde pfitomné urcité rustové faktory zahrnujici
naptiklad endotelialni bunécny rtstovy faktor ECGC, transformujici rtstovy faktor
(TGF-B1) a za urcitych podminek hepatocytarni rastovy faktor HGF/SF. Bunky
kultivované na extracelularni matrix zménily kompletné svoji morfologii a chovani. JiZ po
nékolika hodinach po umisténi bunc¢k na extracelularni matrix bunky vytvotily vybézky
dlouhé aZ nékolik desitek nm. Buniky se rovnéZz napnuly do prostoru a zaujaly co nejvétsi
obsah plochy. Na druhou stranu buiiky kultivované na povrchu bez extracelularni matrix,

se po n¢kolika hodinach seskupily do bunéénych shlukd za vytvofeni pouze kratkych
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vybézkl a zachovani minimalniho bunééného povrchu.

Bunky kultivované na extracelularni matrix byly transfekovany syntetickou mRNA pro
Pdx1, Neurogenin3 a MafA. Po 20 hodinové inkubaci byly imunofluorescencné
detekovany burniky pozitivni na jednotlivé transkripcni faktory. Lokalizace proteinu Ngn3 a
MafA v ramci buiiky byla vyhradné v bunééném jadre, zatimco Pdx1 se nachézel jak v
jadre, tak také i1 v cytoplazmé. Pro sledovani zavislosti miry exprese proteinu na
koncentraci podavané mRNA, byly bunky transfekovany mRNA o koncentraci 0, 250, 500,
1000 a 2000 ng/ml. Z této koncentra¢ni zavislosti pro Ngn3 a Pdx1 vyplyva, Ze pfii
zvySujici se koncentraci mRNA se zvySuje mira exprese proteinu. Na rozdil u
transkripcniho faktoru MafA dvojnasobné zvySeni koncentrace mRNA z 1000 na
2000 ng/ml zesileni exprese nezpusobilo. MnozZstvi pouzité syntetické mRNA je velice
dilezitym faktorem pii bunééné manipulaci, jelikoz 1 pies stabilizacni prvky ve struktufe
mRNA dochazi k aktivaci imunitni odpovédi bunky. Z tohoto diivodu je nutné prenést do
buiiky takové mnoZzstvi mRNA, které je dostaCujici pro transdiferenciaci buiky, ale
zarovein nevyvola jeji imunitni odpoved.

Transdiferencia¢ni experimenty byly provadény po dobu 10 dni pomoci syntetické mRNA
koédujici transkripéni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA. Na zédkladé zjisténi zachovani
funk¢énosti mRNA a proteinu v buiice byla vyzadovana transfekce kazdych 24 hodin pro
docileni kontinudlni exprese transkrip¢nich faktorti. Mira exprese insulinu u bunck
pozitivnich na insulin zévisela na slozeni kultivaéniho média. Nejvice bunék pozitivnich na
insulin bylo detekovano pfi kultivaci bun¢k v bezsérovém médiu s ptidavkem 5-aza-2'-DC.
Slouc¢enina 5-aza-2'-DC slouzi k ovlivnéni miry kondenzace bunééné DNA. Po navazani 5-
aza-2'-DC na molekulu DNA dojde k rozvolnéni struktury chromatinu na euchromatin,
¢imz se DNA stava pfistupnéj$i pro nasednuti transkripénich faktorii. Epigeneticky
modulator 5-aza-2'-DC je neselektivni inhibitor methyltransferas, ktery po vazbé na DNA
zamezuje methylaci DNA a tim zplsobuje rozvolnéni chromatinu®. Vedle toho bufiky
kultivované v 15 % FBS médiu bez ptidavku 5-aza-2'-DC exprimovaly insulin ve velmi
malé mife.

Buiiky Langerhansovych ostrivkt produkuji ¢tyfi hlavni hormony specifické pro danou
buiiku. Jedna se o glukagon (a-bunky), insulin (B-bunky), somatostatin (8-buniky) a
pankreaticky polypeptid PP (PP burky). Transdiferenciace bunék mRNA pro transkripcni
faktory Pdx1, Ngn3 a MafA zpisobila tvorbu bunc¢k s charakterem P-bungk, jelikoz

66



produkovaly pouze hormon insulin a nikoliv glukagon.

Transdiferenciace je pro buiiky do zna¢né miry velmi ndro¢ny a dlouhy proces, pii kterém
dochazi postupné k inhibici exprese mnoha gent pro pivodni bunku vlastnich a k aktivaci
exprese mnoha gend pro ptivodni bunku nevlastnich. Pankreatické exokrinni buiiky, na
rozdil od endokrinnich produkuji enzym a-amylasu. Na zaklad¢ detekce tohoto enzymu
byla ovéfena mira transdiferenciace. Bunky, které byly silné pozitivni na insulin, nebyly
pozitivni na o-amylasu, a tudiz ztratily charakter endokrinnich bunék. Pocet silné
pozitivnich bunék na insulin a ziroven negativnich na a-amylasu bylo pouze v fadu
procent. Nicméné znacny pocet slab¢é pozitivnich bunék na insulin a a-amylasu svéd¢i o
pouze Castecné transdiferenciaci. U téchto bunck pravdépodobné doslo k nizké efektivité
transfekce soucasné vsech tii transkripCnich faktort a tim i k omezenému zahéjeni procesu
pfemény na endokrinni buniky. K dokonceni transdiferencia¢niho procesu na bunky
produkujici pouze insulin by bylo ziejmé¢ nutné prodlouzit dobu nebo eventudlné zvysit
davkovani mRNA.

Imunochemické stanoveni s fluorescen¢nim vyhodnocenim vyzaduje pro detekci proteinu
v buiice jeho pomérné vysokou koncentraci. Z tohoto ditvodu byla provedena komplexni
analyza transdiferenciovanych bun¢k pomoci kvantitativni PCR s reversni transkripci.
Analyzované geny (tabulka 11) zahrnovaly hormony, enzymy, strukturni proteiny, a
transkripcni faktory charakteristické pro endokrinni pankreatické buniky. Analyza genové
exprese potvrdila vysledky ziskané imunochemickym stanovenim s fluorescenénim
vyhodnocenim. Byla prokazana stimulace exprese obou gent pro insulin u vzorkti AR42J
bunck transferovanych syntetickou mRNA kodujici transkripéni faktory Pdx1, Ngn3 a
MafA. Nejvyssi mira exprese genil pro insulin byla detekovana u vzorku kultivovaného v
bezsérovém médiu s pfidavkem 5-Aza-2'-DC a syntetickou mRNA. Kromé exprese gent
pro insulin byla rovnéz detekovana exprese dal$iho pankreatického hormonu glukagonu.
Avsak exprese hormonu glukagon byla vyrazné nizsi u vSech stanovovanych vzorka, proto
také nebyl detekovan na proteinové urovni pomoci imunofluorescencniho znaceni. Exprese
dalsiho pankreatického hormonu somatostinu nebyla detekovéana viibec. Z téchto vysledkii
je patrné, ze transdiferenciace pankreatickych exokrinnich bun€k pomoci syntetické
mRNA koédujici transkripéni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA vede k pfeméné predev§im na
bunky produkujici insulin a nikoliv jiné typy pankreatickych endokrinnich bunék.

Z vysledkt analyzy genové exprese je dale patrné, ze syntetickh mRNA kodujici
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transkripéni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA rovnéz vyrazné zvysila miru exprese genl
dulezitych pro funkci a genovou expresi pankreatickych B-bunék. Jedna se ptredevsim o
geny zajist'ujici glukosou stimulovanou sekreci insulinu (Kir6.2 a SUR)* a endoproteasy
(Pcskl1 a Pcsk2)®, které zajistuji kone¢né zpracovani prohormonu proinsulin na insulin a
jeho wvedlejsi produkt C-peptid. Exprese dalSich dvou genl (glukokinasa a Glut2)
dulezitych pro citlivost B-bunék na zmény v koncentraci extracelularni glukosy nebyla
vyrazné ovlivnéna syntetickou mRNA kodujici transkripéni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA.
V pfipadé¢ enzymu glukokinasa tomu bylo patrné z divodu jiz pomérné vysoké miry
exprese tohoto genu u bunécné linie AR42J.

V dusledku transdiferenciace AR42J bunck syntetickou mRNA kodujici transkripcni
faktory Pdx1, Ngn3 a MafA doSlo rovnéz ke stimulaci exprese Pax4 a NeuroD
transkripcnich faktori ucastnicich se diferenciace a genové exprese B-bunck. Exprese
dalSich transkripénich faktorti dalezitch pfedev§im pro samotnou funkci B-bunék byla
zvySena pouze Caste¢né (Pdx1, Pax6, Nkx6.1) nebo nebyla zvySena vibec (Neurogenin3,
MafA. Nkx2.2, Isll).

Predevsim exprese transkripéniho faktoru Pax4**# ktery je ve zvySené mife exprimovan
v pribéhu diferenciace pankreatickych PB-bunék a ¢asteéna exprese markeru

diferencovanych B-bunék urokortin3 (Ucn3)* svédéi o stale probihajici a nekompletni

pfeméné transdiferencovanych bunék na zralé beta-buiiky.
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7. Souhrn

V této diplomové praci byly in vitro ptipraveny syntetické mRNA kodujici pankreatické
transkrip¢ni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA. Stabilita mRNA byla zajiSténa pouzitim n¢kolika
sekvencnich prvkl. Pro 5' a 3' nepiekladanou oblast byla zvolena sekvence stabilni mRNA
pro B-globin. 3' konec 3'UTR oblasti byl modifikovan pro docileni volné jednovlaknové
struktury, kterd umoziuje snazSi nasednuti poly(A) polymerasy a naslednou syntézu
poly(A) konce.

Funkce takto pfipravené mRNA pro transkripcni faktory Pdx1, Ngn3 a MafA byla ovéfena
imunochemickym stanovenim s fluorescencnim vyhodnocenim u bunécné linie AR42]J.
Buiiky transfekované syntetickou mRNA byly pozitivni na jednotlivé transkripéni faktory.
Transdiferenciaci exokrinnich bunék AR42J pomoci syntetické mRNA pro transkripéni
faktory Pdx1, Ngn3 a MafA byly ziskany bunky produkujici insulin. Rovnéz byl prokazan
vliv slozeni kultivaéniho média na miru exprese insulinu a efektivitu transdiferenciace. Na
zékladé¢ komplexni analyzy 22 genti pomoci qRT-PCR byl urCen charakter
transdiferenciovanych bunék. Bylo prokdzano, Ze transdiferenciované buiiky produkujici
insulin Castecné vykazovaly charakter B-bunck, neexprimovaly ve zvySené¢ mife dalsi

pankreatické hormony, ale vykazovali nékteré znaky nezralych B-bunck.
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8. Priloha

Priloha ¢. 1
Sekvence DNA konstruktu v plasmidu pAcGFP-N3 (295 bp):

CGTCAGATCCGCTAGCAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGAAACAAAGCAA
TCTATTCTGATAGACTCAGGAAGCAAACTGCAGCCGAATCCACTGCTGGGTC
TGGACTCTACCCTGCAGTAAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAA

GGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATTATGAAGG

GCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGCATG
CTATACACGTACTGCTAGCTGGATCCATCATGGTGA

T7 promotor, Potkani betaGlobin SUTR, restrikéni mista pro Pstl, Lidsky betaGlobin
3UTR

Sekvence genu pro Pdx1 a DNA konstruktu

CGTCAGATCCGCTAGCAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGAAACAAAGCAA
TCTATTCTGATAGACTCAGGAAGCAAACATGAACGGCGAGGAGCAGTACTA
CGCGGCCACACAGCTCTACAAGGACCCGTGCGCATTCCAGAGGGGTCCGG
TGCCAGAGTTCAGTGCTAATCCCCCTGCGTGCCTGTACATGGGCCGCCAG
CCCCCACCTCCGCCGCCACCCCAGTTTGCAGGCTCGCTGGGAACGCTGGA
ACAGGGAAGTCCCCCGGACATCTCCCCATACGAAGTGCCCCCGCTCGCCG
ATGACCCGGCTGGCGCGCACCTCCACCACCACCTCCCAGCTCAGCTCGGG
CTCGCCCATCCACCTCCCGGACCTTTCCCGAATGGAACCGAGACTGGGGG
CCTGGAAGAGCCCAGCCGCGTTCATCTCCCTTTCCCGTGGATGAAATCCAC
CAAAGCTCACGCGTGGAAAAGCCAGTGGGCAGGAGGTGCATACGCAGCA
GAACCGGAGGAGAATAAGAGGACCCGTACAGCCTACACTCGGGCCCAGCT
GCTGGAGCTGGAGAAGGAATTCTTATTTAACAAATACATCTCCCGGCCTCG
CCGGGTGGAGCTGGCAGTGATGCTCAACTTGACTGAGAGACACATCAAAA
TCTGGTTCCAAAACCGTCGCATGAAGTGGAAGAAAGAGGAAGATAAGAAA
CGTAGTAGCGGGACAACGAGCGGGGGCGGTGGGGGCGAAGAGCCGGAGC
AGGATTGTGCCGTAACCTCGGGCGAGGAGCTGCTGGCATTGCCACCGCCA
CCACCTCCCGGAGGTGCTGTGCCCTCAGGCGTCCCTGCTGCTGCCCGGGA
GGGCCGACTGCCTTCCGGCCTTAGTGCGTCCCCACAGCCCTCCAGCATCG
CGCCACTGCGACCGCAGGAACCACGATAGTAAGCTCGCTTTCTITGCTGTC
CAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGG
GATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTA
TTTTCATTGCATGCTATACACGTACTGCTAGCTGGATCCATCATGGTGA

T7 promotor, Potkani betaGlobin SUTR, Potkani gen pro PDX1, Lidsky betaGlobin
3UTR, restrikéni mista pro Nhel

Sekvence genu pro Ngn3 a DNA konstruktu

CGTCAGATCCGCTAGCAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGAAACAAAGCAA
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TCTATTCTGATAGACTCAGGAAGCAAACATGACGCCTCAACCCTTGGATGC
GCCCACCATCCAAGTGTCCCAAGAGACCCAGCAACCCTTTCCCGGAGCCT
CGGACCACGAAGTGCTCAGTTCCAATTCCACCCCACCTAGCCCCACTCTC
GTACCGAGGGACTGCTCCGAAGCAGAAGCAGGTGACTGCCGAGGGACAT
CGAGGAAGCTCCGTGCGCGGCGCGGAGGGCGCAACAGGCCCAAGAGCGA
GTTGGCACTGAGCAAGCAGCGACGAAGCCGGCGCAAGAAGGCCAACGAC
CGGGAGCGCAACCGCATGCACAACCTTAACTCCGCGCTGGATGCGCTGCG
CGGTGTCCTGCCCACCTTCCCGGATGACGCCAAACTTACAAAGATCGAGA
CCCTGCGCTTCGCCCACAACTACATTTGGGCACTGACTCAGACGCTGCGC
ATAGCGGACCACAGCTTCTACGGCCCCGAGCCCCCTGTGCCCTGTGGGGA
GCTGGGAAGCCCGGGAGGGGGCTCCAGCGGCGACTGGGGCTCTATCTACT
CCCCAGTTTCCCAAGCTGGTAGCCTGAGCCCCACAGCCTCATTGGAGGAG
TTCCCTGGCCTGCAGGTGCCCAGCTCCCCATCCTGTCTGCTCCCGGGCAC
CCTGGCTTTCTCAGATTTTCTGTAGTAAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTT
CTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATT
ATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCA
TTGCATGCTATACACGTACTGCTAGCTGGATCCATCATGGTGA

T7 promotor, Potkani betaGlobin SUTR, Potkani gen pro NGN3, Lidsky betaGlobin
3UTR, restrikéni mista pro Nhel

Sekvence genu pro MafA a DNA konstruktu

CGTCAGATCCGCTAGCAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGAAACAAAGCAA
TCTATTCTGATAGACTCAGGAAGCAAACATGGCGGCAGAACTGGCTATGGG
CGCCGAGCTGCCCAGCAGCCCACTCGCCATCGAGTACGTCAACGACTTCG
ACCTGATGAAGTTCGAGGTGAAGAAGGAGCCGCCCGAGGCCGAGCGCTT
CTGCCACCGCCTGCCACCCGGCTCGCTATCCTCGACGCCCCTCAGCACGC
CCTGCTCCTCGGTGCCCTCTTCGCCCAGCTTCTGCGCACCCAGCCCCGGC
ACCGGCAGCAGCGCGGGCGGCGGGGGTAGCGCGGLTCAGGCCGGGGGC
GCCCCGGGGCCGCCGAGTGGAGGCCCCGGCACTGTCGGGGGCGCCTCAG
GAAAAGCGGTGCTGGAGGATCTGTACTGGATGAGCGGGTATCAGCACCAC
CTGAACCCCGAGGCGCTCAACCTGACGCCGGAGGACGCGGTGGAGGCGC
TCATCGGCAGCGGCCACCACAGCGCGCACCACGGCGCGCATCACCCAGCG
GCTGCTGCGGCCTATGAGGCCTTCCGGGGCCAGAGCTTCGCGGGCGGCG
GCGGCGGCGGCGCGGACGACATGGGTGCCGGCCACCACCACGGCGCACA
CCACACTGCACACCACCACCACTCTGCCCACCATCACCATCATCACCACCA
CCACCACGGAGGCTCTGGCCACCACGGTGGAGGCGCGGGTCACGGTGGA
GGCGGCGCGGGCCACCACGTGCGCTTGGAGGAGCGCTTCTCCGACGACC
AGCTGGTGTCCATGTCAGTGCGGGAGCTGAACCGGCAGCTCCGCGGCTTC
AGCAAGGAGGAGGTCATCCGACTGAAACAGAAGCGGCGCACGCTCAAGA
ACCGCGGCTACGCGCAGTCGTGCCGCTTCAAGCGGGTGCAGCAGCGGCA
CATTCTGGAGAGCGAGAAGTGCCAGCTCCAGAGCCAGGTGGAGCAGCTG
AAGCTGGAGGTGGGGCGTTTGGCCAAGGAGCGGGACCTGTACAAGGAGA
AATACGAGAAGCTGGCGGGTCGTGGTGGCCCTGGTTCTGCTGGTGGTGCA
GGTTTCCCACGTGAACCTTCTCCACCTCAGGCTGGTCCAGGTGGCGCTAA
AGGCACTGCTGACTTCTTCCTGTAGTAAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATT

71



TCTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATAT
TATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTC
ATTGCATGCTATACACGTACTGCTAGCTGGATCCATCATGGTGA

T7 promotor Potkani betaGlobin SUTR, Potkani gen pro MafA, Lidsky betaGlobin
3UTR, restrikéni mista pro Nhel

Sekvence templatu pro syntézu mRNA pro Pdx1 (1089bp):

TAGCAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGAAACAAAGCAATCTATTCTGATA
GACTCAGGAAGCAAACATGAACGGCGAGGAGCAGTACTACGCGGCCACAC
AGCTCTACAAGGACCCGTGCGCATTCCAGAGGGGTCCGGTGCCAGAGTTC
AGTGCTAATCCCCCTGCGTGCCTGTACATGGGCCGCCAGCCCCCACCTCC
GCCGCCACCCCAGTTTGCAGGCTCGCTGGGAACGCTGGAACAGGGAAGT
CCCCCGGACATCTCCCCATACGAAGTGCCCCCGCTCGCCGATGACCCGGC
TGGCGCGCACCTCCACCACCACCTCCCAGCTCAGCTCGGGCTCGCCCATC
CACCTCCCGGACCTTTCCCGAATGGAACCGAGACTGGGGGCCTGGAAGAG
CCCAGCCGCGTTCATCTCCCTTTCCCGTGGATGAAATCCACCAAAGCTCAC
GCGTGGAAAAGCCAGTGGGCAGGAGGTGCATACGCAGCAGAACCGGAGG
AGAATAAGAGGACCCGTACAGCCTACACTCGGGCCCAGCTGCTGGAGCTG
GAGAAGGAATTCTTATTTAACAAATACATCTCCCGGCCTCGCCGGGTGGAG
CTGGCAGTGATGCTCAACTTGACTGAGAGACACATCAAAATCTGGTTCCAA
AACCGTCGCATGAAGTGGAAGAAAGAGGAAGATAAGAAACGTAGTAGCGG
GACAACGAGCGGGGGCGGTGGGGGCGAAGAGCCGGAGCAGGATTGTGCC
GTAACCTCGGGCGAGGAGCTGCTGGCATTGCCACCGCCACCACCTCCCGG
AGGTGCTGTGCCCTCAGGCGTCCCTGCTGCTGCCCGGGAGGGCCGACTG
CCTTCCGGCCTTAGTGCGTCCCCACAGCCCTCCAGCATCGCGCCACTGCG
ACCGCAGGAACCACGATAGTAAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATT
AAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATTATGA
AGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGC
ATGCTATACACGTATGCGAGAACAAAAAAAAAAA

T7 promotor, Potkani betaGlobin SUTR, Potkani gen pro PDX1, Lidsky betaGlobin
3UTR

Sekvence templatu pro syntézu mRNA pro Ngn3 (882):

TAGCAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGAAACAAAGCAATCTATTCTGATA
GACTCAGGAAGCAAACATGACGCCTCAACCCTTGGATGCGCCCACCATCC
AAGTGTCCCAAGAGACCCAGCAACCCTTTCCCGGAGCCTCGGACCACGAA
GTGCTCAGTTCCAATTCCACCCCACCTAGCCCCACTCTCGTACCGAGGGAC
TGCTCCGAAGCAGAAGCAGGTGACTGCCGAGGGACATCGAGGAAGCTCC
GTGCGCGGCGCGGAGGGCGCAACAGGCCCAAGAGCGAGTTGGCACTGAG
CAAGCAGCGACGAAGCCGGCGCAAGAAGGCCAACGACCGGGAGCGCAAC
CGCATGCACAACCTTAACTCCGCGCTGGATGCGCTGCGCGGTGTCCTGCC
CACCTTCCCGGATGACGCCAAACTTACAAAGATCGAGACCCTGCGCTTCG
CCCACAACTACATTTGGGCACTGACTCAGACGCTGCGCATAGCGGACCAC
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AGCTTCTACGGCCCCGAGCCCCCTGTGCCCTGTGGGGAGCTGGGAAGCCC
GGGAGGGGGCTCCAGCGGCGACTGGGGCTCTATCTACTCCCCAGTTTCCC
AAGCTGGTAGCCTGAGCCCCACAGCCTCATTGGAGGAGTTCCCTGGCCTG
CAGGTGCCCAGCTCCCCATCCTGTCTGCTCCCGGGCACCCTGGCTTTCTC
AGATTTTCTGTAGTAAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTT
CCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCT
TGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGCATGCTATA
CACGTATGCGAGAACAAAAAAAAAAA

T7 promotor, Potkani betaGlobin SUTR, Potkani gen pro NGN3, Lidsky betaGlobin
3UTR

Sekvence templatu pro syntézu mRNA pro MafA (1323):
TAGCAGAAGCTAATACGACTCACTATAGGAAACAAAGCAATCTATTCTGATA
GACTCAGGAAGCAAACATGGCGGCAGAACTGGCTATGGGCGCCGAGCTGC
CCAGCAGCCCACTCGCCATCGAGTACGTCAACGACTTCGACCTGATGAAG
TTCGAGGTGAAGAAGGAGCCGCCCGAGGCCGAGCGCTTCTGCCACCGCC
TGCCACCCGGCTCGCTATCCTCGACGCCCCTCAGCACGCCCTGCTCCTCG
GTGCCCTCTTCGCCCAGCTTCTGCGCACCCAGCCCCGGCACCGGCAGCAG
CGCGGGCGGCGGGGGTAGCGCGGCTCAGGCCGGGGGLGLLCCCGGGGeC
GCCGAGTGGAGGCCCCGGCACTGTCGGGGGCGCCTCAGGAAAAGCGGTG
CTGGAGGATCTGTACTGGATGAGCGGGTATCAGCACCACCTGAACCCCGA
GGCGCTCAACCTGACGCCGGAGGACGCGGTGGAGGCGCTCATCGGCAGC
GGCCACCACAGCGCGCACCACGGCGCGCATCACCCAGCGGCTGCTGCGG
CCTATGAGGCCTTCCGGGGCCAGAGCTTCGCGGGCGGCGGCGGCGGCGG
CGCGGACGACATGGGTGCCGGCCACCACCACGGCGCACACCACACTGCA
CACCACCACCACTCTGCCCACCATCACCATCATCACCACCACCACCACGGA
GGCTCTGGCCACCACGGTGGAGGCGCGGGTCACGGTGGAGGCGGCGCGG
GCCACCACGTGCGCTTGGAGGAGCGCTTCTCCGACGACCAGCTGGTGTCC
ATGTCAGTGCGGGAGCTGAACCGGCAGCTCCGCGGCTTCAGCAAGGAGG
AGGTCATCCGACTGAAACAGAAGCGGCGCACGCTCAAGAACCGCGGCTAC
GCGCAGTCGTGCCGCTTCAAGCGGGTGCAGCAGCGGCACATTCTGGAGA
GCGAGAAGTGCCAGCTCCAGAGCCAGGTGGAGCAGCTGAAGCTGGAGGT
GGGGCGTTTGGCCAAGGAGCGGGACCTGTACAAGGAGAAATACGAGAAG
CTGGCGGGTCGTGGTGGCCCTGGTTCTGCTGGTGGTGCAGGTTTCCCACG
TGAACCTTCTCCACCTCAGGCTGGTCCAGGTGGCGCTAAAGGCACTGCTG
ACTTCTTCCTGTAGTAAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGT
TCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCC
TTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGCATGCTAT
ACACGTATGCGAGAACAAAAAAAAAAA

T7 promotor, Potkani betaGlobin SUTR, Potkani gen pro MafA, Lidsky betaGlobin
3UTR
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