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Abstrakt

Transdiferenciace v buiice indukuje strukturni pfestavby chromatinu a epigenetické
zmeény, které ovliviiuji spektrum genové exprese a zpusobuji celkovou remodelaci bunky.
Béhem transdiferenciace dochdzi k ptfimé konverzi urcité zralé linie somatickych bunck
na zralou bunécnou linii jiného typu, napfi¢ jednotlivymi zarodecnymi vrstvami. Diplomova
prace byla zaméfena na transdiferenciaci mezenchymalnich bunck - mySich embryonalnich
fibroblasti na endodermélni buniky - hepatocyty in vitro s pouzitim kombinace transkripcnich
faktort Hnf4o. a Foxal. Mapovani piemény fibroblasti bylo zahajeno bezprostfedné
po vyvolani konverze a definitivni vznik tkanové kultury indukovanych hepatocytii byl
potvrzen morfologickymi a funkénimi testy. Mysi indukované hepatocyty nasledné slouzily
pro modelaci lidského jaterniho onemocnéni, ilustrujiciho anamnézu pacienta z Institutu
klinické a experimentalni mediciny v Praze, u které¢ho nebyla mozna imunohistochemicka
detekce proteinu z jater. Pro genetickou editaci indukovanych hepatocyti byla pouzita
technologie CRIPSR/Cas9, pfi které byl nukleazou Cas9 a navigujici gRNA (guide RNA)
vytvoten dvouvldknovy zlom v genu Tight junction proteinu 2, a naslednou syntézou
komplementarniho fetézce podle DNA templatu byla vyvoldna bodova mutace, ménici triplet
aminokyseliny v cilovém proteinu. Diplomova préace je soucasti rozsdhlejSiho projektu, jehoz
myslenkou je, diky transdiferenciacim, sniZit Cetnost biopsii a ostatnich bolestivych zakroki
pro ziskani téZko dostupnych lidskych tkani a soufasn€é umoznit simulaci klinicky
relevantnich onemocnéni, které tak usnadni jejich studium a vyvoj vhodnych terapeutickych

metod.

Kli¢ova slova: Konverze somatickych bunék, Hnf4a, Foxal, indukované hepatocyty,

mutace 7jp2, intrahepatalni cholestaza, CRISPR/Cas9



Abstract

Transdifferentiation induces chromatin reconstructions and epigenetic changes that
affect gene expression spectum and cause cell remodeling in general. Direct conversion
of mature somatic cell line into another mature cell type occures during
the transdifferentiation thereby differences betweeen individual germ layers are eliminated.
The aim of the master thesis is transdifferentation of mesenchymal cells - mouse embryonic
fibroblast into endodermal cells - hepatocytes in vitro, using combination of transcripion
factors Hnf4o. and Foxal. Detection of fibroblasts transformation has been initiated
immediately after retroviral transduction and final generation of induced hepatocyte culture
was confirmed by morphological and function analysis. The population of mouse induced
hepatocytes served as a possible model for human liver disease in case of a pacient whose
liver proteins could not be detected immunohistochemically. Genome editing of induced
hepatocytes was realized by CRISPR/Cas9 technology which is based on cooperation
of guideRNA and Cas9 nuclease followed in addition to generation of DNA-specific double
strand breaks. These specific breaks in the Tight junction protein 2 gene were repaired
via homologous recombination that induced a missense mutation with amino acid changes
in the target protein. This master thesis is a part of bigger project which has a goal to reduce
the amount of biopsies and another painful surgical interventions by utilization
of transdifferentiation and also facilitate to develop approprite therapeutic methods

via genome editing and modeling of clinical relevant diseases.

Key words: Conversion of somatic cells, Hnf4a, Foxal, induced hepatocytes,

mutation in 7jp2, intrahepatic cholestasis, CRISPR/Cas9
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Teoreticky tvod

I. Teoreticky uvod

Reprogramovaci techniky, umoziujici pfeménu odlisSnych typt bunék, predstavuji
vyznamny védecky pokrok, ktery otvira nové moznosti pro rizna odvétvi mediciny. Indukci
a monitorovanim prub¢éhu konverze bun¢k Ize totiz ovliviiovat a korigovat rtizné patologie.
Tyto metody by soucasné¢ mély velmi usnadnit odbér lidskych tézko dostupnych tkani, coz by
mélo za nasledek sniZzeni pocetu bioptickych zakrokii. Konkrétné u jaternich onémocnéni by
jiz nebyla nezbytné nutna biopsie jater, ponévadz feSeni by poskytovala transdiferenciace
lidskych dermalnich fibroblasti na jaterni bunky in vitro. Moznosti 1é¢by by pak mohla byt
transplantace zdravych proliferujicich se jaternich bunék, ziskanych in vitro, kterd by
umoznila navrat fyziologické funkce jater. Dalsi alternativou by byl transport transkripcnich
faktorii a dalSich stimulac¢nich molekul do poSkozeného mista, kde by jimi byla vyvolana
konverze na zdravé bunky nebo builky imunitniho systému, které by okamzité¢ zesilily
imunitni odpovéd’ organismu. Vyhoda modifikace vlastnich bun¢k pacienta je postavena
predevsim na navozeni imunitni reakce, kterd je pro organismus piirozena. Zatimco pro
transplantace je nezbytné nasazeni imunosupresiv, kterd zajistuji potlaceni rejekce a zamezeni
komplikaci spojenych s odhojovanim §tépu.

Propojenim reprogramovacich technologii s genovou editaci lze poté simulovat
onemocnéni na predem indukovanych buiikéch, za ucelem objasnéni pfi€in jejiho vzniku
a navrZzeni adekvatni terapie. Cilend uprava genomu bunky slouZi jako patologicky model,
u které je tak mozné pozorovat zmény, nastavajici v disledku rozvoje onemocnéni. Hlavnim
zdmerem je schopnost aplikovat tyto technologie na jakychkoli lidskych bunkéach pro vyvoj

novych uéinnych terapeutickych metod.

1. Pluripotence bunék

Embryonélni kmenové bunky (ESC) ptedstavuji buiiky zarodku ve stadiu blastocysty
(Evans, M. J. a M. H. Kaufman, 1981; Thomson JA et al., 1998), kterd se v prabchu
gastrulace preménuje na vyvojoveé stadium gastruly (Tam, P.P.L., & Zhou, S.X., 1996).
Kli¢ovou vlastnosti téchto bun€k je tzv. pluripotence, coz je schopnost, kterd jim umoznuje
diferencovat se na jakykoli typ fetalnich i dospélych bunék. Diferenciace v konkrétni bunéény
typ poté spociva v pfitomnosti extraembyrondlni tkdn¢ a konzervativnosti regulacnich siti,

sloZzenych z mnoha transkripcnich faktorli a signalizacnich kaskad. Pluripotence ESC se
11
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vymezuje pravé ve fazi gastruly (Nichols, J., & Austin S., 2009), kdy se jeji vrstvy
transformuji na tfi zakladni zarodecné listy - endoderm, mezoderm a ektoderm, které davaji
vznik jednotlivym bunéénym liniim (Tam, P.P.L., & Zhou S.X., 1996). Na této urovni
bunééného vyvoje totiz dochdzi k demetylaci DNA a naslednému sestaveni nového
metylac¢niho vzoru bunky. Nejprve tedy probiha zkonstruovani housekeeping gent, které jsou
za urcitych podminek exprimovany témét ve vSech tkanich organismu a pouzivaji proto jako
referencni markery pfi kvantitativni polymerazové tetézové reakci (QPCR). Pozd€ji béhem
poimplanta¢niho vyvoje dochédzi ke koncovému formovani epigenetického vzorce, ktery je
pro kazdy typ bunky zcela specificky a soucasné se objevuji prvni zndmky exprese typickych
bunéénych marker. Tyto genomické metylacni vzory jsou v somatickych diferencovanych
bunkach zpravidla neménné a dédi¢né, zatimco u zarodecnych bunék a preimplantacnich
embryi mohou byt metyla¢ni kostry pozménény (shrnuto v Kim et a/.,2010).

Pluripotence bunék je vzdy vyjadiena jejich diferenciacni kapacitou (Nishizawa, ef al.,
2016). Krom¢ bunck pluripotetnich, z nichz probihd diferenciace do mnoha riznych
bunécnych typt, existuji tedy i bunky unipotentni, multipotentni nebo totipotentni. Buiky
unipotetni davaji vznik pouze jednomu typu bunék, tudiz jsou opozitem k pluripotenci
(Blanpain, C., et al., 2007). Buiiky multipotentni jsou odvozené od jednotlivych zarode¢nych
listd a jsou také schopné se diferencovat do mnoha typi bunck jako buiiky pluripotentni,
avSak pouze v ramci dané tkané. Mezi tyto bunky jsou fazeny hematopoetick¢é kmenové
buiiky, mezenchymalni kmenové bunky a nervové kmenové bunky, (Park, 1.-K., ef al., 2002;
Arion, N. W. a Mao J. J., 2006; Gage, F. H., 2000). VSem vysSe vyjmenovanym bunikam jsou
nadfazeny builky totipotentni, které obsahuji kompletni genetickou informaci a mohou
od nich byt odvozeny vSechny bunécné typy v organismu (Honecker, F., et al., 2006).

Uméle vytvofenou alternativou embryonalnich kmenovych bunck jsou indukované
pluripotentni kmenové buiiky (iPSC), které jsou generovany béhem reprogramovani.
Reprogramovani je proces, pii kterém dochazi k pfeméné jednoho typu bunétné populace
na populaci jinou, a to je zajiSténo pravé indukovanymi plurpotentnimi bunkami, které se
cilené¢ diferencuji v pfitomnosti specifickych transkripénich faktort (Takahashi, K., &

Yamanaka, S., 2006; Takahashi, K., & Yamanaka, S., 2007).
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2 Vyvoj reprogramovacich a transdiferencia¢nich metod

V prubéhu uplynulych 60 let byla vyvinuta spousta technologii, zabyvajicich se
indukovanou pluripotenci. Zavedeni téchto technologii zapfi¢inilo pokrok v oblasti
reprogramovani bun¢k, kterym bylo umoznéno indukované generovani pluripotentnich bun¢k
a studium genetické informace diferencujicich se bunék a jejich transkripcnich faktord.
Jednim z prukopnikti v oblasti reprogramovani se v roce 1962 stal Sir John B. Gurdon, ktery
jako prvni popsal vyvojovou kapacitu jadra v stfevnich epitelidlnich buiikach zab. Diky jeho
vyzkumu klonovani zab, prostiednictvim pienosu jader, dal prvopocatek bunéénému
jadernému reprogramovani (Gurdon, J. B., 1962). Sir Gurdon soucasn¢ definoval
reprogramovaci technologii jako proces, pii kterém je genova exprese jedné buiiky prevadéna
do genové exprese jiného bunééného typu (Candy, D. J., 1974). O necelych dvacet let pozdgji
Martin J. Evans a Matthew H. Kaufman zavedli tkanovou kulturu pluripotentnich bunék,
izolovanych z in vitro kultury mysich blastocyt, ktera se byla schopna diferencovat in vitro,
ale 1 in vivo po jejich injikaci zpét do mysi. Tato kultura byla definovéna jako mysi
embryonalni kmenové buinky (ESC) (Evans, M. J., & Kaufman, M. H., 1981). V roce 1987
byla izolovana a klonovana myoblastovd cDNA, z niz byly vyselektovany 3 vhodné klony -
MyoA, MyoD, MyoM pro dalsi analyzu. Gen MyoD, ktery byl bézn€ exprimovan pouze
v mySich kosternich svalovych buitkach a myogennich bunéénych liniich, byl oznacen
za klicovy atribut pro myogenezi. MyoD byl tedy pomoci vektoru transdukovan do fibroblastt
s inhibovanymi rastovymi faktory, kde probéhla prvni konverze mysich fibroblastli na bunky,
odpovidajici svym spektrem exprimujicich marker buitkam svalovym (Davis, R. L., et al,,
1987). V nasledujicim desetileti vytvofil britsky embryolog Ian Wilmut prvniho savce, ktery
byl klonovan ze somatickych bun€k dospélého jedince. Dospélé ovci byla odebrana vajicka,
jimz odstranil vlastni DNA a nahradil ji DNA z epitelu mlécné Zlazy jiné dospélé ovce.
Klonovanim ov¢iho vajicka tak doséhl zrozeni znamé ovce Dolly (Wilmut, L., et al., 1997).
Piesné 17 let uplynulo od objeveni mySich ESC a v roce 1998 byla Jamesnem A. Thomsonem
popsana rovnéz prvni linie lidskych embryonalncich kmenovych bunék. Proliferujici lidské
ESC udrzovaly vyvojovy potencidl v tvorbé trofoblastu a umoziiovaly odvozeni vSech tii
zarodecnych listi (Thomson, J. A., 1998). V roce 2004 bylo provedeno prvni reprogramovani
lymfoidnich bun¢k na buiiky myeloidni, konkrétné B bunék na makrofagy, pomoci exprese

C/EBPp (CCAAT/enhancer-binding protein beta) (Xie, H., et al, 2004). Rozkvét v oblasti
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reprogramovani vsak nastal az ve 21. stoleti, zdsluhou japonskych védcti Kazutoshi Takahashi
a Shiya Yamanaka, kteii se =zabyvali problematikou indukovanych pluripotentnich
kmenovych bunék (iPSC). V roce 2006 zvetejnili protokol pro iPSC, odvozené od mysich
embryonalnich fibroblastl, transdukovanych piesné definovanou kombinaci 4 transkripcnich
faktort (Takahashi, K., & Yamanaka, S., 2006). Nasledujici rok zavedli lidské iPSC,
vytvofené z kultury lidskych koznich fibroblastli, v pfitomnosti shodné kombinace faktora
(Takahashi, K., ef al., & Yamanaka, S., 2007). Zéasadni ptevrat nastal v roce 2012, kdy Sir J.
B. Gurdon spolecné s S. Yamanaka objasnili podstatu reprogramovani svym vyzkumem,
ktery evokoval skutecnost, ze jakakoli zrala buiika miize byt vhodnymi transkripnimi faktory
indukovéna na pluripotentni kmenovou buiiku, z niz l1ze nasledné diferencovat jakoukoli jinou
buiku v téle. Za tento objev ziskali oba védci v roce 2012 Nobelovou cenou (Wade, N.,
2012). Pozdéji byla popsédna i tzv. meziprogramova kmenova bunka, kterd usnadnila
objasnéni zdkonitosti reprogramovani a monitorovani jeho prabéhu, diky schopnosti
pozastavit svou reprogramovaci aktivitu a nasledné ji vhodnymi stimuly opét obnovit

(Nishimura, K., et al., 2014).

3 Zavedené metody pro preménu bunéénych linii

Principem metod, zajiStujicich fizenou bunéfnou preménu, je docilit diferenciace
urcitého typu zralych bunék na jiny zcela odliSny bunéény typ. Tato diferenciace miize byt
pfima - transdiferenciace, kdy probihd pfima konverze jednotlivych bun€k (Davis, R. L., et
al., 1987), nebo nepiima - reprogramovani, jehoz prubéh vyzaduje urcity mezikrok v podobé
produkce pluripotetnich kmenovych bunék (Takahashi, K., & Yamanaka, S., 2006;
Takahashi, K., & Yamanaka, S., 2007). Oba typy bunécnych pfemén jsou doprovazeny

rozsahlymi morfologickymi i epigenetickymi zménami (Weaver, J. R., et al., 2009).
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Indukované pluripotentni
kmenoveé buiiky (iP5)

Diferencovana burika Diferencovana burika jiného tvpu
Obrazek 1 Schéma odliSujici prubeh reprogramovani a transdiferenciace (Cieslar-Pobuda, A., et al., 2017)

3.1 Reprogramovani

Objevem mysSich a lidskych iPSC nastala nova éra, kterd pfinesla pfesné¢ definovany
postup pro reprogramovani jakychkoli somatickych bunck. Princip spo€ivd v navraceni
zralych bun¢k do indukovanych plutipotentnich kmenovych bunék, které jsou schopny
se samy regulovat a délit do mnoha riznych bunéénych typl, béhem c¢ehoz dochazi
k eliminaci a souasnému obnoveni epigenetickych bunéénych znakl. Opétovna diferenciace
do nového bunééného typu je iniciovdna po identifikaci a stimulaci charakteristického
aktivacniho ¢i inhibi¢éniho genu pro danou bunéénou linii. Nezbytnou soucasti
reprogramovani je zakladni koktejl transkripcnich faktorti, ktery je nejprve vlozen
do vhodného vektoru a nasledné transdukci vnesen do zvolené builky. Reprogramovaci
kombinace, kterda miZze byt oznacovana zkratkou OSKM nebo nazyvana jako ,, Yamanaka
factors “, je tvotena 4 transkripnimi faktory: Oct4 (octamer-binding transcription factor 4),
Sox2 (Sex determining region Y-box 2), Klf4 (Kruppel-like factor 4) a c-Myc (Cellular
Myelocytomatosis Oncogene) (Takahashi, K., & Yamanaka, S., 2006). Dnes existuji i nekteré
alternativni genové sety - OCT4, SOX2, LIN28 (Lin-28 Homolog A), NANOG (Yu, J., et al.,
2007) nebo OCT4, SOX2, KLF4, TBX3 (T-box 3) (Storm, M. P., et al.,2009).

Pro zaneseni OSKM genti do bunky jsou jako vektory vyuzivany nékteré retroviry.
Retroviry maji schopnost se reverzni transkripci integrovat do genomu hostitelské bunky
a fidit tak expresi reprogramovacich faktord (Takahashi, K., & Yamanaka, S., 2006).
Nejcastéji jsou k produkci iPSC pouzivany Lentiviry, které patii mezi ¢leny rodiny Retrovird.
Na rozdil od ostatnich retrovird totiZ umoZznuji transdukovat i nedélitelné bunky a maji

15



Teoreticky tvod

schopnost alternativniho tropismu (Bayart, E., & Cohen-Haguenauer, O., 2013). Zna¢nou
nevyhodou téchto virti je vSak jejich imunogenita, rezidualni exprese a moznost aktivace
transgentl. Vyskytuje se zde tedy riziko, ze disledkem v¢lenéni virG do genomu, bude
vyvolana inzer¢ni mutageneze (Gutierrez-Aranda, I., et al., 2010). Ackoli jsou retrovirové
transgeny v iPSC inaktivovany a exprimovany jsou pouze geny zachovavajici pluripotenci
bunék, vzacné mohou byt znovu aktivovany ve spojitosti s c-Myc (Bayart, E., & Cohen-
Haguenauer, O., 2013). Riziko mlize byt eliminovano pouzitim nékterych nevirovych metod,
vyuzivajici konvencnich plasmidi nebo samoreprodukénich epizomalnich plasmida
k doruceni OSMK faktorii do bunky. Avsak v takovych ptipadech je nezbytna mnohonasobna
transfekce a u€innost reprogramovani je v porovnani s retrovirovou transdukei nizsi (Kim, J.,
et al., 2015). ReSenim potencialniho vzniku karcinogezi je uplna absence transkrip&nich
faktorti pfi reprogramovani. Bylo prokazéno, ze pluripotentni buiky mohou byt kromé
OSMK faktorii generovany i na zakladé stimulace, vyvolané inhibici signalizaéni drahy TGFf
a MEK (Vrbsky, J., et al., 2015). Soucasné¢ je mozné docilit produkce iPCS 1 pfitomnosti
cytokinti, rustovych faktord a dalSich molekul, ovliviiujicich signaliza¢ni drahy, vedouci
k vystavbé pozadovanych bun¢k (Du, C., ef al., 2018). Novym piistupem je i reprogramovani,
fungujici na synergické aktivité synteticky modifikovanych mRNA, které zvysSuji efektivitu
pfemény fibroblasti na iPSC (Kogut, L., ef al, 2018). Nebezpec¢i vzniku nadoru predstavuji
nekontrolovatelné¢ se d¢lici iPSC 1 samotné reprogramovaci faktory, nebot’ se jedna
o proteonkogeny, bézn¢ se vyskytujici pii metastatickém karcinomu. Téchto charakteristik 1ze
vyuzit pro modelaci karcinogeneze ve specifickych tkanich, studium mechanism karcinomu
a vyvoj efektivnich terapii (Kim, J., et al., 2013; Feng, H., et al.,2019)

U mySi probiha reprograming v nésledujicich krocich: aktivace alkalické fosfatazy,
inhibice somatické exprese, exprese SSEA! (Stage-specific embryonic antigen-1, také CD15)
a potlaceni exogennich genl se soucasnou stimulaci endogennich gent Oct4 a Nanog, které
hraji vyznamnou roli pro pluripotentni stav buiiky (Brambrink, T., et al., & Jaenisch, R.,
2008). Povrchové markery EpCAM (Epithelial cell adhesion molecule), c-Kit (Proto-
oncogene c-kit) a PECAMI (Platelet endothelial cell adhesion molecule 1), pfitomné
na SSEAT1 pluripotentnich buiikach, umoznuji jejich shromazd’ovani a snazsi reprogramovani
(Polo, J. M., et al, 2012). Nepostradatelnym krokem pro tvorbu iPSC z mySich
embryonalnich fibroblasti (MEF) je mezenchymo-epitelialni tranzice (MET), kterd se u mysi
objevuje jiz v pocatecni fazi repropramovani (Stadtfeld, M., et al., 2008; Li, R., et al., 2010).
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Reverzibilni proces MET zajistuje piechod mezi multipolarnimi mezenchymalnimi buiikami
a polarizovanymi bunkami epitelu tim, ze reguluje zvyseni exprese epitelidlnich (E-cadherin,
EpCAM, miRNA-200) a snizeni mezenchymalnich (Snail, Zeb, N-Cadherin) genti. Exogenni
Oct4 a Sox2 tak svoji vazbou na miRNA-200 spusti transkripci a MET. Pti potlac¢eni miRNA-
200 specifickymi inhibitory je rovnéz utlumena i tranzice a produkce iPSC (Polo, J. M., et al.,
2012; Lamouille, S., et al, 2013). V disledku MET dochazi tedy, v pribé¢hu piechodu
somatickych bun¢k na pluripotetni linii, nejen k morfologickym zménam, ale i zménam
v expresi n¢kolika tisicich gent (Li, R., et al., 2010).

Nekteré z casti reprogramovaciho procesu jsou pro lidské 1 mysi bunky shodné, avsak
v nékterych krocich se zasadné 1i8i. U mysi nastdvd MET v pocatecni fazi, tudiz jesté pred
aktivaci endogenniho Oct4 (Li, R., et al, 2010). Na rozdil od lidi, kde se MET vyskytuje
v pozd¢jsi fazi, ktera ¢asoveé odpovida i aktivaci OCT4, coz nasvédCuje tomu, ze oba jevy
jsou na sobé vzajemné nezdvislé. V této souvislosti tedy mySi bunky docili navraceni
do nezralé formy dfive nez-li ziskaji Oct4-indukovanou pluripotenci, oproti lidskym buiikam,
které to maji opacn¢ a téméf ve stejnou dobu (Yang, S.-H., ef al.,, 2014). V reprogramingu
lidskych somatickych bunék hraji zasadni roli geny OCT4, SOX2 a NANOG, které slouzi jako
stabilizatory pluripotentni molekularni sité, ktera usnadiiuje formovani iPSC (Theunissen, T.

W.,etal., 2011).
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Obrazek 2 Pribeh reprogramovani mysich a lidskych somatickych bun€k na iPSC (Teshigawara, R., et al., 2017)
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3.1.1 Meziprogramova kmenova bunka

Novym aspektem v oblasti reprogramovani bylo zavedeni lidské meziprogramové
kmenové bunky (iRSC), tedy reprogramovand bunka pozastavend na Urovni negativniho
endogenniho faktoru OCT4 a transgenné pozitivni pre-MET fazi. Jeji zastaveni ¢i aktivaci je
regulovana expresi genu KLF4. ZvySenim exprese KLF4 dochézi k uvedeni iRSC opét
do chodu, a tim je obnoveno i reprogramovani somatickych bun¢k do jiz OCT4-pozitivnich
iPSC (Nishimura, K., et al., 2014). Zanesenim GFP vizualizace do OCT4 v zivych iRSC je
umoznéno monitorovat prubézné kroky jako napiiklad aktivaci OCT4 nebo pocatek MET.
Postupy, vyuzivajici fluorescencni vizualizaci iRCS, tak objasiiuji zakonitosti reprogramovani
a popisuji sled epigenetickych udalosti v bufice. Lidské iRSC jsou odovozeny od bunécné
linie reprogramovanych plicnich fibroblastd plodu pomoci retrovirové transdukce OSMK

(Teshigawara, R., et al. & Tada, T., 2015).

3.2 Transdiferenciace

Termin transdiferenciace Ize v literatuie nalézt pod né€kolika riznymi synonymy - piima
diferenciace ¢i konverze. Ve vSech téchto ptipadech se jednd o proces, pii kterém dochazi
k pfeméné jednoho typu zral¢ buiiky na jiny zraly bunécny typ, ktery mnohdy mé zcela
odlisny zarode¢ny pivod. Zasadni rozdil oproti reprogramovani je zde v tom, Ze konverze
probiha ptfimo, bez pfitomnosti iPSC jako meziprodukt (Davis, R. L., et al., 1987). Kli¢em
usp&sné transdiferenciace je vybér vhodné kombinace transkripénich faktorti (pfip. jinych
stimultl) a jejich genova exprese, fizend specifickymi intraceluldrnimi a extracelularnimi
signaly (Zhou, Q., et al., 2008). V jejim pribéhu dochazi k celkové bunétné reorganizaci, a to
nejen na transkripéni urovni. Remodelace buiiky spolecné se zménami v jeji genové expresi je
vyvolana strukturnimi pfestavbami chromatinu - histonovymi modifikacemi, které stimuluji ¢i
inhibuji specifické markery a ovliviiuji tim genové spektrum buiiky (Zuryn, S., et al., 2014).

Navzdory tomu, Ze byl postup transdiferenciace popsan podstatné diive, neni o ném
znamo tolik informaci jako o reprogramovani. Odrazovym mistek byla prvni pfima
diferenciace fibroblastl ve svalové butiky, zapficinéna expresi faktoru MyoD (Davis, R. L., et
al., 1987). Nasledovaly konverze bunék pievratem se stala uplnd eliminace bariéry mezi
jednotlivymi zarode¢nymi listy. Oteviely se tak nové moznosti, konvertujici ur¢itou bunécnou

populaci na populaci s odliSnym zarodecnym pivodem, napiiklad fibroblasty (mezoderm)

18



Teoreticky tvod

na neurony (ektoderm) ¢i hepatocyty (endoderm) (Sekiya, S., & Suzuki, A., 2011; Marro, S.,
etal., 2011).

Diky absenci pluripotentni faze jsou u transdiferenciace redukovéana i s ni spjaté rizika
vzniku karcinogeneze a inzeréni mutageneze. Nebezpeci evokuje pouze zaneseni transgentl
v prub¢hu transdukce bunc¢k rekombinantnimi retroviry. Transdiferenciace je tedy
v regenerativni medicin€ (Grath, A., & Dai, G., 2019). Buniky mohou byt transplantovany
z ptirozené¢ho mikroprosttedi do jiného mista, kde vyvolaji vlastni transdiferenciaci diky
pfitomnym indukénim faktoriim v recipietni tkani (Meivar-Levy, 1., et al., 2019). Popsany
byly rovnéz definované kombinace transkripéich faktorti, vyvoldvajici pfimou
transdiferenciaci nadorovych bunék na zdravou bunécnou linii, a to ma vyznamny potencial

v nadorové terapii (Cheng, Z., et al., 2019).

Tabulka 1 Priklady bunécnych transdiferenciaci in vitro (Davis, R. L., et al., 1987; Xie, H., et al., 2004; Li, P., et
al., 2010; Noguchi, H., et al., 2003; Zhou, Q., et al., 2008; Aviv, V., et al., 2009; Sekiya, S., & Suzuki, A., 2011;
Vierbuchen, T., ef al., 2010; Berninger, B., et al., 2007; Caiazzo, M., et al., 2011; Efe, J. A., et al., 2011)

Plivodni bunika Transdiferenciaéni faktory Cilova buiika
Fibroblasty MyoD Myocyty
B lymfocyty C/EBPa., C/EBPp Makrofagy
T lymfocyty Bclllb delece NK bunky
Buiiky pankreatu Pdx] Beta bunky
Exokrinni buiiky pankreatu Ngn3, Mafa, Pdx] Beta bunky
Hepatocyty Exendin-4, Pdx1 Beta bunky
Fibroblasty Hnf4, Foxal/ Foxa2 / Foxa3 Hepatocyty
Fibroblasty Ascll, Brn2, Mytll Neurony
miR-124, Brn2, Mytll
Astrocyty Pax6, neurogenin 2, Ascll Neurony
Fibroblasty Ascll, Nurrl, Lmxla Dopaminergické
Ascll, Brn2, Mytll, Lmxla, Foxa?2 neurony
Fibroblasty Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc Kardiomyocyty
Thx5, Mef2c, Gata-4, Mespl

Vétsina transdiferencianich postupli je si v principu velmi podobna tim, ze jsou

vSechny zaloZeny na pfimé konverzi odliSnych typl bunék, kterd je stimulovana expresi
specifickych transkripénich faktorG nebo jinych bunéénych stimulii a néaslednou kultivaci

bun¢k za vhodnych podminek. Vyjimku tvoii tzv. nepifima transdiferenciace, béhem které
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dochazi nejprve k dediferenciaci bunék do ¢asného progenitorového stadia a poté nasleduje
rediferenciace do odlisného bunécného typu (Cobaleda, C., ef al., 2007). Dediferenciace miize
byt vyvolana reguldtory pluripotentnich genti, které se vyuzivaji pii reprogramovani do iPSC,
nebo synergii transkripénich faktord, specifickych pro diferenciaci danych bunék. Ackoli je
v tomto pfipad¢ produkovan progenitorovy meziproduktu, coz mechanicky odpovida spise
reprogramovani, progenitorové bunky s iPSC nevykazuji shodu. Dediferencovany stav je
povazovany za relativné nestabilni a na rozdil od iPSC rovnéz méné nachylny k akumulaci
genetickych mutaci (Xu, L., et al, 2014). Dediferenciace a rediferenciace je fizena
epigenetickou variaci specifickych gend, které svou zvySenou/snizenou expresi ovliviuji
proliferaci nové bunécné linie z progenitoru a mohou se tak podilet na regeneraci tkané (Gao,
Y., et al., 2019). Dediferenciaci Ize docilit i produkce multipotentnich kmenovych bunék in
vivo, umoznujicich obnoveni Siroké skaly bunék a modelaci onemocnéni (Jones, J. C., 2019).
Transdiferenciace mize byt vyvoldna nejen experimentalné, ale mize k ni doji 1 zcela
ptirozené, v ramci odpovédi organismu na nékterd poranéni. Poprvé byl tento aspekt popsan
u druhu ryb Zebrafish, které maji schopnost srdecni regenerace pomoci dediferenciace bun¢k
a proliferace novych kardiocyocyti (Jopling, Ch.et al,2010). S fyziologickou
transdiferenciaci je mozné se nejCastéji setkat v organech, které pochazeji ze dvou vyvojove si
blizkych tkani (jatra, pankreas). Po poranéni jater nastdva inhibice charakteristickych geni
pro hepatocyty, coz ma za nasledek, Ze prestavaji plnit svoji metabolickou a syntetickou
funkci. Genova exprese se prevrati smérem k markerim specifickym pro epitelidlni bunky
ZluCovych cest, a tim se zacind pfizplsobovat i jejich vzhled a velikost buiikkdm zlu¢ovym

(Tarlow, B. D., et al., 2014).

3.2.1 Transdiferenciace bunék imunitniho systému

Prvni popsanou transdiferenciaci imunitnich bunék byla pfeména B lymfocyti na
makrofagy, potlacujici rozdily mezi buikami myeloidni a lymfoidni linie. Transdiferenciace
byla indukovana expresi transkripcnich faktort C/EBPa, C/EBPp, které efektivné inhibuji
vyvoj B lymfocytl a zaroven stimuluji jejich konverzi v makrofagy (Xie, H., et al., 2004).
Pozdé&ji byly transdiferenciacni postupy, konvertujici jednotlivé buiiky imunitniho systému,
zaméfeny na jejich uplatnéni pifi imunoterapii, pfedevSim pii potlatovani vrozenych

imunodeficienci a autoimunitnich onemocnéni, nebo pii nadorové terapii. Konkrétnim
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piikladem je transdiferenciace T lymfocytli na NK buiky, podminéna deleci Bcll1b (B Cell
CLL/Lymphoma 11B), ktera je indukovana kultivaci bun¢k s 4-hydroxytamoxyfenem (Li, P.,
et al., 2010). Bclllb je, podobné jako ostatni transkripéni faktory, angazované ve vyvoji
thymocytti, fizen vnéjSimi signdly a vazbou na nékteré povrchové receptory. Bylo tedy
potvrzeno, ze konverze T lymfocyti na linii NK bun¢k muaze byt rovnéz spusténa deficienci
CD147. Ztrata tohoto receptoru, ktery je exprimovan piedev§im nadorovymi buiikkami, ma
za nasledek naruseni Wnt drahy a snizeni exprese BcllIBb. Cilena blokace CD147 pomoci
specifické monokolonalni protilatky tedy zajiStuje produkci lymfocytarni populace bunck
vrozené imunity, zahrnujici y0T, NKT a NK buiiky, coz predstavuje potencialné vyznamnou
ulohu pfi lécbe rakoviny (Geng, J. J., et al., 2017).

Transdiferenciace imunitnich bunék s potencidlnem v imunoterapii byla popsana
napiiklad na konverzi odlisnych T bunéénych populaci, za ucelem eliminace rozvoje
nekterych zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni. Rovnovdha mezi T regulacnimi
buitkami (Treg) a pomocnymi T lymfocyty, konkrétné Th17, se totiz ukéazala jako kli¢ova pro
rozvoj onemocnéni jako je revmatoidni artritida, systematicky lupus erythematodes,
idopatické zanéty stiev (IBD) nebo pro nékteré téhotenské komplikace (preeklampsie). Byly
tedy popsany postupy vzajemné indukované konverze téchto bun¢k ve sméru Treg na Thl7,
ale i obracené. Jejich plasticita je zavisla na ptitomnosti TGFp, IL6 (interleukin 6), Foxp3
(forkhead box P3), IL17 (interleukin 17) a produkci progenitorové builky, z niz jsou ob¢
buiiky odvzeny. Obé& populace bunék pochazeji ze shodného CD4" prekurzoru, ktery jim
béhem transdiferenciace slouzi jako pomyslnd meziprogramova buiika. Inkorporaci genu
IL174 do DNA Treg vyvola jejich pfeménu na IL17 Foxp3"CD4'T buiky, které po delsi
kultivaci ztraceji expresi Foxp3 a formuji se v prozanétlivé Th17 s expresi charakteristickych
markerd IL17, Sox4, transkripéniho faktor RORyt (RAR-related orphan receptor gamma)
a receptoru CCR6. Prokazana byla i1 diferenciace Treg na Thl7, indukovand zanétlivym
mikroprostiedim, naptiklad v podob¢ synovidlni tekutiny a synovidlnich fibroblast v kloubu
pfi revmatoivni artritidé. Opaénym procesem je transdiferenciace Thl7 bunék na
imunosupresivni Treg, kterd je podpofena signalizaci TGF' f a aktivaci receptoru AHR (Aryl
hydrocarbon receptor). Opét vznika nejprve pfechodna bufika IL17 Foxp3*CD4'T, ktera je
nasledné pfeménéna na regulacni Treg (Trl) bunky, exprimujici Foxp3 a IL10 (Komatsu, N.,

et al., 2013; Gagliani, N., et al., 2015)
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4 Prima a neprima konverze mysich fibroblasti na hepatocyty

4.1 Fibroblasty

Fibroblast je zdkladni jednotka pojivové tkané, kterda mé plochy, podlouhly tvar
s velkym ovalnym jadrem uvnitf. Jedna se o velmi heterogenni a dynamickou populaci bunék,
kterd je fazena k nejrozsifenéjSim bunéénym liniim v lidském téle. Fibroblasty tak mohou
diky své nespecifité na riiznych mistech plnit odlisné funkce (Croft, C. B., & Tarin, D., 1970).
Klicovym aspektem fibroblastl je produkce prekurzorti pro kolagen, ktery vypliuje prostor
mezi vlakny a bunikami v pojivové tkani. Diky této vlastnosti jsou nedilnou soucasti mnoha
fyziologickych procesi jako je syntéza extracelularni matrix, epitelidlni diferenciace, regulace
zanétu a regenerace tkané. Nejpocetnéjsi skupinou jsou dermdlni fibroblasty, které se
vyskytuji v pokoZzce. Jejich specifita a mnoZzstvi produkce urcitého typu kolagenu je zavisla na
hloubce, ve které se v pokozce nachdzi. Fibroblasty ve svrchni vrstvé pokozky vytvaieji velké
mnozstvi kolagenové mRNA, jejiz kvantita s kazdou nizsi vrstvou postupné klesa (Ali Bahar,
M., et al., 2004).

Fibroblasty, jakozto bufiky mezenchymalniho pivodu, maji schopnost se za urcitych
podminek konvertovat do fentoypu ostatnich bun€k pojivové tkdné se stejnym zarodecnym
puvodem. Pfi vhodné stimulaci je tudiz umoznéna jejich pfeména napiiklad na adipocyty,
chondroblasty nebo myofibroblasty (Denu, R. A., et al, 2016). PfedevSim neonatalni
fibroblasty vykazuji vysokou plasticitu, kterd je s nejvétsi pravdépodobnosti zplsobena
expresi solubilnich signalizatnich molekul a molekularnim rdmcem extracelularniho
mikroprostiedi fibroblasti, které ovliviiuji jejich aktivitu (Mateu, R., et al., 2016). Diky této
tvarnosti byly zcela prvnimi somatickymi buiikami reprogramovanymi do iPSC a rovnéz
prvni bunénou populaci transdiferencovanou na buiky svalové. (Takahashi, K., &
Yamanaka, S., 2006; Davis, R. L., et al., 1987). Dnes jsou fibroblasty bézné¢ vyuzivany pro
ucely reprogramovani, piedevSim kvuli jejich dostupnosti a snadné kultivace in vitro.
Zékladni kulturou jsou mysi embryonalni fibroblasty (MEF), ale existuji 1 dalsi fibroblastové
linie se specifickym pouZzitim jako napiiklad NIH3T3, pochézejici z embryonalni tkdné Swiss
albino mysi se stabilni rychlosti ristu (Kantawong, F., et al., 2018). Pro klinické vyuziti je
predevsim tendence nahrazeni mySich fibroblasti za lidské dermalni fibroblasty, u kterych je

mozné pomoci guide RNA aktivovat pluripotentni geny, a tim reprogramovani bunék (Xiong,
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K., et al., 2017), nebo specifickymi faktory vyvolat pfimou konverzi na jiny bunéény typ,

za ucelem regenerace tkani (Boularaoui, S. M., et al., 2018).

4.2 Jatra a bunky jater

Anatomii, fyziologii a patologickymi poruchami jater, Zlu¢niku, ZluCovych cest
a mnohdy 1 pankreatu se zabyva lékaisky obor hepatologie. Jatra se u lidi objevuji na konci
3. tydne embryondlniho vyvoje. Jejich vystavba probihd z okolni pojivové tkané
mesenchymalniho ptivodu (vazivovy obal) a soustavy jaternich bun¢€k uvnitt, které¢ pochazeji
z endodermu. AZ od konce 4. embyonalniho tydne 1ze hovofit o tvorbé primitivnich jaternich
sinusoid, které uzce koreluji s hepatocyty. Zékladni funk¢ni jednotkou jater je jaterni acinus,
ktery je rozdélen na 3 zény. V prvni probiha glukoneogeneze, tvorba mocoviny, zluci
a cholesterolu, druhd je oznacovana jako pfechodna a tfeti terminalni zona slouzi ke glykolyze
a syntéze lipidi a ketolatek. Zakladni stavebni jednotkou jater jsou hepatocyty, které se

akumuluji do vétsich komplexti - tramct (shrnuto v Crawford, J. M., et al., 2018).

4.2.1 Hepatocyty a cholangiocyty

Jaterni parenchym je z velké Casti tvofen jaternimi bunikami (hepatocyty) a bunikami
epitelu zlucovych cest (cholangiocyty). Hepatocyty jsou buiiky o velikosti desitek nanometrt,
které¢ jsou morfologicky uzplsobeny ke skladovani jaterniho glykogenu, efektivnimu
vstfebavani Zivin a zprostfedkovani metabolickych d&ji. V tom jim napomahd mikrotubuldni
a mikrofilamentarni povaha cytoskeletu, obsahujici tight junctions, které reguluji prostupnost
membrany. Na rozhrani dvou hepatocytli se nachazeji intrahepatalni zluCové kanalky, které
jsou tvofeny pouze sténami jednotlivych bunék, do nichz je produkovana zluc, kterd slouzi
k eliminaci bilirubinu, cholesterolu a xenobiotik. Cholangiocyty jsou epitelidlni bunky, které
vytvaii trojrozmérnou sit’ zluCovych cest a diky regulovanému transportu vody, iontd
a dalSich rozpusténych latek skrz jejich plasmatickou membranu, piispivaji k sekreci Zluci
(shrnuto v Crawford, J. M., et al., 2018).

Hepatocyty i cholangiocyty jsou odvozeny od shodného bipotentniho jaterniho
progenitoru, tzv. hepatoblast (Haruna, Y., et al, 1996). Ackoli je hepatoblast endodermélniho
puvodu, jeho exprese a diferenciace je fizena signalnimi molekulami, pochdzejicimi
z mezodermu. Pro jeho spravny vyvoj je tedy nezbytnd rovnovdha mezi signalizacnimi
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dradhami TGFp (Transforming growth factor ), WNT, FGF (Fibroblast growth factor) a BMP
(Bone morphogenetic protein), kterd vede k expresi specifickych markert EpCAM (Epithelial
cell adhesion molecule), CD/33 (Prominin-1), SOX9 (Sex-Determining Region Y Box 9),
NCAM (Neural cell adhesion molecule), HNF4o (Hepatocyte nuclear factor 4 alpha)
a nékterych cytokeratinti (Dessimoz, J., et al., 2006; Berg, T., et al., 2007; Matsumoto, K., et
al., 2008). Bylo prokdzéno, ze rana faze hepatocytarni specifikace je rovnéz pozitivné
ovlivnéna geny FOXAI (Forkhead box Al) a FOXA2 (Forkhead box A2) (Li, Z., et al.,2009).
V pribéhu 8. embryondlniho tydne dochdzi k diferenciaci hepatoblastu a oddéleni
jednotlivych linii se specifickymi zménami v expresi. Hepatoblasty, nachazejici se v blizkosti
vena portae, se diferencuji v populace cholangiocytl. Ty exprimuji charakteristicky
transkripéni faktor SOX9 a faktor SALL4 (Sal-like protein 4), inhibujici vyvoj smérem
k hepatocytarni linii (Antoniou, A., et al.,2009). Oproti tomu hepatoblasty, ovlivnéné
ptitomnosti OSM (oncostatin M) a HGF (Hepatocyte growth factor), dozravaji v hepatocyty,
produkujici albumin a a-fetoprotein (Kamiya, A., et al., 2001).

Pre-Hepatogeneze | Jaterni specifikace | Proliferace _ Diferenciace & Maturace
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Obrazek 3 Schéma diferenciace hepatocytl a cholangiocytd (Miyajima, A., et al., 2014; Chaudhari, P., et al.,
2016).

4.2.2 Kupfferovy bunky

Kupfferovy bunky se poprvé objevily v roce 1876, kdy je v jaternim parenchymu
indentifikoval Karl Wilhelm von Kupffer, po kterém dnes nesou své jméno (Kupffer, C.,
1876). Jednd se o specializované jaterni makrofagy, odvozené od cirkulujicich monocytii

a predstavujici nejvétsi populaci rezidualnich makrofagi. Funk¢né i morfologicky jsou velmi
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provazané s béznymi tkanovymi makrofagy, ackoli bylo dokazano, ze na nich nejsou jakkoli
zavislé. Jaterni makrofagy jsou pritomné v lumenu jaternich sinusoid, kde se ucastni vrozené
imunitni odpovédi. Jejich nepravidelny tvar s vybézky jim umoziiuje prostupovat
do perisinusoidalniho prostoru, kde tak mohou pomoci hybrolytickych enzymu (lysozomy,
fagozomy) efektivné likvidovat cizorodé ¢astice, nadorové buiiky, makromolekuly a vSobecné
reagovat na jakékoli poskozeni jater. (Fox, E. S., et al, 1987). Kupfferovy buiky jsou
aktivovany prostiednictvim TLR4 receptoru na svém povrchu, kterym interaguji s pfitomnym
endotoxinem a zahajuji tak prozanétlivou odpovéd’ a fibrozu jater (Rivera, Ch. A., ef al,
2007; Meng, F., et al., 2012). Jejich hlavni funkci je vSak kromé obrany imunitniho systému
1 navozeni tolerance vi¢i antigeniim, adsorbovanym z gastro-intestindlniho traktu. V této
souvislosti 1ze Kuppferovy buiniky povazovat za tzv. tolerogenni APC burnky, které mohou
prostiednictvim MHC molekul potlacit aktivitu T bun¢k a regulovat imunitni odpovéd’ (You,
Q., et al.,2008). Imunomodulacni funkci maji 1 pii transplantaci jater, kdy navozuji toleranci
k darcovskému jaternimi Stépu. V tomto ptipadé k reprogramovani Kupfferovych bunék
smérem k tolerantnimu fenotypu napomaha regulovana exprese TNFa (tumor necrosis factor
alpha) a PGE2 (Prostaglandin E2) mezenchymalnimi kmenovymi bunkami (YouY., et
al,2015). Vysoka plasticita Kupfferovych bunck jim rovnéZ umoziiuje polarizovat se
na okolnim prostfedi jater a aktivaci NF«B signalizace skrz receptor PPAR-y (Luo, W., et

al,2017).

4.3. Piima konverze fibroblastii na indukované hepatocyty

V roce 2011 byla popsana pfima konverze somatickych bunék ne-hepatocytarni linie na
hepatocyty in vitro. Bylo tak dokazano, Ze kromé jaternich progenitorovych bunék lze i v
jinych typech bunék po specifické stimulaci vyvolat fizenou hepatocytarni diferenciaci
spole¢n¢ s aktivaci fenotypu, ktery odpovida jaternim bunkdm. Na zdkladé vybéru gent,
souvisejicich s vyvojem a diferenciaci hepatocytt (Hnf4a a Foxal/Foxa2/Foxa3), byl
pfipraven plasmid, vnasejici danou kombinaci genli do izolovanych mysich embryonélnich
fibroblasti (MEF) (Sekiya, S., & Suzuki, A, 2011). Kombinace gent byla zvolena na zakladé
jimi kodovanych proteinti, které jsou nezbytnymi kompotenty pii spravném vyvoji a funkci

jater a jaternich bunék. Hnf4a (Hepatocyte nuclear factor 4a) hraje kliCovou roli pfi
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diferenciaci a genové expresi hepatocytli, Foxal, Foxa2 a Hnf1p ovliviiuji vyvoj jater a Hnfla
a Foxa3 se ucastni regenerace jater (Huang, P., et al., 2011). Stimulaci t€émito geny byl
vyvolan vznik populace indukovanych hepatocytii (iHep), jejiz builkky se zacaly postupné
shlukovat do klastri a ménit morfologicky vzhled, vzdalujici se linii fibroblastti. U populace
indukovanych hepatocyti byly nasledné imunocytochemicky obarveny markery,
charakteristické pro danou konverzi (Albumin, a-fetoprotein, E-cadherin, Vimentin)
a soucasn¢ byly provedeny testy, ovéfujici pfitomnost zasobnich glykogenovych vacka (PAS
reakce) a kompetenci iHep pro lipoprotein LDL (LDL uptake) (Sekiya, S., & Suzuki, A,
2011).

Transdiferenciace lidskych fetdlni (HFF) a lidskych dospélych fibroblasti (HAF)
na hepatocytarni buiiky byla zajisténa transdukci retrovirdlniho vektoru, nesouciho nékterou
z kombinaci transkripénich faktort HNF4o, FOXA2, C/EBPB (Kogiso, T., et al., 2013);
FOXA3, HNFloa, HNF4o (Huang, P., et al, 2014); FOXA2, FOXA3, HNF4a, ATF5
(Activating transcription factor), PROXI (Prospero homeobox protein 1) (Nakamori, D., et

al., 2017). Efektivita transdiferenciace mlize byt zvySena i Kdm2b (Lysine Demethylase 2B)
v pritomnosti faktortt Hnf4a a Foxa3 (Zakikhan, K., et al., 2016). Nasledné na lidskych
indukovanych hepatocytech (hiHep), generovanych pomoci lentivirové exprese FOXA3,
HNFla a HNF4o, byla zndzoznéna jejich schopnost integrace do jaterni tkan¢ a jaterni funkce
in vivo, na zaklad¢ transplantace hiHep do imunodeficientni mysi s jaterni chorobou, kde byla
navozena regenerace jater a obnoveni ptiblizné 50% jaternich funkci (Huang, P., et al., 2014;
Huang, P., ef al., 2019). Krom¢ vySe vyjmenovanych kombinaci transkripénich faktort l1ze
pfimé konverze docilit 1 stimulaci Hnfla s malymi molekulami (A-83-01, CHIR99021,
BMP4), které se ucastni inhibice TGFP signalizacni drahy a aktivace MET, coZ ma za

nasledek robustni proliferaci vysoce maturovanych iHep (Lim, K. T., et al., 2016).

4.4 Neprima konverze fibroblasti na indukované hepatocyty

Produkce iHep miiZze byt docileno kromé transdiferenciace také reprogramovanim
¢i nepfimou konverzi z MEF. Béhem reprogramovani dochdzi k produkci indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék a nasledn€é vhodnou stimulaci k diferenciaci
na hepatocytarni bunécnou linii (L1, H.Y., et al, 2011). V této souvislosti bylo jiz provedeno

1 reprogramovani lidskych indukovanych pluripotentnich bunék na heptocyty in vitro,
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podminéné transdukci transkripénich faktort HNFa a FOXA2 (Takayama K, et al, 2012).
Kvalita reprogramovani zralych lidskych fibroblastii na hepatocyty in vitro byla zvysena diky
upravené kombinaci reprogramovacich faktord, kdy doSlo k nahrazeni c-Myc za Parpl
a hiPSC tak byly generovany na zakladé pfitomnosti reprogramovaci kombinace Oct4, Sox2,
Klf4, Parpl (Poly [ADP-ribose] polymerase 1). Absenci c-Myc bylo docileno snizZeni
nebezpeci, spojeného se vznikem tumorogeneze béhem reprogramovani (Huang, Ch-S., et al.,
2018).

Na zaklad¢ zékonitosti organogeneze jater byla vSak popséna i konverze mySich
embryondlnich fibroblasti na indukovanou jaterni kmenovou bunku (iHepSC) pomoci
kombinace faktord HnfIf a Foxa3. Indukovand bipotentni bunka tedy exprimovala nejen
markery charakteristické pro jaterni progenitorovou bunku (Sox9, AFP, EpCAM), ale rovnéz
i hepatocytdrni markery (Albumin, Hnf4a, Transthyretin), cholangiocytarni markery
(cytokeratiny - CK7, CK19) a spoleéné markery (CK8, CKI18). PiisluSnou stimulaci
specifickymi kombinacemi transkripcnich faktori byla tak umoznéna produkce hepatocytl
(OSM, EGF) nebo cholangiocyti (3D kultura) in vitro. Implantaci iHepSC do mysi doslo
k jejich integraci do jater, kde se vlivem prosttedi diferencovaly ve zralé hepatocyty
a cholangiocyty in vivo, a byla tak zahdjena obnova poskozené jaterni tkané (Yu, B., ef al,,
2013; Chaudhari, P., ef al., 2016). Podle nedavnych studii 1ze vS§ak z MEF generovat in vitro
1 in vivo bipotetni jaterni kmenovou buiiku, kterd je maturovana pouze na cholangiocytarni
linii. Dochazi tak ke vzniku iHepSC, ktera byla stimulovdna kombinaci faktortt Hnfla
a Foxa3. Duraz je zde kladen na vyznam HnfIf ve vyvoji cholangiocytli s potlatenymi
hepatocytarnimi markery a soucasné roli Hnfla ve formovani bipotetnich jaternich bun&k
a produkci hepatocytd (Lim, K. T., et al, 2018). Vyhodou piimé konverze fibroblasti
na hepatocyty je tedy eliminace rizika rozvoje nadord, které se poji s iPSC, a cilena

diferenciace v hepatocytarni bunécnou linii, kterd neni doprovéazena produkci cholangiocyti.

5 Genova editace a piehled edita¢nich metod

Editace genomu je cilend genetickd uprava (mutace) DNA na trovni bazi i celych
nukleotidl,, kterd probihd na konkrétnim mist¢ v genomu organismu. Genetické mutace
(inserce, delece, substituce) jsou zpusobeny specidlné navrzenymi nukleazami nebo tzv.

molekularnimi ntizkami, zaloZenymi na schopnosti specificky rozstépit dsDNA. Indukované
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dvouvlaknové zlomy jsou nasledn¢ opraveny nehomolognim spojenim konct (NHEJ), kdy
dochazi k ligaci koncii zlomu, nebo pifimou homologni opravou (HDR), ktera je
zprostiedkovana vlozenou templatovou DNA, podle které je syntetizovano opravené
komplementarni vldkno. HDR mechanismem tak muze dochdzet k zamérnym substitucim
nukleotidovych bazi, kterymi jsou do genomu vnaSeny mutace, podporujici remisi nebo
rozvoj onemocnéni. Zatimco neuplna komplementarita koncovych ptesahti v ramci NHEJ
muze zpusobit inzerci nebo deleci paru bazi v misté¢ zlomu, tudiz i naruseni ¢teciho ramce
a knock-out urcitého genu (Rouet, P., et al., 1994). Oprava muize byt zprostfedkovana
1 mikrohomolognim spojenim konci (MMEJ), kdy jsou odhaleny kratké (5-25bp)
mikrohomologické sekvence na obou koncich dvouvldknového zlomu (DSB), kterymi je
nasledné fizena oprava. V piipadé MMEJ dochézi nejcastéji k deleci iseku DNA mezi
mikrohomologiemi (McVey, M., & Lee, S. E., 2008). Mezi nejpouzivangjsi editacni metody
patii ZFNs, TALEN a CRISPR/Cas9, které¢ se zdmérnou manipulaci genomu snazi dosahnout

modelace n€kterych onemocnéni a navrzeni efektivnich terapii.

1983 19%6 005 1009-2012 1012 13 1015
'HF.u kvasinek Testovani FFH (Genova oprava | [Cilend prestavba | [Jnvizo | | Genova regulace | | Editace genonmi’
pomoct HO in vitre v lidskych FETIONI  pOOCL konstice - CRISPRi pomoct Cpfl
endomiklesz | ¥ | | bmikach - ZFN ZFN CRISPR/Casd a CRISFRa Teinche o o
[ ] | ] [#] (] [ & [8] [ [ & ] [#] L ] r_,
1994 2002 009 1 013 2015
[ HR. a HMET (Editace gpnomm | [ EGdTAIE | [Editace genoom v [ Editece lidského | [ Gude BMA
vooysich bmkach | Drosophila TOZPOZDAVAJICL lidskvch bamkach | | genoom - Cas9 epigenaticka
- meganukleazry -ZFN DMA sekvenci -TALEN i aditaca

WEACEY o &

Obrazek 4 Pocatek a prabéh vyvoje jednotlivych metod pro editaci genomu (Kim, J.-S., 2016)

5.1 ZFN technologie

Zinc Finger Nuclease technologie (ZFN) funguje na principu, ktery vyuziva k cilené
editaci genomu zinc finger nukledz, vytvarejicich dvoufetézcové zlomy ve specifickych
mistech DNA. ZFN piedstavuji jednu z DNA vazajicich proteintovych tiid, které jsou
zkonstruovany ze dvou domén - Zinc Finger (ZF) doména a katalytickd nukledzova doména
(Kim, Y. G., et al., 1996). ZF doména je odvozena od Cys2-His2 ZF proteini, které jsou
schopny rozpoznavat 3 nukleotidové baze (Enuameh, M. S., et al, 2013). ZFN je zcela
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kompletni az po pfipojeni i druhé domény - nukleazy Fokl. Tato restrikéni endonukleaza II.
typu je izolovana z Flavobacterium okeanokoites a efektivné stépi DNA (Kim, Y. G., et al.,
1996). Teprve spojenim obou domén je vytvoreny par vysoce specifickych genomickych
ntuzek (Bibikova, M., et al., 2001). Ty mohou byt do bun¢k transportovany ve form¢ DNA
nebo RNA a Ize je navrhnout pro jakykoli gen v lidském genomu (Urnov, F. D., ef al., 2005).
Nukledzové Stépeni je fizeno pomoci pfedem definovanych ZF domén, které rozpoznavaji
konkrétni misto nejCastéji podle jedné ze sekvenci: 5-CNN-3-, 5-GNN-3-, 5-ANN-3-,
na kterou se specificky vazou (Dreier, B., et al, 2005). Dvouvldknovy zlom je nasledné
opraven jednim z opravnych mechanismi NHEJ nebo HDR (Rouet, P., et al., 1994).

Kazdy z tzv. zinkovych prsti se sklada ze 30 para cysteinovych a histidinovych zbytkd,
které vzdy vazi jeden zinkovy ion (Zn?"). Koncové &asti zinkovych prstll jsou vkladany
do jamek DNA, kde probihd interakce s jiz zminénym tripletem bazi. VétSina ZF proteind
je tvofena 2 a vice zinkovymi prsty, které jim umoziuji rozeznavat del$i nukleotidové
sekvence, a tim se zvySuje jejich specifi¢nost. Modularita jednotlivych zinkovych prst
poskytuje kooperaci 3 az 6 ZF proteinii dohromady, tudiz se specificky vazi az na 9-16bp.
Synteticky pfipravené ZF proteiny jsou pak schopny rozpoznat téméf jakoukoli DNA
sekvenci (Handel, E. M., et al., 2008).

GCGTGGGCG

Obrazek 5 Zinc Finger - Protein se tfemi zinkovymi prsty, interagujici se tfemi specifickymi tripletovymi

sekvencemi DNA (pievzato z Gene Expression, 2017).

Modelovych organismem pro testovani ZFN byla Drosophila melanogaster, u jejichz
larev byly exprimovany ZF nukleazy, kterymi byl vytvofen specificky dvouvldknovy zlom
na y genu na chromozomu X. Prostfednictvim NHEJ opravy pak byly vyvoldny somatické

mutace pfedevsim u samci linie (Bibikova, M., et al., 2002). Tato technologie byla urychlena
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a usnadnéna pomoci injikace syntetické mRNA, kodujici par ZFN, coz umoznilo editaci genti
v jakémkoli lokusu u dvou generaci D. melanogaster (Beumer, K. J., et al., 2008). Pozd¢ji
bylo docileno i tpravy lidské DNA v definovanych genomickych usecich (Urnov, F., D., et
al., 2005). Konkrétn¢ bylo navrzeno vice nez sto syntetickych ZFN, zaméfenych na rizné
useky CCR5 genu, tedy koreceptoru, nezbytného pro infekci HIV. Cilem knock-out CCRS5
byla produkce T bun¢k, rezistentnich k HIV infekci u AIDS pacientd. (Perez, E. E., et al,
2008). ZFN se podilely i na vyvoji terapie pro pacienty s X-vazanymi tézkymi
kombinovanymi imunodeficiencemi, na zaklad¢ korekce genu IL2RG v hematopeotickych
kmenovych buinkach (Genovese, P., et al, 2014). Vkladani ZFN bylo umoznéno pomoci
plasmidu, ktery byl navrzeny tak, aby krom¢ dané sekvence obsahoval i transgeny nebo
fluorescenéni barviva, kterymi je mozné indukovat specifickou mutaci nebo oznacit
pozadované geny (Gaj, T., et al.,2012; Bonawitz, N. D., et al., 2018). ZFN mohou byt vsak
pomérné cytotoxické pro hostitelské buitkky a mohou se objevovat i chybna Stépeni mist, ktera
vykazuji homologii s cilovou sekvenci (Bonawitz, N. D., et al, 2018). Pro dosaZeni
specifi¢téjsiho a ucinngjsiho Stépeni byla vyvinuta nova sada ZF nukleaz, kterd zvysuje
konfigura¢ni moznosti tim, ze je zacilena na 23-28bp zvoleného genomického lokusu. Jejich
Stépné Fokl domény jsou piipojeny na N-termindlni konec jednoho nebo obou zinkovych
prstt v ZFN dimeru a je jim soucasné¢ umoznéno pieskakovat baze mezi jednotlivymi

cilovymi triplety u sousedicich zinkovych prsta (Paschon, D. E., et al,, 2019).

5.2 TALEN technologie

Transcription activator-like effector nuclease (TALEN) je efektivni technologii
pro editaci gend v zivych bunikdch témét jakéhokoli hostitele, véetn¢ bakterii, kvasinek,
rostlin i savceil. TALEN jsou enzymy, produkované bakteriemi z rodu Xanthomonas, které
jsou znamé jako rostlinné patogeny (Pérez-Quintero, et al., 2013). TAL efektorové nukleazy
jsou, podobné jako ZF nukleazy, sestaveny ze dvou odliSnych domén - TAL efektorové
domény a katalytické nukledzové domény, tvofené restrikéni endonukledzou Fokl. TAL
doména je vystavéna z nékolika rtiznych aminokyselinovych repetic, pfi¢emz kazdd z nich
obsahuje 33-35 aminokyselin. Tyto domény vyhledavaji konkrétni mista DNA, kterd
rozpoznavaji pomoci dvou vysoce variabilnich aminokyselinovych zbytkl, tzv. repeat

variable diresidues (RVDs), nachazejicich se vzdy na 12.-13. pozici kazdé repetice. Na rozdil
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od ZFN, kazda repetice TAL-efektorové nukledzy rozpoznava jednu urcitou bazi. Vzdy
mohou byt spojeny az 4 razné repetice pro vytvoreni nové TAL domény. (Moscou, M. J. &
Bogdanove, A., 2009).

TAL domény se pfirozené¢ vazi na DNA infikovanych rostlin, ¢imz ovliviiuji jejich
genovou expresi a vyvolavaji rozvoj onemocnéni. Synteticky pfipravené TAL domény jsou
zkonstruovany tak, aby jejich RVDs dokazaly rozpoznavat jakoukoli sekvenci nejen
v rostlinném genomu (Pérez-Quintero, et al., 2013). Hotové genomické nizky, sestavené fuzi
obou domén, jsou fluorescenéné znacenym plasmidem transfekovany do jadra hostitelské
bunky, kde se TAL doména specificky vaze na danou sekvenci DNA. Principem TALEN
metody je rozstépeni dvousrobovice restrikéni endonukledzou v misté, které je oznac¢eno TAL
doménou. Tim je aktivovan opravny mechanismus NHEJ, spojujici nehomologni konce DNA
z obou stran dvouvldknového zlomu, nebo HDR, kdy zvySeni tirovn¢ homologni rekombinace
a UspéSnd introgresa mize byt zajiSténa TAL-efektorovymi nukledzami, transportovanymi
plasmidem ve formé mRNA, (Miller, J. C., et al,, 2011; Kim, Y., et al., 2013).

TAL efektrorové nukldzy byly nejprve navrzeny pro in vitro editaci lidskych bunék
(Miller, J. C., et al., 2011) a in vivo editaci modelovych organismt Zebrafish a D.
melanogaster (Bedell, V. M., et al., 2012). Prvniho klinického vyuziti se metoda TALEN
dockala v roce 2015, kdy byla pouzita pii lécbeé akutni lymfoblastické leukemie u 11-ti
mésicniho ditéte. Byly vyvynuty univerzalni autologni T buiky, exprimujici chimericky
antigenni receptor proti B bunééného antigenu CD19 (CD19-CAR T), které byly lentiviralni
transdukci dopraveny do lidskych bunék. U takto zkonstruovanych bunék bylo dokdzano,
ze jsou schopny vyvolat remisi nejen u pacientll s akutni, ale i s chronickou lymfoidni
leukemii a non-Hodgkinovym lymfomem. Vyhodou TALEN je pfedev§im pomérné nizka
cytotoxicita a imunogenicita v lidskych buiikach (Lee, D. W., et al., 2015). TAL efektorové
nukledzy mohou byt také zavedeny do embryi riznych Zivoc¢isnych druht, kde genetickymi
zménami ovliviiyji zarode¢ny vyvoj. Sestavenim fluorescenéné znafeného specifického paru
TALEN pro prvni exon genu OCT4 a jeho injikaci do fertilizované zygoty byla
prostiednictvim homologni rekombinace vyvoldna cilend modifikace embryi non-human
primati (Chu, C., et al., 2019). Editace TAL efektorovymi nukledzami je rovnéz testovana
jako terapeuticky nastroj pro lécbu HIV na riiznych zvifecich modelech. Cilend uprava

je zaméfena na knock-genli vstupnich virovych receptori - CCRS, CXCR4 (Benjamin, R., et
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al., 2016), a HIV intergacniho kofaktoru LEDGF/p75 (Lens epithelium-derived growth
factor/p75) (Lampi, Y., et al., 2019).

5.3 CRISPR/Cas9

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) je mikrobidlni
nukledzovy systém, odvozeny od adaptivni imunitni odpovédi prokaryot, ktery je chrani pred
ataky fagl a plasmidt. Bakterie totiz reaguji na napadeni fagem, prepisem piisluseného DNA
spaceru a prilehlych palindomovych repetic do dlouhé RNA molekuly (sgRNA), ktera je diky
nukledze rozstépena na kratsi RNA (Mojica, F. J. M., ef al., 2005). Existuji tfi zakladni typy
CRISPR systém, identifikované v Sirokém spektru bakteridlnich a archealnich hostiteld.
VSechny z nich jsou vSak tvofeny kombinaci CRISPR asociovanych gentl, fadou opakujicich
se prvkl (repetic) a nekodujicimi sekvencemi RNA, fidicimi specifické Stépeni nukleazovou
kyselinou Cas9. Repetice se nachazeji mezi kratkymi variabilnimi sekvencemi tzv.
protospacery, které jsou odvozeny od cilovych sekvenci DNA. Dohromady pak vytvaii crispr
RNA (crRNA) (Hale, C. R., et al.,, 2009). Principem vSech typli metod je specifické $tépeni
DNA pomoci Cas9 nukleazy, kterd k lokalizaci cilové sekvence vyuziva nekddujici RNA.
Rozstfizené dvouvldkno je nasledné opraveno mechanismem NHEJ nebo HDR.
CRISPR/Cas9 je metoda navrzenda predevSim pro cilenou upravu savéiho genomu,
prostfednictvim indukovaného knock-out genu, zplisobeného inserci nebo deleci v prubchu
NHE]J reparace, nebo knock-in genu béhem opravy HDR (Deltcheva, E., ef al., 2011).

Nejlépe popsanym systémem CRISPR je typ II., jehoz klicovymi editacnimi
molekulami jsou bilkovina Cas9 a guide RNA (gRNA). Guide RNA nese informaci o kratké
cilové sekvenci (crRNA) a o dlouhé sekvenci, navigujici Cas9 nukledzu (tracr RNA). Fuzi
crispr a transaktivacni RNA single guide RNA (sgRNA), kterd zprostfedkovava transport
Cas9 na libovolné misto v genomu. Sekvence crRNA je tvofena 20 nukleotidy, které jsou
homologni s poZadovanym editaénim tUsekem. Pro tento usek DNA je nezbytné, aby svym
3’koncem byl tésné¢ navazan na sekvenci PAM (Protospacer Adjacent Motif), nebot’ Cas9
vytvaii dvouretézcovy zlom v misté, které je vzdalené piiblizné 3 baze od PAM. PAM je 2-
6bp dlouhd DNA, ktera je rozpoznavana nukleazou Cas9 (Jinek, M.,et al., 2012). VSeobecné
zavedenou sekvenci je 5" NGG 3’, ktera je odvozena od bakterie Streptococcus pyogenes.

Jedna se o jakoukoli nukleobazi N, po niz nasleduji dvé guaninové baze (Cong, L., ef al.,
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2013). Je mozné se setkat rovne€z s ortology Cas9, které jsou derivovany od jinych bakterii
a kooperuji tudiz s jinymi PAM sekvencemi jako napt. S. thermophilus - 5 NNAGAA 3’
pro CRISPR1 nebo 5" NGGNG 3" pro CRISPR3. PAM sekvence je soucasti invazivniho viru
nebo plasmidu, ktery je transfekovan do buiiky, nesmi byt vSak obsazena ve 20bp sekvenci
sgRNA (Sapranauskas, R.,et al., 2011). Krom¢ sgRNA byla popsana i tzv. chimericka single
guide RNA (cgRNA), ktera obsahuje nejen sekvence pro vytvoreni dvouvldknového zlomu
(cr + tracr RNA), ale i opravnou templatovou sekvenci, iniciujici homologni rekombinaci

(Butt, H., et al., 2017).
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Obrazek 6 Mikrobialni nukleazovy systém CRISPR/Cas9 - Adaptivni imunita baterii in vivo (Reis, A., 2014).

V roce 2012 byl CRISPR/Cas9 uveden jako nova metoda, umoziujici in vitro editaci
genomu (Jinek, M.,ef al., 2012). O rok pozdé&ji byla provedela cilend uprava lidského genomu,
zalozena na II bakterialnim typu CRISPR, vyuzivajici komplex crRNA-tracrRNA a nukleazu
Cas9 (Mali, P., et al., 2013). Terapeuticky vyznam metody byl podnicen jejim aplikovanim
in vivo, coz poskytovalo snazs$i modelovani lidskych onemocnéni na zvifecich modelech (Yin,
H., et al.,, 2014). Modelace byla zamétena pifedev§im na nervové poruchy (Swiech, L., ef al.,
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2014). a nckterd dédicnd neurodegenerativni onemocnéni, napiiklad Huntingtonova
(Monteys, A. M., et al.,, 2017) nebo Parkinsonova choroba (Chen, Y., et al., 2016). Pomoci
CRISPR/Cas9 bylo docileno epigenetické editace, kterd zajistila efektivni regulaci geni
a korekci vrozenych mutaci u modelovych organismua (Hilton, I. B., et al, 2015). Expresi
opraven¢ho genu dystrophin byla obnovena funkce proteinu dystrophin v kosternich
a srdecnich svalech, a tim byla u mysi zahdjena terapie Duchennovy svalové dystrofie
(Nelson, C. E.,. et al.,2015). Bylo prokdzano, ze synteticky pfipravena sgRNA zvysuje
G¢innost editace lidskych CD34" hematopoetickych kmenovych a progenitorovych bunék
(Hendel, A., et al., 2015). Imunoterapie upravenymi hematopoetickymi kmenovymi buiky
(HSC) byla zaméfena na lé¢bu X-vazanych téZkych kombinovanych imunodeficieci,
chronickych granulomat6z nebo akutni lymfoblastické leukemie (Schiroli, G., et al., 2017;
Eyquem, J., ef al,, 2017). Autologni transplantaci HSC s opravenym genem [-globinu bylo
docileno jejich diferenciace v erytrocyty a eliminace f-hemoglobinopatii (Dever, D. P., et al.,
2016). Prosttednictvim CRISPR/Cas 9 editace -globinu byl poprvé ovlivnén i vyvoj lidskych
bun¢k na zarodecné urovni. Zygota, vytvotena in vitro polyspermatickou fertilizaci, tak nesla
opraveny lokus chromozomu 11, ktery pfislusi genu, kodujicimu hemoglobinovou
podjednotku (Liang, P., ef al., 2015). Pfevrat v oblasti genomiky nastal koncem roku 2018,
kdy se narodila prvni lidska dvojcata s CRISPR/Cas9 editovanym genomem, ktery ma byt
ptirozené¢ rezistentni k HIV infekci (Cyranoski, D., 2018). Soucasn¢ druhy aktudlné
nejvyznaméjsi projekt, ktery by mél byt v blizké dobé zrealizovan, se zabyva genovou editaci,
probihajici ptimo v téle lidského dospélého jedince, kterd by usnadnila 1é¢bu pacienta

(Marchione, M., 2019).

6 Tvorba klinicky relevantniho modelu onemocnéni
6.1 Progresivni familiarni intrahepatalni cholestaza 4.typu

Progresivni familidrni intrahepatalni cholestaza (PFIC) je heterogenni skupina
dédicnych, autosomalné recesivnich onemocnéni jater, které jsou zplisobeny mutacemi gent,
souvisejicimi se sekreci a transportem lipidi a ZluCovych soli. NaruSeni téchto funkci vede
J. jet al.,1969). Existuje celkem pét typti PFIC, které jsou rozdéleny na zdklad¢ fenotypu

onemocnéni a pfitomnosti patogennich mutaci v genech ATP8BI1 (Paulusma, C., C., et al,
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2006), ABCB11 (Scheimann, A. O., et al., 2007), ABCB4 (Wendum, D., et al., 2012)., TJP2
(Sambrotta, M., et al., 2014) a NR1H4 (Gomez-Ospina, N., et al., 2016).

Progresivni familidrni intrahepatalni cholestdza 4. typu (PFIC4) byla poprvé popséna
v roce 2014 jako jaterni onemocnéni, vyvolané homozygotni ¢i heterozygotni mutaci genu
Tight junction protein 2 (TJP2) (Sambrotta, M., et al., 2014; Ge, T., et al., 2019). Ztrata TJP2
je doprovazena eliminaci integralniho proteinu tésnych spoji Claudin 1 v kanalikularnich
membranéch jaternich bun€k, a to ma za nasledek poSkozeni intracelularnich spojeni a tnik
zluci z paracelularniho prostoru do jaterniho parenchymu. PFIC4 muze byt, diky podobnym
klinickym projeviim, spojovan s progresivni familiarni intrahepatdlni cholestazou 2. typu
(PFIC2) (Sambrotta, M., et al., 2014). Ta je zplsobena mutaci genu ABCBI11, ktery koduje
kanalikularni protein ABCB11/BSEP. Protein BSEP (bile salt export protein) zajistuje
transport zlucovych soli z jaternich bun€k, tudiz poruchou jeho funkce dochazi k hromadéni
ZluCovych soli v jaternich buiikdch (Scheimann, A. O., ef al.,, 2007). Rozvoj PFIC4 rovnéz
souvisi se zvySenym rizikem vzniku hepatoceluldrniho karcinomu u dospélych i déti (Zhou,

S., et al., 2015; Vij, M., et al., 2017).

6.2 TJP2

Protein tésnych spoji 2 (Tight junction protein 2, TJP2), latinskym nazvem také Zonula
occludens 2 (Z02), je transmembranovy protein, piitomny v tésnych spojenich epitelidlnich
a endotelidlnich bun¢k. Jedna se o protein s molekulovou hmotnosti okolo 160 kDa, ktery je
koédovany stejnojmennym genem 7JP2, nachdzejicim se na 9q21.11 chromozomu (Gumbiner,
B., etal., 1991). Existuji dvé zékladni izoformy TJP2 - TIP2A (1-3) a TJP2C (1-2). Vzdjemné
se od sebe lisi absenci N-koncového peptidu 23 aminokyseliny u izoformy TJP2C a aktivaci
transkripce samostatnymi promotory. Témét ve vSech tkanich jsou exprimovany obé nebo
alespon jedna izoforma. Vysoka exprese TJP2C je typickd pro ledviny, pankreas, srdce
a placentu, zatim co v mozku a kosternich svalech je exprimovan pouze TJP2A (Chlenski, A.,
et al., 1999).

TJP2 patii do rodiny membranové asociovanych guanylatovych kindz, kterd se
vyznacuje piitomnosti PDZ, SH3 a GuK domén. Na C terminalnim konci TJP2 se nachazi
1 doména P, reprezentujici oblast bohatou na prolin, jejiz délka se proménliva podle délky

dané izoformy. Domény umoznuji TJP2 spolupracovat s Sirokou Skélou riznych molekul -
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cytoskeletarnimi komponenty, adhezivnimi proteiny i nékterymi nukledrnimi faktory (Itoh,
M., et al., 1999). Konkrétné TJP2 koprecipituje s tight junction proteinem 1 (TJP1) a v ramci
tésnym spojeni interaguje s aktinem, cingulinem, okludinem a ¢leny rodiny klaudin. Spole¢né
s témito proteiny se podili na vystavbé tésnych bunéénych spojeni, kterd zajiStuji
transcelularni transport tkanové specifickych molekul a osmotickou rovnovdhu bunék
(Umeda, K., et al., 2006; Raya-Sandino, A., et al., 2017). Pfitomnost proteina tésnych spoju
v Sertoliho bunkéch zduraznuje i roli TJP2 v bariéfe krev-testis (Xu, J., et al., 2009). Tento
protein se vyskytuje rovnéz v tésnych spojich ledvinnych podocyti, kde se spolecné s TIP1

ucastni regulace jejich filtra¢ni aktivity (Itoh, M., et al., 2018).

a I
Al | lﬂm
A2 : w,,—lim
c1 '\.r: :115?
1-23
c2 v} w—l 1020
b) ms
—
106-122 B80-960 1162-1165
—oe — i — e - -
327 180-280  307-385 500.500 505666 &78-876 S00-1150 P;WTE'-
Giu
c)
Claudin TJP4 —
SAF-B aq
Occludin, a-catenin hsenb
Actin
5C-35, PKA, PKC W, CIEBP, c-Myt , Cingulin

Obrazek 7 Struktura a interkace TJP2. a) [zoformy TJP2 se samostatnymi promotory - TJP2A(1-3) a TIP2C(1-2);
b) Postaveni jednotlivych TJP2 domén - PDZ, SH3, GuK. Oblast za doménou PDZ1 (znacena +) ptedstavuje
misto bohaté na bazické aminokyseliny, oblast za doménou GuK (znacena -) je misto bohaté na kyselé
aminokysliny a oblast P na C terminalnim konci reprezentuje prolin bohaty region. 3) Interakce s molekulami,
se kterymi se podili na bunécné adhezi, vystavbé tésnych spojeni a pfenosu signalu, prostiednictvim TIP2 domén.

(ptevzato z Gonzalez-Mariscal, L., et al., 2011)

Vyjma tésnych spojeni se TJP2 u nekterych epitelidlnich bunék akumuluje i v jadre, kde
se v interakci se SC-35 (splicing factor 35) a SAF-B (scaffold attachment factor B) ucastni
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nuklearniho exportniho signdlu (NES) a nuklearniho lokalizacniho signalu (NLS) (Traweger,
A., et al., 2003; Gonzalez-Mariscal, L., ef al., 2006). Svou lokalizaci v jadfe miize zaroven
ovliviiovat 1 proliferaci a apoptéozu bunck (Walsh, T., et al., 2010). TIP2 vstupuje do jadra
v pozdni G1 fazi bunécného cyklu a vystupuje v priabéhu mitézy. V dobé vstupu muize
inhibovat transkripci lidského cyklinu D1 (CD1), jehoz degradace ma za nésledek blokovani
bunécného cyklu na trovni pfechodu G1 faze na S fazi, a tim inhibici proliferace, coz mize
mit souvislost se zvySenym rizikem rozvoje jiz zminéného hepatoceluldrniho karcinomu pii
ztaté¢ funkéniho TJP2 (Tapia, R., et al., 2009). Distrubice a funkce TJP2 je rovnéz
ovlivitovana postransla¢ni modifikaci, tzv. sumoylaci, béhem které se protein SUMO (Small
ubiquitin-like modifier) navazuje na lysinovy postranni fetéZzec dané¢ho proteinu. Faze TJP2
se SUMO konjugovanymi ¢i dekonjugovanymi enzymy tedy ovliviiuje jeho aktivaci/inhibici

a pusobi na intracelularni lokalizaci (Wetzel, F., et al., 2016).

=.; klaudin
= TAMP
_’U—katemn

B-katenin

desmocolin | | keratin
P~

| |
desmoglein |l B ol

Obrazek 8 Komunikace jednotlivych epitelidlnich bun€k prostiednictvim komponent tésnych bunéénych spojeni

(Odenwald, M. A., & Turner, J. R., 2016)

Kromé progresivni familiarni intrahepatalni cholestdzy 4.typu a hepatocelularniho
karcinomu je TJP2 jednim z markerti kolorektalniho karcinomu a soucasné s mutaci BAAT
(Bile acid-CoA:amino acid N-acyltransferase) je také asociovdn s rozvojem dédi¢ného
onemocnéni familidrni hypercholanemie, ktera se projevuje zvySenou koncentraci zlu¢ovych

kyselin v séru a malabsorpcnim syndromem (Carlton, V., ef al.,2003; Kim, Y.-J., et al., 2013).
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I1. Cil prace

Diplomova prace je rozd€lena na dvé metodické casti. Cilem prvni Casti je pfima
konverze somatickych bunék, konkrétné mysich embryondlnich fibroblastli, na hepatocyty
in vitro pomoci specifické kombinace transkripnich faktorGt a vhodnych kultiva¢nich
podminek. Nasledné¢ planujeme analyzovat nové vytvofenou populaci indukovanych
hepatocytli a ovéfit jejich funkeni a cytomorfologickou shodu s jaternimi bunkami. V pribéhu
transdiferenciace se predevSim zaméfime na mapovani dil¢ich krokt procesu, které dosud
nebyly detailn¢ popsany, a urCeni heterogenity populace a riznych vyvojovych stadii
konvertovanych bunék.

Cilem druhé <¢&asti je modelace lidského jaterniho onemocnéni, shodujiciho
se s anamnézou pacienta, na jiz transdiferencovanych mysSich indukovanych hepatocytech.
Podminky elektroporace a kultivace elektroporovanych bun€k pro dosazeni vysoké ucinnosti
pii vkladani genetického materidlu do bun¢k je tieba nejprve optimalizovat. Poté vneseme
missense mutaci do genu 7jp2 pomoci technologie CRISPR/Cas9 a pokusime se analyzovat

mutovany protein Tjp2 v indukovanych hepatocytech.
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III. Materialy

1. Organismy
Rosa26-Blueflirt mysi kmen pro izolaci MEF
TOP10 bakterialni kmen E. coli kompetentni bunky
Pheonix ECO HEK 293 ekotropni obalové buiky

2. Kultiva¢ni media

2.1 MEF

Mysi embryonalni fibroblasty jsou kultivovany v IMDM (Iscove's Modified Dulbecco's
Medium) s pfidanymi antibiotiky. P¥iprava IMDM na UMG.

IMDM 450 ml

FCS (teleci sérum) - 10 %; Gibco 50 ml

L-Glutamin - 200mM; Gibco 5ml

ATB - penicillin, streptomycin; Gibco 5ml
2.2 Pheonix ECO

Retroviralni obalové buniky Pheonix ECO jsou kultivovany v DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium) s pfidanymi antibiotiky. P¥iprava DMEM na UMG.

DMEM 450 ml
FCS (teleci sérum) - 10 %; Gibco 50 ml
L-Glutamin - 200mM; Gibco 5ml
ATB - penicillin, streptomycin; Gibco 5ml

2.3 Transfekované Pheonix ECO

Retrovirdlnim obalovym buitkam Pheonix ECO je pted/po transfekci ménéno médium
za DMEM s (Dulbecco's Modified Eagle Medium) s rGznymi koncentracemi teleciho séra
(FCS), bez antibiotik. Pfiprava DMEM na UMG.

2 % FCS; Gibco + DMEM (2 ml+98 ml); 5 % FCS; Gibco + DMEM (17,5 ml+350 ml)

10 % FCS; Gibco + DMEM (50 ml +450 ml)
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2.4 iHep

Indukované hepatocyty jsou kultivovany v tzv. Hepatomedium, jehoz zakladem je
DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12) s pfidanymi

antibiotiky, ristovymi faktory a dal$imi latkami, podporujicimi hepatocytarni vyvoj.

Reagencie (vysledna koncentrace) Objem
DMEM/F12; Gibco 439 ml
FCS - teleci sérum - 10% 50 ml
Nikotinamid (10 mM); Sigma Aldrich 5ml
GlutaMax (2 mM); Gibco 5 ml
Penicilin/Streptomycin (50 uM); Gibco 5ml
B-merkaptoetanol (50 uM); Gibco 500 pl
Insulin (1 pg/ml); Sigma Aldrich 500 pl
Dexametazon (10”7 M); Sigma Aldrich 100 pl

Hepatocytarni ristovy faktor - HGF (20 pg/ml); Peprotech
Epidermalni ristovy faktor - EGF (20 pg/ml); Peprotech

Kolagen I; Sigma Aldrich - na potazeni kultiva¢nich misek

3 Kvantitativni PCR

2xSYBRGreen PCR Master Mix, 384 jamkové mikrotitra¢ni desticka; Thermo Scientific

4. Klonovani
4.1 Reagencie

Transfekce a transdukce:
PEI (Polyethylenimine) - reagent pro efektivni spojeni plasmidové DNA
s lentivirem b&hem transfekce; Sigma Aldrich
Opti-MEM (Minimal Essential Medium) - medium, umoznujici kultivaci se snizenym
podilem FCS bez zmén morfologie a rychlosti riistu; Thermo Scientific
Izolace RNA a reverzni transkripce:
Reverzni transkriptdza (RevertAid H Minus M-Mulv - 200 U/ul); Thermo Scientific
Random primery (250 ng/pl) - oligodeoxyribonucleotidy; Thermo Scientific
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dNTP mix (10mM); RT pufr 5x (first strand buffer 5x); Thermo Scientific
Inhibitor ribonukleaz (40ug/ul), Tryzol, Chloroform, Isopropanol, 70% etanol; Penta
PCR: 2x EliZyme HS Robust PCR Mix; Elisabeth Pharmacon

4.2 Vektory

Seznam pouzitych vektori (Addgene: www.addgene.org) :
Transfekce: pGCDNsam-Hnf4a-IRES-GFP
pGCDNsam-Foxal-IRES-GFP
pCL-ECO (2907ng/pl)
CRISPR/Cas9: pFPV-mCherry
pGEM-T Easy Vector

H rfde

pGCDNsam-Hnfdo \ pGCDONsam-Foxal \
ARES-GFP ARES-GFP

Obrazek 9 Mapa plasmidu Hnf4a a plasmidu Foxal

¥mnl 2009
[AmpR promotert S\40 ori

CMV enhancer (
CMV promoter p i R SV40 poly(A) signal
. S\V/40 NLS|
8 -mall t intron

Amp

pGEM*-T Eazy

Vector

(3015bp)

Obrazek 11 Mapa plasmidu pCL-Eco Obrazek 10 Mapa plasmidu Nsil

pGEM -T Easy Vector T sps
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(5371) EcoRI Ecos3kl (5)
- . . \ [ sacl (8)
5338 ..5356) pBRforEco \ Acc6S1 (10}
(5300) Aatll .|/ _kpnl-TspMI -Xmal (14)
(5298) Zral N \ S Smal (16)
N N\ \ g g _ BamHI (19)
(5182} Sspl Pfol (22)
(4977) Xmnl _ —_—PpuMI (70)
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(4858) Scal I SnaBl (461)
- ~ - Bcli* (518)
(4748) Pwul ——Dralll (533)
(4600) Fspl - H)Izzllﬁ"‘“
4550) Asel al (625)
! ) Asel ~ 7 Ndel (549)
(4448) Bpml \\ . mCherry-R (796..814)

(4439) Bsal
Sbfl (1006)
__—mCherry-F (1064 .. 1083)

__ BhvCl - Bpul0l (1189)
Pwull (1229)

e tn
Obrazek 12 Mapa plasmidu pFPV-mCherry
5. Imunocytochemické barveni
Tabulka 2 Primarni protilatky
Primarni protilatka Pivod mADb/pAb Vyrobce Redéni
E-cadherin mysS mono IgG BD Transduction 1:200
Vimentin kralik mono IgG2a Cell Signalling 1:500
EGFP kralik poly IgG Abcam 1:200
TJP2 kralik poly IgG Thermo Scientifics 1:100
Tabulka 3 Sekundarni protilatky
Sekundarni protilatka Pivod | Imunogen Vyrobce Redéni

GAM Alexa 488 (goat-anti-mouse) koza IgG H+L | Molecular probes | 1:750

GAR Alexa @488 (goat-anti-rabbit) koza IgG H+L | Molecular probes | 1:750

GAM Alexa - (goat-anti-mouse) koza IgG H+L | Molecular probes | 1:750

GAR Alexa - (goat-anti-rabbit) koza IgG H+L | Molecular probes | 1:750
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Vizualiza¢ni | Barvené bunécné ' '
Barvivo Kit Vyrobce
reakce komponenty
DAPI Jadra flurofor DAPI nuclear stain Sigma-Aldrich
PAS reakce Polysacharidy Schiffovo ¢inidlo | Hotchkiss-McManus DiaPath
LDL receptor, Fluorescencné Dil complex
LDL uptake | . . Thermo Scientific
lipoprotein LDL znaceny LDL (DilAcLDL)

Dalsi reagencie: 4% paraformaldehyd (Thermo Scientific) v PBS; 0,25% Triton X-100
(Sigma-Aldrich) v PBS; 0,01% Triton X-100 v PBS; 10% DMEM; Mowiol 4-88 (Sigma-Aldrich)

6. Elektroforéza

50x TAE (Tris-acetate-EDTA) pufr - 40mM Tris, 20mM kyselina octovd, ImM EDTA
1x TAE pufr - 20ml 50x TAE do 980ml dH,O
6x nanaseci pufr (Loading dye); Zebiik - GeneRuler 1kb plus DNA Ladder; Thermo Sc.
zebiik - GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder; Thermo Scientific

- 1% agarozovy gel (ptip. 2%, 3%) - 1g agar6ézy do 100ml 1x TAE pufru

- 3% SB (sodium borate) gel - 3g agar6zy do 100ml SB pufru + 2l Etidium bromid

Obrazek 14 Zebiik - GeneRuler 1kb plus

bpngs5pg %
20000 200 4.0
; 10000 200 40
/,?DDD 200 40
5000 750 150
- 4000 200 4.0
- 3000 200 40
— 2000 200 40
1500 800 16.0
— 1000 250 50
70O 250 50
500 750 150
— 400 250
— 300 260 &0
— 200 280 50
— 75 250 B0

bp ng/0.5 pg

20.0
325
360
aTs
375

105.0

b

756
40.0

475
60.0

S

6.0
6.5
7.0
7.4

7.4

21.0

75

75
8.0

9.5
120

Obrazek 13 Zebiik - Gene Ruler Ultra Low Range

43




Metodicka ¢ast

7. 1zolace MEF

Fosfatovy pufr (PBS), 0,05% Trypsin/EDTA (Thermo Scientific), kompletni IMDM,
70% etanol

8. CRISPR/Cas9

Fuze DNA templatu - Fazni pufr (Phusion HF Buffer; Thermo S.); dNTP - 10mM
Fazni DNA polymeraza (Phusion HF DNA polymerase - 2U/ul; Thermo S.);
T7 FwdVar (1uM), T7 RevLong (1uM), T7 FwdAmp (100uM),
T7RevAmp (100uM) - viz Tabulka 5
Transkripce DNA temlatu in vitro - Hi Scribe T7 In Vitro Transcription Kit; BioLabs
Syntéza a izolace sgRNA - Hi Scribe T7 High Yield RNA Synthesis Kit; BioLabs
Elektroporace (Neon) - Cas9 - 62uM (Thermo Scientific), resuspendacni R pufr (Thermo
Scientific), sgRNA, DNA plasmid - pFPV mCherry (RFP) - viz Obrazek 12,
Neon Transfection System (Thermo Scientific)
Extrakce DNA - Proteindza K - 20mg/ml (Thermo Scientific), pufr pro Proteindzu K,
70% etanol, isopropanol, DNA
PCR Amplifikace - 2x EliZyme HS Robust PCR Mix, DNA, DNA polymeraza
- 5U/ul (Thermo S), Fm Tjp2, Rm Tjp2, Fm IL2Ra, Rm IL2Ra - viz Tabulka 6
- Betaine 2,5mM (Sigma-Aldrich) - aditivum, zvySujici amplifikaci CG bohatych sekvenci
Purifikace DNA - DNA Clean & Concentrator Kit; Zymo Research
Izolace DNA z gelu - High Pure DNA Isolation Kit; Roche
Ligace - T4 DNA ligdza - 3U/ul (Thermo Scientific), 10x T4 DNA ligaéni pufr
(Thermo Scientific), plasmid - pGEM-T Easy Vector (50ng)- viz Obrazek 11
RozmnozZeni; tepelny Sok kompetentnich bakterii - TOP10 bakteridlni kmen E. coli,
bakterialni LB medium (Luria-Bertani), 100 mg/ml ampicilin (Sigma-Aldrich)
Stépeni - 10x FastDigest pufr, Taq I restrikéni enzym-10U/ul (Thermo Scientific)
Minipreparace - Hybrid-Q Plasmid mini (GeneAll)

Sekvenace - SeqMe - DNA sekvenovani (www.seqgme.eu)
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9. Pristrojové vybaveni

Pristroje: inkubator MCO-18AIC (SANYO); tkanovy box BioUltra4 (Telstar Industrial);
centrifuga 5810 R, centrifuga 5415 D; vodni lazen SUB Aqua Pro 5 1 (Grant); invertovany
mikroskop CK2 (Olympus); mikrobiologickd tfepacka SI6R (SHEL LAB); vortex REAX
(Heidolph); horizontalni elektroforetickd komtrka Mini-Sub® Cell GT Cell (BIO-RAD); UV
transiluminator MUV series (Major Science); NanoDrop ND-1000 Spektrofotometr (Thermo
Scientific); termocykler T100TM (BIO-RAD); vysokorychlostni sorter BD Influx (BD
Biosciences); LightCycler® 480 (Roche); mikrocentrifuga MiniStar silverline (VWR); rotator
RS-24 (Biosan); Neon Transfection System (Thermo Scientific); Fluorescencni mikroskop Leica
DM6000 (PragoLab); Prutokovy cytometr LSRII (BD Biosciences); EVOS™ XI. Core Imaging
System (Thermo Scientific)

Pocitaové programy pro analyzu dat: FlowJo V10; Origin 6.0 Professional; ImageJ-Fiji64;
Leica LAS AF Lite; Microsoft Excel; BD FACSDiva8.0.1 software

10. Ostatni materialy

Tabulka 5 Primery - CRISPR/Cas9 - DNA templat pro homologni rekombinaci in vitro; Sigma-Aldrich

Primery Sekvence (5°-3") Délka
ROX-

mTjp2 templat

— GACCGCATGTCCTACTTAACCGCCATGGGCGCcGACTATCT 82
GAGTTGTGACAGCCGTCTCATCAGTGACTTcGAAGACACCG
ROX-

mTjp2 templat

5730 ASG GACCGCATGTCCTACTTAACCGCCATGGGCGCcGACTETCT 82

>

GAGTTGTGACAGCCGTCTCATCAGTGACTTcGAAGACACCG

mTjp2 sgRNA | GGATCCTAATACGACTCACTATAG

59
T7 FwdVar GTTTTAGAGCTAGAA
AAAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAAC
T7 RevLong 82
GGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC
T7 FwdAmp GGATCCTAATACGACTCACTATAG 24
T7 RevAmp AAAAAAGCACCGACTCGG 18

ROX - Cerveny fluorofor Rhodamin X, konjugovany s templatovou DNA
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Primery Sekvence (5°-3") Délka
Fm a-fetoprotein GGAGGCTATGCATCACCAGT 20
Rm a-fetoprotein CCGAGAAATCTGCAGTGACA 20
Fm Albumin CAGGTGTCAACCCCAACTCT 20
Rm Albumin TTCCACCAGGGATCCACTAC 20
Fm B-aktin GATCTGGCACCACACCTTCT 20
Rm B-aktin GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 20
Fm Car2 (Karbonicka anhydraza) TGGTTCACTGGAACACCAAA 20
Rm Car2 (Karbonicka anhydraza) CACGCTTCCCCTTTGTTTTA 20
Fm E-cadherin AGCCATTGCCAAGTACATCC 20
Rm E-cadherin AAAGACCGGCTGGGTAAACT 20
Fm EGFP (Zeleny fluorescencni protein) GACGTAAACGGCCACAAGTT 20
Rm EGFP (Zeleny fluorescenéni protein) GAACTTCAGGGTCAGCTTGC 20
Fm GAPDH AACTTTGGCATTGTGGAAGG 20
Rm GAPDH ATCCACAGTCTTCTGGGTGG 20
Fm GS (Glutamin syntetaza) AGCGACATGTACCTCCATCC 20
Rm GS (Glutamin syntetaza) GCCGTCTGTTCCCATAAGAG 20
Fm Gstm3 (Glutation S-transferaza M3) TCACACAAGGTCACCCAGAG 20
Rm Gstm3 (Glutation S-transferaza M3) AGGGATGGCCTTCAAGAACT 20
Fm Hnf4a (Hepatocytarni nukledrni faktor) | GGTCAAGCTACGAGGACAGC 20
Rm Hnf4a (Hepatocytarni nuklearni faktor) | ATGTACTTGGCCCACTCGAC 20
Fm Ubiquitin ATGTGAAGGCCAAGATCCAG 20
Rm Ubiquitin TAATAGCCACCCCTCAGACG 20
Fm Vimentin ACTGCTGCCCTGCGTGATGTG 21
Rm Vimentin GGTACTCGTTTGACTCCTGCTTGG 24
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Tabulka 7 Primery - CRISPR/Cas9 - PCR produkt; Sigma-Aldrich

Primery Sekvence (57-3") Délka
Fm IL2Ra (Interleukin 2-receptor o) CGGGCAGAACTGTGTCTGTA 20
Rm IL2Ra (Interleukin 2-receptor o) GTTGCTGCTCCAGGAGTTTC 20
Fm Tjp2 short 1 (Tight junction protein 2) | GCAGTCTGGGTCTCTGAAGG 20
Rm Tjp2 short 1 (Tight junction protein 2) CTGGGCTGGATTTCCTTATG 20
Fm Tjp2 short 2 (Tight junction protein 2) | TGAAGGACAGCATTCAGCAG 20
Rm Tjp2 short 2 (Tight junction protein 2) CTAGCAGCCCTCCTCATCTG 20
Fm Tjp2 nested A (Tight junction protein 2) | CGGATTCCAGACAAGGTGTT 20
Rm Tjp2 nested A (Tight junction protein 2) | GCTCTCAGGCATAGGGACTG 20
Fm Tjp2 nested B (Tight junction protein 2) | GCAGTCTGGGTCTCTGAAGG 20
Rm Tjp2 nested B (Tight junction protein 2) | GGGGAGGTTTGACTTGGAGT 20
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IV. Metody

1. Transdiferenciace MEF na iHep
1.1 Izolace mySich embryonalnich fibroblastii

Mysi embryondlni fibroblasty byly izolovany z imbredniho mysiho kmene Rosa26-
Blueflirt, vytvofeného Cre-LoxP rekombinaci lokusu Rosa26. Izolace MEF z bfezi samice
probéhla dva tydny po vytvofeni kopulacni hlenové zatky, tedy v rozmezi 13.-14. dne
embryonalniho vyvoje. Mys byla usmrcena zlomenim vazu a prostfizenim peritonea ji byla
oteviena bfisni dutina. Oba cipy délohy byly vyjmuty na Petriho misku s PBS, kde z nich byla
preparovana jednotlivda mySi embrya. Prace byla pfesunuta do cistého tkanového boxu,
kde embyrim ve vyménéném PBS byla odstranéna hlava a hematopoetické organy. Zbytek
jednotlivych t€l mechanicky rozmélnén v eppendorf zkumavkach (2ml) s 200pl
Trypsin/EDTA. Eppendorf byly inkubovany v termostatu po dobu 15min a v prubéhu byl
jejich obsah kazdych 5min promichan pipetou. Trypsinizace byla zastavena 1ml IMDM,
vyhotovend suspenze pifenesena na 10cm kultivaéni misku, ktera byla doplnéna 10ml
kompletniho IMDM (FCS, L-Glutamin, ATB) a inkubovany v termostatu. Né&které kultury
MEF byly zamrazeny pro dalSi pouziti a zbyla ¢ast MEF byla udrzovana pasazovanim.

Pro ucely transdukce jsou MEF péstovany na 6-ti nebo 12-ti jamkovych destickach.

1.2 Priprava rekombinantnich retroviri a transdukce MEF

Obalové builkky PheonixECO HEK 293, vyznacujici se kodovanym obalovym
proteinem, ktery se vaze na ekotropni receptor na povrchu mysich bunék, byly kultivovany
na 10cm a 15cm kultivacnich miskach v kompletnim DMEM (FCS, L-Glutamin, ATB).

Den 0 (den pted transfekei) - Priprava PheonixECO HEK293

- 80% kompetentni bunécna kultura PheonixECO na 2x15cm miskach
- vyména media za 10% DMEM (bez ATB)
Den 1 - Ptiprava plasmidi Hnf4a, Foxal, pCL-ECO a transfekce PheonixECO HEK?293
- 1. smés: 2ml OptiMEM, 80ul PEI, 20pg pCL-ECO, 40pug Foxal
- 2. smés: 2ml OptiMEM, 80ul PEI, 20pg pCL-ECO, 40pg Hnf4a

- inkubace obou plasmidovych smési 20min pii RT

- vyména media PheonixECO - 16ml 2% DMEM; ukonceni inkubace
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- transfekce jedné misky PheonixECO plasmidem Foxal a druhé misky Hnf4a
- prace presunuta do virové mistnosti; inkubace misek 4h pti 37°C v termostatu
- vyména media - 18ml 5% DMEM, inkubace pti 37°C

Den 2 - Produkce rekombinantnich retrovirti

- vyména média - 18ml 5% DMEM, inkubace pti 37°C

Den 3 - Sbér koncentrovaného media s rekombinantnimi retroviry a transdukce MEF

- sbér média z 2x15cm misek do 2x50ml flakonek, centrifugace 500*g, 3min 20°C
- vyména média na 15cm miskéach - 18ml - 5% DMEM, inkubace pii 37°C
- filtrace a zakoncentrovéani supernatantu ve 2x20ml filtraénich flakonkach
(AdEasy Virus Purification Kit; Agilent Technologies),
centrifugace 1500*g ,25min, 20°C (ptip. do objem zkoncentrovného media 1ml)
- transdukce 6 jamek z 12-ti jamkové desticky MEF zakoncentrovanym
médiem s virovymi partikulemi:
- 5 jamek - 150ul Foxal + 150 pl Hnf4o (1:1) + 700 pl IMDM
- 1 jamka - 1000ul IMDM (kontrola)
- inkubace transdukované desticky pii 37°C

Den 4 - Sbér koncentrovaného media s rekombinantnimi retroviry a transdukce MEF

- shodny postup jako Den 3; po sbéru média - likvidace 2x15¢cm misek

- odsati média z transdukovanych bunék

- 2. transdukce - stejnym objemem, shodnych 6 jamek z 12-ti jamkové desticky

- inkubace transdukované desticky pii 37°C
Oveéfeni ucinnosti transdukce pritokovym cytometrem - piitomnost GFP* bunék (iHep)
Analyza dat z pratokového cytometru LSRII byla provedena v programu FlowJo V10
Sebrana média s koncentrovanymi rekombinantnimi retroviry, uvoliujicimi Foxal,Hnf4a

- zvyseni transdukéniho objemu - nezvySuje U€innost transdukce

- zamrazeni nebo odlozena transdukce - klesa ¢innost transdukce

1.3 Kultivace iHep

Po transdukci probiha pfiblizn€é 2 - 3 tydenni proces transdiferenciace MEF na iHep,
za vhodnych kultivacnich podminek. V této dobé dochazi ke zméné cytomorfologie bunék,

kterd je doprovéazena odliSnou genovou expresi a funkénimi zménami. Kromé bunék s jiz
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dokoncenou transdiferenciaci, byla soucasn¢ analyzovana i jednotliva vyvojova stadia iHep

po transdukei.

Tabulka 8 Mapovana vyvojova stadia iHep a jejich kultivacni podminky

Vyvojové Den . Kolagenovy | Ristové faktory
. _ Médium
stddium | po transdukci podklad HGF + EGF
L. 4. den IMDM x %
2. 7. den Hepatomedium v/ X
3. 10. den Hepatomedium v/ v/
4. 14. den Hepatomedium v/ 4
5. 21. den Hepatomedium v/ v/

Kolagen - 500ul do kazdé jamky 12-ti jamkové desticky, inkubace 1h pii RT
- odsati kolagenu zpét do flakonky - opakované pouziti
- zustane kolagenovy podklad (nahrazeni bazalni membrany epitel. bunék)

HGF (20 pg/ml) - 1:1000 Hepatomedia; EGF (20 pg/ml) - 1:1000 Hepatomedia

1.4 Syntéza cDNA

Z MEF 1 jiz transdiferenciovanych iHep byla fenol-chloroformovou extrakei ziskana
RNA, které byla reverzni transkripci ptepsana do cDNA a ta nasledné¢ analyzovana qPCR.
Izolace RNA - odsati média z jamek 12-ti jamkové desticky, promyti PBS
- uvoliovani a lyzace bunék 1ml Trizolu - 2min, pfeneseni suspenze do eppendorf
- separace tii fazi: 1.vodna (RNA), 2.interfaze (DNA), 3.organicka (proteiny)
pomoci 200ul chloroform, vortex - 20s, centriguface - 13500*g, Smin, 4°C
- precipitace vodné faze v 500ul isopropanolu, inkubace - Smin, 4°C
- centrifugace - 13500*g, 20min, 4°C, odstranéni supernatantu
- 2x promyti RNA pelety 200ul 70% etanolem
- 2x centrifugace - 13500*g, Smin, 4°C, odstranéni etanolu
- suSeni RNA pelety Smin pfi RT, rozpousténi v TK H>O dle velikosti pelety

- koncentrace RNA stanovena na NanoDrop ND-1000 Spektrofotometr
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Reverzni transkripce - kazdy vzorek RNA - 2 zkumavky PCR stripu (RT*, RT"), na ledu
- RT" reakce: 1ug RNA, 1ul random primery (250ng/ul), TK H,0 do 13,5ul
RT reakce: 1pg RNA, 1ul random primery (250ng/ul), TK H20 do 14,5ul
Termocyklér TI00TM (BIO-RAD): Smin, 70°C - ochlazeni, kratka centrifugace
- RT" reakce: 4ul RT pufr 5x, 1ul ANTP mix (10mM), 0,5ul inhibitor RNaz (40ug/ul)
RT reakce: 4ul RT pufr 5x, 1ul ANTP mix (10mM), 0,5ul inhibitor RNaz (40ug/ul)
Termocyklér TI00TM (BIO-RAD): Smin, 25°C - ochlazeni, kratka centrifugace

- pouze RT" reakce: 1pl reverzni transkriptaza (celkovy objem RT" - 20ul)
RT reakce: (celkovy objem RT™ - 20ul)
Termocyklér TI00TM (BIO-RAD): 1)5min, 25°C; 2)60min, 42°C; 3)10min, 70°C
- 10x fedéni RT" i RT" cDNA (celkovy objem 200ul), na ledu

1.5 Analyza indukovanych hepatocytii (véetné jednotlivych vyvojovych
stadii iHep)

1.5.1 Kvantitativni PCR

Exprese referencnim a specifickych hepatocytarnich gent byla stanovena kvantitativni
PCR (qPCR) z cDNA iHep pomoci platformy LightCycler® 480 (Roche), kterd udava Ct
hodnoty jednotlivych gent. Platforma detekuje fluorescenci amplifikovanych nukleovych
kyselin a zaznamenava cyklus (Ct hodnotu), v némz dochézi k naristu fluorescence nad prah
pozadi v reakci. Cim je pocet cyklii nizsi, tim vice bylo cDNA v reakci a naopak. Kontrolou
byla qPCR z cDNA MEF. Kvantitativni PCR byla pfipravovdna v 384 jamkové mikrotitracni
(Roche) destice, ktera byla pro jednotlivé markery rozdélena vzdy na 3x RT" jamky a 1x RT
jamku u kazdé cDNA (iHep, MEF).

Primerovy mix: 180ul TK H>O, 10ul Fm primer, 10pul Rm primer - viz Tabulka 6

Reakce qPCR v jedné jamce destiCky - 2ul cDNA (10x zfedéna)
2,5ul 2x SYBRGreen PCR Master Mix
0,5ul primerovy mix sledovaného markeru

Celkovy objem reakce: 5 pl
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Tabulka 9 Priibéh qPCR s rychlym cyklovanim pro 384 jamkovou desti¢ku v LightCycler® 480 (Roche)

Krok Teplota (°C) | Cas (s) | Cyklus
Denaturace 95 30 1
Denaturace 95 10

Nasedani primert 60 30 45
Elongace 72 1

Exprese gent byla stanovena relativni kvantifikaci, kdy se vychazelo z poméru poctu
amplifikovanych kopii cilového cDNA vici poctu amplifikovanych kopii referenéni cDNA,
ktera slouzila jako kontrola efektivity qPCR. Vypocty byly provadény v programu Excel
a grafy generovany prostfednictvim Origin 6.0 Professional.

Vypocet relativni exprese:

ACt; = Ct (cilovy gen 1) = Ct (referencni gen)
ACt2 = Ct (cilovy gen 2) = Ct (referencni gen)
ACt = 2 4Ctl- 4C2

1.5.2 Imunocytochemické barveni

Béhem kultivace iHep byla pfed ICC barvenim do jamek nové 12-ti jamkové desticky
vkladana kryci sklicka, kterd byla potazena kolagenovym podkladem pro zachovani
kultivanich podminek iHep. Po dosazeni konfluence bunék na sklicku bylo odstranéno
médium, nasledovalo promyti bun¢k PBS, fixace 4% paraformaldehydem a barveni, zaloZzené
na vazb¢ primdrnich protilatek na specifické antigeny a jejich vizualizaci sekundarnimi
fluorescenénimi protilatkami.

Den 1 - Vazba primarnich protilatek proti specifickym hepatocytarnim markerim

- prodéravéni membran - 300ul 0,25% Triton X-100 v PBS, 10min

- 1x oplach PBS; 3x promyvéni PBS po Smin
- blokovani - 200ul 10% DMEM, inkubace 60min pii RT, odstranit médium
- navazani primarni protilatky - primarni protilatky - viz Tabulka 2,

v ptislusném fedeni v 10%DMEM, inkubace pies noc, 4°C

Den 2 - Vizualizace sekundarnimi fluorescenénimi protilatkami

- odsati primarni protilatky do zkumavky, opakované pouziti
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- 1x oplach 300ul 0,01% Triton X-100 v PBS; 4x promyti PBS po 5min
- navazani sekundarni protilatky - sekundarni protilatky - viz Tabulka 3,
v prislusném fedéni v kompl. DMEM, inkubace 60min pti RT ve tmé
- Ix oplach 300ul 0,01% Triton X-100 v PBS; 3x promyti PBS po 5min
- vizualizace jader - 200ul DAPI (100x fedény PBS), Smin
- 2x oplach PBS a montovani do mowiolu na podlozni sklo
Detekce prob¢hla na mikroskopu Leica DM6000 ve fluorescencnim kanalu.

Analyza dat byla provedena v programech: Leica LAS AF Lite a ImageJ-Fiji64

1.5.3 PAS barveni

Béhem kultivace iHep byla pfed PAS barvenim do jamek nové 12-ti jamkové desticky
vkladana kryci sklicka, ktera byla potazena kolagenovou podkladem pro zachovani
kultiva¢nich podminek iHep. Po dosazeni konfluence bun€k na sklicku bylo odstranéno
médium, ndasledovalo promyti bun¢k PBS, fixace 4% paraformaldehydem a barveni

polysacharidli Schiffovym ¢inidlem.

PAS reakce byla provedena dle protokolu PAS Hotchkiss-Mc Manus kit, DiaPath,
ref# 010231, a detekce probehla na mikroskopu Leica DM6000 v kanalu brightfield. Analyza
dat byla provedena v programech: Leica LAS AF Lite a ImageJ-Fiji64.

1.5.4 LDL uptake

Béhem kultivace iHep byla pfed ICC barvenim do jamek nové 12-ti jamkové desticky
vkladana kryci sklicka, kterd byla potazena kolagenovym pokladem pro zachovani
kultiva¢nich podminek iHep. Po dosaZeni konfluence buné¢k na sklicku byla v médiu
inkubovéana DyLight™488 (1:50ml) pies noc. Dalsi den nasledovalo promyti bunék v PBS,

fixace 2% paraformaldehydem a vizualizace lipoproteinu LDL.

LDL uptake byla provedena dle protokolu Dil complex (DilAcLDL) kit, Thermo
Scientific, a detekce prob¢hla na mikroskopu Leica DM6000 ve fluorescenénim kanalu.

Analyza dat byla provedena v programech: Leica LAS AF Lite a ImageJ-Fij164.
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1.6 Izolace bunéénych klonii ze smésné populace iHep

Jednotlivé bunécné klony byly vypichovany z heterogenni populace iHep pomoci
invertovaného mikroskopu se zabudovanym kamerovym systémem EVOS™ XL Core
Imaging System (Thermo Scientific). Smésna kultura byla nejprve trypsinem uvolnéna od
povrchu kultivaéni desticky a nasledné pii zobrazeni ve fazovém kontrastu mikroskopu byly
pipetou nasavany samostatné bunécné klony, které byly dale kultivovany ve 48-ti jamkové
desticce s kolagenovym podkladem a hepatomediem s rustovymi faktory. Izolované klony
byly zvoleny zcela ndhodné a az na zékladé rychlosti riistu a kvality bunck bylo

vyselektovano 5 klonti (A-E) pro dalsi analyzu - qPCR a ICC.

2. Genova editace iHep - CRISPR/Cas9
2.1 Priprava plasmidii pro genovou editaci
2.1.1 Transkripce DNA templatu pro homologni rekombinaci in vitro

Fuze DNA templatu:  4pl 5x fuzni pufr (Phusion HF Buffer)
1ul ANTP (10mM)
0,5ul T7 FwdVar (1uM)
0,5ul T7 RevLong (1uM)
0,5ul T7 FwdAmp (100uM)
0,5ul T7 RevAmp (100uM)
0,5ul fazni DNA polymeraza (2U/ul)
12,5ul TK H20
Celkovy objem reakce: 20ul

Tabulka 10 Prabeh fize DNA templatu v termocykleru T100TM (BIO-RAD)

Krok Teplota (°C) | Cas (s) | Cyklus
Denaturace 95 30 1
Denaturace 95 10

Nasedani primert 57 10 34
Elongace 72 10

Elongace 72 120 1
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Elektroforéza DNA templatu na 3% agar6zovém gelu
- reakce: 3ul DNA, 2ul nanaSeci pufr (6x Loading dye), 4ul TK H,O
- zebtik - GeneRuler 1kb plus DNA Ladder - viz Obrazek 13
- elektroforéza v horizontalni elektroforetické komirce Mini-Sub: 120V, 30min

Purifikace DNA dle protokolu DNA Clean & Concentrator Kit; Zymo Research

In vitro T7 transkripce DNA templatu dle protokolu Hi Scribe T7 In Vitro Transcription Kit
Inkubace transkrip¢niho mixu - 18h, 37°C v termocykleru T100TM (BIO-RAD)
Inkubace transkribované RNA - 1ul deoxyribonukledza (RNase-free DNase), 20min, RT

2.1.2 Syntéza a izolace sg RNA

Izolace sgRNA dle protokolu Hi Scribe T7 High Yield RNA Synthesis Kit; BioLabs
Stanoveni koncentrace sgRNA na NanoDrop ND-1000 Spektrofotometr

2.2 Elektroporace (Neon)

Sestaveni ribonukleoproteinového komplexu - nukleaza Cas9 (158 kDa)
sgRNA (100nt - 36kDa)
Optimalizace elektroporace - plasmid pFPV mCherry (RFP) - viz Obrazek 12
Elektroporace ribonukleoproteinového komplexu do iHep
- po dosazeni konfluence bunék, pasdzovani a preneseni iHep do zkumavky
- centrifugace 200*g, Smin, 20°C, odsati supernatantu
- rozpusteéni peletu - 10ul resuspendacniho R-pufru
- 1. ptipad - optimalizace: pfidani 0,5ug plasmid (mCherry)
- 2. ptipad - editace TJP2: pfidani Cas9 (62uM), sgRNA, ssDNA templat
Elektroporace dle protokolu Neon Transfection System (Thermo Scientific)

- vysokd ucinnost: 1x 1300V, 50ms nebo 3x 1650V, 10ms

Utinnost elektroporace béhem optimalizace byla stanovena BD FACSDiva8.0.1 softwarem
pro analyzu dat z pritokového cytometru LSRII (BD Biosciences)

Elektroporované buiniky s vlozenym CRISPR/Cas9 byly sortovany vysokorychlostnim
sorterem BD Influx (BD Biosciences)

Kultivace elektroporovanych bunék v kondiciovaném médiu ve 12-ti jamkové desticce
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2.3 Priprava genomové DNA

2.3.1 Extrakce DNA z elektroporovanych iHep

Den 1 - Uvolnéni DNA z iHep

- PBS promyti 12-ti jamkové¢ desticky s iHep

- uvolnéni DNA z bunék - 500ul pufr pro proteinazu K

- 5ul proteindza K (20mg/ml)
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- pfeneseni suspenze bungk s proteindzou K a pufrem do effendorf

- inkubace pti 56°C ve vodni 1azni, pfes noc

Den 2 - Izolace DNA z iHep

- precipitace iHep DNA - 500ul isopropanol, vortex - 1min

- centrifugace - 13500*g, 20min, 4°C, odstranéni supernatantu

- 2x promyti DNA pelety 200ul 70% etanolem

- 2x centrifugace - 13500*g, Smin, 4°C, odstranéni etanolu

- suseni DNA pelety Smin pti RT, rozpousténi v TK H>O dle velikosti pelety

- koncentrace DNA stanovena na NanoDrop ND-1000 Spektrofotometr

2.3.2 PCR amplifikace a DNA purifikace

Primerovy mix: 180ul TK H>O, 10ul Fm Tjp2, 10ul Rm Tjp2 - viz Tabulka 7

PCR reakce v jedné jamce stripu - 25ul - 2x EliZyme HS Robust PCR Mix

15ul betaine

Sul primerovy mix Tjp2

S5ul cDNA

Tabulka 11Pribéh PCR DNA v termocykleru TI00TM (BIO-RAD)

Krok Teplota (°C) | Cas(s) | Cyklus
Denaturace 95 120 1
Denaturace 95 20

Nasedani primert 56 20 37
Elongace 72 20

Elongace 72 120 1
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Celkovy objem reakce: 50ul

Purifikace DNA dle protokolu DNA Clean & Concentrator Kit; Zymo Research
Syntéza koncti DNA- 25l 2x DreamTaq Green PCR Master Mix k 25ul eluované DNA
Inkubace transkripéniho mixu - 10min, 72°C v termocykleru T100TM

2.3.3 Elektroforéza a izolace DNA z gelu

Elektroforéza DNA na 1% agarézovém gelu
- zebtik - GeneRuler 1kb plus DNA Ladder - viz Obrazek 13
- elektroforéza v horizontalni elektroforetické komurce Mini-Sub: 120V, 15min
Odecitanani prouzkii - UV transiluminator MUV series
Vytezavani prouzkl z gelu do zvazenych eppendorf pomoci skalpelu
Rozpousténi prouzki v pufru (binding buffer) - objem dle vahy prouzka
- inkubace pfti 56°C ve vodni lazni, 10min; vortex - Imin

Izolace DNA z gelu dle protokolu High Pure DNA Isolation Kit; Roche

2.3.4 Ligace DNA

Ligace DNA dle protokolu pGEM-T and pGEM-T Easy Vector

Tabulka 12 Komponenty reakce a prubéh ligace DNA

Komponenty reakce Standardni Pozitivni Negativni
P y reakce (ul) kontrola (ul) kontrola (ul)
2x Rapid ligacni pufr, T4 DNA ligaza 5 5 5
pGEM-T Easy Vector (50ng) 1 1 1
PCR produkt 2 - -
Kontrolni inzert DNA - 2 -
T4 DNA ligaza (3U/ul) 1 1 1
TK H>O 1 1 2

Celkovy objem reakce: 10ul

Inkubace liga¢nich reakci pii 4°C ptes noc
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2.3.5 RozmnoZeni a teplotni Sok kompetentnich bakterii

Rozmrazeni 100 pl alikvott kompetentnich bunék - TOP10 bakterialni kmen E. coli
- bakterie s chemicky navozenou kompetenci - transformace chloridem rubidnym
Klonovani DNA v kompetentnich buiikach - 50ul TOP 10 bunék do kazdé¢ ligacni reakce
Inzerce DNA do kompetentnich bakterii teplotnim Sokem: 120 sekund - na ledu
90 sekund - vodni lazen 42°C
120 sekund - na ledu
Inkubace kompetentnich bakterii v 1ml LB média 1h pii 37°C
Centrifugace - 6000*g, Smin, 20°C; odstranit vétSinu superntantu
Pelet se zbytkem média promichat - pfenést na kultivacni misku a rozockovat klickou

Inkubace kultiva¢nich misek pii 37°C v termostatu pies noc

2.3.6 PCR monoklonalnich bakterii

Spi¢kou vypichnout 10 monoklonalnich kolonii z kultivaéni misky na novou misku
PCR reakce v jedné jamce stripu - 5Sul - 2x EliZyme HS Robust PCR Mix
3ul betaine
1ul primerovy mix Tjp2 - short2
1ul TK H20
¢ast vypichnuté monoklondlni kolonie
Celkovy objem reakce: 10ul
Pribéh PCR monoklonélnich kolinii v termocykleru TI00TM - viz Tabulka 11

2.3.7 Stépeni DNA Taql polymerazou in vitro

PCR reakce v jedné jamce stripu: 4ul DNA - PCR produkt z kroku 2.3.6
1,2ul 10x FastDigest pufr
0,3ul Taq I restrikéni enzym - 10U/l
6,5ul TK H20
Celkovy objem reakce: 12pl
PCR FastDigest v termocykleru TI00TM: 1) 37°C; 30min
2) 65°C, 20min

Elektroforéza DNA na 3% SB gelu
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- zebiik - GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder - viz Obrazek 14

- elektroforéza v horizontalni elektroforetické komutrce Mini-Sub: 120V, 30min

2.4 Minipreparace

Vybér monoklonarnich kolonii pro sekvenovani dle SB elektroforézy
Kultivace vybranych monoklonalnich kolonii v 12-ti jamkové desticce

- kolonie bakterii + 1ml LB media + 1ul Ampicilin (100 mg/ml)

- inkubace 12-ti jamkovych desticek pti 37°C na tiepaccee pies noc
Minipreparace dle protokolu Hybrid-Q Plasmid mini; GeneAll

- izolace DNA s inzertnimi mutacemi

- koncentrace DNA stanovena na NanoDrop ND-1000 Spektrofotometr

- 5ul izolované DNA zaslat na sekvenaci

2.5 Sekvenace

Detekce inzetni mutace v iHep, zanesené prostiednictvim templatové DNA in vitro
homologni rekombinaci, byla provedena metodou Sangerova sekvenovani, kterou

zprostiedkovala firma SeqMe (www.seqgme.eu).
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V. Vysledky

1. Transdiferenciace MEF na iHep in vitro
1.1 Transdukce rekombinantnimi retroviry

Transkripéni faktory Hnf4o a Foxal byly v podobé GFP znafenych plasmidovych
vektori - pGCDNsam-Hnf4a-IRES-GFP a pGCDNsam-Foxal-IRES-GFP, spole¢né
s plasmidem pCL-ECO, zvysSujicim Uc¢innost transfekce, obaleny do tzv. packaging cell
Pheonix ECO HEK 293. Pheonix ECO, jakoZzto ekotropni bunétna linie, odvozena od 293 T
bun¢k, umoznila ampifikaci viru a produkci rembinantnich retroviri, kterymi jsou infikovany
vyhradné mysi bunky. Uvolnénymi rekombinantnimi retroviry byla transdukovéana kultura
mySich embryonélnich fibroblasti (MEF), do jejichz DNA byla zcela ndhodné ptepsana
a inkorporovana rekombinantni RNA, nesouci Hnf4a a Foxal. Vlozena kombinace zna¢enych
transkripénich faktor indukovala transdiferenciaci MEF na indukované hepatocyty (iHep)
in vitro.

Populace iHep byla indentifikovdna na zdkladé ptitomnosti GFP, jehoz detekci
pritokovym cytometrem LSRII byl stanoven pocet Zivych a GspéSné transdukovanych iHep,
v porovnani s netransdukovanou kulturou MEF. Analyzovany byly tfi populace bunck -
iHeplA, iHep1B, MEF. V kultufe iHeplA bylo tfi dny po transdukci Cerstvym virovym
mediem s koncentrovanymi virovymi partikulemi 41,9% GFP™ bunék, ve shodné kultufe
iHep1B bylo za identickych podminek transdukce 48,3% GFP" bunék a kultura MEF slouzila
jakou negativni kontrola s 99,4% GFP~ bun¢k (viz Obrazek 15).

V plibéhu optimalizace jednotlivych krokd transdiferenciace bylo prokéazano,
Ze nejvysSi UCinnosti je docileno pifi transdukci cerstv€ sebranym virovym médiem
s koncentrovanymi virovymi partikulemi (filtracni flakonky - AdEasy Virus Purification Kit,
Agilut Technologie). Uginnost transdukce klesala v zavislosti na staii média a nékterych
formach skladovani (chlazeni, mraZeni). Efektivita byla rovnéz niZsi pfi transdukci virovym
mediem s nezakoncentrovanymi virovymi partikulami. MnoZstvi virového média,
kterym byly buiiky transdukovany, nijak vyrazn€ neovliviiovalo uspésnost transdiferenciace
ani zivotnost bunék. MEF byly transdukovany cerstvym koncentrovanym mediem s Hnf4a
rekombinantnimi retroviry a Cerstvym koncentrovanym mediem s Foxal rekombinantnimi
retroviry v poméru 1:1. ZvySujicim se objemem téchto médii nedochézelo k naristu

procentudlniho zastoupeni iHep v transdukované kulture.
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Obrazek 15 Analyza uc¢innosti transdukce rekombinantnimi retroviry pomoci prutokové cytometrie. Zastoupeni

GFP* bunék v kultute a) iHep1A, b) iHepB, ¢) MEF (negativni kontrola)
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1.2 Genova exprese iHep

Populace Gspé&$né transdukovanych GFP' bunék iHeplA a iHeplB byly kultivovany
2 tydny na kolagenovém podkladu (Kolagen I) ve specidlnim Hepatomediu s epidermalnim
(EGF) a hepatocytarnim (HGF) riistovym faktorem. Soucasné byla udrzovana i bunécna linie
MEF, kultivovana v obohaceném IMDM. Ze vSech tfi bunécnych kultur byly fenol-
chloroformovou extrakci izolovany RNA, které byly reverzni transkripci ptepsany do cDNA,
z nichz byly, za zékladé vlozenych primeri (viz Tabulka 6), pomoci qPCR stanoveny exprese
3 referencnich genl (ubiquitin, [-aktin, GAPDH) a 6 specifickych genl (a-fetoprotein,
albumin, E-cadherin, glutamin syntetdza, glutatione S-transferaza M3, vimentin). QPCR byla
realizovana platformou LightCycler® 480 (Roche), kterd vygenerovala Ct hodnoty
sledovanych genti (viz Tabulka 13).

Tabulka 13 Genova exprese iHep - piehled Ct hodnot 3 referencnich gent a 6 specifickych genti, u populaci
iHeplA, iHep1B a MEF, stanovenych qPCR z platformy LightCycler® 480

Referencni a specifické geny iHepl A iHeplB MEF
Ubiquitin (Ubb) 17,11 17,34 17,76
Beta-actin 16,12 15,99 15,07
GAPDH 17,00 17,00 17,00
a-fetoprotein (AFP) 22,61 22,56 31,56
Albumin 20,56 20,37 27,59
E-cadherin 20,05 20,06 31,66
Glutamin syntetdza (GS) 19,29 18,95 23,24
Glutatione S-transferdaza M3 (Gstm3) | 23,88 22,66 23,89
Vimentin 22,06 23,12 20,74

Relativni genova exprese byla zanesena do grafii, v nichZ byla vztazena k MEF=1
a normalizovana na GAPDH (viz Obrazek 16). Selekce genti byla provedena za zaklade
lokalizace a funkce jimi koédovanych proteind ve spojitosti s jaternimi bunikami. Nejvyssi

exprese iHep byly zaznamendny u specifickych hepatocytalnich markerit - a-fetoprotein
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a albumin, kterymi byly prokazany zmeény fyziologie bunck béhem transdiferenciace.
o-fetoprotein 1ze povazovat za marker hepatoblastomu a fetalnich jater, ponévadz je nimi
ve vysoké mife exprimovan v Casnych stadiich vyvoje jater. Po narozeni ma hladina tohoto
proteinu v téle vyrazné klesajici tendenci. Na rozdil od albuminu, ktery je syntetizovan
hepatocyty az po jejich maturaci. Hladina albumin tedy signifikantné roste az po narozeni.
Morfologickymi markery, detekujicimi remodelaci bunck, byly zvoleny E-cadherin
a vimentin, které ilustrovaly posun bunék pojivové tkan¢ smérem k bunkdm epitelidlni tkané.
Vysokd exprese genu pro adhezivni molekuly E-cadherin, podilejici se na vystavbé
mezibunéénych spoji v epitelu, svédCila o pfitomnosti jaternich epitelidlnich bunék
v kulturdch v iHeplA a iHeplB. Zatimco redukovana exprese vimentinu byla prikazem
potlaceni vychozi fibroblastové bunécné linie. Vimentin slouzil jako negativni kontrola,
porotoze se jedna o protein stiednich filament a cytoskeletarnich vldken, vyskytujici se
pfevazné béhem zéarodecného vyvoje a v dospélosti u fibroblasti a nékterych imunitnich
bun¢k (makrofagy, granulocyty). Exprese genll pro enzym glutamin syntetazu (GS), ktera je
bézné lokalizovand v lemu hepatocytl, obklopujicich jaterni Zilu, a pro enzym glutatione

S-transferazu M3 byla u obou iHep populaci rovnéz zvysena.
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Obrazek 16 Analyza relativni genové exprese iHepl A a iHep1B, vztazend k MEF = 1. Normalizace GAPDH.
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1.3 Cytomorfologie iHep

Zmény cytomorfologie MEF, indukované v prubéhu transdiferenciace na iHep,
byly detekovany mikroskopovanim v brightfield kanalu a fluorescencnim kanalu mikroskopu
Leica DM6000. Mikroskopii ve svétlém poli byla vizualizovdna pocate¢ni linie MEF,
v jejiz kultufe byly Siroce rozprostteny pomérné velké buiiky fibroblasti (zvétSeni 40x), které
vykazovaly charakteristicky plochy, podlouhly tvar (viz Obrazek 17c¢). Zatimco v kultufe
iHeplA a iHep1B byly proliferovany drobné epitelové buiiky dlazdicového tvaru (zvétSeni
100x), které se akumulovaly do klastra (viz Obrazek 17a,b).

iHeplA HeplB MEF

Brighttield

Obrazek 17 Analyza morfologickych zmén v pribéhu transdiferenciace MEF na iHep, pomoci mikroskopu

Leica DM6000 v kanalu brightfield. Morfologie bun€k a) iHep1A, 100x; b) iHep1B, 100x; c) MEF, 40x.

Imunocytochemickd analyza morfologickych zmén byla zalozena na barveni
strukturnich markerti - E-cadherin, vimentin a zeleného fluorescen¢niho proteinu EGFP
pomoci navazanych specifickych primarnich protilatek (viz Tabulka 2) a jejich vizualizace
sekundarni fluorescenc¢ni protilatkou (viz Tabulka 3). GFP, inkorporovany do DNA iHeplA
a iHep1B spole¢né s kombinaci transkripénich faktrori Hnf4o a Foxal, prokazatelné zelené
svitil u obou hepatocytarnich populaci (viz Obrézek 18/1a,1b), kdezto v kutufe MEF byla
viditelna pouze velkd ovalna jadra, obarvend DAPI, bez ptitomnosti EGFP (viz Obrazek
18/1c). Epitelialni marker E-cadherin byl rovnéz vizualizovan vyhradné v iHeplA a iHep1B
(viz Obrazek 18/2a,2b), v porovnani s MEF, kde tato adhezivni molekula neni téméf
produkovéna (viz Obrazek 18/2c¢). Na rozdil od markeru pojivové tkan€ vimentinu, ktery
v kultufe MEF jednoznacné ptevladal (viz Obrazek 18/3c¢), zatim co u iHeplA a iHep1B byl
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v prubchu transdiferenciace vyrazné redukovan (viz 18/3a,3b). Imunocytochemicka analyza

tedy korelovala se ziskanymi daty o genové expresi iHep z qPCR.

iHeplA iHeplB MEF

TDAPI

E-cadhenn/DAPI

nf DAl

Vimenl

Obrazek 18 Analyza cytomorfologickych zmén v prubéhu transdiferenciace MEF na iHep pomoci
imunocytochemického barveni a detekce v mikroskopu Leica DM6000 ve fluorescen¢nim kanalu.
Cytomorfologické zmény specifickych markert - 1) EGFP, 2) E-cadherinu, 3) Vimentinu v kulturach
a) iHep1A, 400x; b) iHep1B, 400x; ¢) MEF, 200, 400x. Vizualizace DNA fluoroforem DAPI.
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1.4 Funkce iHep

Funk¢éni zmény MEF, indukované v pribéhu transdiferenciace na iHep,
byly detekovany mikroskopovanim v brightfield kanalu a ve fluorescenénim kanalu
mikroskopu Leica DM6000. Prvni analyza byla zamétfena na vizualizaci polysacharidd,
protoze hepatocyty se fyziologicky podileji na syntéze a akumulaci glykogenu. Jaterni
glykogen byva béhem PAS reakce vyrazné fialové zbarven Schiffovym cinidlem, ¢imz byla
potvrzena jeho prezence v buiikach iHeplA a iHeplB (viz Obrazek 19/1a,1b). Bunécna
populace MEF byla na ptitomnost polysacharidii negativni (viz Obrazek 19/1c).

V réamci funkéni analyzy byla také zaznamenavana fluorescence nativniho GFP, ktera
byla pozitivni pouze v kulturdch iHep (viz Obrazek 19/2a,2b), zatimco v MEF nebyl GFP
vibec inkorporovan a vizualizovana byla tudiz pouze DNA (viz Obrazek 19/2c).
Fluorescence nativniho GFP byla vSak u iHep podstaté slabsi v porovnani s ICC barvenim
(viz Obrazek 18/1a,1b).

Smérodatnym funkénim testem byl 1 LDL uptake, ktery znaéni LDL (low density
lipoprotein), konkrétné jeho vazbu a vychytavani skrz LDL receptor na povrchu hepatocyti.
LDL receptory byly =zviditélneny vlozenim znacené¢ho acelytovaného apoproteinu
(Dil complex kit; DilAcLDL), ktery se na n¢ béhem inkubace v kultufe iHeplA a iHeplB
specificky navéazal (viz Obrazek 19/3a,3b). V piipadé MEF, postradajicich LDL receptory,
nedoslo k vazbé€ a v kultufe svitily pouze stopy po dikladné nevymytém acetylovaném LDL

apoproteinu (viz Obrazek 19/3c).
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Obrazek 19 Analyza funkénich zmén v priibéhu transdiferenciace MEF na iHep - 1) PAS reakce a detekce
v mikroskopu Leica DM6000 kanal bightfield v kulturach a) iHep1A, 200x; b) iHep1B, 200x; ¢c) MEF; 100x.
2) Fluorescence nativniho GFP a detekce v mikroskopu Leica DM6000 fluorescenéni kanal v kulturach
a) iHeplA, 750x; b) iHep1B, 750x; ¢) MEF; 630x. Vizualizace DNA fluoroforu DAPI. 3) Test LDL uptake a
detekce v mikroskopu Leica DM6000 fluorescenéni kanal v kulturach a) iHeplA, 750x; b) iHep1B, 750x;
¢) MEF; 630x. Vizualizace DNA fluoroforem DAPI.

1.5 Genova exprese hepatocytarnich markeri v riznych vyvojovych
stadiich iHep

Genova exprese iHep byla analyzovéna v péti riznych stadiich transdiferenciace pfi
odlisnych kultiva¢nich podminkach. Stanovena byla exprese 2 referen¢nich genti (GAPDH,

Ubiquitin) a 6 hepatocytarnich gent (a-fetoprotein, albumin, karbonicka anhydraza,

E-cadherin, glutamin syntetdza, hepatocytdarni nukledarni faktor 4o) v prubéhu 3 tydenni
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kultivace. Prvni sbér bunék probéhl 4. den po transdukci, kdy byly iHep stale kultivovany
v obohaceném IMDM, dalsi 7. den po transdukci, kdy bylo medium nahrazeno specialnim
Hepatomediem a nésledné 10., 14., a 21. den po transdukci, kdy mély iHep idealni podminky
v podobé kolagenového podkladu (Kolagen I) a Hepatomedia s epidermélnim (EGF)
a hepatocytalnim (HGF) rustovym faktorem (viz Tabulka 8). Oproti analyze genové exprese
iHeplA a iHeplB (viz Tabulka 13) doSlo k nahrazeni sledovanych markera Gstm3
a vimentinu za Hepatocytarni nukledarni faktor (Hnf4a) a gen pro jaterni enzym Karbonickou
anhydrazu (Car2). U transdiferenciacnich stadii iHep byla analyza zamétena vice na funkéni
specifikaci hepatocytti béhem jejich vyvoje, zatimco v rdmci analyzy iHeplA a iHep1B byla
sledovana pfedevs§im jejich morfologickd zména. Gen Gstm3 nebyl béhem prvni analyzy
zcela signifikatni marker iHep. Stanoveni bylo provedeno z nasyntetizované cDNA
jednotlivych transdiferenciacnich stadii a kontrolni populace MEF, pomoci qPCR, za zakladé
vloZenych primerti (viz Tabulka 6). gqPCR byla realizovana platformou LightCycler® 480
(Roche), kterd vygenerovala Ct hodnoty sledovanych gent (viz Tabulka 14).

Tabulka 14 Genova exprese v ruznych transdiferenciacnich staridich iHep - ptehled Ct hodnot 2 referen¢nich
gent a 6 specifickych genti u 5 bunécnych populaci iHep - 4., 7., 10., 14. a 21. den po transdukci, a MEF.
Stanoveneno qPCR z platformy LightCycler® 480.

Referencni a specifické geny MEF |4.den | 7.den | 10.den | 14.den | 21.den
Ubiquitin (Ubb) 18,68 | 18,19 |17,20 | 17,66 | 17,15 | 17,37
GAPDH 18,00 | 18,00 | 18,00 | 18,00 | 18,00 | 18,00
o-fetoprotein (AFP) 32,74 133,63 |35,20 | 31,24 | 25,56 |22,17
Albumin 31,63 |30,92 | 25,56 |23,80 |21,08 |17,02
Karbonicka anhydradz (Car2) 31,54 | 30,51 |28,83 |27,72 |27,31 |24,95
E-cadherin 3491 | 3435 |29,40 | 27,24 | 24,80 | 23,13
Glutamin syntetdza (GS) 25,14 | 24,30 | 20,15 | 20,54 | 19,36 | 19,41
Hepatocytarni nuklearni faktor (Hnf4o) | 34,05 |23,30 | 21,45 (20,95 | 19,74 | 19,38

Relativni genova exprese byla zanesena do grafii, v nichz byla vztazena k MEF=I

a normalizovana na GAPDH (viz Obrazek 20). U vSech Sesti hepatocytarnich markert byla
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pozorovana zvysSujici se tendence genové exprese, v zavisloti na kultiva¢nich podminkach

a délce kultivace iHep po transdukci MEF rekombinantnimi retroviry, obdobné jako pfi

diferenciaci béznych hepatocytli z progenitorové bunky. Nartist byl zaznamenan predevsim

béhem 2. a 3. tydne, coZ podnitilo nahrazeni IMDM za Hepatomedium, stimulace rastovymi

faktory a kolagenovy podklad. Zejména albumin, marker maturovanych hepatocyti,

vykazoval markantni zvySeni exprese az 21. den po transdukci, tedy ve finalni fazi

transdiferenciace. Nartst exprese specifickych markeri je odvozen od zmény fenotypu

kultury, ve které se kromé jiz pfeménénych iHep mohou vyskytovat i pozlstatky fibroblasti

a nediferencovana stadia hepatocytl, které lze ptfirovnat k hepatocytdrnim prekurzoram.

Zvysujici se genova exprese je proto podobna diferenciaci primarnich hepatocyti z ESC.
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Obrazek 20 Analyza relativni genové exprese hepatocytarnich markert u 5 bunéénych populaci iHep v riznych

stadiich transdiferenciace, vztazena k MEF = 1. Normalizace GAPDH.
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1.6 Hepatocytarni markery v buné¢nych klonech iHep

Bunééné klony byly izolovany ze smésné kultury iHep, za ucelem vymezeni
heterogenity indukované populace. Celkem bylo vypichovanim ziskdno 48 bunécnych klonti
(48-t1 jamkova desticka), z ¢ehoz bylo selektovano 5 kloni (A-E) pro qPCR a ICC,
na zakladé kvality a rychloti riistu. V rdmci analyzy byly sledovany jednotlivé homogenni
populace bunécénych klonti (A-E) mezi sebou i v porovnani s heterogenni smésnou kulturou
iHep a pocatecni populace MEF. qPCR (platforma LightCycler® 480; Roche) byla stanovena
exprese 2 referenCnich geni (GAPDH, Ubiquitin) a 6 hepatocytarnich geni (a-fetoprotein,
albumin, karbonickd anhydraza, E-cadherin, glutamin syntetdza, hepatocytarni nukledrni
faktor 4a), které byly shodné jako pfi analyze transdiferenciacnich stadii iHep. Relativni
genova exprese kloni A-E a smésné kultury byla zanesena do grafli, v nichZ byla vztazena

k MEF=1 a normalizovana na GAPDH (viz Obrazek 21).
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Obrazek 21 Analyza relativni genové exprese hepatocytarnich markert u heterogenni smésné kultury iHep a z ni

ziskanych homogennich bunéénych klond A-E, vztazena k MEF = 1. Normalizace GAPDH.

Jednotlivé klony vzdy vykazovaly majoritni expresi n¢kterého z genti: klonu A - Hnf4a
a GS, klon B - Car2, klon C - a-fetopreotin a albumin, klon E - E-cadherin, coz mohlo byt
odvozeno od faze bunécného cyklu nebo rizné dokoncené¢ho stadia transdiferenciace.
Na zakladé analyzy vyvojovych stadii iHep by konkrétné klon C odpovidal terminaéni fazi,
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dle vysoké exprese albuminu, zatimco klon Klon E s vysokou expresi E-cadherinu a stale
potlacenou pfitomnosti a-fetopreotin a albumin by se pravdépodobné nachazel ptiblizné
v poloving transdiferenciacniho procesu. Smésna populace iHep méla u vSech sledovanych
markerd primérnou expresi, a to svéd¢i o pritomnosti riizné diferencovanych bunék v kultuie
a heterogenit¢ linie.

Imunocytochemickd analyza bunéénych kloni byla zaméfena na monitorovani
cytomorfologickych zmén pomoci barvenim strukturnich markerti - E-cadherin a vimentin,
navazanymi specifickymi primarnimi protilatkami (viz Tabulka 2) a jejich vizualizaci
sekundarnimi fluorescencnimi protilatkami (viz Tabulka 3). Detekce byla provedena

mikroskopovanim ve fluorescenénim kandlu mikroskopu Leica DM6000 (viz Obréazek 22).
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Obrazek 22 Analyza cytomorfologickych zmén v homogennich bunéénych klonech iHep pomoci imunocytochemického
barveni a detekce v mikroskopu Leica DM6000 ve fluorescencnim kanalu. Cytomorfologické zmény specifickych markert
- a) E-cadherinu a b) vimentinu v kulturach 1) klon A, 200x; 2) klon B, 200x; 3) klon C, 200x; 4) klon D, 200x; 5) klon E,

200x; 6) heterogenni populace - smesna kultura iHep, 200x; 7,8) pocateni populace MEF, 100x. Vizualizace DNA
fluoroforem DAPI.
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Jednotlivé bunécné klony iHep se mezi sebou ani v porovani se smésnou kulturou iHep
v cytomorfologickych zménach nijak vyrazné neliSily. VSechny klony A-E byly pozitivni
na pfitomnost adhezivni molekuly E-caderinu (viz Obrazek 22/1a-5a), obdobné jako smésna
kultura, z niz byly ptivodné izolovéany (viz Obrazek 22/6a). V kutufe MEF byla detekovana
pouze velka jadra, obarvend DAPI, bez znamek E-cadherinu (viz Obrazek 22/7a,8a).
Soucasné byla ve smésné kultufe (viz Obrazek 22/6b) i u vSech klonl A-E (viz Obrazek
22/1b-5b) potlacena produkce vimentinu. Vimentin byl redukovan v zavislosti na vyvojové
tkdn¢ (viz Obrazek 22/5b), coz pravdépodobné koreluje s daty o genové expresi klonu E
z qPCR (viz Obrazek 21). Kontrolni populace MEF byla na pfitomnost vimentinu siln¢
pozitivni (viz Obrazek 22/7b,8b).

2. Genova editace - CRISPR/Cas9
2.1 Editace iHep pro modelaci lidského onemocnéni

Editace mysich indukovanych hepatocytii pro modelaci lidského jaterniho onemocnéni
byla zvolena v ramci uzké spoluprace laboratofe s prof. MUDr. Mgr. Milan Jirsa, CSc
z Institutu klinické a experimentdlni mediciny v Praze, na zékladé¢ anamézy konkrétniho
pacienta. Pacient nese 2 mutace v genu ABCBI a substitu¢ni bodovou mutaci v genu 7JP2 -
nt2732A>G (p.Tyr911Cys), u které vsak nelze protein imunohistochemicky detekovat z jater.
Tato alela dosud nebyla popsana a neni znamé k jaké zmeéné€ na Grovni proteinu zde dochézi.
Nasim cilem je proto modelovat tuto mutaci lidského genu 7JP2 na mysich indukovanych
hepatocytech in vitro. Uvédomujeme si, ze mysi a lidské geny nejsou vzdy identické, proto
vysledek nelze povazovat za jednoznacné specificky. Sledovany gen 7JP2 vSak vykazuje
u lidi a mysi 75% shodu po celé jeho délce a pacientova mutace se nachazi v Casti genu,
kterd je pro oba organismy konzervovana (viz Obrazek 23). Jedn4 se o 911 aminokyselinu
proteinu TJP2. Kompletni deficit tohoto proteinu je pak asociovan s rozvojem jaterniho
onemocnéni. Z anamnézy pacienta vyplyva, ze by se mohlo jednat o rozvoj Progresivni
familiarni intrahepatalni cholestazy 4. typu (PFIC4). Pro simulaci toho onemocnéni byl
v tomto pfipad¢ zvolen mysi model z hlediska snaz$i dostupnosti a reprogramovatelnosti

bunck a soucasné aby slouzil jako ptedvoj k editaci lidskych bunék.
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NW Score Identities Positivas Gaps
4367 897/1197(75%) 937/1197(78%) 184/1197(15%)
Query 1 MEVRGDRGFPERRELSGWLRAPCMFELIREQYIVI LQEDSERGFGIAVEGERINEHFERE &0
M EE+INEQYIVILQFDSERGEGIAVEGGRDNPHEERG
Skiot 1 et EEVIWEQYTVILQHDSERGFCIAVEGGRONPHFENG 37
Query &1 ETSIVISDVLPGEFADGLLOENDRVVMVNGT FMEDVLESFRAVQQLRKSSEVARIVVERFR. 120
EISIVISDVLPGGPADGLLOEHDRVVMNGT PMEDVLESEAVOOLRHSSK+-ARIVVERER
Sbjer 38 ETSIVISDVLPGGEPADGLLOENDRVVMHGT PHEDVLESFAVOOLRKSSKIARIVVERFR 97
Cuery 121 KVOVARLOASEPPLDODIRAFEVHMDEFDGRSFRSGY SERSRINSHEERSRSWEDSPERGEF 1E0
KVQVA LO SPPL DIR FEV++EFDGRSEFRSGYSERSR +5H 5 SWE + ERGRP
Sbjct 98 K VA PLOGS PPLSEDIRGFEVIEEFDGRSFRSGY SERSRESSHIMLSHSWEGNRERGRE 157
Query 181 HERARSRERDLSRDRSRGRSLERGLDQ-DHARTRDRSPGRSLERGLDHDEGPSRDRDRIR 239
H+R +SEER+ ESRGRSLERGL D+ E+BE+BSBEGRSLERGLD DF SED R R
Skier 158  HQRIQSRERE----RSRGRSLERGLDOLDYGRSRERSRGRSLERGLDRDF-VSRDHSRGR 212
Cuery 240 SRGRSIDODYERAYHRAYDPDYERAYSPEYRRGARHDARSRGERSRSREHPHSRSPSPED 299
5 R D+DYER+YH RY+FDY YSPYRA +R RSRSREH SESFSFE
Skijer 213 SIDRDYDRDYERSYHERYEPDYGGCYSISYDRRAHPEIRYE--RSRSREHLRSRSPSPES 270
Query 300 RER ————————— PEPIMMNEEEGMS‘QIWEJELMWGEII 350
GVLL HS+ANELYGLALGSQIF+HEMIRIGLAT
Sbjct 271 RSRH[HHGQHDPDRPIMLIKSMIHGLME IFIFIHTB.IGLMFCEEHU’EGDII 330
Query 351  LEINGIVIENWMSLIDRRELIEKSRGHLOLVVLRDSQQILINIESLNDSDSEIEDISEIES 410
LEIHGTVIENMSLTDARKL I EXSREHLLVWILADS +QILINIP+LHDSDSE+EDISEIES
Sbjct 331 LETHGTVTENMSLTDARKL I EKSRGELLVWLRADSHQILINIFALNDSOSEVEDISEIES 380
fuery 411 RRSFSFEERRHOYSDYDYHSSSEKLEERFSSREDTPSELSEMGRTIFTFFESTGDIAGTIVV 470
HRSESPEERR QYSD DYHSS+EHLEERPSSRE+T FRLSEMGAIPIPFHSIGDI v
Sbjct 381 RRESFSFEERR QY SDQIYHSSTEKLHERPSSREET SGRLERMERTFTFFHSTGDITAREY 450
Query 471 FETHEEFRYQEDFFAPUFEAAFRTFLEFSFEDEAIYGFNTEMVRAFEHGEDSVELRLAGERD S30
E ++EPRYQE+ P POP+ APR FLRPSPEDEAIYGENTRMVREHHGISVGLRLAGGHD
Sbjet 451 TEASREFRYQEEGFVPIFRTAFRVFLRPFSFEDEAL YGENT EMVRFEHGEOSVELELAGGRD 510
Query 531 VGEIFVASI SAEQES ILEVNIQDFRGLVEEDAVLYLLEIPHGEMVIILAQS 590
WIMGIE%GI %ﬁ%:m FRELVEEDAVLYLLEIPKGE VIILAQS
Sbjet 511 VGIFVASIQEGTSAEQESLOEGDQILHVNIQDFRGLVREDAVLYLLEIPHGETVIILAQS 570
Query 591 RADVYRDILACGRGDSEFIRSHFECERETPQSLAFTRGEVERVVDILYDGRLGNWLAVRI 650
BADVYRDILACGREDSFFIRSHFECERE T FQSLAFTREEVEFREVVDTLY DERLG+WLAVET
Sbjcr 571 RADVYRDILACGRGDSEFIRSHFECERKETPCSLAFTRGEVERVVDILYDGHKLGHWLAVRI 630
Query 651 MHMLIWWWMW -GVHHMNLRHKSREDLIA To8
GHELEKGLI FNESRAEMASVONAOR+HAGDEADFWEMRGORS GVEKNLEKSEELDL A
Sbjcr 631  GRELEHGLIFNHKSBAEMASVONAQRENAGDRADIWRMRGORSSGGVHIWLRHKSREDLAR 690
Query 705 VWESVSTEEPAYERVLLRERGFHERPVVLIGPIADIAMERLANELEDWEQIAMTEEMDAGSE 768
VSVSIKFPFRYE+VLLEEAGFKRPVVLIGFIADIAME+LA ELPD FQIAKTEFEDAGSE
Sbjet 681  AVEVSTKFERYEKVLLRERGFERPVVLIGEIADIAMERLATELPDLFQIAKTEEMDAGSE 750
Query T&% ESTEMNRINTVRQI TEQDMHALLDVT PERVDLINYTQWFPIVIFFRPDSROGVETMRORL. EB28
KS+GVWRINIVRQIIEQDEHALLDVI PEAVDLLNYTQWE PIVIFENPDSRQGVET +RQRL
Sbjct 751 KSSEVWVELNIVRQIIEQDEHALLDVIPAVDLINYTOWFPIVIFFNEPDSEQGVETIRQEL 810
Query 829 RPTSHESSREELFDQANFLEKICAHLFTAT INLNSANDSWFGSLEDTIQHQQGERVWYVSEG BE88
+PISHESSRELEDOANMLEKT C4HLFTAT IN4NSAND WEGSLED+IQ Q0 ERVWVSEG
Sbjer B11 SPTSHESSRELFDOANFLEMICSHLFTAT INVNSANDGWNEGSLEDSIQRONERVWVSEG 870
Query BB KMEGMDDDFEDRMS Y L.TRMGADYLSCDSRLISDFEDTIGEGGRYIDHELDEPREEFLVIS 948
HKMEGMDDD EDRMSYLIRMGADYLSCDSRLISDFEDIDGEGGAYIDNEL+EPREEPLVSS
Sbjer ET1 KMEGMDDDAEDRMSYL.TAMGADY LSCDIRLISDFEDIIGEGGAYIDNELEEFRAEEFLVSS 930
Query 943 ITRSSEFVQHEE S— S— N 980
ITRSSEFVQHEE
Sbjct 931 ITRSSEFFQBIEQIRKSSPEFFAWWMEPPMWDSW 290
Query — - ——— = i
Sbjet 951 YSHSHLPATAGSEIDPGGSTHGYPPPIAAKPAEGRPILEPSIPVEMPESEEVGESIEEQED 1050

Obrazek 23 Porovnani mysiho a lidského proteinu TJP2 - konzervovana Cast proteinu (Cervené); sekvence v niz

se nachazi mutace (zeleng).
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2.2 Stanoveni pritomnosti Tight junction proteinu 2 v iHep

Ptitomnost Tight junction proteinu 2 (Tjp2) v iHep byla nejprve ovéfena
imunocytochemicky, pomoci navazané specifické primarnich krali¢i protilatky TJP2
(viz Tabulka 2) a jeji vizualizaci sekundarni fluorescencni protilatkou GAR Alexa 488
(viz Tabulka 3). Detekce byla provedena mikroskopovanim ve fluorescenénim kanalu
mikroskopu Leica DM6000. Tjp2 se v populaci iHepA nejen podilel na vystavbé tésnych
bunéénych spojeni, ale rovnéz byl lokalizovan i v jadfe, kde mé funkci signaliza¢niho
proteinu (viz Obrazek 24a). Kontury tésnych spojeni epitelidlnich bun¢k byly zviditelnény
pouzitim imerzniho objektivu (viz Obrazek 24b). V kultute MEF se Tjp2 nachazel pouze

uvnitt DAPI-vizualizovanych jader, nikoli v tésnych bun&cnych spojenich (viz Obrazek 24c).

iHeplA iHeplA MEF

¥
L

1000x

Obrazek 24 Analyza Tjp2 v iHep pomoci imunocytochemického barveni a detekce v mikroskopu Leica DM6000
ve fluorescencnim kanalu. Pritomnost Tjp2 v kulturach: a) iHep1A, 1000x; b) iHep1A, 400x; ¢) MEF, 400x.
Vizualizace DNA fluoroforem DAPI.

Prokézana byla také exprese Tjp2 z cDNA hepatocytarnich linii iHeplA, iHeplB
a pivodni populace MEF, pomoci qPCR, za ziklad¢ vlozenych primert (viz Tabulka 7).
Kromé 7jp2 byla pro kontrolu stanovena i exprese 2 referencnich gend (Ubiquitin, GAPDH)
a 2 specifickych genli (Hnf40, EGFP). qPCR byla realizovana platformou LightCycler® 480
(Roche), ktera vygenerovala Ct hodnoty pro sledované geny, v¢etné Tjp2 (viz Tabulka 15).
V kulturach iHep byla, v porovnani s MEF, exprese Tjp2 znatné vyssi, coz by vypovidalo

o0 jeho pfitomnosti v obou bunéénych kompartmentech - jadie i tésnych spojenich.
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Tabulka 15 Genova exprese 7jp2 v iHep- piehled Ct hodnot 2 referen¢nich genti a 2 specifickych genti a
sledovaného Tjp2 v populacich iHeplA, iHep1B a MEF. Stanoveneno qPCR z platformy LightCycler® 480.

Referenéni a specifické geny iHeplA iHep1B MEF
Ubiquitin 18,11 18,53 18,70
GAPDH 18,00 18,00 18,00
Hepatocytarni nuklearni faktor 4o (Hnf4a) 19,32 19,63 35,17
Zeleny fluorescencni protein (EGFP) 18,25 18,51 31,58
Tight junction protein 2 (Tjp2) 23,64 23,06 26,19

2.3 CRISPR pro substitu¢ni bodovou mutaci v genu 7jp2

Vneseni substitu¢ni bodové mutace nt2732A>G (p.Tyr911Cys) genu 7jp2 do iHep
je umoznéno aplikaci editacniho systému CRISPR/Cas9. Pro tuto metodu byla navrzena
templatova DNA, podle kter¢ by melo dojit k opravé specificky rozStépeného mista
nukledzou Cas9, na zdklad¢ syntézy komplementarniho fetézce, a tim k indukci missense
mutace 7jp2. CRISPR byl sestaven z sgRNA nesouci sekvenci pro vytvoreni dvouvlaknového
zlomu (cr + tracr RNA) a z opravného templatu pro homologni rekombinaci in vitro
(viz primery Tabulka 5). Templatova sekvence byla navrZena tak, aby vyvolala mutaci,
identickou s pacientem, pii které dochazi k zaméné adeninu za guanin (A>QG), kterd ma
za nasledek zménu kodonu aminokyseliny z tyrosinu (Tyr) na cystein (Cys). Do konstruktu
templatové DNA byly soucasné zaneseny dal§i dvé zamény, vyvolavajici tzv. tiché mutace,
pfi kterych aminokyseliny zistdvaji neménné. Tichd mutace v PAM sekvenci 5" CGG 3’
(G>C) branila rozstépeni ssDNA templatu nukleazou Cas9 a druhd kontrolni tichd mutace
(T>C) slouzila k zavedeni $tépného mista pro Taql restrikéni endonukledzu pro snazsi detekci

bungk, ve kterych korektné probehl editacni proces (viz Obrazek 25).
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Obrazek 25 CRISPR pro substitu¢ni bodovou mutaci v genu 7jp2 - a) Genova sekvence bez pfitomnosti mutace v 7jp2;
b) Chimericka guide RNA, nesouci teplatovou sekvenci, indukujici 2 tiché mutace (modré) - kontrolni (T>C), PAM (G>C)

a 1 missense mutaci (A>G), ménici kodon aminokyseliny z Tyrosinu na Cystein (Cervena).

2.4 Optimalizace elektroporace

Pro zaneseni CRISPR/Cas9 do iHep byla zvolena metoda elektroporace, pii které doslo
kratkymi elektrickymi impulsy k naruSeni membrany iHep a vytvoieni docasnych pord,
kterymi byl geneticky materidl vkladdn do bunék. Neon Transfection System (Thermo
Scientific) byl nejprve optimalizovdn pomoci plasmidu pFPV-mCherry (viz Obrazek 12),
ktery je clenem rodiny monomernich cervenych fluorescencnich proteinti (RFP) mFruit.
Optimalizovana elektroporace vykazovala u¢innost 33% pfti 1x impulsu 1300V po dobu 50ms
(viz Obréazek 26a) a 30,1% pfi 3x impulsu 1650V po dobu 10ms (viz Obrazek 26b). Uginnost
byla stanovena BD FACSDiva8.0.1 softwarem pro analyzu dat z pritokového cytometru LSRII
(BD Biosciences), na zaklad¢ ptitomnosti RFP v elektroporovanych iHep. Ke zvySeni
ucinnosti a predevs§im zivotnosti bunék ptispéla predevsim jejich kultivace v kondiciovaném
mediu ihned po elektroporaci. Negativni kontrolou zde byla neelektroporovana populace iHep

(viz Obrazek 26c¢).
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Obrazek 26 Optimalizace elektroporace (Neon Transfection System) pomoci vkladani fluorescenéniho plasmidu
pFPV-mCherry do iHep - a) elektroporace 1x 1300V 50ms; b) elektroporace 3x1650V 10ms;
¢) neelektroporované iHep. Detekce fluorescence priutokovym cytometrem LSRII, analyza BD FACSDiva8.0.1.

2.5 Sortovani geneticky editovnych iHep

Optimalizovanou elektroporaci 1x impulsem 1300V po dobu 50ms byl skrz membranu
do bun¢k iHep inkorporovan nukleoproteinovy komplex, obsahujici nukleazu Cas9, sgRNA
a templatovou sekvenci DNA, vyvolavajici substitu¢ni mutaci nt2732A>G (p.Tyr911Cys)
spole¢né se dvémi tichymi mutacemi v genu 7jp2. Navrzeny byly celkem dvé homologni
pfedlohy, z nichZ jedna indukovala pouze tich¢é mutace, na rozdil od druhé, kterd nesla
vSechny tfi zminované mutace. Ob¢ vlozené oligonukleotidové templatové sekvence byly
konjugovany s ¢ervenym fluoroforem Rhodaminem X (ROX), tudiz bylo umoznéno sortovani
editovanych iHep vysokorychlostnim sorterem BD Influx (BD Biosciences). Z prvni populace
iHep, editované¢ CRISPRem s tichymi mutace, bylo vysortovdno pouze 1,56% bunék,
u kterych byla s nejvyssi pravdépodobnosti vyvoldna kontrolni mutace (T>C) s mutaci
v PAM sekvenci (G>C) (viz Obrazek 27a). U druhé populace iHep, editované CRISPRem
se vSemi tfemi mutacemi, byla Gispé€Snost pii pouZiti stejné piisného sortovani (gatovani) nizsi.
Sortovéano bylo 1,11% iHep, u kterych lze ptedpokladat, Ze nesou kromé obou tichych mutaci
1 substituéni bodovou mutaci A>G, ménici kodon aminokyseliny z tyrosinu na cystein

(viz Obrazek 27b). Kontrolni populaci zde byla kultura iHep bez vlozeného CRISPR/Cas9
(viz Obrazek 27¢).
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sorter BD Infhi -Tiché mutace

nlu" bl bl bli g
ROX 610/20(361)
Populace Udalosti Procento
Tiché mutace (pocet) (%)
Vsechny udalosti 285562 100,00
Bunky 137311 48,08
Singlety 110223 38,60
Buné¢ny prostor 106717 37,37
GFP* 77475 27,23
Sort 4450 1,56
Debris 148251 51,92
C) o sorter BD Infhux - kontrolnd iHep

ROX 610/20 (361)
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aooo S0rter BD Infhe -Tiché + Substituéni A>G

ROX 610/20 (361)

Populace Udalosti Procento
Tiché + Substituéni (pocet) (%)
Vsechny udalosti 354546 100,00
Bunky 209159 58,99
Singlety 154763 43,65
Bunéény prostor 149045 42,04
GFP* 113080 31,89
Sort 3941 1,11
Debris 145387 41,01
Populace Udalosti Procento
Kontrolni iHep (pocet) (%)
Vsechny udalosti 51457 100
Bunky 24265 47,16
Singlety 15609 30,33
Bunéény prostor 14393 27,97
GFP* 9415 18,30
Sort 0 0,00
Debris 27192 52,84

Obrazek 27 Sortovani iHep, editovanych systémem
CRISPR/Cas9, pomoci vysokorychlostniho sorteru BD
Influx na zakladé pfitomnoti Rhodaminu X. Sortovani
kultury - a) iHep s vlozenymi tichymi mutacemi
(kontrolni, PAM); b) iHep s vlozenymi tichymi
mutacemi (kontrolni, PAM) a missense mutaci A>G;

¢) kontrolni iHep bez vlozeného CRISPRu.
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2.6 Analyza editovaného proteinu Tjp2

V sortovanych populacich - WT4 a WTS5 (buiiky nesouci pouze 2 tuché mutace), A>G
(bunky nesouci 3 mutace, vcetné¢ pacientovy), CTR (bunky kontrolni bez vlozeného
CRISPR/Cas9), u nichz byl predpoklad, ze obsahuji vlozené mutace, doslo k PCR amplifikaci
a preciSténi mutovaného fragmentu a jeho detekci pomoci elektroforézy v 1% agardézovém
gelu. Amplifikace byla provedena vicekrat s odliSnymi primery, ohranicujicimi DNA
fragment, protoze nckteré z nich nasedaly nespecificky. Nakonec byly vybrany primery
oznacené Tjp2 - short2, nested A, nested B a kontrolni IL2Ra (viz Tabulka 7) a vysledna
velikost amplifikovaného PCR produktu byla stanovena elektroforeticky.

Vyrazné bandy, které svou velikosti odpovidaly fragmentu Tjp2, byly vizualizovany
v piipad¢ Tjp2-short2 a Tjp2-nested A. V obou téchto pripadech se jevilo, ze produkty mély
spravnou velikost, proto byly vyfiznuty z gelu a Stépeny restrikéni endonukleazou.
Rozstépené fragmenty vSak svou velikosti presné neodpovidaly predpokladu. Elektroforeticky
produkt Tjp2-nested B nebylo mozné po vizualizaci povaZovat za signifikantni, proto se
domnivame, ze primery nasedaly nespeficity v zavislosti na nevyrovaném poctu GC:AT part.
Kontrolnimi PCR primery byly zvoneny IL2Ra, ponévadz je u nich ovéfena specifita

nasedani produktu (viz Obrazek 28).

Obrazek 28 Amplifikovany Tjp2 fragment s vloZzenymi mutacemi, vizualizovany na elektroforetickém gelu. V
prvnim piipadé (vlevo) primery nasedaly béhem PCR pii teploté 56°C a v druhém piipadé (vpravo) gradientové
PCR v rozmezi 58°C-64°C. Elektroforetické produkty se spravnou velikosti: Tjp2-short2 a Tjp2-nested A;
nespecificky produkt: Tjp2-nested B; kontrolni produkt: IL2Ra. (WT = 2 tiché¢ mutace, A>G = 3 mutace).
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2.7 Sekvenace

Amplifikované Tjp2 fragmenty s vloZzenymi mutacemi, jejichz bandy mély
na elektroforetickém gelu odpovidajici velikost - Tjp2-short2 a Tjp2-nested A, byly z gelu
vyfiznuty, pfecistény na kolonce a ligovany do vektoru pGEM-T Easy Vector (viz Obrazek
11). Plasmidova DNA byla klonovana v kompetentnich bakteriich TOP10 E. coli, které jsou
piirozen¢ uzpusobené k pojmuti cizorodé DNA. Bakterie, transformované vektrorem pGEM-
T Easy Vector, byly kultivovany na ampicilinovych plotndch a ze smésnych kultur bylo
vypichnuto vzdy 11 monoklonalnich kolonii (od kazdé¢ PCR se stejnymi primery) pro tzv.
Kolony PCR, béhem které dochézi k amplifikaci fragmentu z konkrétni monoklonarni
kolonie. Pfitomnost plazmidové DNA byla ovéfena Stépenim Taql restrikéni endonukledzou,
kdy po elektroforetické separaci doslo k identifikaci velikosti vektoru k inzertem. Nicméné
bandy po restrikénim Stépeni u nékterych kolonii o spravné velikosti zcela nevypovidaly.
Z vybranych kolonii byla proto minipreparaci izolovana plazmidova DNA, ktera byla poslana
na sekvenaci. Detekce inzertu v iHep byla provedena metodou Sangerova sekvenovani,
kterou zprostiedkovala firma SeqMe. Sekvenovéani s primery T7 promotor vSak bylo
negativni a pfitomnost Tjp2 fragmentu, ktery mél byt zaklonovany do iHep, se nepotvrdila.

V ramci prace se nepodarilo ovérit vlozeni substituéni mutace do genu 7jp2 iHep, proto
nebylo mozné studovat zmény konformace proteinu, indukované danou mutaci, ani odhalit
pfi¢iny zvySené degradace proteinu u sledovaného pacienta. V projektu se vSak bude dél
pokracovat s cilem navrhnout metodu, zvySujici specifitu nasedani primerti, a prokazat
pritomnost missense mutace, aby mohly editované iHep slouzit jako vhodny model pro jaterni

onemocnéni.
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VI. Diskuze

1. Transdiferenciace MEF na iHep

Pfeména mysich ¢i lidskych fibroblasti na hepatocyty miize mit vysadni postaveni jako
potencialni nastroj pro regeneratvni medicinu nebo pro 1écbu jaternich onemocnéni
a hepatocelularnich karcinomii. Usnadnéni pfedstavuje predevsim pii odbéru lidskych tézko
dostupnych tkéani, kdy lze diky transdiferenciaénim a reprogramovacim postupiim vyrazné
snizit pocet biopsii jater. Témito technologiemi je umoznéno ziskat velké mnozstvi dobie
a dlouho kultivovanych bunék pacienta, na kterych je tedy mozné napiiklad in vitro testovat
potencidlni léc¢iva. V klinické praxi vSak mohou byt konverze bunék doprovézeny nékterymi
omezenimi €i riziky.

V tomto projektu byla pro generovani indukovanych hepatocytli (iHep) zvolena piima
metoda transdiferenciace, vychazejici z ptivodni publikace, popisujici uplné prvni konverzi
mySich embyonalnich fibroblasti na hepatocyty in vitro (Sekiya, S., & Suzuki, A., 2011).
Pro ucely transfekce byla zvolena kombinace transkripcich faktorti Foxal, ovliviiujiho vyvoj
jater, a Hnf4a, uplatiujiciho se pii diferenciaci a genové expresi hepatocytl,, protoze se
v nasem piipad¢ osvédcila daleko 1épe nez-li spojeni s Foxa2 nebo Foxa3. Kromé nami
aplikované¢ kombinace, existuje i celd fada dalSich faktorti a stimula¢nich molekul, které¢
ovliviuji signaliza¢ni drahy fibroblast k posunu smérem k hepatocytarni linii, jako naptikad
Gata4, Hnfla, Foxa3, Hnf4a, Foxa3, Kdm2b;, HNFlo, HNF4a, FOXA3;, HNF4, FOXA2,
C/EBPp nebo FOXA2, FOXA3, HNF4o, ATF5, PROXI (viz Teoreticky tivod - Kapitola 4.3).
Bylo totiz prokézéano, ze molekuly C/EBPfS a GATA4 pozitivn€ ovliviiuji vyvoj 1 expresi iHep
a ptritomnost Kdm?2b v definované kombinaci zvySuje kvalitu transdiferencace.

Ve vSech téchto ptipadech jsou vSak vybrané sestavy traskripcnich faktort
transportovany do fibroblasti pomoci retrovirové/lentivirové transdukce. Obaleni
fluorescenéné znacenych plasmidli Hnf4a a Foxal do ekotropni bunky PheonixECO HEK
293 a produkce rekombinantnich retrovirt mize tedy v klinickém vyuZziti vzbuzovat urcité
obavy. Transdukce virovymi vektory byvaji Casto spjaty s rizikem genotoxicity a inzercnich
mutagenezi behem integrace vektori do hostitelského genomu. Vychodisko by mohlo
poskytovat pouziti episomalniho vektoru, ktery se v jadfe cilové builky chovéd jako
samostatny extrachromozomalni element. Napiiklad episomdlni vektor oriP/Epstein Barr
Nuclear Antigen 1 (EBNAI1), nesouci zvolené transkripéni faktory, je schopen vyvolat
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proliferaci maturovanych iHep v prubéhu 4-5 tydni po jeho nukleofekci do fibroblasti.
Episomalni transdiferenciaci by tedy mohl byt potlacen vznik inzerni mutageneze, avsak jeji
funkéni kapacitu iHep a niz8i expresi hepatocytarnich markert, vzhledem k retroviradlné
indukovanym iHep (Kim, J., et al., 2015).

K expresi hepatocytarnich markerti v nasem ptipad¢ dochéazelo po 2-3 tydenni kultivaci
ve specidlnim hepatomediu s rastovymi faktory a kolagenovym podkladem, ktery mél
nahradit bazalni membréanu, z niz vyrGstaji epitelidlni bunky. Doba transdiferenciace MEF
na maturované iHep by teoreticky mohla byt zkracena stimulaci K/f4 a c-Myc, které inhibuji
TGFp a tim akceleruji MET a signaliza¢ni drahu Wnt, ¢imZ dochézi k potlaceni fibroblastové
linie a velmi robustni produkci iHep se specifickou genovou expresi jiz za 9 dni (Lim, K. T.,
et al., 2016). V tomto ptipadé by vSak urychleni procesu mohlo byt pravdépodobné na ukor
kvality generované populace. Ulast c-Myc pii formovéani teratomii a jinych karcinonti
je zndma uz z reprogramovani bunék do pluripotentni faze, tudiz by integrace toho onkogenu
do genomu hostitelské bunky podnitit vznik karcinogeneze.

Pro studium genové exprese iHep byly vybrany nékteré charakteristické hepatocytarni
markery a-fetoprotein, albumin, které svéd¢i o jejich funkéni kapacité, i nehepatocytarni
markery, vypovidajici i struktuie bunék. Indukce exprese specifickych markerti iHep byla
mirné opozdéna ve srovnani s primarnimi hepatocyty, pochazejicimi z embyronalni kmenové
buiiky (ESC), které exprimovaly hepatocytarni geny 1-2 tydenni diferenciaci in vivo
(viz Obrazek 29; Hay, D. C., et al., 2008).

Exprese vSech sledovanych markeri béhem jednotlivych transdiferenciac¢nich fazi iHep
neustdle nartistala a pfiblizné 3-4 tydny po transdiferenciaci by se tedy dalo pfedpokladat,
ze dochazi k ustdleni genové exprese iHep, na podobné trovni jako u maturovanych
primarnich hepatocytii. Konkrétné u albuminu dochézelo k vyraznému naristu aZ po
dvoutydenni kultivaci iHep, protoZe se jedna o protein, syntetizovany zralymi hepatocyty,
coz by se shodovalo s primarnimi hepatocyty. Zatimco a-fetoprotein, marker hepatoblastomu
a nezralych hepatocytti, byl u iHep exprimovan témér se stejnou incidenci ndrdstu jako
albumin, a to 1 v pozdgjSich transdiferenciacnich stadiich, u kterych by se s dosazenim zralosti
dala oCekéavat zpomalujici se az klesajici tendence. Za signifikatni marker je mozné povazovat
1 Hnf4a, nebot’ se jednd o gen posilejici se na diferenciaci hepatocytl, i pfestoze jeho exprese
mohla byt ovlivnéna Hnf4a-plasmidem inkorporovanym do DNA MEF v priibéhu transdukce.
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Detekce byla zamétena 1 na jeden z jaternich enzymi karbonickou anhydrazu (Car?2), ktera
zde zajistuje sekreci bikarbonatovych iontl do zluCovych kanalki. Sledovany byly rovnéz
geny, které nelze fadit mezi typické markery hepatocytl - E-cadherin a vimentin, za i¢elem
porovnéani cytomorfologickych zmén a monitorovani ptfechodu mezi buiikami pojivové tkané
a bunikami epitelu. V rdmci studia heterogenity iHep vykazovala smésna populace pramérnou
genovou expresi, na rozdil od homogennich klonii iHep, kde kazdy jeden klon majoritné
exprimoval vzdy jeden aZ dva hepatocytarni geny. Zadny z klonti vyrazné nevyé&nival robustni
expresi vSech markerti, nasvédCovalo by to tedy o jejich rizn¢ dokoncené transdiferenciacni
fazi. U kloni iHep s nedokoncenou konverzi proto bylo mozné jest¢ zaznamenat nckteré
znaky fibroblastli. Primérnost smésné populace iHep je dikazem vysoce heterogenni

hepatocytarni linie, v niz se nachéazi vice typt bun€k v riznych vyvojovych stadiich.
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Obrazek 29 Genova exprese hepatocytd diferencovanych z embyonalni kmenové buiiky. Zmény exprese
z mezendodermalnich markerti na hepatocytarni markery v pribéhu 3 diferenciacnich fazi (I. definitivni
endoderm, II. jaterni progenitorova buiika, III. maturovany hepatocyt). ES - embryonalni kmenova burika;

F - fetalni jaterni RNA; A - dospéla jateni RNA (Hay, D. C., et al., 2008).

Heterogenni populace iHep muze byt tvofena nejen rizné transdiferencovanymi
hepatocyty a redukujicimi se mezenchymalnimi fibroblasty, ale soucasné také cholangiocyty.
V pribéhu diplomové prace nebyla provedena analyza, zaméfend na expresi typickych
cholangiocytarnich markerti, ale na zdklad€¢ bipotentniho charakteru progenitorové jaterni
buiniky a blizského vztahu hepatocytii a bunck epitelu zluCovych cest nelze zcela vyloucit,

ze v prubéhu transdiferenciace byly kromé¢ iHep proliferovany zarovenn i indukované
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cholangiocyty. Publikace, z niz prace vychazela, se vSak expresi cholangiocytarnich markert
zabyvala a ponévadz transfekce zde byla realizovdna shodnymi transkripénimi faktory
(Hnf4o. a Foxal), lze se tedy domnivat, Ze se nami transdiferencované iHep budou chovat
identicky. Detekce specifickych markert byla aplikovana na bunééné kultury iHep, které v ni
byly pozitivni nejen k hepatocytarnim, ale i cholangiocytarnim gentim. iHep, exprimujici CK7
1 CK19, vsak svou funk¢ni specifitou (albumin, PAS) odpovidaly maturovanym hepatocytiim,
tudiz se miizeme domnivat, Ze jsou do transdiferencovanych hepatocytli zaneseny transgeny
nebo se v kultute krom¢ populace iHep mlze nachazet i malé zastoupeni cholangiocytl

(viz Obrazek 30; Sekiya, S., & Suzuki, A., 2011).

Genové markery cholangiocyt
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Obrazek 30 Genova exprese iHep (transdukované Hnf4a a Foxal/Foxa2/Foxa3), zaméfena na charakteristické
geny cholangiocytti (Promininl, Cytokeratin7, Cytokeratin 19, Sox9). Soucasné ICC barveni funkéni specifity
maturovanych iHep - albumin, PAS reakce (Sekiya, S., & Suzuki, A., 2011).

Eliminaci produkce cholangiocytl by bylo mozné pravdépodobné zajistit inhibici TGFf3
signaliza¢ni dréhy, kterd by meéla za nésledek blokovani diferenciace smérem k buitkdm
epitelu  ZluCovych cest. Aktivace TGFB se totiz podili na preméné hepatocyth

na cholangiocyty, exrpimujici typické markery Hnflf a CK19 (Kamath, B., & Mack, C. L.;
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2018). K vytvoreni Cist¢ dominantni populace iHep by mohla pfispét i inhibice faktoru Oct4,
ktera je podnétem k transdiferenciace hepatocytli na cholangiocyty, a to je doprovazeno
celkovym potlacenim cholangiocytarni linie (Doffou, M., et al., 2018). Zcela jisté se vSak
muzeme domnivat, ze se v iHep kultuie nevyskytuji bipotentni progenitorové jaterni bunky,
protoze jejich transdiferenciace je zajiSténa definovanou kombinaci faktora Hnflf a Foxa3.
Zaménou Hnflf za Hnfla jsou pak produkovany bipotentni prekurzory s vysokou
diferencia¢ni kapacitou pro maturované cholangiocyty (viz Teoreticky uvod - Kapitola 4.4).
Kromé transdiferenciace lze samoziejm¢ indukované populace iHep docilit
1 prostiednictvim reprogramovani, kdy nejprve dochézi k navratu k iPSC a nasledn¢
k formovani hepatocytarnich bunck. Lidské fibroblasty jsou v tomto piipad¢ transdukovany
retroviry, nesoucimi OSMK faktory, a po 6-10-ti denni kultivaci se objevuji prvni iPSC
s karyotypem a genovou expresi, odpovidajici pluripotetnim kmenovym buitkkam. V této fazi
je spustén druhy reprogramovaci krok, béhem kterého je specifickymi endodermélnimi
diferenciaénimi medii podnicen vznik definitivniho endodermu. Béhem dalSiho tydne
se z definitivniho endodermu zacinaji diferencovat hepatocytarni progenitorové buiiky, které
jsou po stimulaci oncostatinem M a HGF maturovany ve zralé hepatocyty (Wang, J., ef al.,
evokuje rizika spojend s inzer¢nimi mutagenezmi a vznikem karcinogeneze, vdzané na
pritomnosti OSMK. Reprogramovaci ¢as by bylo mozné zkratit stimulaci malymi molekulami
(TGFp, activin A, BMP4, Wnt3, FGF), které¢ ovlivituji signaliza¢ni drahy, vedouci k vystavbé
jater. ReSenim pro eliminaci potencilnich rizik by opét mohlo byt pouziti episomalniho
vektoru, obsahujiciho pouze kombinaci transkripéniho faktor bez onkogenu c-Myc ¢i Lin28
(Kamath, A., et al., 2018), nebo ptistup s Gplnou absenci transkripénich faktorti. Pluripotentni
faze by méla byt indukovana 1 skrz inhibici MEK a TGFf signalizace nebo prostfednictvim

synergické aktivity synteticky modifikovanych mRNA (viz Teoreticky uvod - Kapitola 3.1).

2. Genova editace iHep - CRISPR/Cas9

Genova editace umoznuje cilenou Upravu nukleovych kyselin s [é€ebnym, vyzkumnym,
ale 1 patologickym zdmérem. Upravami na urovni genomu muze byt simulovano témét
jakékoli onemocnéni, tudiz se jeji aplikace jevi jako idedlni terapeuticky prosttedek. Genovou

editaci jaternich bun€k lze tedy napiiklad odstranit pfitomnou patologickou mutaci nebo
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naopak u zdravych bun€k navodit patologicky stav autenticky pro konkrétni jaterni chorobu,
za ucelem monitorovani jejiho pribéhu a odhleni pfi¢in jejiho vzniku. Ziskané informace
by tak mohly byt pfinosnym zdrojem pro inhibici rozvoje jaterniho onemocnéni nebo pro
stanoveni vhodné 1écby. Dalsi perspektiva se nabizi pfi testovani ucinnosti medikamentt
na editovanych jaternich buiikach, ptipadné urceni vedlejSich nezadoucich u¢ink. Nicméné
stejné jako u reprogramovanich metod jsou i editac¢ni techonologie doprovazeny nékterymi
uskalimi, které je mohou limitovat pii klinickém vyuziti.

Editace genomové DNA lze realizovat riznymi metodami, z nichZ nejzndmé;jsi
a nejpouzivanéjsi jsou ZFN, TALEN a CRISPR/Cas9. Zakladni princip téchto metod
je zalozen na specifickém S$tépeni nukleové kyselin a vytvofeni dvouvldknového zlomu
(DSB), ktery je zéhy opraven bud’ mechanismem NHEJ nebo HR. Jednotlivé editacni pfistupy
se od sebe lisi pouze svym provedenim a pouzitim jinych molekularnich prostiedka
(viz Teoreticky tvod - Kapitola 5). Pro ucel editace indukovanych hepatocytli (iHep) byl
zvolen systém CRISPR/Cas9, ktery je odvozen od imunitni adaptivni odpovédi bakterii,
napiiklad E. coli, které se tak bézn¢ brani pted ataky virt a plasmidt. Elektroporaci byly
do iHep vlozeny CRISPR editaéni molekuly - sgRNA a Cas9, spolecné se znaCenou
oligonukleotidovou templatovou sekvenci podle niz probihala oprava DSB.

Analogického zadvéru mohlo byt rovnéz dosazeno 1 dvémi vySe zmifiovanymi metodami,
ale pro konkrétni model byly posouzeny za méné vhodné. ZFN je majortiné vyuzivano
pii genetické modifikaci rostlin, u nichz byva indukovéna tkanova proliferace a regenerace
se Slechtitelskym zamefem nebo pro vyssi zemédélsky vynos plodin. Kromé rostlin mohou
byt nukledzami ligovanymi na zinkové prsty editovany také bunky Zivo€isné, tedy i lidské,
avSak v nich byla potvrzena znand chybovost a cytotoxicita. Editace ZF nukleazami
je nejvice diskutovana v kontextu s lidskymi bunikami, napadenymi virem HIV, u kterych
byvaji v rdmci terapie pozméneny rizné useky koreceptoru CCRS, cilené regulovany
molekuly, Uc€astnici se rozvoje AIDS nebo transfuzi dopraveny geneticky modifikované
krevni buniky do téla nemocného jedince (Tebas P, er al., 2014). Intergraci synteticky
sestaveného ZF proteinu do pluripotentnich bunéénych linii prostfednictvim lentiviru byla
zaznamenana inhibice replikace HIV1 v T bunkéch SupT1, coz by mohlo poskytovat novy
terapeuticky prostiedek, avSak nelze opomenout rizika rizika spojend s piitomnosti
lentivirového vektoru (Moonmuang, S., et al, 2018). Modifikace jaternich bunék

ZF nukledzami in vivo byla poprvé popsdna u pacienta s Hunterovym syndromem.
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Onemocnéni, vyvolené deficitem enzymu induronat-2-sulfatazy, se projevuje akumulaci
Skodlivych latek v riznych organech (jatra, slezina, mozek). Pacientovi s absenci toho
enzymu byl tedy do téla injikovan vektor, nesouci ZFN pro Upravu jaternich bunék, kterd by
podnécovala proliferaci zdravych bunck. Pouzitim adeno-asociovaného vektrou byla sniZzena
mira cytotoxicity ZFN technologie, nikoli vSak zcela eliminovéna (pievzato z Kaiser, J,
2017). Stale mohou byt indukovany mutageneze, vyvolané chybnou lokalizaci §tépného
mista, coz byvalo pro tuto metodu pomérné Casté. Zvyseni efektivity ZFN, a tim i1 potencidlu
pro klinické vyuziti, by mohlo byt zajisténo novou sadou ZF nukleéz, které poskytuji 23-28bp
dlouhou sekvenci, specificky se vazajici na DNA (viz Teoreticky tivod - Kapitola 5.1).

Editace TAL efektorovymi nukledzami je rovnéZ navrZzena pro rizné modelové
organismy, vcéetn¢ rostlin, bezobralich i obratlovci. Edita¢nim postupem je tato metoda
velmi blizka ZFN, pfesto vSak vykazuje podstatné nizs§i cytotoxicitu, snaz$i sestaveni
konstruktu a do nedavna nejspis 1 vétsi speficitu pti nasedani na cilovou sekvenci, proto by se
mohla jevit jako vhodnéjsi alternativa. Pfednosti TALEN je pfedev§im schopnost navazéani
na jakoukoli DNA sekvenci, na jejiz 5 konci je pfitomny thymin. Nicméné¢ pro vazbu
na jednotlivé nukleotidy je vyzadovan pomérné velky editacni konstrukt (ptiblizné
34 aminokyselin), ktery béhem rozpoznani cilového useku miZze vytvaiet DSB i na jinych
nespecifickych mistech. Objevuje se zde op¢t 1 nebezpeci spojené s inzerénimi mutagenezemi,
které by bylo mozné vytesit nevirovou fuzi TALEN s peptidem (Tat protein), pronikajicim
2014). Nevyhodou je i nizky pocet publikaci zabyvajicich se editaci hepatocyti TAL
nukledzami, tudiz tato problematika neni pfili§ prozkoumana. Modifikace lidskych genl
metodou TALEN je také zaméfena piedev§im na studium a potlaceni infekce HIV
(viz Teoreticky tivod - Kapitola 5.2).

CRISPR/Cas9 systém byl pro editaci iHep vybran na zéklad¢ spolehlivosti metody a jiz
ovetenych postuptl, které byly nékolikrat GspéSné realizovany i1 nasi laboratofi, ve které jsou
na ni dostupné potiebné prostiedky. Zarovén spousta publikaci zvefejnila rizné in vitro a in
vivo modifikace mySich i lidskych hepatocyti systémem CRISPR/Cas9. Potencialni rizika
inzernich mutagenezi by mohla byt u této metody eliminovéna nahrazenim lentiCRIPSRU
za mén¢ nebezpecné adenovirové vektory, obdobné jako u ZFN (Singh, K., et al., 2018) nebo
pouzitim elektroporace pro transport editacnich molekul do bunék. PouZiti elektroporace je

vSak spjato s niz§im procentem zivotaschopnych editovanych bunék, protoze timrtnost bun¢k
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po zasahu kratkym elektrickym impuslem je pomérne vysoka. Z toho divodu byla provedena
nejdiive optimalizace pomoci plasmidu mCherry, kterou byl vytyéen nejucinné;si
elektroporaéni postup, =zahrnujici kultivaci iHep v kondiciovaném médiu ihned
po elektroporaci. Chybovost CRISPR/Cas9 je pomérné ojediné€la, ale ani tuto technologii
nelze stale pro klinickou praxi povazovat za stoprocentné bezpécny editacni nastroj. Objevily
se studie deklarujici vyskyt potencidln€é ohrozujicich genetickych zmén, které nejsou
indukovany zcela zamérné. Existuji ptipady, kdy je soucasti komplexu sgRNA-Cas9 i enzym
deamindza, ktery miZze podnitit nekontrolovatelnou zdménu nékterych péart bazi (pfevzato
z Cohen, J., 2019). Objasnénim této problematiky by se mohl systém CRISPR/Cas9 stat jesté
spolehlivéjsi, ale 1 ptesto je pro editaci lidskych bun¢k pokladan za nejvhodnéjsi.

Rozstépeni dvousroubovice DNA v definovaném mist¢ iHep, indukované kooperaci
navadéjici sgRNA s nukledzou Cas9, bylo opraveno homologni rekombinaci (HR), v ramci
niz byl syntetizovan komplementarni fetézec k vlozenému jednoietézcovému DNA templatu.
Aplikace HR umoziiuje vyvolani missense mutace v genu Tjp2 iHep, protoze v jejim pribéhu
tyrosinu za cystein. Oprava nehomolognim spojenim konct by zde méla za nasledek inzerci
¢i deleci urcitého paru bazi, doprovazenou ztratou nukleotidu, nikoli vSak substituci bazi.
Reparace DSB nebyla tedy zajiSténa opravnym mechanismem NHEJ, ponévadZ by nebyl
vytvofen presny model patologického stavu jaternich bunck, shodujici se s anamnézou
pacienta.

Snahou bylo zkonstruovat model pro bodovou mutaci v lidském genu 7JP2 na mysich
indukovanych hepatocytech. Samoziejmé nebyl opomenut fakt, Ze lidské a mysi geny nejsou
vzdy zcela identické, proto byly oba geny vzijemné porovnany a ukazalo se, ze vykazuji
vysokou miru shody, vcetné¢ sekvence obsahujici sledovanou mutaci. Mutace byla
lokalizovana v tseku TJP2, ktery je pro oba organismy konzerovany (viz Obrazek 23).
Na zaklad¢ komparace byly zvoleny mysi iHep jako adekvatni model pro lidské onemocnéni,
nybrz dostupnost lidskych hepatocyt byva vyrazné slozitéjsi. Kromé omezeni spjatych
s mySim konstruktem je vniman 1 pfipadny vyskyt odchylek a odliSnosti v chovani bunck
oproti  primadrnim  hepatocytim, které mohou byt iniciovdny ptedchéazejicim
transdiferenciaénim procesem.

Monitorovany pacient je nositelem bodové mutace nt2732A>G (p.Tyr911Cys) v genu

TJP2 a souasné¢ dvou mutaci v genu ABCBII, coz diagnosticky svéd¢i o pfitomnosti
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progresivni familiarni intrahepatalni cholestazy typu 4 (viz Kapitola 6.1). Pacientova jatra
jsou sice zdrava, ale dochdzi v nich k uniku zlucovych kyselin z primarnich zlu¢ovych
kanalkti do plasmy, coz je zplsobeno netésnosti bunécnych spojeni. Kompletni deficit TIP2
je asociovan s rozvojem jaterniho onemocnéni, tudiz by se mohlo teoreticky jednat
doprovazena i mutaci genu BAAT. V pfipadé¢ FHA je vSak detekovana homozygotni mutace
TJP2, lokalizovana ptevazné v prvni PDZ domén¢ (Carlton, V. E. H., et al., 2003; Kim, Y.-
J., et al, 2013). U nami sledovaného pacienta je pfitomna mutovand alela, kterou se nedafi
vysetiit imunohistochemicky, ze sekvence genu je vSak zndmo, ze se mutace nachazi
na urovni 911 aminokyseliny TJP2 proteinu, tedy za doménou GuK v oblasti bohaté na prolin
(viz Obrazek 7). Existuji i ptipady, kdy homozygotni a heterozygotni mutace 7.JP2 vyvolaly
rozvoj hepatocelularniho karcinomu (HCC). Napiiklad u pacientky s heterozygotnimi
mutacemi ¢.2668-1G>T /c.2438dupT (p.Asn814GlInfs) v TIP2 nebyla také exprese tohoto
genu imunohistochemicky detekovatelna, doslo k vyraznému snizeni exprese Claudin 1
a nasledné¢ byla potvrzena ptitomnost multifokalniho HCC. Na rozdil od nami sledované¢ho
pacienta, ale nenesla mutaci v genu ABCBI11 (Zhou, S., et al., 2015). Bylo také prokazano,
ze mutace 7JP2 muze mit negativni vliv na ¢innost sluchu. Inverzni genomova duplikace
TJP2 indukuje zvySenou expresi tohoto genu spole¢né s geny regulujicimi apoptozu,
které ptisobi na GSK-3f dréahu a zvysuji ndchylnost bunék stfedniho ucha k apoptéze, coz ma
za nasledek ztratu sluchu (Walsh, T., et al., 2010).

Elektroporaci byl tedy do iHep zanesen syst¢ém CRISPR/Cas9, vcetné¢ homogenni
sekvence, kde byla indukovana missense mutace v 7jp2. Sou€asné byly vyvolany i dalsi dvé
tiché mutace, v jejichz pfitomnosti nedochazi ke zméné sledu aminokyselin v proteinu.
Zaména C>G v PAM sekvenci templatu by méla zabrénit jejimu rozstépeni nukledzou Cas9
béhem genové editace a vytvoreni restrikéniho mista (zaména T>C) v blizkosti modelované
pacitentovy mutace slouZilo k usnadnéni lokalizace a ovéfeni spravnosti pribéhu HR.
Uspé&siné editované iHep byly detekovany na vysokorychlostnim sorteru, ktery roztéidil iHep
nesouci pouze tiché mutace (oznateny WT4, WTS) a iHep se vSemi tfemi mutacemi
(oznaceny A>G), na zdklad¢ ptitomnosti Cerveného fluoroforu Rhodamin X, ktery byl
konjugovany k templatové sekvenci. Excitacni a emisni maxima Rhodaminu X se pohybovala
v rozmezi 550-600nm. Pocet zivych sortovanych iHep, které byly pravdépodobné nositeli

substitu¢nich mutaci, byl vSak velmi nizky, proto méla byt pro kontrolu stanovena i pfesna
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sekvence nukleovych bazi v cilovém useku DNA iHep prostfednitctvim sekvenovani.
U populaci iHep byl tedy editovany usek ohranicen specificky nasedajicimi primery TJP2-
nestedA a TJP2-short2 a jeho ligaci do pGEM-T Easy Vectoru byl usek klonovan
v kompetentnich bateriich. Zmnozeny DNA produkt, obsahujici cilovou sekvenci,
byl vystépen a poslan na sekvenaci, kterd vSak piitomnost fragmentu Tjp2 s vlozenymi
substitu¢nimi mutacemi v iHep opakované nepotvrdila.

V pribéhu procesu byly jiz nékteré primery vyfazeny kvuli jejich nespecifité
pfi nasedani na DNA iHep. Specifita primert je zaloZend na jejich vhodné délce, vyrovnaném
poméru GC:AT pari a nekompatibilit¢ forward a reverse primeru, aby se tak predeslo jejich
vzdjemnému pdrovani. Snizend specifita primerit TJP2-nestedB a TJP2-shortl mohla byt
zpusobena ptrevazujicim podilem CG part v ramci jejich sekvence (viz Tabulka 7). Ackoli
byly pro sekvenovani pouzity teoreticky vhodné primery, jejichz nasedaci teplota byla
optimalizovana gradientovou PCR, mohlo dojit k chybdm v nékterych z navazujicich krokd,
které mohly vysledek také negativné ovlivnit. Problém mohl byt spojeny s vektorem pGEM T
Easy, ktery je velmi citlivy na kontaminaci, tudiz nékdy mtize nastat i jeho ztrata. Nevyhodou
nékterych T vektor je i jejich volnost pti klonovani zprostiedkovand otevienym ctecim
ramcem, kdy dochazi k tvorbé parti bazi mezi 3'T a 3A ptesahy, tudiz komplex vektor-inzert
muze mit shodnou orientaci jako PCR produkt. V pfipadé¢ uzavieného cteciho ramce
prostoru pro volné parovani. pGEM Easy Vector obsahuje 3'T pifesahy na strané inzertu
a komplatibilni pfesahy pro PCR. Béhem klonovéani je tedy pfipojovan deoxyadenosin
na 3’konec amplifikovaného fragmentu bez pfitomnosti jakéhokoli templatu (viz pGEM-T
and pGEM-T Easy Vector Systems protokol). Pro eliminaci plasmidu, obsahujicich oteviené
Cteci rdmce ve Spatné orientaci, byly proto zavedeny postupy, zalozené na selekci plasmidi
vlozenymi restrikénimi endonukledzami pted jejich transformaci do kompetentnich bakterii
(Goda N, et al., 2004). Nabizi se zde také vysvétleni, Ze i primery Tjp2-NestedA a Tjp2-
short2 nasedaly na genomovou DNA nespecificky, 1 pfestoZze na elektroforetickém gelu
vykazovaly spravnou velikost. Vysledky sekvenovani totiz prokazaly i pfitomnost nékterych
pGEM Easy vektori se zaklonovanym fragmentem chromozomu X, coZ mohlo byt
pravdépodobné zpiisobeno primerovym ohrani¢enim jiného PCR produktu nez-li Tjp2,
ktery mél pouze shodnou velikost. ZvySeni efektivity pfi nasedani primert a ziskani tézko

dostupného lokusu Tjp2 by mohlo byt dosazeno pouzitim Nested PCR, ktera disponuje
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vysokou senzitivitou a specifitou. Béhem tohoto procesu dochazi k dvéma na sebe
navazujicim PCR reakcim, které probihaji v pfitomnosti dvou sad odliSnych primert. Prvnimi
je ohraniCeny delsi fragment cilového genu a vznikl¢ jednofetézcové amplikony pak funguji
jako templaty pro druhou amplifikacni reakci, zajisténou druhou sadou primerd. Druhymi
primery je amplifikovana pouze cilova sekvence z prvni PCR, tudiz dochéazi ke zvySeni
ucinnosti a eliminaci nespecifického produktu (viz Obrazek 31). V pribéhu Nested PCR vsak
mu byt dbano predevsim na Cistotu a peclivost, protoze pifi ni hrozi vyssi riziko pienosu

kontaminace béhem manipulace s PCR produkty (Llop, P.,ef al., 2000).

L

T T T T T T TITTTTTTTTTTT
LU L Ly L
—
T T T T T T T ITT T

=

RLLLLLLLLLLLLLLLLLLLELLLLLLLLL] Vs
— primery
‘ 2. kolo PCR = Nested
= primery
FTYTTITI T I T T T I TI T TI I IIITIIIT]

SERREE e mBRRERE ARG SRRSR

Obrazek 31 Schéma priubéhu Nested PCR, vyuzivajici 2 sady primert (pfevzato z Thermo Scientific)

Nezdafila modelace pacientovi mutace v iHep mohla byt teoreticky zpiisobena
1 odliSnou izoformou TJP2. U c¢lovéka byly popsany 2 zékladni izoformy TJP2 - A a C.
Ackoli konkrétné se jedna o pét izoforem, protoze existuji 3 typy A - Al, A2, A3, a2 typy C -
C1, C2 (viz Teoreticky tvod - Kapitola 6.2). Nedavno byly dokonce popsdny i dvé dalsi -
TJP2 izoforma 6 a izoforma 7. VSechny vyjmenované izoformy se od sebe vzajemné lisi svou
délkou, ale vzdy zGstava fixni rozestavéni charakteristickych domén: aminokyseliny 33-120
PDZ1, 307-385 PDZ2, 509-590 PDZ3, 604-669 SH3 a 678-876 GuK. Konzervovana
sekvence vSech sedmi izoforem se nachazi v rozmezi aminokyselin 23-961, tudiz by
modelace pacientovy mutace na 911 pozici (nt2732A>G (p.Tyr911Cys)) méla byt umoznéna
v jakékoli z nich. U mys$i byla prozatim popsana pouze jedna izoforma Tjp2, pro kterou plati

stejné charakteristiky jako pro lidsky TJP2, pouze jsou jednotlivé domény pfiiblizné

91



Metodicka ¢ast

o 20 aminokyselin posunuty (10-97 PDZ1, 287-365 PDZ2, 489-570 PDZ3, 584-649 SH3
a 660-858 GuK). Tyto informace se shoduji s konzervovanym usekem Tjp2 v komparativnim
Obréazku 23 a pravdépodobné vypovidaji i o nezéavislosti na typu izoformy TJP2 (pfevzato
Z WWW.uniport.org).

Jelikoz se nepodafilo ovéfit zaneseni mutaci do DNA kultivovanych bunck iHep, otdzka
- pro¢ neni mutovana alela 7JP2 u pacienta imunohistochemicky detekovatelna z jater,
zustava stale nezodpovézena. Jednou z nabizejicich se odpoveédi je zména konformace
proteinu, vyvolana pfitomnosti dané mutaci, coz mize mit za nésledek zvySenou tendenci
k degradaci. Mutace mize mit vliv na funkci chaperond, které¢ se ucastni skladani terciarni
struktury proteinu, a tim miize dochazet k tvorbé nestabilnich produkti. Ty jsou potom
rozpoznavany proteazomy, které proteolyzou $tépi na peptidové vazdy v proteinu. ZvysSena
degradace mutovanych proteinu tedy nékdy mize byt vyfesena inhibici proteazomd.

Planem do budoucna zlistava izolace Tjp2 fragmentu a ovétfeni uspéSnosti editovaného
useku. Po dosazeni kultury iHep, nesouci substituéni bodovou mutaci nt2732A>G
(p.Tyr911Cys) v genu Tjp2, budou z této heterogenni bunétné populace vypichovany
jednotlivé bunééné klony, které budou slouzit pro studium vlivu pfitomné mutace
na konformaci a stabilitu proteinu. VSechny cile nebylo mozné realizovat béhem dvouletého
studia, protoze népli celého projektu presahuje ramec diplomové prace, ktera zde predstavuje

odrazovy mustek pro navazujici experimenty.
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VII. Zavér

V prubéhu diplomové prace bylo docileno piimé konverze mysSich embryonalnich
fibroblastii na indukované hepatocyty in vitro, ktera byla iniciovana kombinaci transkripcnich
faktor Foxal a Hnf4o, které byly prostfednictvim rekombinantnich retrovird inkorporovany
do mySi DNA. Transdiferenciace fibroblasti byla doprovazend cytomorfologickymi
a funkénimi zménami, kdy indukovany fenotyp nasledné¢ vypovidal o pfitomnosti
hepatocytarnich bunéénym linii. Zahajena byla také charakteristickd genovéa exprese,
jejiz zmény byly monitorovany i u jednotlivych transdiferenciacnich stadii iHep. Iniciace
exprese hepatocytarnich markeri byla pouze mirné zpozdéna oproti primarnim hepatocytiim,
diferencovanym z embyonalni kmenové bunky. Ackoli genova exprese i1 funkéni kapacita
bunck byla specifickd pro hepatocyty, nebyla v ramci prace uskuteCnéna analyza
cholangiocytarnich markert, tudiZ nelze zcela jednoznaéné urcit, zda se jedna pouze o iHep
nebo jsou v kultufe pfitomny i jiné jaterni buniky. Reprogramovaci technologie jsou
studovany za ucelem usnadnéni odbéru lidskych tézkodostupnych tkani, které by tak bylo
mozné generovat z dermalnich fibroblastii a aplikovat na né vhodnou terapii, ptipadné in vivo
indukovat proliferaci zdravych jaternich bun€k bez nutnosti modulovat imunitni odpoveéd’
pacienta.

Druhou ¢ast prace se kvili nespecifité¢ primerd, opakujicim se negativnim vysledkiim
a také casovym divodim nepodafilo zcela dokonCit, tudiz byly splnény pouze néckteré
z vyty€enych cili. Buniky iHep byly pouZity jako model pro lidskou bodovou mutaci v genu
TJP2, ktera do nich byla vloZzena béhem homologni rekombinace, prostfednictvim metody
CRIPSR/Cas9. Edita¢ni molekuly, vcetné teplatové sekvence, byly do iHep zaneseny
optimalizovanou elektroporaci, ¢imzZ byla sniZena rizika spojena s inzerénimi mutagenezemi,
a detekce editovanych iHep byla zaji§téna vysokorychlostnim sorterem. Pfitomnost missense
mutace ale sekvenovadnim nebyla potvrzena, proto prozatim iHep nelze povaZovat
za adekvatni model pro pacientovo onemocnéni. Diplomovéa prace je soucasti vétSiho
projektu, tudiZ genova editace iHep bude pokracovat i nadéale. ZvySeni specifity pfi
amplifikaci editovaného useku 7jp2 bude realizovano prostfednictvim Nested PCR a pokud se
podaii vyvolat specifickou mutaci v iHep, tak aby byla genova sekvence autenticka
s mutovanym 7JP2 genem pacienta, bude pravdépodobné umoznéno pomoci iHep objasnit

pfi¢inu nedetekovatelnosti mutovaného proteinu a studovat pribéh jaterniho onemocnéni.
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V neposledni fadé budou iHep slouzit pro testovani vhodné 1écby a slouzit jako potencialni
terapeuticky nastroj nejen pro sledovaného jedince, ale i pro dalsi pacienty. Vizi do budoucna
je vyuziti reprogramovacich a editacnich technologii v klinické praxi, kde by se podilely

na tvorb¢ jaternich organoidu a simulaci jaternich onemocnéni.
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