UNIVERZITA KARLOVA
PRIRODOVEDECKA FAKULTA

STUDIINI PROGRAM: BIOCHEMIE

STUDIJNI OBOR: BIOCHEMIE

X
i
6?6 i
R
%

= -
TR
O
09

LA
T
o5

"=

Bc. Anna Volejnikova

Stimulace proliferace pankreatickych B-bunck pomoci syntetické mRNA

Stimulation of pancreatic 3-cells proliferation by synthetic mRNA

Diplomova prace

Vedouci prace: prof. RNDr. Petr Hodek, CSc.

Konzultant: RNDr. Tomas Koblas, PhD.

Praha, 2019



ProhlasSeni:

Prohlasuji, Ze jsem zavéreCnou praci vypracovala samostatné pod vedenim Skolitele RNDr.
Tomése Koblase, Ph.D. a prof. RNDr. Petra Hodka, CSc. a Ze jsem vSechny pouzité
informacni zdroje fadné citovala. Tato prace ani jeji podstatna Cast nebyla piedloZena

k ziskéani jiného nebo stejného akademického titulu.
V Praze dne ........ccccceeeenne.

Anna Volejnikova



Podékovani:

Na tomto misté bych rada vyjadfila své podé€kovani RNDr. Tomasi Koblasovi, PhD. za
odborné vedeni mé diplomové prace, jak béhem experimentalni Casti, tak pii zavéreCném
sepisovani. Nemohu opomenout mimotadnou vstficnost a lidsky pfistup, kterého se mi vzdy
dostalo. Dé&kuji Mgr. Sarce Loukotové a Mgr. Ivanu Leontovy¢ovi za pomoc pii
experimentalni ¢innosti.

M¢ diky dale patfi RNDr. Petru Hodkovi, CSc. za konzultace v pribéhu vypracovani mé
prace a za finalni korekturu.

Tato prace by nemohla vzniknout bez pomoci celé mé nejbliZsi rodiny, proto jim rovnéZ patii
mé upiimné podékovani. V uplném zavéru bych chtéla podékovat mé malé dcefi, kterd pro

meé byla v prubéhu studia moji nejvétsi motivaci.



ABSTRAKT

Diabetes mellitus je zavazné metabolické onemocnéni spojené s téméef Uplnou ztratou
insulin-produkujicich B-bun¢k nebo s vyraznym sniZzenim jejich funkénosti. Pfedmétem
souc¢asného vyzkumu je proto hledani efektivnich zptsobli regenerace B-bunék. Jednim
z moznych zplsobti je stimulace jejich proliferace.

Jako potencidlné vhodna molekula pro stimulaci proliferace pankreatickych B-bunck
se jevi transkripcni faktor c-Myc. NavySeni exprese tohoto onkoproteinu formou
adenovirovych nosici s sebou ovSsem nese riziko dediferenciace buné€k a rozvoje nadorového
bujeni. Z tohoto diivodu byla v ptedkladané diplomové praci oveéfena moznost vyuziti
synteticky pfipravené mRNA pro expresi proteinu c-Myc. Pouziti in vitro pfipravené c-Myc-
mRNA umoznuje v cilové buiice dosdhnout kratkodobé, avSak vysoké miry exprese
transkripéniho faktoru c-Myc. Po transfekci syntetické c-Myc-mRNA do bunék
disociovanych potkanich Langerhansovych ostrivkl byla v buiikach pomoci metody nepiimé
imunofluorescence detekovana exprese c-Myc na proteinové urovni ve vysoké mife. Po 48
hodinéach od transfekce bunck nebyla jiz exprese c-Myc v tak vysoké mite detekovana. Pravé
fyziologické degradace c-Myc-mRNA cilovou buiikou je faktor, ktery vyrazné snizuje riziko
rozvoje nadorového bujeni.

Transfekce c-Myc-mRNA do potkanich ostriivkovych bunék zptisobila prokazatelny
nartst poctu proliferujicich B-bunék. Zatimco za fyziologického stavu proliferuje maximalné
3 % potkanich B-buné€k, mira proliferace B-bun€k indukovand pomoci c-Myc-mRNA se
pohybovala v rozmezi 35-70 % v zavislosti na koncentraci syntetické mRNA. Dale bylo
zjisténo, ze ptidani slou¢eniny CHIR99021, inhibitoru GSK38, zvysuje pocet proliferujich
B-bunék o dalSich 5-13 %. Po transfekci c-Myc-mRNA byla v pankreatickych B-bunikach
analyzou genové exprese zjiSténa vyS$i mira exprese genu stimulujicich bunétné déleni
(cykliny a cyklin-dependentni kinasy). Dale byla v ostrivkovych buiikach transfekovanych
c-Myc-mRNA prokdzana zvySena exprese genl kodujicich pankreatické hormony; genii

regulujicich expresi insulinu a metabolismus glukosy, a genii pro nékteré transkripéni faktory.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is a severe metabolic disease associated either with loss or functional
impairment of insulin-producing B-cells. A major goal in diabetes research is to develop
effective ways of pancreatic P-cells restoration. One of the possible approaches is the
stimulation of B-cell proliferation.

Transcription factor c-Myc is one of the promising targets for stimulation of B-cell
proliferation. However, the adenovirus-mediated long-term overexpression of this
oncoprotein is associated with risk of cellular dedifferentiation, apoptosis and development of
cancer. Therefore, the applicability of an alternative approach for the c-Myc ectopic
expression, based on the in-vitro transcribed synthetic mRNA, was verified in this thesis. Use
of in vitro transcribed c-Myc-mRNA allows achieving short-term overexpression of
transcription factor c-Myc in host cells. High level of c-Myc expression by the B-cells, was
detected following the transfection with c-Myc-mRNA. However, within the 48 hours the
expression level of c-Myc protein declined to the basic level. The physiological degradation
of c-Myc-mRNA by the host cells is a key factor that reduces the risk of cancer development.

Transfection of rat islet cells with c-Myc-mRNA resulted in a significantly increased
B-cell proliferation. Under the physiological conditions, the proliferation rate of adult rat B-
cells achieves 3 %, whereas c-Myc-mRNA induced B-cells proliferation ranged from 35 to 70
% depending on the concentration of applied synthetic mRNA. Furthermore, addition of
CHIR99021, GSK3p inhibitor, increased the number of proliferating B-cells by additional
5-13 %.

In addition it was revealed that synthetic mRNA based overexpression of c-Myc led to
the increased expression of cell cycle regulators (cyclin and cyclin-dependent kinases) in
pancreatic islets cells. Furthermore, the expression of genes encoding pancreatic hormones,
genes that regulate insulin secretion and glucose metabolism and genes encoding certain

transcription factors has also increased in islet cells transfected with c-Myc-mRNA. (In
Czech)
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACTB B-aktin

ADP adenosindifosfat

ARCA synteticky analog 5' Cepicky (anti-reverse cap analogue)

AREs oblasti bohaté na AU pary (AU-rich elements)

ATP adenosintrifosfat

BMI1 methylacni enzym (B lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 homolog)

bp par bazi (base pair)

CBP ¢epicku vazajici proteiny (cap binding proteins)

CDK cyklin-dependentni kinasa (cyclin-dependent kinase)

CIP/KIP proteiny interagujici s CDK/proteiny inhibujici kinasy (CDK interacting
protein/kinase inhibitory protein)

DAPI 4'.6-diamidin-2-fenylindol

dH20 destilovana voda

DM diabetes mellitus

DNA deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

dNTPs deoxyribonukleotidy

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina (ethylendiamintetraacetic acid)

EdU 5-ethynyl-2"-deoxyuridin

EGF epidermalni riistovy faktor (epidermal growth factor)

EZH2 methylaéni enzym (enhancer of zeste homolog 2)

GIT gastrointestinalni trakt

GSK-3 kinasa glykogensynthasy 3

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina

CHREBP transkripéni faktor (carbohydrate response element-binding protein)

IGF insulinovy riistovy faktor (insulin growth factor)

INK4 inhibitory kinasy 4

IRE iron response elements

IRES internal ribosome entry side



IRS
IVT
MAX
MDAS
miRNA
MREs
mRNA
mTOR

Myec, c-Myc

ORF
PI3K
PKB
pRb

RIG-I
RNA
rNTPs
SAM
T1DM
T2DM

insulin receptor substrate

in vitro transkripce (in vitro transcription)

protein vazajici Myc proteiny (Myc-associated protein)

RNA helikasa (melanoma differentiation-associated protein)
mikroRNA

sekvence vazajici mikroRNA (microRNA responsive elements)
mediatorova ribonukleova kyselina (messenger ribonucleic acid)
regulacni protein (mammalian target of rapamycin)

skupina transkrip¢nich faktorti (nazev odvozen z homologie s
onkogenem piitomnym u viru Myelocytomatosis); c-Myc (cellular
Myc)

otevieny ¢teci rdmec (open reading frame)
fosfatidylinositol-3-kinasa (phosphatidylinositol 3-kinase)
proteinkinasa B

protein retinoblastoma

restrikéni endonukleasy

RNA helikasa (retinoic acid-inducible gene I protein)
ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

ribonukleotidy

S-adenosylmethionin

diabetes mellitus 1. typu

diabetes mellitus 1. typu



1 UVOD

Dle soucasnych odhadt je na celém svéte asi 425 miliond lidi s diabetem mellitus (Piemonte,
2019). Jednd se o souhrnné oznaceni pro chronickd metabolickd onemocnéni, jejichz
spole¢nym rysem je hyperglykémie. Nejcastéji se setkavame s tzv. diabetem prvniho (T1DM)
nebo druhého typu (T2DM). V piipadé TIDM se jedna o geneticky podminéné,
autoimmunitni onemocnéni provazené selektivni destrukci insulin-produkujicich bunék — tzv.
B-bunék, coz vede k absolutnimu nedostatku insulinu. K rozvoji T2DM (tj. ,,non-insulin
dependentni diabetes mellitus*) dochdzi az v pritb¢hu zivota, patrn¢ diky kombinaci vnéjsSich
vlivll a genetickych predispozici. Piiblizné 90 % diabetiki trpi timto typem diabetu. T2DM je
spojen s tzv. insulinovou rezistenci a rovnéz s dysfunkei ¢i snizenym poctem B-bunck (Cho et
al, 2011; Cnop et al., 2005).

Diky nedostate¢né produkci insulinu jsou tak pacienti celoZivotné odkézani na jeho
injekénim podavani. Jedind, v soucasnosti dostupné 1écba, je nahrazeni chybé&jicich B-bunck
transplantaci bud’ celého pankreatu, nebo izolovanych Langerhansovych ostrivkl. Tento
zpusob s sebou vsak nese fadu potencidlnich komplikaci, at’ uz se jedna o alloimutni reakce
na transplantovanou tkan nebo nasledné zatiZzeni organismu imunosupresivnimi léky.
Vyznamnou komplikaci je trvaly nedostatek tkané vhodné k transplantaci. Uvedené diivody
vedou k intenzivnimu studiu vhodnych alternativ. MoZznym pfistupem je bunécnd terapie
zalozend bud’ na diferenciaci lidskych embryonalnich nebo indukovanych pluripotentnich
kmenovych bunék na insulin produkujici B-butiky, ¢i na transdiferenciaci jinych endokrinnich
nebo exokrinnich bun€k pankreatu (Zhou et al.,, 2008). V souCasné dobé dochazi
k obrovskému rozvoji vyzkumu orientujictho se na regeneraci B-bunék prostfednictvim
indukce jejich proliferace. Pro tyto tucely je klicovd detailni znalost molekularnich
mechanismi prabéhu bunééného cyklu a s nim spjatych regula¢nich molekul pankreatickych

B-bungk .

1.1 Obecné vlastnosti -bunék

B-bunky jsou jednim z druhti endokrinnich bunék nachézejicich se v morfologicky i1 funkéné
odliSnych ¢astech pankreatu — vtzv. Langerhansovych ostriveich. Tyto bun&tné shluky
zaujimaji jen asi 1-2% z celkového objemu pankreatu. VétSina tkané je tvotfena buiikami

produkujici travici enzymy. Ukolem endokrinnich pankreatickych bunék je obecné produkce
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latek hormonalni povahy do krevniho ob¢hu. Vlastni B-buiiky tvoii asi 70-80 % z celkového
poctu bunék ostrivka a jejich hlavni ulohou je prostfednictvim sekrece insulinu snizovat
koncentraci glukosy v krvi a tim zajiStovat konstantni hodnoty glykémie. DalSim bunéénym
typem jsou a-bunky produkujici glukagon, ktery svymi ucinky ptsobi jako antagonista
insulinu (Robb, 1961). V mensim zastoupeni jsou v Langerhansovych ostriivcich pfitomny
O-buiiky produkujici somatostatin a PP bunky, které sekretuji tzv. pankreaticky polypeptid
(Adrian et al., 1976).

1.1.1 Role insulinu v metabolismu glukosy

Insulin je vorganismu syntetizovan ve formé preproinsulinu, ktery je nasledné
v endoplasmatickém retikulu proteolyticky $tépen na proinsulin. Po transportu do Golgiho
aparatu je proinsulin po odstépeni tzv. spojovaciho peptidu (tj. C-peptid) pfeménén na insulin.
Piisobenim Zn** insulin precipituje za vzniku mikrokrystalti skladovanych v sekre¢nich
granulich. Molekula insulinu je slozena ze dvou polypeptidovych fetézcl; fetézce A
tvofeného 21 aminokyselinami a fetézce B o délce 30 aminokyselin. Retézce jsou navzajem
spojeny dvéma disulfidickymi mistky (Ryle et al., 1955).

V organismu dochézi v pribéhu dne ke kontinualni, tzv. bazalni sekreci insulinu, ktera
zaujima pfiblizné 50 % veskerého mnozstvi vylouceného insulinu. Pfi ndhlém nartstu
glykémie (nutriéni stimul) dochéazi k tzv. stimulované sekreci insulinu. Glukosa vstupuje
skrze glukosovy transportér GLUT-1 do lidské B-buiiky, kde je po sérii katabolickych kroki
findln€¢ oxidovana v ramci Krebsova cyklu. Disledkem toho dochazi v bufice k narlstu
pomeéru koncentrace ATP/ADP (adenosintrifosfat, resp. adenosindifosfat), coz zplsobi
uzavieni ATP-senzitivniho K kandlu a uvolnéni draselnych iontii z buiiky. Nasledkem
depolarizace jsou otevieny napétové izené Ca®" kanaly, ¢imz dojde k vzestupu intracelularni
koncentrace vapniku v cytosolu a kone¢nému uvolnéni insulinu ve formé sekrecnich granuli.
Kromé glukosy existuje fada jinych latek, které mohou rovnéz stimulovat B-buiiky k sekreci
insulinu. Jednéd se naptiklad o aminokyseliny leucin (Floyd et al., 1963), arginin a s nim
spojené oxidy dusiku (Schmidt et al., 1992) nebo acetylcholin.

Biologicky efekt insulinu je zaloZen na vazbé na insulinovy receptor (IR) nachazejici
se na membran¢ cilovych bunék. IR je dimer sloZeny z a-podjednotky a B-podjednotky
s tyrosin-kinasovou aktivitou (Kasuga et al., 1982). Po vazb¢ insulinu na a-podjednotku IR
pfitomnou na extracelularni strané dochéazi k autofosforylaci B-podjednotky uvnité bunky.

V bunce poté dochazi k fosforylaci proteinii zndmych jako IRS (insulin receptore substrates) a
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nasledné aktivaci specifickych signalnich drah, mj. PI3K-Akt signalni drahy (viz déle kap.
1.2.3). V kone¢ném disledku dochéazi k translokaci glukosového transporteru GLUT4 ve
form¢ vesikulu z intracelularniho prostoru na bunéény povrch myocyt a adipocyt (Suzuki
a Kono, 1980). Glukosa pak miize vstupovat prostfednictvim tohoto pienaSeCe do svalové
a tukové tkan¢€, coz ma za nasledek sniZeni jeji koncentrace v krevnim obéhu. Kromé regulace
glukosového metabolismu se insulin dale nepiimo podili na metabolismu lipidi a proteini.

Rovnéz funguje jako stimul pro bunécny rust a proliferaci.

1.1.2 Diabetes mellitus I. a II. typu

Jako diabetes mellitus se souhrnné oznacuji takova metabolickd onemocnéni, kterda jsou
provazena hyperglykémii zpiisobenou ztratou produkce insulinu (T1DM) nebo defektem
v sekreci insulinu a jeho ndslednymi G¢inky (T2DM). Nésledkem chronické hyperglykémie
muze dochazet k multiorganovému poskozeni organismu; pievazné ledvin, periferni nervové
soustavy, zrakového ustroji, srdce a cév. Dle etiopatogenetickych mechanismu Ize rozd¢lit
diabetes na diabetes mellitus 1. typu (T1DM), 2. typu (T2DM), gestacni diabetes a ostatni
specifické typy diabetu (dané napi. genetickym defektem B-bunck) (American Diabetes
Association, 2014). Valna vétSina piipadii diabetu pfitom spadd do prvnich dvou uvedenych
typt. Zatimco u déti a adolescentl trpicich diabetem se z 90% jednd o T1DM, prevalence
T2DM vyrazné vrusta az s pokro¢ilym vékem jedince.

T1DM je charakterizovan naprosto minimalnim az absolutnim nedostatkem
endogenniho insulinu z dGvodu selektivni destrukce B-bun€k immunitnim systémem.
U vétsiny diabetikti 1. typu se v krevnim obéhu nachdzi specifické autoprotilatky, konkrétné
se jedna o protilatky proti ostriivkiim, insulinu a glutamatdekarboxylase (Pihoker et al., 2005).
Narozvoji TIDM maji prokazatelné vliv genetické faktory, pfedev§$im polymorfimus genti
v HLA oblasti. Kromé& dédi¢nych faktort jsou diskutovény i potencialni exogenni vlivy, jako
naptiklad destrukce B-bunék spojena s virovou infekci. V soucasné dobé dosud neexistuje
efektivni 1éCba tohoto typu diabetu. Pacienti jsou zatim odkazani na celoZivotni exogenni
podavani insulinu, bud’ pomoci insulinovych per nebo insulinové pumpy.

T2DM je multifaktoridlni onemocnéni, na jehoZ rozvoji maji vliv jak genetické
predispozice, tak zivotni styl — z tohoto ditvodu byva T2DM nékdy fazen mezi tzv. civilizacni
choroby. Naprosta vétSina pacientil trpicich T2DM ma télesnou nadvahu nebo obezitu. Tento
typ diabetu je spojen sterminem ,insulinovd rezistence”. Jde o patologicky stav, kdy

fyziologické mnozstvi insulinu produkuje subnormdlni biologickou odpoveéd. Nedochazi
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k dostatecnému transportu glukosy z krevniho ob¢hu do cilovych tkani, v diisledku cehoz
vzniké relativni hyperglykémie. Nasledkem chronické hyperglykémie mize rovnéz dojit ke
snizeni funk¢nosti ¢i ztraté P-bunék (Leibowitz et al., 2011). Zakladem uspésné 1écby je

v prvni fad¢ redukce télesné vahy.

1.2 Molekularni regulace bunééného cyklu p-bunék

1.2.1 Proliferace lidskych p-bunék v priibéhu Zivota

Béhem embryonélniho vyvoje dochazi k diferenciaci pankreatickych bunék z epitelové tkané
tvotici zéklad budouciho gastrointestindlniho traktu (GIT). Uvedenym procesem,
oznacovanym také jako neogeneze, vznika vétSina embryonalnich a fetalnich B-bunék. Béhem
gestac¢niho vyvoje ziskavaji bunky postupné schopnost proliferovat (Meier et al., 2010). Diive
se veétilo, Ze je lidsky pankreas od okamziku narozeni jedince tvofen urcitym poctem B-bunck
a vpriabéhu Zivota se jejich polet jiz nadale nezvySuje. Rada soucasnych studii vsak
prokazala, ze B-bunky jsou béhem zivota nadale schopny vznikat jak procesem neogeneze, tak
proliferaci jiz existujicich bunék. V postnatadlnim obdobi je jiz mira neogeneze B-bunék
v podstaté zanedbatelna, nové bunky vznikaji tak vyhradné délenim (Gregg et al., 2012). I
ptesto je ale prolifera¢ni index velmi nizky a s pfibyvajicim vékem jedince dale strmé klesa
(viz obr. 2). Celkovy pocet B-bunck v pankreatu je rovnéZ mezi jedinci vysoce individualni,
udavané rozmezi nejcastéji kolisa mezi 0,1 az 2,0 g (Saisho et al., 2013). S tim mimo jiné

znaéné souvisi 1 individualni riziko pozd&jsiho propuknuti diabetu druhého typu.
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Obrazek 1: Proliferace lidskych B-bunék v prabéhu Zivota. V podminkach ex vivo byla pomoci

proliferacniho markeru Ki67 detekovana bunécna proliferace. Nejsnaze buniky proliferuji v prvnim
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roce Zivota, i tak dosahuje prolifera¢ni index v§ak pouhych 2%. Pozdégji je proliferace f-bunék jiz na

hranici detekce. Pfevzato a upraveno z (Wang et al, 2012).

Jak je patrné z predeslého grafu, nejsnaze B-bunky proliferuji v prvnim roce zivota. Toto
obdobi se vsak pro rozsahlé klinické studie nejevi jako pfili§ vhodné. Naproti tomu vétSina
dostupné pankreatické tkané pouzitelné k transplantaci pochazi od darct v pokrocilém
dospélém veku. U téchto starnoucich bunék je vSak jiz velmi obtizné aktivné navodit jejich
proliferaci. V soucasné dobé nejsou stale jesté detailné zndmy veskeré regulacni mechanismy
fidici proliferaci B-bun€k. Z tohoto diivodu je indukce proliferace téchto bun€k v podminkach

in vitro stale pomérné obtizna a doposud nepfili§ efektivni.

1.2.2 Regulatory bunécného cyklu a prechod z G do S faze

Jako bunéény cyklus se obecné oznacuje sled prisné koordinovanych procesi, kterymi bunka
prochazi od svého vzniku po své rozdéleni na dvé totozné builky dcefiné. Pfedpokladem
uspésného rozdeleni buniky je zdvojeni genetického materidlu béhem syntetické faze cyklu (S)
a nasledné rozdéleni jadra a celé¢ builkky béhem mitosy (M). Cyklus je déle tvofen dvéma
ptipravaymi fazemi G; a Gz, béhem nichz dochazi k syntéze proteinli potfebnych pro
optimalni pribéh replikace DNA a nésledné mitosy. Buitka mize eventualné vstoupit do tzv.
klidové, Go faze. V tomto okamziku se bunécny cyklus zastavi a butika se jizZ nadéle nedéli
(Vermeulen et al, 2003). Mezi hlavni regulatory procesli probihajicich béhem vSech fazi
bunééného cyklu patfi hlavné tzv. cyklin-dependentni kinasy (CDK). CDK vykazuji
aktivacéni kinasovou aktivitu, jak plyne z nazvu, pouze v komplexu s aktivaénimi proteiny
zvanymi cykliny. Zatimco koncentrace CDK je v pribéhu bunééného cyklu prakticky
konstantni, hladina cyklinli se pribéZn¢ meéni a tak periodicky aktivuji CDK (Morgan, 1995).
Aby nedochazelo k nadmémé expresi cyklini a CDK, coz by mohlo potencidlné vést
k nddorovému bujeni, je jejich aktivita pfisné regulovana specifickymi inhibitory — CDKI
(cyclin-dependent kinase inhibitor). Jsou zndmy dvé skupiny téchto inhibitorti, oznacované
jako CIP/KIP (CDK interacting protein/Kinase inhibitory protein) a INK4 (inhibitors of
CDK4) proteiny, které se navzajem lisi svou specifitou. Inhibitory ze skupiny CIP/KIP se
s riznou afinitou vazi na vSechny cyklin-CDK komplexy, pfi€emZ nejvyssi inhibi¢ni efekt
vykazuji pti vazbé na CDK2. Naopak INK4 inhibitory striktn€ interaguji pouze s CDK4 nebo
s CDK6 (Vidal a Koff, 2000).
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Béhem G faze dochézi k syntéze proteinii potiebnych pro replikaci DNA béhem S faze.
Pouze v pribéhu této faze mlze bunka reagovat na extracelularni podnéty. Pravé prechod
z G1 do S faze je pro mozné rozdé€leni bunky naprosto zasadni. Jedna se o hlavni kontrolni
uzel bunécného cyklu, ktery rozhoduje o tom, zda bunka vstoupi do klidové faze nebo se
rozdéli. Klicovym regulacnim proteinem, ktery potlacuje bunécné dé€leni, je retinoblastoma
protein, pRb. Jednd se o jeden z nejznaméjSich tumor-supresorovych proteinii. Spolecné
s proteiny p107 a p130, které s nim interaguji, patii do dalsi skupiny regulatorti bunécného
cyklu, tzv. ,pocket* proteinti (Cobrinik, 2005). Funkce pRb je regulovana na urovni
posttransla¢ni modifikace, pfedevsim fosforylace. V hypofosforylovaném stavu je navazan na
transkripéni faktor E2F a ptechod z G do S faze je znemoznén. Paklize dojde k fosforylaci
pRb, zméni se jeho konformace a dojde k disociaci E2F z tohoto komplexu. E2F dale tidi
transkripci genl nezbytnych pro replikaci DNA (mj. i syntézu cyklinu E) a smétuje bunku do

S taze (viz obr).

Ut} degradace inhibitord

Ub)
- 8 q aktivace cdk2
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Obrazek 2: Regulace prechodu z G1 do S faze. V pozdni G1 fazi dojde k navyseni hladiny cyklinu

D a cyklinu E. Komplex cyklin D-CDK4/6 dale fosforyluje pRb. Tento komplex ma kromé kinasové
aktivity schopnost uvolnit inhibitory p21<™!, p27%P1 a p57%I*? z komplexu cyklin E-CDK2. Tento
aktivovany kompex pak jeste¢ dale zvySuje fosforylaci pRb. Po fosforylaci pRb dochézi k uvolnéni
E2F, ktery mé pozitivn€ zpétnovazebny ucinek na syntézu cyklinu E, ¢imZ dochézi k dal$i amplifikaci
signalu. Jednim z aktivatort exprese cyklini a CDK je transkrip¢ni faktor c-Myc. Pfevzato a upraveno

z (Bartek a Lukas, 2001).
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1.2.2.1 Specifika regulatorii bunécného cyklu u p-bunék

Dle dosavadnich poznatki disponuji lidské B-buniky stejnymi kliCovymi regula¢nimi
molekulami G1/S faze jako jiné buiky. Jedna se predevSim o jiz zminéné tzv. ,pocket®
proteiny (pRb, p107 a p130), cykliny D1 a D3; CDKI1, CDK2 a CDK4/6 a inhibitory ze
skupiny INK4 a KIP/CIP. Zasadni rozdil v porovnani s jinymi bunéénymi typy spociva
v ptfitomnosti téchto cyklinti a CDK v cytoplasmé, nikoliv v jadfe. Béhem aktivace bunééného
cyklu dochézi k translokaci vSech aktivacnich molekul a n¢kterych inhibitori smérem do
jadra — viz obr. 3 (Fiaschi-Taesch et al., 2013). Mechanismy regulujici translokaci cyklina

a CDK z cytoplasmy do jadra nejsou vSak stale jesté kompletn€ objasnény.

A Cytoplasma B S210mt

AGINKLD | p27HIPL
o T
p27HKPL pAghkic .
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INEA,
/ i

Cc pLEINkaS e D S Eg%z:
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Obrazek 3: Regulace bunécného cyklu v G1/S fazi. A) U vétSiny bunéénych typu jsou aktivaéni

(znazornény zelené) a inhibi¢ni molekuly G1/S faze (zndzornény Cerveng) pritomny v jadie, kde se

mohou pfimo podilet na regulaci bunééného cyklu. B) U_neproliferujicich B-bunék jsou vSechny

cykliny a CDK pfitomny v cytoplasmé, zatimco pRb a nekteré dalsi inhibitory se po celou dobu
nachazi v jadie. C) Po zvySené expresi nékterych cyklinti a CDK dochazi k jejich translokaci, spole¢né
s n€kterymi inhibitory, do jadra. Proliferace B-bunck je v omezené mife umoznéna. D) Pfi nadmémém
presunu inhibi¢nich molekul smérem do jadra je aktivace bunééného cyklu potlacena.

Ptevzato a upraveno dle (Wang et al., 2015).
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Vzhledem k dostupnosti celé¢ fady experimentl studujicich moznou indukci proliferace
B-bunck na mySich modelech je vhodné uvést nckteré zasadni rozdily mezi lidskymi
B-buikami a B-bunikami hlodavct. Lidské B-buniky obsahuji v principu témét stejné molekuly
G1/S faze jako ty hlodav¢i az na dvé vyjimky. Zaprvé, u lidskych B-bun¢k je na rozdil od
mysich bunék pfitomna CDK6 (Fiaschi-Taesch et al., 2009). Druhou odlisnosti je absence
cyklinu D2 u B-bun¢k ¢lovéka, ktery na druhé strané funguje u hlodavci jako hlavni regulaéni
molekula (Georgia et al., 2010).

Role cyklinti a CDK béhem aktivace bunééného cyklu je zndma jiz pomérné dlouhou
dobu. Zvysena exprese téchto molekul jak samotnych, tak v riznych kombinacich, vede
k prokazatelnému nartistu proliferujicich B-bunck. Jiz pted vice nez 20 lety (Dunlop, 1996)
byl pozorovan nartst proliferujicich B-buncék po zvysené expresi molekul CDK4 v kombinaci
s cyklinem D1, ¢ehoz bylo navozeno mitogenni signalizaci prostfednictvim lysofosfatidové
kyseliny. Schopnost CDK4 aktivovat buné¢ny cyklus B-bunék byla nasledné potvrzena béhem
in vivo experimentl s knock-out a knock-in mysimi modely (Rane et al 1999, Tsutsui et al.
1999). V praci (Cozar-Castellano et al., 2004) byla prokazana spojitost mezi pRb a aktivaci
bunécného cyklu B-bunék. Prostfednictvim adenovirovych nosicit byla v bunikdch potkanich
a lidskych ostriivkli zvySena exprese CDK4 a cyklinu D1, coz prokazatelné¢ vedlo
k fosforylaci pRb a naslednému nartistu poctu proliferujicich B-bunék.

Vzhledem k uvedenym divodim je proto snahou stimulovat proliferaci B-bunék

zvySenim exprese prave téchto klicovych aktiva¢nich molekul.

1.2.3 Intracelularni signalizace

V ptedchozi kapitole (1.2.2) byly strucné popsany kliCové aktivacni a inhibi¢ni regulatory
bunécného cyklu. Pro detailni porozuméni mechanismtiim, které proliferaci fidi, je vSak tfeba
se zaméfit 1 na intracelularni signalizaci, kterd po mitogenni stimulaci zvySuje expresi jiz
zminénych cyklinti, CDK a inhibitord. U mysich a potkanich experimentalnich modelt
existuji pomérné detailni studie bunécéné signalizace. Po indukci rGznymi stimulacnimi
molekulami (napt. prolaktin, glukosa, rastové faktory) se podafilo navodit proliferaci
u pomérné vysokého procenta (uvadéno az 10-15 %) potkanich B-bunck. U lidskych B-bunék
se vSak doposud nepodafilo i1 pfes pouziti stejnych stimulacnich molekul takovychto vysledk
dosédhnout (Kulkarni et al., 2012). Ptesto se piedpoklada, Ze lidské B-bunky obsahuji stejné

signalni molekuly jako B-buniky hlodavcii a obecné jako kterékoliv jiné bunécné typy.

wrwe
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klicovych signélnich molekul. Popis konkrétnich signalnich drah je velmi komplexni
problematika a byl by nad rdmec této prace. Z tohoto divodu budou v této kapitole ve
struCnosti zminény ty nejvyznamnéjsi signalizaéni molekuly, pfipadné molekuly, se kterymi
bylo pracovano v experimentalni ¢asti této prace. Nasledujici obrazek 4 velmi strucné
zachycuje nékteré vybrané mitogenni molekuly, které prokazateln¢ vedou k proliferaci u p-

bunék hlodavcu.
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Obrazek 4: Schematicky zndzornéna intracelularni signalizace spojena s aktivaci bunééného
cyklu p-bunék. Neékteré molekuly mohou po vazbé na membranovy receptor schopné spustit
signaliza¢ni kaskadu a aktivovat proliferaci. V obrazku zdiiraznéna GSK3p (kinasa glykogensynthasy
3, inhibuje cykliny a cyklin-dependentni kinasy) a c-Myc (vyznamny onkoprotein, funguje jako

aktivator bunécného cyklu). Prevzato z (Wang et al., 2015)

Jedna zhlavnich regulacnich signalnich drah, kterd kromé& bunécéné proliferace fidi i1
diferenciaci Ci apoptosu, se zkracené¢ oznacuje jako PI3K/Akt. K aktivaci této signalni drahy
muZe dojit po vazbé napf. insulinu nebo IGF (insulin growth factor) na jejich specificky
membranovy receptor. Akt (tj. proteinkinasa B, PKB) funguje jako jeden z dominantnich
regulatorii proliferace B-bun¢k skrze interakce s molekulami, které fidi buné¢ny cyklus. Jako
ptiklad Ize uvést interakci Akt s cykliny a cyklin-dependentnimi kinasami, které funguji jako
aktivatory bunécného cyklu (Fatrai et al., 2006). Vedle toho také Akt inaktivuje molekuly,
které¢ funguji jako negativni regulatory (napt. GSK3) bunétného cyklu. Dal§i vyznamna
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regulac¢ni molekula, neptimo aktivovana Akt signalni drahou, se nazyvd mTOR (mammalian
target of rapamycin). Rapamycin patii mezi bézné¢ uzivana imunosupresiva, mj. také pfi
transplantaci pravé Langerhansovych ostrivki. V posledni dobé se vSak ukazuje, ze
rapamycin je pro B-buiilky pomérné toxicky, nebot skrze inhibici mTOR prokazatelné
narusuje bunécny rtst a proliferaci (Barlow et al., 2013).

Za urcitych fyziologickych podminek byla prokdzana schopnost glukosy vyvolat
v potkanich B-buiikach replikaci DNA. Po fosforylaci glukokinasou na glukosa-6-fosfat je
glukosa oxidovana béhem glykolysy, ¢imz dojde v buiice k vzestupu koncentrace ATP.
Zména poméru ADP/ATP pak vyvola bud aktivaci mTOR vedouci k proliferaci (popsano
vyse) nebo aktivaci molekuly CHREBP (carbohydrate response element-binding protein).
CHREBP funguje jako transkripcni faktor a je schopen spustit expresi vyznamného aktivatoru
bunécného cyklu — proteinu c-Myc (viz déle kap. 1.2.4).

Mezi doposud popsané mitogeny, schopné aktivovat proliferaci B-bunck dale patii
EGF (epidermal growth factor), GLP-1 (glukagon-like peptid), ligandy Wnt signalizacni
drahy a n¢které hormony (leptin, estrogen, progesteron) (Mizrachi-Bernal et al., 2014). Je
vSak nutno znovu zduraznit, ze i pfesto, ze se podafilo v in vitro podminkach proliferaci

navodit, stale se jednd o navySeni v pouhych jednotkéch procent.

1.2.4 Transkripéni faktor c-Myc

Protein c-Myc se fadi do skupiny strukturné podobnych transkripénich faktori Myc, které
funguji jako velmi vyznamné bunécné reguldtory. DalSimi dosud popsanymi Myc proteiny
jsou n-Myc, l-myc a s-Myc. Vzijemné se liSi predevSim typem tkén¢, kterou jsou
exprimovany. Protein c-Myc je exprimovan ve vSech typech proliferujicich bunék (Stine et
al., 2015).

c-Myc po vazb€ na cilovou sekvenci DNA indukuje expresi genl, které koduji
proteiny nezbytné nejen pro bunécny rist, proliferaci a diferenciaci, ale také apoptosu a
dediferenciaci. Udava se, Ze c-Myc ovliviiuje expresi az 10% genomu a vykazuje jak
aktivacni, tak represivni G€inky (Fernandez et al., 2003). Vzhledem k velmi Sirokému spektru
cilovych geni je nutné, aby syntéza c-Myc proteinu probihala pfisné regulovanymi
mechanismy. Pfipadna deregulace exprese c-Myc proteinu jinak snadno vede k maligni
transformaci. Za fyziologickych podminek je c-Myc protein produkovan buiikami ve velmi
nizké koncentraci a jiz po 30 minutach je degradovan ubikvitin-proteasomovym systémem

(Gregory a Hann, 2000).
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1.2.4.1 Struktura a tvorba dimeru

Hlavnimi strukturnimi motivy jsou tzv. ,helix-loop-helix*“ a leucinovy zip, které umoziiuji
tvorbu dimeru s transkripénim faktorem MAX (Myc-associated factor X). Tento heterodimer
se pak vaze na sekvenci DNA oznacovanou jako E-box (enhancer box, konkrétné¢ CACGTG)
a tak reguluje expresi cilovych genti (Walhout et al, 1997).

Jednou z hlavnich funkci c-Myc proteinu je podpora bunécné proliferace, konkrétné
ptechod buitky z GO do G1 a S faze. Po vazbé c-Myc/MAX heterodimeru na E-box sekvenci
dojde k zahajeni transkripce genii pro cyklin D2 a CDK4. C-Myc rovnéz aktivuje komplex
cyklin E-CDK2 degradaci inhibitorl tohoto komplexu, p21¢! a p27X*! (Yang et al., 2001;
Perez-Roger et al., 1999). Vyslednym efektem navySeni koncentrace CDK2 a CDK4 je
hyperfosforylace Rb, uvolnéni faktoru E2F a indukce proliferace. Uvedené fosforylacni
kaskddy jsou zjednoduSené¢ znazornény na jiz diive uvedeném obrazku intracelularni
signalizace (obr. 4, strana 19). Studie (Karslioglu et al., 2011) sledovala ucinky proteinu
c-Myec na proliferaci konkrétné potkanich a lidskych B-bun¢k. Po zvysené expresi c-Myc byly
ve vetsi mife exprimovany aktivatory bunééného cyklu (konkrétné CDK1, CDK2, CDK4,
CDK6 a cykliny A, E a D3). O tom, zda bude mit c-Myc prolifera¢ni G¢inky, aniz by doslo
k dediferenciaci a apoptose bunck, do zna¢né miry rozhoduje jeho koncentrace.

c-Myc rovnéz ovliviiuje fadu metabolickych procesti provazejicich bunécny rist, coz
je prvotnim piedpokladem pro mozné rozdéleni buiiky. Replikace DNA je spojend se
zvysenou potiebou dNTP (deoxyribonukleotidy), které jsou produkovéany prostiednictvim
pentosofosfatové drahy, jeZ je rovnéz prokazatelné ovlivnéna pravé prostiednictvim c-Myc.
Kromé schopnosti indukovat replikaci nuklearni DNA, byla u proteinu c-Myc prokazana
schopnost aktivovat replikaci 1 mitochondrialni mRNA (tj. biogenese mitochondrii).
Konkrétné c-Myc aktivuje naptiklad mitochondridlni syntézu acetyl-CoA (acetylkoenzym A),
coz umoziuje navyseni syntézy lipidi v délicich se buiikdch. Kromé metabolismu lipidi
ovliviluje c-Myc 1 zpracovani glukosy a to pfedevS§im prostfednictvim stimulace exprese

enzymu ucastnicich se glykolysy (Miller et al, 2012).

1.2.4.2 Kinasa glykogensynthasy 3 ovlivituje proteolysu c-Myc

Kinasa glykogensynthasy 3 (GSK3) je piikladem serinové/threoninové kinasy, ktera
fosforyluje celou ftadu proteinli ucastnicich se rozlicnych metabolickych pochodi.

Prokazatelné¢ fosforyluje az na 40 raznych proteint (nékteré zdroje uvadi dokonce az 600)
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a obecné vykazuje inhibi¢ni ucinky. Enzym se vyskytuje ve dvou isoforméach oznacovanych
GSK3a a GSK3p (Jope a Johnson, 2004).

Vzhledem k vysoké rozmanitosti cilovych substrati je GSK3 povazovana za
potencialn¢ vyznamny terapeuticky cil u fady zavaznych onemocnéni, jmenovité DM,
Alzheimerova choroba ¢i bipolarni porucha (Cohen a Goedert, 2004). Inhibitory GSK3 proto
vykazuji zna¢ny potencial pro klinickou praxi. Potencidlné vyznamna je syntetickd sloucenina
CHIR99021. Jedna se o derivat aminopyridinu s doposud nejvyssi prokdzanou selektivitou

vuci pravée GSK3 (Cohen a Goedert, 2004).

wrwe r

1.2.5 Pravdépodobné pri¢iny nizkého poctu proliferujicich lidskych f3-
bunék

Jak jiz bylo vicekrat zminéno, prolifera¢ni aktivita lidskych B-bun€k je ve srovnani s jinymi
bunéénymi typy v podstaté¢ zanedbatelnd. Pro porovnani je mozné uvést naptiklad
T-lymfocyty, buiiky kostni dfené¢ nebo gastrointestindlniho traktu, u nichz muze za
fyziologickych podminek proliferovat 20 az 50 % veskerych bunék. V piipad¢ B-bunck i po
stimulaci mitogennimi molekulami vSak stale zlstava vice nez 99,5 % B-bunck v klidové fazi.
Molekularni pti¢iny tohoto jevu nebyly doposud uspokojivé objasnény.

Jedno z moznych vysvétleni je zvySena koncentrace n€kterych CDKI ve starnoucich
B-bunkéach zpusobena epigenetickymi modifikacemi. Konkrétn€ se jednd napiiklad o
modifikaci histonil, které reguluji pfistup k DNA kodujici tyto inhibitory a ovliviuji jeji
transkripci. Pomérné€ detailné je tento jev vysvétlen ve studii (Chen et al., 2009). Piistup
k promotoru genti kodujicich inhibitory pl15™K® p16™NK4a 3 p27KPl mze byt omezen
trimethylaci H3K27 (lysin v pozici 27 histonu 3). Methylaci ztraci lysin kladny naboj, coz
zpisobi tvorbu kondenzované formy chromatinu, ktera je transkripéné neaktivni. Exprese
zminénych inhibitord je timto zpisobem potlatena a buiika mize vstoupit do bunécného
cyklu. Enzymy, které tuto methylaci katalyzuji, se nazyvaji EZH2 (enhancer of zeste homolog
2) a BMII (B lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 homolog) a jsou ve vysoké koncentraci
pfitomné v mladych B-buiikdch, jak u hlodavci, tak u clovéka. Naopak, v B-builkéch
dospélého organismu je hladina téchto enzyml sniZena, coZ umoZziuje expresi CDKI a
omezeni proliferace.

V kapitole 1.2.2.1 byla popsana specifika cyklinii a CDK u B-bunék. Pravé pfitomnost
téchto regulacnich molekul v cytoplasmé B-bunék, a nikoliv v jadfe, miiZe byt jedno z dalSich

vysvétleni, pro¢ vétSina B-bunck zlstava v Go fazi. Pravé tato skutecnost vyvoladva fadu
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otaznikli. Pro¢ bunky, které se po dosazeni prvniho roku zivotu jiz v podstaté dale ned¢li,
nadale exprimuji proteiny, jejichz primarnim tkolem je aktivovat bunécnou proliferaci? Pro¢
se tyto molekuly nachézeji v cytoplasmé a do jadra vstupuji jen minimalné? Jedna z teorii je,
ze tyto molekuly plni v cytoplasmé jesté dalsi funkce, nezavislé na regulaci bunécného cyklu.
Tato situace byla jiz popsana u jaternich bunck, kde komplex cyklin D1-CDK4 reguluje
krom¢ bunécného déleni i metabolismus glukosy (Lee et al., 2014).

Uvedené divody jsou jen jedny z mnoha diskutovanych faktorti. V tivahu dale ptichazi
inaktivace ¢i absence klicovych molekul intracelularni signalizace, vékem podminéné
poskozeni membranovych receptori pro ristové faktory a signalni molekuly apod.
Identifikace molekul schopnych navodit proliferaci lidskych B-bunék je v soucasnosti

predmétem intenzivniho vyzkumu (Wang et al., 2015).
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1.3 Pouziti syntetické mRNA pro ucely bunécné terapie

Ptepis (transkripce) genetické informace z DNA do molekuly RNA a nasledny pieklad
(translace) do struktury proteinu je zakladnim principem pienosu genetické informace znamé
jako tzv. centralni dogma molekularni biologie (Crick, 1970). Inicia¢nim krokem transkripce
je vazba RNA polymerasy za ucasti specifickych transkripénich faktorti na konkrétni vazné
misto v molekule DNA, tzv. promotor. Za soucasné¢ho rozvoliiovani duplexu DNA katalyzuje
RNA polymerasa nukleofilni atak 3' OH skupiny na fosfat ptipojujiciho se ribonukleotidu
(rNTP), ¢imz dochazi k postupné elongaci vldkna ve sméru 5'->3'. Po dosazeni tzv. termindlni
sekvence dojde k uvolnéni vldkna nasyntetizované mRNA z molekuly RNA polymerasy,
kterd nasledn¢ disociuje ztemplatu DNA. Regulace na urovni transkripce je zajiSténa
transkripcnimi faktory, RNA polymerasou a cis-regulacnimi elementy (promotory, enhancery,
silencery). Takto vznikld mRNA se nazyvd primarni transkript (pre-mRNA) a po sérii
posttranskripénich uprav se jako pln¢ funkéni mRNA tcastni procesu syntézy proteind.
Vyznam posttranskripcnich uprav spociva pifedevsim ve zvySeni stability mRNA, usnadnéni
jejiho transportu z jadra do cytoplasmy a nésledn¢ vyssi efektivity translace. Jednotlivé
strukturni elementy molekuly mRNA jsou zndzornény na obrazku 5 a a jejich role v regulaci

translace podrobné&ji popséana v nésledujich kapitolach.

Stepicka STUTR  Seart kidujici sekvence swp ITUTR -

Obrazek 5: Struktura eukaryotické mRNA. Na 5'konci se nachazi methylguanosinova cepicka,

nasleduje 5'neptekladana oblast (5'UTR), kodujici sekvence, 3'neptekladana oblast (3'UTR) a

poly(A) konec. Do podoby proteinu je piekladana pouze kodujici sekvence. Tato sekvence je
ohrani¢ena start kodonem, ktery slouzi ribosomu jako inicia¢ni misto pro zahajeni translace, a stop

kodonem, ktery funguje jako terminacni signal pro ukonceni translace proteinu.

1.3.1 Zakladni strukturni elementy mRNA

Témér u vSech eukaryotnich pre-mRNA dochazi v rdmci postranskripénich Gprav nejprve k
syntéze tzv. §' €epi€ky na jejich 5' konci. Prvnim krokem cepickovani (tzv. capping) je
odstépeni fosfatu z volného trifosfatu na konci pre-mRNA enzymem RNA trifosfatasa. Na
vznikly bifosfat je nasledné¢ pomoci mRNA guanylyltransferasy pfenesen fosfat z GTP za

vzniku 5'-5' vazby. Findlnim krokem je methylace na dusiku 7 guaninu prostfednictvim

23



mRNA-methyltransferasy, kde jako donor methylové skupiny slouzi koenzym S-
adenosylmethionin (SAM). Uvedenym mechanismem je syntetizovana 7-methylguanosinova
Cepitka (m’G), kterd je zékladnim strukturnim elementem vsech eukaryotnich mRNA,
s vyjimkou mitochondrialni a chloroplastové mRNA (Temperley et al., 2010; Monde et al.,
2010). Dale rozlidujeme tzv. &epicky typu 0, 1 a 2. Cepicka typu 0 vznika vyse popsanym
zpusobem a je typickd pro jednobunééné eukaryotni organismy. U vicebunécnych eukaryot a
nc¢kterych vird se majoritné vyskytuje cepicka typu 1 a 2, u nichz je navic pfitomna
methylovana 2' OH skupina ribosy na nasledujicim prvnim (resp. prvnim a druhém)
ribonukleotidu (Shatkin, 1976). Uvedené typy cepi¢ek jsou zndzornény na ndsledujicim

obrazku 6.

FH3 1ypo,1,2

N+
R
g

7-methylguanosin

Obrazek 6: Typy methylguanosinovych 5’Cepicek. Nejjednodussim typem cEepicky, pritomné u

nizsich eukaryot (napf. kvasinky), je Cepicka typu 0. V tomto piipadé€ je methylovan guanosin v pozici

vewr

skupiny u prvni a druhé ribosy v polynukleotidovém fetézci.

5’Cepicka plni v eukaryotnim organismu fadu funkci v zavislosti na tom, kterym konkrétnim
proteinem je rozpoznana. Tyto vazebné proteiny se souhrnné oznacuji jako tzv. ,,cap-binding

proteins® — Cepicku vazajici proteiny (CBP). Rozpoznani a vazba Cepicky s eukaryotickym

.....

.....
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(Marcotrigiano, 1997).

Vazebny protein elF4E je pfevazné pritomny v cytoplasmé, jsou vSak také znamy CBP
lokalizované piimo v bunééném jadie. Tyto proteiny se v komplexu s ¢epiCkou tucastni
procesu splicingu pre-mRNA (Konarska et al., 1984), polyadenylaci mRNA, ¢i exportu RNA
z jadra do cytoplasmy (Jarmolowski, 1994).

Dale slouzi 5'Cepicka také jako ochrana pied 5 exonukleasami, ¢imz vyrazné ptispiva
ke zvySeni stability mRNA. Nelze také opomenout rozpoznani cepicky specifickymi
degrada¢nimi enzymy DCP (mRNA decapping enzymes), které slouzi organismu
k fyziologickému rozkladu mRNA (La Granduer a Parker, 1998).

5" Neprekladana oblast (5'UTR) obsahuje celou fadu strukturnich elementd, které se
vyznamnou mérou podili na regulaci translace. U prokaryotnich organismi se v oblasti

5'UTR nachazi tzv. Shine-Dalgarnova sekvence (AGGAGGU). Parovani této sekvence s 3’

.....

rrrrrrr

pfitomnost struktur nazyvanych IRES (internal ribosomes entry sides). Jedna se o alternativni
zpisob iniciace translace bez nutnosti rozpoznani 5'Cepicky. Ackoliv se IRES nachézi
pfevazné v 5'UTR oblasti mRNA u RNA virQ, bylo jiZ popsédno na n€kolik desitek vyskytu
IRES 1 u eukaryotnich organisml. IRES byly nalezeny u mRNA koédujicich nékteré ristové
faktory a regulacni proteiny, jako je napt. pravé c-myc (Stoneley et al., 2000). Efektivita
translace je znacn€ ovlivnéna piitomnosti sekundarnich struktur, napt. vlasenek, v 5S'UTR
oblasti. Zde se mira efektivity translace odviji od jejich vzdalenosti vzhledem k 5’¢epicce,
termodynamické stabilit¢ (AG) a pomérovém zastoupeni GC parG ve struktuie vlasenky
(Babendure et al., 2006). U nékterych mRNA koédujicich proteiny, které se ucastni procest
metabolismu Zeleza (napf. ferritin), se v 5° UTR nachazeji regulacni elementy s vlasenkovou
strukturou zndmé jako IRE (iron response elements). V zéavislosti na aktudlni koncentraci
zeleza muze pak dojit k potlaceni ¢i naopak zvySeni exprese proteini ucastnicich se
metabolického zpracovani Zeleza.

Dals§im nastrojem pro regulaci translace v 5° UTR oblasti jsou tzv. ,,upstream open reading

.....

,wupstream AUG™), které se nachéazi pfed hlavni kédujici sekvenci. Translaci uORF typicky
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vznikd protein, ktery nasledné snizuje genovou expresi primarni kodujici sekvence (Calvo et

al., 2009).

Na 3’konci mRNA, v 3" nepiekladané oblasti (3° UTR) se nachazeji regulacni
sekvence, které ovliviiuji polyadenylaci, efektivitu translace a stabilitu mRNA. V 3'UTR jsou
pritomny sekvence specificky rozpoznavané miRNA (microRNA). Tyto kratké,
jednovlaknové mRNA se podili na procesu nazyvaném jako tzv. ,,umlceni RNA. Jedna se o
cilenou destabilizaci molekuly RNA, snizeni efektivity translace, pfipadné az uplnou
degradaci mRNA. MREs sekvence (microRNA response elements) jsou vyznamnym
regulacnim prvkem genové exrese a v 3" UTR tvoii prevladajici strukturni motiv. Deregulace
miRNA je prokazatelné spojena s nékterymi typy nadorti a neurodegenerativnimi chorobami
(Lu et al., 2005). Prace (O'Donnell et al., 2005) popisuje mechanismus regulace exprese
proteinu E2F, jednoho z aktivator bunécného cyklu, onkoproteinem c-Myc (jiz zminéno
v 1.2.4.1). Bylo prokazano, Ze c-Myc aktivuje expresi n€kolika strukturné odliSnych miRNA,
které nasledné slouzi jako negativni regulatory exprese E2F. Uvedeny ptiklad slouzi jako
jedna z ukédzek piisn€¢ regulovaného mechanismu, kterym c-Myc fidi bunééné d¢leni.
V 3" UTR se dale nachéazeji sekvence bohaté na AU pary (AREs, AU-rich elements). Obvykle
se jedna o opakovani pentanukleotidu AUUUA, pfi€emz tyto sekvence slouzi jako nejbézné;jsi
strukturni prvek determinujici stabilitu mRNA (Chen a Shyu, 1995). V této neptekladané
oblasti se dale vyskytuji sekvence, které¢ slouZi jako polyadenylacni signaly (typicky
AUUAAA). Pfi dosaZeni této sekvence v pribchu transkripce dochédzi k disociaci RNA
polymerasy II z transkriptu a RNA je v tomto misté rozstépena. Na 3" konci dochazi nasledné
k ptipojovani molekul AMP (adenosinmonofosfat) enzymem polyadenylat polymerasa. Timto
zpisobem je syntetizovan tzv. poly(A) konec mRNA, ktery chrani mRNA pted degradaci
bunéénymi exonukleasami. Vedle toho slouZi poly(A) jako signal pro opétovnou iniciaci
translace. Tento proces je umoZnén diky interakci mezi poly(A) vazebnym proteinem (PABP)
obr. 7, strana 27). Tento systém mimojiné umozZiuje op€tovné vyuZiti ribosomalni

podjednotky 40 S.
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Obrazek 7: Mechanismus opétovné iniciace translace. Poly(A) konec je rozpoznan poly(A) vazebnym
proteinem (PABP), ktery skrz interakci s translacnimi faktory elF4G1 a elF4E formuje mRNA do

struktury tzv. ,uzaviené smycky. Tento mechanismus umoziiuje opétovné vyuZiti ribosomu, které

praveé dokondily translaci. Pievzato z http://ruo.mbl.co.jp/bio/e/product/epigenetics/RNAworld.html.

1.3.2 Princip terapeutického vyuziti syntetické mRNA

Posledni pfiblizné tii desetileti dochéazi k intenzivnimu studiu moznosti pouziti syntetickych
nukleovych kyselin k produkci klinicky vyznamnych proteinii v cilovych bunkach (tzv.
genova terapie). K tomuto ucelu se nejcastéji pouziva DNA koédujici protein, ktery je v cilové
buiice, napt. z diitvodu mutace ptislusného genu, nefunkéni. Zasadnim problémem manipulace
s exogenni DNA vSak stale zistava jeji obtizny transport pfes jadernou membranu, nebot’
pouze v jadfe je umoznéna jeji transkripce do mRNA a nasledné i jeji translace. Obvykle se
pro tento UcCel pouzivaji rekombinantni virové ptenaSeCe Ci prima transfekce cirkularni
plasmidové DNA do bunék. Uvedené kroky s sebou vSak nesou rizika imunologické reakce
a pfenos navic Casto nebyva pfili§ efektivni. Vzhledem k zaclenéni exogenni DNA do
hostitelského genomu navic vzrista riziko vzniku inzerénich mutaci.

Vyhodou prace s IVT mRNA je jeji okamzita translace jiz v cytoplasmé, neni tedy
nutny transport pres jadernou membranu. Nedochéazi k zacleniovani této mRNA do genomu
hostitelskych bunék a nevyuzitda mRNA je z bunky posléze pfirozenymi degrada¢nimi kroky
odstranéna. V zasadé jsou testovany dva mozné piistupy k praktickému vyuziti IVT mRNA.
Prvni je transfekce pacientskych bun¢k v podminkach ex vivo a tyto builkky jsou poté
transplantovany zpét do téla pacienta. Druhou moznosti je vpraveni pfipravené mRNA piimo
do cilového organismu (Sahin, 2014).

IVT mRNA je syntetizovana tak, aby se svou strukturou co nejvice podobala pfirozené
mRNA. Syntéza mRNA in vitro probihd dle DNA templétu, v némz jsou zaneseny sekvence
jak pro nepiekladané oblasti, tak pro konkrétni kodujici region ohrani¢eny start a stop kodony.

Samotna transkripce probiha za katalyzy vhodnou RNA polymerasou, obvykle se pro tento
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ucel pouziva T7 nebo SP6 polymerasa. Rovnéz také 5” epicka je do IVT mRNA zaclenovana
pomoci enzymil, popf. se vyuzivaji ruzné syntetické analogy. Poly(A) konec je bud jiz
zanesen Vv sekvenci DNA templatu nebo je dodateén€¢ syntetizovan rekombinantné
piipravenou poly(A)polymerasou. Stejné jako pifirozend mRNA je i IVT mRNA extrémné
nachylna k degradaci extracelularnimi RNasami, coz ji ¢ini ve srovnani s DNA podstatné
mén¢ stabilni. Proto se pii praci s mRNA navic vyuzivaji tzv. ,RNase-free” roztoky
v kombinaci s inhibitory RNas. Do cilové bunky je IVT mRNA dopravena v kombinaci
s vhodnym transfekénim cinidlem, obvykle se pouzivaji nejriznéjsi kationtové liposomalni
nosi¢e (Malone, 1989). Dalsi, velmi hojné¢ vyuzivanou metodou genového pienosu je
elektroporace. V cytoplasmé jiz mRNA podléha tentyz molekularnim mechanismim, které
fidi translaci, post-transla¢ni modifikaci a transport vysledného proteinu i za fyziologickych

podminek. Princip terapie pomoci syntetické mRNA je ptehledné shrnut na obrazku 8.
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Obrazek 8: Princip pouziti synteticky pripravenych mRNA. Pro in vitro transkripci je pouzit DNA

@

templat obsahujici kodujici sekvenci pro konkrétni protein. IVT mRNA obsahuje 5 Cepicku, S'UTR,
kédujici sekvenci, 3'UTR a poly(A) konec. IVT mRNA je transfekovana do cilové bunky, kde
podléha jiz stejnym intracelularnim mechanismim jako nativni mRNA. Pievzato a upraveno z (Sahin

et al., 2014).



1.3.3 Imunitni odpovéd buiiky na pritomnost exogenni mRNA

Ptitomnost cizorodé RNA aktivuje v hostitelské buiice mechanismy nespecifické imunity.
Jedna se o bunécnou schopnost rozpoznavat fylogeneticky vysoce konzervované struktury
typické pro patogeny. Jednim zpiikladi je rozpoznani dsRNA (dvouvldknové,
,double-strand*), coz je struktura typickd pro nékteré viry. V bunice jsou z tohoto divodu
pritomny receptory, které dsRNA specificky rozpoznavaji a nasledné zabranuji virové
replikaci. Jednim z ptikladl je receptor TLR3 (Toll-like receptor 3) nebo nckteré enzymy
s RNA helikasovou aktivititou, jako je naptiklad RIG-I (retinoic acid-inducible gene I protein)
¢i MDAS (melanoma differentiation-associated protein 5) (Sahin et al., 2014;). Z uvedenych
divodl je proto tieba béhem syntézy mRNA in vifro minimalizovat tvorbu vedlejSich
produktli obsahujici sekundéarni struktury. Jednou z mozZnosti je purifikace syntetické mRNA
chromatografickymi metodami. dsRNA v kombinaci s volnym trifosfatem na 5" konci
aktivuje PKR (proteinkinasa R). Pravé volny 5° trifosfatovy konec je typickym strukturnim
znakem virovych RNA, zatimco u eukaryot je 5 konec opatfen methylguanosinovou
cepickou (Nallagatla et al., 2007). Po rozpoznani exogenni mRNA vySe uvedenymi receptory
dochézi k aktivaci NF-kB (nukledrni faktor kB), kterd vede ke zvySené expresi interferonti
(IFN) a zanétlivych cytokind. Aktivace téchto signalizacnich kaskad nakonec vede
k zabranéni replikace m-RNA, potlaceni translace a kone¢né degradaci exogenni RNA. Pro
zvySeni stability IVT mRNA jsou proto do jeji struktury zaclefiovany rizné stabilizacni

prvky, které budou ve stru¢nosti popsany v nasledujici kapitole 1.3.4.

1.3.4 Strukturni modifikace ovliviiujici stabilitu syntetické mRNA a
ucinnost translace v cilové burnce

1.3.4.1 Modifikované nukleosidy

V piedchozi kapitole (1.3.3) byla zminéna schopnost builky rozpoznavat exogenni RNA
vazbou na receptory TLR. Kromé& dsRNA jsou vSak tyto receptory schopny rozpoznat i
jednovldknovou RNA (ssDNA, single-strand) a navodit tak imunitni reakci (Heil et al., 2004).
Z tohoto ditvodu se savei organismus v prubéhu evoluce naucil odliSovat vlastni RNA od
virové a bakteridlni a to prostfednictvim modifikaci jednotlivych nukleosidi. Bylo popsano
vice nez 100 riiznych modifikaci vSech druhii ptfirozené se vyskytujici RNA (Rozenski et al.,
1999). U eukaryotni mRNA se ve vyS§im zastoupeni objevuji pseudouridin, 2-thiouridin, 5-

methyluridin, 5-methylcytidin a N6-methyladenosin. IVT mRNA obsahujici ve své sekvenci
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tomu, ze se nevazi na TLR (Kariké et al., 2005). Diky inkorporaci ¥ a 2-thiouridinu navic

IVT mRNA neaktivuje i RIG-I a PKR (Andersen et al., 2010).

1.3.4.2 Inkorporace cepicky do IVT mRNA

Jeden z moznych zplsobt inkorporace ¢epicky do struktury mRNA v podminkach in vitro je
jeji syntéza pomoci specifickych enzymu (tzv. ,,capping enzymes*, cepickovaci enzymy), tak,
jak se tomu dé&je in vivo. V jedné z prvnich studii zabyvajici se piipravou IVT mRNA byly
pro tento Ucel pouzity enzymy ziskané isolaci z Vaccinia viru, konkrétné guanylyltransferasa
a methyltransferasa. Takto pfipravend c¢epicka svou strukturou odpovida pfirozené se
vyuzivanou metodou, je pfidani synteticky pfipravenych analogli Cepicky do IVT reakéni
smési a spojeni tak procesu ¢epickovani a transkripce do jednoho kroku. Efektivitu nasledné
translace zde ovSem snizuje fakt, ze ¢ast z vysledného transkriptu obsahuje cEepicku
inkorporovanou v reversni orientaci. Dé&je se tak proto, ze RNA polymerasy bakteriofagh
vyuzivaji pro iniciaci transkripce navic 3’OH skupinu na m’G u dinukleotidového analogu
epicky se strukturou m’GpppG. Dojde tak ke vzniku transkriptu s reversné orientovanou
gepickou — GpppGm’, kterd nemiize byt rozpoznana translaénim faktorem elF4E (Pasquinelli
et al., 1995). Z tohoto diivodu byly vyvinuty analogy ¢epicky, tzv. ARCAs (anti reverse cap
analogs) s modifikaci na C3" u m’G (viz obr. 9), pii jejichz pouziti bylo dosazeno vyrazné
efektivngjsi translace ve srovnani se standardnim analogem m’GpppG (Stepinski et al., 2001).
V soucasnosti se od pouziti analogii ARCA ustupuje, nebot’ jejich struktura neni zcela totozna
s CepiCkou pritomnou u mRNA vysSich eukaryotickych organismti. ARCA strukturalné
odpovida Eepicce typu 0, cozZ je Cepicka typicka pro nejjednodussi organismy, napt. kvasinky.
V soucasné dobé jsou jiz dostupné analogy cepicek typu 1 a 2, které by mely ¢init IVT

mRNA jesté vyrazné stabilngjsi.
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Obrazek 9: Synteticky analog cepicky ARCA. Methylace na C3 7-methylguanosinu (zvyraznéna
Cerven¢) zabranuje pripojovani nukleotidi na tento hydroxyl a vzniku reverzn€ orientovaného
transkriptu. RNA polymerasa tak miize vyuzit pouze 3’OH hydroxyl ribosy u prvni baze (zvyraznéno
zelené), ¢imz dojde k syntéze transkriptu se spravné inkorporovanou ¢epi¢kou. Pievzato a upraveno z

(Stepinski et al., 2001).

1.3.4.3 Modifikacev 5 a 3'UTR

Dalsi moznosti, jak zvySit stabilitu syntetické mRNA, je inkorporace specifickych
stabiliza¢nich sekvenci do 5’a 3" UTR. Hojn¢ se vyuziva genové sekvence kodujici lidsky
nebo potkani a- a B-globin. Zatimco se primérnd zivotnost mRNA v sav€ich buiikach
pohybuje okolo 15 min, u mRNA kédujici B-globin dosahuje az 24 hodin (Ross a Sullivan,
1985). Krom¢ uvedeného [B-globinu jsou popsany i dalsi 5’a 3'UTR segmenty, které u
virovych 1 bunéénych mRNA prokazateln€ zvySuji jeji stabilitu a translatovatelnost. Lze uvést
napiiklad regulaéni sekvence v 3'UTR oblasti mRNA kodujici nékteré eukaryotické
elongacni faktory, které jsou schopny inhibovat degradacni DCP a enzymy s3’'-
5’exonukleasovou aktivitou (Zinckgraf a Silbart, 2003).

U néekterych proteini je naopak zadouci, aby k jejich expresi dochazelo pouze po
urcity ¢asovy usek a jejich mRNA byla bezprostfedné poté degradovéana. K tomuto ucelu Ize
do 3'UTR vlozit AREs sekvence, které slouzi butice jako signal k degradaci mRNA (Chen a
Shyu, 1995).

1.3.4.4 Modifikace v oblasti poly(A) konce

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.3.2, poly(A) konec miize byt do IVT mRNA zanesen bud’
formou piimého prepisu z DNA templadtu nebo enzymaticky pomoci rekombinantné
ptipravené poly(A)polymerasy. Vyhodou pouZiti poly(A) polymeras pii piipravé syntetické
mRNA je moznost inkorporace modifikovanych nukleosidl, které slouzi jako ochrana pied

depolyadenylacnimi enzymy. Dtlezitym faktorem ovliviiujicim efektivitu translace je délka
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poly(A) konce. Optimalni délka poly(A) konce se pohybuje mezi 120 az 150 nukleotidy.
Translace mRNA s kratSim poly(A) koncem byva méné efektivni, zatimco u pfili§ dlouhych
poly(A) koncti dochazi k nadmémé tvorbée nespecifickych vedlejsich produktd (Triana-Alonso

et al, 1995).
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2 CIL PRACE

Cilem diplomové prace je studium potencialniho vlivu transkripéniho faktoru c-Myc na
proliferaci pankreatickych B-bunék. Pro realizaci tohoto cile bylo tfeba splnit nasledujicici

dil¢i ukoly:

e ptiprava DNA templétu pro in vitro syntézu mRNA kodujici transkripéni faktor c-Myc

e invitro transkripce c-Myc-mRNA dle piipraveného DNA templatu

e transfekce pfipravené c-Myc-mRNA do bunék disociovanych potkanich
Langerhansovych ostriivkll a sledovani jejiho vlivu na proliferaci B-bunék

e sledovani vlivu slou¢eniny CHIR99021 na miru proliferace B-bunék stimulovanou
c-Myc-mRNA

e izolace bunééné RNA a stanoveni genové exprese u bunék LO transfekovanych

c-Myc-mRNA
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3 MATERIAL A METODY
3.1 Pouzité pristroje a material

3.1.1 Pristrojové vybaveni a nastroje

centrifuga Mikro 200 Hettich Zentrifugen, Nemecko
centrifuga Mikro 220 R Hettich Zentrifugen, Nemecko
centrifuga MPS 1000 Labnet, USA

centrifuga Universal 320R Hettich Zentrifugen, Nemecko
kolonka NanosepCentrifugalDevice 30K Sigma, USA

fluorescen¢ni mikroskop EVOS Auto FL Thermo Fisher Scientific, USA
inkubator New Brunswick Scientific, USA
laminarni box Herasafe™ Thermo Fisher Scientific, USA
souprava na elektroforézu Minigel 2 Apelex, Francie

termocykler T-personal Biometra, Némecko
termocykler Veriti 96 Well Thermal Cycler Applied Biosystems, USA

3.1.2 Pouzité chemikalie a biologicky material

accutase Thermo Fisher Scientific, USA
DABCO-Mowiol Carl Roth, Némecko

ethanol Sigma-Aldrich, USA
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) Sigma-Aldrich, USA
formaldehyd Sigma-Aldrich, USA

fosfatovy pufr (PBS) lékdrna IKEM, CR

GeneRuler DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, USA
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GlutaMAX Supplement

Hank’sBallanced Salt Sollution

Human Serum Albumin

hydroxid amonny

ITS Liquid Media Supplement

medium CMRL

medium RPMI

MEM® Non Essencial AA medium

NEBuffer™

NucBlue™ Fixed Cell Stain ReadyProbes™ reagent
protilatka Goat Anti-Mouse IgG (Alexa Fluor® 647)
protilatka Goat Anti-Rabbit IgG (Alexa Fluor® 555)
protilatka Mouse Monoclonal to Insulin IN-05
protilatka Rabbit anti-c-Myc antibody

protilatka Rabbit Anti-Insulin antibody

pyruvat

restrikéni endonukleasa BamHI

restrikéni endonuklesa HindIII

Triton X-100

3.1.3 Pouzité komeréni Kity

Click-iT® Plus EdU Cell Proliferation Kit for Imaging,
Alexa Fluor ™ 647 dye

Fast Start Universal SYBR Green Master (Rox)
Lipofectamine® MessengerMAX Transfection Reagent
MEGAclear™ Kit

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
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Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
New England Biolabs, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Abcam, UK

Abcam, UK

EXBIO, Ceskd republika
Abcam, UK

Abcam, UK

Thermo Fisher Scientific, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

Sigma-Aldrich, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Roche Applied Science, Nemecko
Thermo Fisher Scientific, USA
Life Technologies, USA

Macherey-Nagel, Némecko



Qubit® RNA BR Assay Kits Thermo Fisher Scientific, USA

RNeasy® Plus Mini Kit Qiagen, Nemecko
T7 mScript™ Standard mRNA Production System CELLSCRIPT™, US4
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Roche Applied Science, Néemecko
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3.2 Priprava DNA templatu pro in vitro transkripci mRNA

Cirkularni plasmid nesouci sekvenci pro protein c-Myc byl Stépen restrikCnimi
endonukleasami (RE) BamHI (20 U/ul) a HindIII (20 U/ul). K 15 pg plazmidu byl soucasné
pfidan 1 pl RE BamHI a 1 pl RE HindlIl. Reakéni smés byla doplnéna 10X koncentrovanym
,reakénim pufrem NEB®* na celkovy objem 70 pl. Inkubace probihala 16 hodin pti 37 °C.
Po uplynuti inkuba¢ni doby byl cely objem vzorku nanesen na TAE gelovou elektroforézu
(2h, 60 V). Po extrakci vzorku z gelu byla DNA izolovana dle postupu uvedeného v protokolu
ke kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel). Na 100 mg vzorku v gelu
bylo pouzito 200 pl ,,vazného pufru NTI“. Vzorek byl v tomto pufru zahtivan po dobu 10 min
pii 50 °C. Nasledné¢ byl vzorek nanesen na kolonku, na které dojde k zachyceni DNA
(soucast kitu), a centrifugovan (Hettich Zentrifugen MICRO 220R, 30 s, 10 000xg). Na
kolonku bylo poté aplikovano 700 pl ,,pufru NT3“ a vzorek byl opét centrifugovan (30 s,
11 000%g). Pro odstranéni ethanolu, ktery je souc¢asti pufru NT3, byl vzorek 5 minut zahfivan
pti 70 °C. V zéavéru bylo na kolonku naneseno 30 pl elu¢niho ,,pufru NE*“ a DNA eluovana
centrifugaci (1 min, 11 000xg).

Ziskany DNA templdt pro syntézu mRNA byl néasledné¢ amplifikovan pomoci PCR
(,,polymerase chain reaction®) reakce, ktera byla provedena dle protokolu ke kitu Q5® Hot
Start High-Fidelity DNA Polymerase (NEB). Primery specifické pro DNA templat kodujici

protein c-Myc jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1:Sekvence pouzitych primerd pro amplifikaci DNA templatu kodujiciho transkripéni faktor

c-Myc
»forward primer* GACTTCGAAATTAATACGACTCACTAT
»sreverse primer* TTTCGGTTTGGCTCTGAAAAGAGCCTTTGG

Slozeni reakéni smési pro PCR reakci je uvedeno v nasledujici tabulce 2.

Tabulka 2: SloZeni reak¢éni smési pro PCR reakci.

Reak¢éni komponenty Objem [pl]
5X Q5 reakéni pufr 32
5X Q5 ,,High GC enhancer* 32
Q5 DNA polymerasa 4

10 uM ,,forward primer* 8
10 uM ,,reverse primer* 8
dNTPs 3
templat DNA (c=200 ng/pl) 1
dH»0 (bez nukleas) 74
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V termocykleru (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems) byl nastaven teplotni

program, jehoz schéma je shrnuto v tabulce 3.

Tabulka 3: Teplotni program pro PCR reakci.

1. 95 °C 90 s
95 °C 15s
2.
55°C 30s
->30x
72 °C 90 s
3. 72 °C 120 s

Pro ovéfeni ucinnosti PCR byla opét provedena TAE elektroforéza (2h, 60 V).

3.3 Priprava syntetické mRNA kodujici transkripéni faktor
c-Myc

In vitro transkripce (IVT) mRNA kodujici transkripéni faktor c-Myc probihala s drobnymi
modifikacemi dle protokolu ke kitu T7 mScript™ Standard mRNA Production System
(CELLSCRIPT™). Schematické zobrazeni piipravy syntetické mRNA je zndzornéno na
obrazku 8 (strana 38). Jako synteticky analog ¢epicky byla testovana ARCA (,,antireverse cap
analog®) a nov¢é vyvinuty analog cepicky CleanCap® (TriLink Biotechnologies, USA).
Efektivita zaclenovani cCepicky typu ARCA dosahuje 60-80 %, u Cepicky CleanCap® je
udavano 90-99 %. Behem piipravy c-Myc mRNA s 5'¢epickou ARCA bylo navic provedeno
enzymatické Cepi¢kovani pomoci ,,Cepi¢kovacich enzymi®. Do reakéni smési byly zaroven
pfidany i modifikované nukleotidy — methylcytidin (mC) a methylpseudouridin (mpU), které

maji za ukol sniZit imunitni odpovéd’ v cilové burice.
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Obrazek 10: Schéma piipravy syntetické mRNA. Prvnim krokem syntézy je piepis DNA templatu
pomoci T7 polymerasy do vlakna mRNA se sou¢asnym zavedenim syntetického analogu 5' Cepicky.
Neptepsana vlakna templatové DNA jsou odstranéna pomoci DNAsy 1. V dalSim kroku se provadi
posttranskripéni enzymatické Cepickovani pro zajisténi maximalni inkorporace Cepicky na 5' konec
syntetizované mRNA. Nasledn¢ jsou pomoci antarktické fosfatasy odstranény volné fosfatové skupiny

na 5' konci vldken mRNA, u nichZz nedosSlo k inkorporaci ¢epicky. Nakonec je na 3' konec
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syntetizovaného vlakna pomoci poly(A) polymerasy zaveden poly(A) konec a vznikla mRNA
izolovana. Upraveno dle protokolu ke kitu T7 mScript™ Standard mRNA Production System.

3.3.1 Invitro transkripce

V prvnim kroku syntézy byla pfipravena reak¢ni smés dle tabulky 4:

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro IVT

Reakéni komponenty Objem [ul]
templat DNA (1000 ng/reak¢ni smés) 3,5
100 mM ATP 1,0
100 mM ARCA/ CleanCap 0,8
30 mM GTP 0,5
100 mM 5-mC/CTP (1:3) 1,0
100 mM mPU/U (1:3) 0,6
100 mM DTT (dithiothreitol) 1,1
inhibitor RNAs 0,5
10X mScript™ T7 reak¢ni pufr 1,1
mScript™ T7 enzymatickd smés 0,5

Reakéni smés byla nasledné inkubovéana 30 minut pti 37 °C, poté bylo do smési pridano 0,5
ul 30% roztoku GTP. Tento roztok byl do reakéni smési pridan jest¢ dvakrat, vzdy po 30
minutovych intervalech (celkem 90 minut). Po poslednim ptidavku byl do smési ptidan 1 pl

DNAsy I (1U/ pl).

3.3.2 Purifikace syntetické mRNA

Do reakéni smési byl pfidan 1 pl 500 mM EDTA a spolu s 500 pl vody (bez obsahu nukleas)
byl vzorek nanesen na kolonku s filtrem Nanosep 30K® (Sigma). Vzorek byl extrahovan
centrifugaci pti 5000 g po dobu 20 minut. Nasledné byl vzorek jest¢ dvakrat purifikovan 500
ul vody bez ptidavku EDTA (20 min, 5000%g). Po ukonceni purifikace byla mRNA
resuspendovana ve 20 pl vody, zahfivana 5 minut pfi 65 °C a nasledné rychle zchlazena na

ledu.

3.3.3 Posttranskripcni enzymatické cepickovani

Enzymaticka ¢epickovaci smés byla piipravena dle tabulky 5:
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Tabulka 5: Slozeni reakéni smési pro fazi enzymatického ¢epi¢kovani

Reakéni komponenty Objem [pl]
20 mM GTP 2,5
20 mM SAM (S-adenosylmethionin) 1,3
10X ScriptCap™ , capping buffer* 5,0
inhibitor RNAs 0,5
ScriptCap™ 2-O-methyltransferasa (100 U/ pl) 2,0
ScriptCap™ , capping enzyme** (10 U/ ul) 2,0

Ptipravend enzymatickd smés byla ptidana k 20 ul roztoku c-Myc-ARCA-mRNA ve vod¢ a
ponechano inkubovat 30 minut pii 37 °C. Po uplynuti inkuba¢ni doby byla reakéni smeés
purifikovana postupem popsanym v kap. 3.3.2 s tim rozdilem, ze pifeCisténda mRNA byla

v zavéru prevedena do vysledného objemu 40 pl.

3.3.4 Defosforylace antarktickou fosfatasou

K 40 pl vzorku mRNA bylo pfidano 5 pl antarktické fosfatasy (5 U/ ul), 5 ul reakéniho pufru
pro AP a 1 pl inhibitoru RNAs. Reakéni smés byla inkubovana pii 37 °C 120 minut a poté
ptes noc pii 10 °C. Druhy den byla mRNA purifikovana (kap. 3.3.2) a zakoncentrovdna do
vysledného objemu 38 pl.

3.3.5 Polyadenylace

Ke vzorku mRNA byla pfidana adenylacni reakéni smé&s pfipravena dle tabulky 6:

Tabulka 6: Reakcni smés pro polyadenylaci syntetické mRNA

Reakéni komponenty Objem [pl]
100 mM ATP 0,8
10X A-Plus™ polyadenylacni pufr 10,0
inhibitor RNAs 0,5
A-Plus™ Poly(A) polymerasa (4 U/ul) 1,0

Polyadenyla¢ni reakce probihala pii 37 °C 120 min.

3.3.6 Izolace IVT mRNA

Finalnim krokem je purifikace vzniklého produktu pfes kolonku a ziskani tak IVT mRNA

s minimalnim mnoZstvim vedlejSich produkti. Izolace mRNA byla provedena dle experimentalniho
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protokolu k MEGA Clear Kit® (Life Technologies, USA). Ziskany vzorek mRNA byl
doplnén roztokem ,,Elution Solution® na objem 100 pl. Ke vzorku bylo déle ptidano 350 pl
,Binding Solution* a 250 pl 100% ethanolu. Reak¢éni smés byla nanesena na kolonku (soucast
kitu) a centrifugovana (Hettich Zentrifugen MICRO 220R, 1 min, 10 000xg). Kolonka byla
poté¢ dvakrat promyta 500 pl ,,Wash Solution* (I min, 10 000xg). RNA byla z kolonky
eluovana 50 pl ,,Elution Solution® (1 min, 10 000xg).

3.4 Stanoveni koncentrace mRNA

Koncentrace mRNA byla stanovovana fluorimetricky pomoci kitu Qubit® RNA BR Assay
Kits. Byl pfipraven ,,pracovni roztok* (199 pul ,,Qubit® RNA BR pufru“a 1 pl,,Qubit® RNA
BR Reagent*“/1 vzorek). Déle je tieba piipravit 2 vzorky standardu ke kalibraci. Na kazdy
bylo pouzito 190 pl pracovniho roztoku a 10 pl roztoku konkrétniho typu Standardu.
Standard 1 neobsahuje zddnou mRNA a je pouZit jako ,.blank“. Standard 2 obsahuje pfesné
definované mnozstvi RNA (100 ng/ul). Pro stanoveni RNA v jednom vzorku bylo pouzito
198 ul pracovni smési a 2 pl vzorku, ve kterém je stanovovana koncentrace RNA. M¢éteni

fluorescence probihalo na pfistroji Quibit (Invitrogen).

3.5 Transfekce syntetické mRNA pro c-Myc do potkannich bunék
Langerhansovych ostrivki

K experimentim byly pouzity Langerhansovy ostrivky izolované z potkanii kmene Brown
Norway (stafi 2-5 mésicli). Langerhansovy ostriivky byly nésledné kultivovany v mediu
CMRL s 10% ptidavkem FBS, pii 37 °C a 5% CO;. Pro vlastni experiment byly
Langerhansovy ostriivky disociovany enzymem ,,accutase® a poté nasazeny do 96—jamkové
desticky, jejiz povrch byl pokryt extracelularni matrix produkovanou buné¢nou linii HTB9.
Jedna se o builkky odvozené z karcinomu mocového méchyte, které pravé produkci velkého
mnozstvi mezibunécné hmoty poskytuji B-buiikdm optimalni podminky pro rist, diferenciaci
a proliferaci.

HTB9 bunky byly ponechdny nartist v mediu RPMI (s obsahem 10 % FBS a 10 %
GlutaMAX) v 96—jamkové desticce do 100% konfluence. Po odstranéni kultivaéniho média

byly buiiky promyty roztokem PBS a nasledné k nim byl pfidan lyzaéni roztok (20 mM
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NH4OH, 0,1% Triton X100 v dH20). Buiiky byly poté lyzovéany pii 37 °C po dobu 5 minut.
Lyzaéni roztok byl odstranén a buiiky ditkladné promyty PBS.

Langerhansovy ostrivky byly z kultivaéni lahve pfeneseny do sterilni plastové
zkumavky a centrifugovany (Hettich Zentrifugen 220, 1 min, 400xg). K peleté bunék bylo
poté ptidano 2 ml roztoku ,,accutase®, aby doslo k disociaci ostrivkl na jednotlivé buiiky. Po
15 minutové inkubaci pfi 37 °C byly buiniky centrifugovany (1 min, 400xg) a promyty

kultivaénim mediem pro potkani ostrivky (slozeni viz tabulka 7).

Tabulka 7: Slozeni kultiva¢niho media pro potkani Lanherhansovy ostravky.

Slozka Objem
CMRL medium 9,0 ml
Albumin 500 pl
,,MEM® Non Essential Amino Acids* 100 ul
,GlutaMAX Supplement 100 pl
,ITS Liquid Media Supplement* 100 pl
Pyruvat 100 pl
HEPES pufr 100 pl

Buniky byly transfekovany postupem uvedenym v protokolu ke kitu Lipofectamine®
MessengerMAX™ Reagent mRNA Transfection (Thermo Fisher Scientific). Transfekéni
¢inidlo MessengerMAX™ bylo nafedéno mediem Opti-MEM® v poméru 1:26. Pfipravena
mRNA byla nafedéna na koncentraci 40 ng/ul a dale smichdana s mediem s obsahem
transfekéniho ¢inidla v poméru 1:2,3. Dale byl pfipraven roztok EdU (5-ethynyl-2’'-
deoxyuridin) smichanim 15 pl 10mM EdU s 1 ml kultiva¢niho media pro potkani ostrivky.
K buiikkam, u nichz byla sledovéna proliferace, bylo ptidavano 20 pl roztoku EdU. Ptipadné

bylo k bunikdm jesté ptidano 3ul 250 uM roztoku CHIR99021.

3.6 Detekce proliferujicich bunék pomoci fluorescen¢niho znaceni

Princip detekce proliferujicich B-bun€k spociva v navazani fluorescencni sondy na
nukleotidovy analog EdU, ktery je bc¢hem dé¢leni bun€k inkorporovan do noveé
syntetizovaného vlakna DNA. EdU byl k disociovanym Langerhansovym ostravkim ptidavan
jiz béhem transfekce syntetickou mRNA. Inkorporovany EdU byl detekovan fluorescencni
slouc¢eninou na bazi azidu, kterd je spolu s EdU soucasti kitu Click-iT® Plus EAU Cell
Proliferation Kit for Imaging, Alexa Fluor ™ 647 dye (Thermo Fisher Scientific). Detekce
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byla provedena dle protokolu k vySe uvedenému kitu. Vedle toho byly v buiikdch pomoci
znaceni specifickou primérni protilatkou a dale sekundédrni protilatkou detekovany rizné

proteiny produkované B-buiikami (napf. insulin).

Pouzité protilatky:

e primarni protilatka proti insulinu: krali¢i ,,Anti-Insulin antibody* (Abcam), fedéni
1:400/ mysi ,,Monoclonal to Insulin IN-05 (EXBIO), fedéni 1:100

e primdarni protilatka proti c-Myec: krali¢i ,,Anti-c-Myc antibody*, fedéni 1:100

e sekundarni protilatka: ,,anti-rabbit* protilatka Alexa Fluor® 555

e sekundarni protilatka: ,,anti-mouse* protilatka Alexa Fluor® 647

Transfekované bunky v 96—jamkové desticce byly po cca 50 hodinové kultivaci nejdiive
trikrat promyty od média roztokem HBBS (,,Hank’s balanced salt solution*) s 1% obsahem
FBS (fetal bovine serum). Nasledné¢ byly buniky po dobu 20 minut fixovany 100 pl 4%
roztokem formaldehydu v PBS a poté tfikrat promyty pufrem PBS. Po fixaci bylo k buitkam
pfidano 100 pl permeabiliza¢niho pufru (0,5% Triton X-100 v PBS). Po 20 minutach byl
permeabilizacni pufr odstranén, jamky tfikrat promyty PBS a poté do kazd¢ jamky ptidano
100 pul Click-IT® reakéniho mixu (slozeni viz protokol ke kitu). Desticka byla poté
inkubovadna 30 minut za laboratorni teploty bez pfistupu svétla. V zavéru byly jamky jesté
tiikrat promyty pufrem PBS. V této fazi lze pomoci flurescenéniho mikroskopu sledovat
buniky, u nichz prokazatelné doslo k proliferaci, pfipadné 1ze v imunochemickém znaceni dale
pokracovat a pomoci protilatek detekovat specifické bunééné markery.

Ptfed pfidanim primarni a sekundarni protilatky je tfeba ptidat k buitkdm blokovaci
roztok (5% kozi sérum v promyvacim roztoku - 0,1M glycin + 0,5% Triton X-100 v PBS )
pro vykryti nespecifickych interakci. Do jamek bylo pfiddno 100 pl blokovaciho roztoku a
ponechano inkubovat 30 min pfi laboratorni teploté¢ a za nepfistupu svétla. Po uplynuti
inkubacni doby byl blokovaci roztok odebran a do jamek ptidano 100 pl primarni protilatky
ziedéné v ,,Antibody diluent™ (1% BSA, 0,2% ,,Cold fish skin* Zelatina, 0,5% Triton X-100,
0,01% azid sodny v PBS; pH = 7,3). Vzorky byly s primarnimi protilatkami inkubovany 30
min pii 37 °C a ptfed pfidanim sekundérni protilatky tfikrat promyty pufrem PBS. Poté bylo
pfidano 100 pl sekunddrni protilatky fedéné v poméru 1:1000 v blokovacim roztoku a
inkubovano za stejnych podminek jako v ptipad¢ primarni protilatky. Nenavazané protilatky
byly opét tfikrat promyty pufrem PBS. Pro detekci bunécnych jader bylo pouzito

fluorescenéni barvivo NucBlue™ Fixed Cell Stain ReadyProbes™ reagent (DAPI)
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v piiblizném mnozstvi 1 kapka/l ml PBS. Do jamek bylo aplikovano 90 ul piipraveného
roztoku DAPI, inkubace probihala 5 minut ve tm¢ za laboratorni teploty. V zavéru byly bunky
opét tfikrat promyty pufrem PBS a pfed mikroskopickym vyhodnocenim pievrstveny
roztokem DABCO-Mowiol (2,5% 1,4-diazabicyclo-octane (DABCO), 10% Mowiol® 4-88,
25% glycerol a 0,1 M Tris-HCl; pH=8,5). Pozorovani probihalo na fluorescencnim
mikroskopu EVOS®FL Auto (zvétseni 200x%).

3.7 Izolace celkové bunécné RNA

Izolace celkové RNA z disociovanych potkanich bun¢k Langerhansovych ostriivkli byla
provedena dle kitu RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen). K bunééné peleté bylo ptidano 600 pl
»pufru RLT* s pfidavkem 10 pl B-merkaptoethanolu. Bunééna suspenze byla poté nanesena
na kolonku vazajici DNA (soucast kitu) a centrifugovana (Hettich Zentrifugen MICRO 220R,
30 s, 8000 x g). Do filtratu bylo aplikovano 600 ul 70% ethanolu a tento roztok aplikovan na
kolonku vazajici RNA (soucast kitu). Kolonka byla nasledné centrifugovana (15 s, 8000 x g).
Poté bylo na kolonku ptidano 700 pl ,,pufru RW1* a opét centrifugovano (15 s, 8000 x g).
V dal$im kroku byla kolonka dvakrat promyta 500 pl ,,pufru RPE* (15 s/2 min, 8000 x g).
Izolovand RNA byla eluovana vodou bez obsahu nukleas, celkem dvakrat po 50 pl (1 min,

8000 x g).

3.8 Kvantitativni PCR s reversni transkripci

Ptepis izolované bunééné RNA do cDNA byl proveden dle protokolu ke kitu Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit. Byla pfipravena reakéni smés dle tabulky 8:

Tabulka 8: Reakéni smés pro reversni transkripci bunééné RNA (1)

Slozka Objem [pl]
izolovana bunéna RNA 20
zakotvené oligo(dT);g primery (50 pmol/ pul) 2
nahodné hexamerové primery (600 pmol/ ul) 2
,,PCR-grade water” (bez obsahu nukleas) 2

Reakéni smés byla nésledné zahtivana 5 minut pii 65 °C a poté ihned ulozena na led. Do

reakéni smési byly nasledné pfidany zbyvajici slozky (viz tabulka 9).
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Tabulka 9: Reakéni smés pro reversni transkripci bunééné RNA (2)

Slozka Objem [pl]
reakéni pufr ,, Transcriptor High Fidelity 8
Reverse Transcriptase”
inhibitor RNAs (4 U/ pul) 1
dNTP (jednotlivé 10 mM) 4
reversni transkriptasa (20 U/ ul) 1

Takto ptipravena reakéni smés byla v termocykleru (T-personal, Biometra) zahtivana nejdiive

10 minut pii 25 °C a poté 30 min pii 55 °C. Reakce byla ukoncena inaktivaci reversni

transkriptasy zahtatim reakéni smési na 85 °C po dobu 5 minut.

V druhém kroku byla provedena kvantitativni PCR (qPCR) dle instrukci ke kitu Fast Start

Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche Applied Science). Nejdiive byl pro kazdy

analyzovany gen pfipraven roztok s obsahem pftisluSnych primert (tabulka 10).

Tabulka 10: Slozeni reak¢ni smési pro kvantitativni PCR (1)

Slozka Objem [pl]
,forward primer* 0,6
,reverse primer® 0,6
,,PCR-grade water* 3.8

Dale byla pfipravena dal$i reakéni smés obsahujici cDNA ziskanou reversni transkripci a

fluorofor (tabulka 11).

Tabulka 11: Slozeni reak¢ni smési pro kvantitativni PCR (2)

Slozka Objem [pl]
,,Fast Start Universal SYBR Green Master* 10
templat cDNA 1
,,PCR-grade water* 4

Reakéni komponenty uvedené v tabulce 10 a 11 byly smichany dohromady a takto pfipravena

reakéni smés pro qPCR inkubovana dle rozpisu v tabulce 12:

Tabulka 12: Teplotni program pro kvantitativni PCR.

1. 50 °C 2 min

2. 95 °C 10 min

3. 95 °C 15s
>40x% | 62-64 °C 30s
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Pro analyzu genové exprese bylo vybrano 24 gen, jejichz jmenovity seznam s konkrétnimi

sekvencemi primert je uveden v tabulce 13. Jako referencni gen byl pouzit ACTB (B-aktin).

Mira exprese jednotlivych genti byla vypocitana metodou AACT, s normalizaci na expresi j3-

aktinu.

Tabulka 13: Sekvence primert pro jednotlivé geny kodujici vybrané proteiny typické pro B-bunky.

Gen Sekvence primeru Gen Sekvence primeru
INS1 F: CCCTAAGTGACCAGCTACAATCAT PDXI F: TTCCCGAATGGAACCGAGACT
R: CGGGACTTGGGTGTGTAGAAG R: TCCACTTCATGCGACGGTTT
INS2 F: AAGTGACCAGCTACAGTCGG TFAM | F: AGTACCCACGCGGCTTTCGTG
R: ACCTCCAGTGCCAAGGTCTG R: AAGCTCCCTCCACATGGCTGCAA
GCG F: AGACCGTTTACATCGTGGCT HK3 F: CCAAGGCCCTCAGGTAGCTTAGA
R: GGCAATGTTGTTCCGGTTCC R: CCCGTCAGTGTTACCCACAACA
GLUT? F: TTGAGACAACAACTCCGCAC ENOL F: GATAAGACCCGCTTCATGGGGAA
R: TGGAGCAATCTCGCCAATGT R: CAGCATGAGAACCGCCGTTGAT
GCK F: TGCCGAGATGCTCTTTGACTACA LDHA F: CCCTGAAGTCTCTGAACCCGCA
R: GGGTTCGCTGAGCTTTCATCC R: GAAATGGGATGCACCCGCCTAA
UCN3 F: CTAGAGCAAAGTCCTCTTACAGGGA EZH?2 F: CAGTTCGTGCCCTTGTGTGATA
R: CCCCGGTCGTTTTTGACCTT R: GGGTTGCATCCACCACAAAATC
PC2 F: GCTATGCGTCAAGCATGTGG CDKN24 | F: GTCGTGCGGTATTTGCGGTATC
R: CTCTCCTGGTTGCGTTGACT R: TCTCGCGTTGCCAGAAGTGAAG
PC1/3 F: CCTCCTAGCTCTAGTAAAGCAACC CCND3 | F: GCGCAACTGCAGCTTCTAGGTA
R: TGTTGTTCCGCCCATATCAC R: GCACAGAGGGCCAAAAAGGTCT
PAX6 F: GGTATCCCGGGACGTCAGTA CCNE2 | F: CTACGCTCCCAAGCTCCAAGAG
R: GCCCAACATGGAACCCGATG R: CAAAAGGCACCATCCAGTCTACAC
PAX4 F: CAATCGAGTCCTTCGGGCAC CDK6 F: CTTGGACGTCATCGGACTCCCA
R: GCCCACGCTGGAACTCTTTC R: TCAGGCTGTGTTCAGCTCCGAG
NKX22 F: ACCGAGGGCCTCCAATACTC CDK4 F: GTCTATGGTCTGGCCCGAAGCG
R: GGCACGTTTCATCTTGTAGCG R: TACACCGTCCCATAGGCACCGA
NeuroD F: GGCTCCAGGGTTATGAGATCG ACTB F: TATCGGCAATGAGCGGTTCC
R

R: GCCAAGCGCAGTGTCTCTAT

: TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC
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4 VYSLEDKY

4.1 Priprava DNA templatu pro syntézu mRNA

K ziskani DNA templatu pro in vitro (IVT) transkripci mRNA byl pouzit cirkularni plasmid
nesouci DNA konstrukt pro transkripéni faktor c-Myc. Soucasti tohoto kontruktu byla
restrikéni mista pro endonukleasy BamHI a HindIII, T7 promotor, 5" a 3" nepiekladané oblasti

(UTR), polyA a polyC sekvence.

BamHI HindIIl

T7promotor NS25TTR ~ eMye  INS23TTR polvA | pohyC

Obrazek 11: Schéma plasmidu obsahujiciho DNA templat pro pripravu mRNA kédujici c-Myec.
Velikost piekladané oblasti odpovida piiblizné 1500 bp (pary bazi). Velikost kodujici sekvence pro
c-Myc je 1323 bp.

Po Stépeni restrikénimi endonukleasami (RE) byl stépny produkt elektroforeticky separovan
pomoci TAE gelové elektroforézy (viz obr. 12). Jako marker molekulové velikosti DNA byl
pouzit GeneRuler DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

750
1000
1500 ¢
2000

3000

5000

Obrazek 12: Ovéreni ucinnosti St€peni plasmidu nesouciho sekvenci pro transkrip¢ni faktor
c-Myec. Ve sloupci vlevo se nachazi DNA marker molekulovych velikosti — v bp. V prostiednim

sloupci je kontrolni vzorek — cirkularni plasmid bez pfidani RE. Ve sloupci napravo se nachazi
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rozstépeny plasmid. Stdpny produkt o velikosti 1500 bp odpovida piedpokladané velikosti DNA

templatu.

Po izolaci z gelu byl stépny produkt amplifikovan pomoci PCR a v této findlni podob¢ dale
pouzivan jako DNA templéat pro in vitro syntézu mRNA.

4.2 In vitro syntéza mRNA kodujici transkrip¢ni faktor c-Myc

Ptiprava syntetické mRNA probihala dle komeréniho kitu (T7 mScript™ Standard mRNA,
CELLSCRIPT™) s nékolika modifikacemi. Pro zvyseni stability c-Myc-mRNA a uspé$nosti
jeji nasledné translace byly do reakéni smési pridany modifikované nukleotidy, které snizuji
imunitni odpovéd cilové bunky na cizorodou RNA. V tomto piipadé se jednalo
o methylcytidin  a methylpseudouridin. Dale byly testovany syntetické analogy
cepicky — standardné uzivand ARCA (,,anti reverse cap analogue™) a nové vyvinuty analog
CleanCap® (TriLink Biotechnologies). Pro ziskani maximalniho mnozstvi mRNA obsahujici
5’¢epicku bylo v ptipad¢ ptipravy ARCA-mRNA navic provedeno jesté c¢epickovani pomoci
specifickych enzym. Na 3° konec byla pomoci poly(A)polymerasy izolované ze
Saccharomyces cerevisiae zavedena poly(A) sekvence.

Takto piipravenda mRNA byla analyzovana pomoci kapildrni elektroforézy. Na
obrazku 13 (strana 50) je zobrazen elektroforeogram synteticky pfipravené mRNA pro c-Myc
v porovnani se vzorkem standardu (smés RNA o znamych velikostech). Z elektroforeogramu
je patrné, ze doSlo ksyntéze mRNA o vysoké Ccistot¢ s minimalnim mnozstvim
nespecifickych vedlejSich produktl. Nasledujici tabulka ¢. 14 uvadi koncentrace pfipravenych

mRNA, které byly stanoveny pomoci fluorimetru Qubit.

Tabulka 14: Koncentrace synteticky pfipravenych mRNA kédujicich c-Mye.

koncentrace
IVT mRNA
[ng/pl]
c-Myc ARCA mRNA 1100
c-Myc CleanCap mRNA 1400
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[FU] 4

200 Standard
| 500

25_ |

20 25

15
1000

2000
10

[Ful

1000 , c-Myc CleanCap mRNA

500

il c-Myc ARCA mRNA

600

500

300+
200+

100+

Obrazek 13: Elektroforeogram synteticky pripravenych mRNA pro c-Myc. Pro porovnani je
v horni ¢asti obrazku zobrazen elektroforeogram vzorku standardu — smés RNA o konkrétnich

velikostech (25 az 4000 bp). [FU]- relativni fluorescence, [s]- Cas
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4.2.1 Detekce proteinu c-Myc v disociovanych buiikach Langerhansovych
ostrivkii po transfekci c-Myc-mRNA

Pted transfekci bun¢k Langerhansovych ostrivka (LO) byly v kultivacni desti¢ce nejdiive
ponechany nartist HTB9 builkky odvozené z karcinomu mocového méchyie. Tyto buiky
produkuji znacné mnozstvi extracelularni matrix, kterd diky svému vysokému obsahu
proteoglykanti, glykoproteinti a kolagenu poskytuje buitkam LO optimalni ristové podminky.
Po vytvoieni konfluentni vrstvy HTB9 bunék byla provedena bunécna lyze a na takto
piipravenou extracelularni matrix byly aplikovany disociované LO. Pied transfekci
syntetickou mRNA byly disociované LO ponechany kultivovat 24 hodin.

Disociované LO byly transfekovany mnozstvim 100 ng c-Myc-mRNA na jamku
v 96-jamkové desticce. Jako transfekéni cCinidlo byl pouzit kationtovy liposom
Lipofectamine® MessengerMAX™. Po transfekci bungk c-Myc-mRNA byl v buiikich
pomoci imunoflorescencniho znaceni detekovan c-Myc na proteinové Urovni. Zaroven byla
sledovana stabilita proteinu c-Myc v buiikdch 24 hodin a 48 hodin po transfekci c-Myc-
mRNA (viz obr. 14, str. 52). U kontrolniho vzorku bunék (tj. bez pfidani IVT mRNA) nebyl
protein c-Myc detekovan v Zadném z uvedenych casovych intervalii. Déle byly testovany
2 syntetické mRNA pro c-Myc, které se vzéjemné liSily inkorporovanym analogem cepicky
(c-Myc ARCA mRNA/c-Myc CleanCap mRNA). Rovnéz byl sledovan vliv molekuly
CHIR99021, ktera by méla zvySovat stabilitu c-Myc. U vSech pouzZitych mRNA byla nejvyssi
mira exprese c-Myc sledovana 24 hodin po transfekci. Po 48 h bylo stopové mnozstvi c-Myc

detekovatelné pouze u vzorku, k némuz byl pfidan CHIR99021.
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Obrazek 14: Detekce proteinu c-Myc 24 h a 48 h po transfekci bunék c-Myc-mRNA. Buiky
disociovanych potkanich Langerhansovych ostrivkt byly transfekovany 100 ng IVT mRNA. Bunécna
jadra znacena modie, bunky pozitivni na insulin ¢ervené, bunky exprimujici c-Myc znaceny zelené.

Megiitko odpovida 200 um. Pozorovano na mikroskopu EVOS FL Auto (200x).
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4.2.2 Transfekce syntetické mRNA do potkanich bunék disociovanych
Langerhansovych ostruvki

c-Myc-mRNA byla transfekovana do bun¢k disociovanych potkanich LO. Na nasledujicich
snimcich (obr. 15 a 16) jsou zachyceny buiikky po uplynuti 50 hodin od transfekce.
K transfekci bunék byly pouzity 2 typy c-Myc-mRNA: 1) c-Myc-mRNA s inkorporovanym
analogem cepicky ARCA (obr. 15) 2) c-Myc-mRNA s analogem cepicky CleanCap (obr. 16,
str. 54). Byla sledovéna zavislost miry proliferace na mnozstvi pfidané mRNA. c-Myc-mRNA

byla k buitkam piidana v mnozstvi 0, 25, 50 a 100 ng na jamku obsahujici 150 pl media.

; L |
bez pFidini IVT mRNA 3 25 ng ¢ Myc ARCA mRNA
-serum

w *
P o

50 ng c-Myc ARCA mRNA :,' : " : 100 ng ¢ Myc ARCA mRNA

s o

%
Y

Obrazek 15: Transfekce bunék disociovanych LO pomoci c-Myc-mRNA se syntetickym
analogem cepicky ARCA. B-buniky byly detekovany primarni protilatkou proti insulinu (Cervene),
fedéni 1:400. Zelen€ jsou znaceny buiiky s inkorporovanym analogem deoxythymidinu - EAU, ktery
slouzi k prikazu bunécné proliferace. Bunecna jadra byla znacena DAPI (modfe). Métitko odpovida

200 um. Pozorovano na mikroskopu EVOS FL Auto (200x%).
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Obrazek 16: Transfekce disociovanych bunék LO pomoci c-Myc-mRNA se syntetickym
analogem ¢epicky CleanCap. B-buiiky byly detekovany primarni protilatkou proti insulinu (Cervené),
fedéni 1:400. Zelen€ jsou znaceny buiiky s inkorporovanym analogem deoxythymidinu - EAU, ktery
slouzi k prikazu bunécné proliferace. Bune¢na jadra byla znacena DAPI (modte). Méfitko odpovida

200 um. Pozorovano na mikroskopu EVOS FL Auto (200x%).

Z obrazkl 15 a 16 je patrné, Ze po transfekci obéma typy c-Myc mRNA doSlo k zvySeni
proliferace potkanich B-bunck a také, Ze pocet proliferujicich B-bun€k se s rostoucim
mnozstvim transfekované c-Myc mRNA zvySuje. Jako negativni kontrola slouzily
disociované buiikky LO bez pfidani c-Myc mRNA.

Déle byla sledovéna mira proliferace B-bunék po ptfidani CHIR99021, slouceniny, ktera by
méla zvySovat stabilitu proteinu c-Myc. Z obrazku 17 (str. 55) je patrné, Ze po ptidani
CHIR99021 dochéazi k dal§imu nartistu poctu proliferujicich bunék. Tento efekt je obzvlasté
patrny v ptipadé pouziti 100 ng CleanCap c-Myc-mRNA v kombinaci s CHIR99021.
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Obrazek 17: Ovlivnéni miry proliferace pankreatickych B-bunék po pridani CHIR99021
k c-Myc-mRNA béhem transfekce. B-buiiky byly detekovany primarni protilatkou proti insulinu
(Cervene), fedéni 1:400. Zelen€ jsou znaceny buiiky s inkorporovanym analogem deoxythymidinu -
EdU, ktery slouZzi k priikazu bunécné proliferace. Bunecna jadra byla znacena DAPI (modie). Métitko

odpovida 200 um. Pozorovano na mikroskopu EVOS FL Auto (200x).

Nasledujici graf (obr. 18, strana 56) detailnéji pfiblizuje zastoupeni proliferujich B-bun¢k ve
zkoumanych vzorcich disociovanych B-bunék LO. Osa zavisle proménné vyjadiuje pomér
bunék, u kterych doslo k inkorporaci EdU, analogu deoxythymidinu, a zdrovei jsou pozitivni na
insulin, ke vSem insulin-pozitivnim bunkam. Proliferujici bunky, které nesekretuji insulin,
nebyly do kvantifikace zahrnuty, nebot’ se jedna patrné o ostatni pankreatické endokrinni ¢i

neendokrinni bunky.
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Obrazek 18: Mira proliferace B-bunék po transfekci bunék disociovanych potkanich LO
synteticky pripravenymi mRNA pro c-Myc. ARCA a CleanCap — strukturné odliSené analogy
5"¢epiky. CHIR99021 — inhibitor kinasy GSK3, slou¢enina potencialné zvysujici stabilitu proteinu
c-Myc. EdU — analog deoxythymidinu - slouzi k prikazu replikace bunééné DNA. Hodnoty jsou

uvedeny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (n=3).

Z grafu je ziejmé, Ze mira proliferace B-bunck Uzce koreluje s mnozstvim transfekované
mRNA. Dile je patrné, ze c-Myc-mRNA s analogem ¢epic¢ky ARCA vykazuje v porovnani
s c-Myc-CleanCap-mRNA srovnatelnou ucinnost, co se ovlivnéni proliferace B-bunck tyce.
Pfidani slouceniny CHIR99021 podpofilo v zavislosti na koncentraci c-Myc mRNA dalsi

narust proliferujicich B-bunék v rozmezi 5-13 %.

4.2.3 Stanoveni genové exprese po transfekci bunék disociovanych LO
syntetickou c-Myc-mRNA

Po transfekci bun¢k c-Myc mRNA byla po 24, resp. 48 hodinach izolovana celkova bunécna
RNA. Pomoci metody kvantitativni PCR s reversni transkripci byla nasledn¢€ tato RNA
analyzovana. Provedend analyza genové exprese by méla bliZze objasnit molekularni pochody
odehravajici se v bufice po navyseni exprese c-Myc.

Celkem bylo analyzovano 24 geni a dle jejich funk¢nich vlastnosti je 1ze rozdélit na:
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e hormony (obr. 19)

e transkripcni faktory ovlivitujici expresi insulinu a dalSich gent dualezitych pro funkci

B-bungk (obr. 20, str. 58)

e geny dulezité pro funkei B-bunék (obr. 21, str. 59)

e regulatory bunééného cyklu (obr. 22, str. 60)

e geny indukované pomoci c-Myc spojené s glykolysou (obr. 23, str. 61)

e specifické transkripéni faktory a epigenetické regulatory (obr. 24, str. 62)

Genova exprese jednotlivych vzorki je vztazena ke kontrolnimu vzorku 24 hodin po nasazeni

bun¢k disociovanych LO. Mira exprese byla vypocitina metodou AACT, s normalizaci na

expresi B-aktinu.
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Obrazek 19: Stanoveni exprese hormontu a markeru zralosti f-bunék u bunék disociovanych

potkanich Langerhansovych ostriivki transfekovanych c-Myc-mRNA. K24 — kontrolni vzorek

bez transfekce c-Myc-mRNA, 24 hodin po ukonceni transfekce ostatnich vzorkl (exprese piislusného

genu u tohoto vzorku odpovida hodnoté 1). K48 - kontrolni vzorek bunék bez transfekce c-Myc-

mRNA, 48 hodin po transfekci. cM24 — vzorek transfekovany c-Myc-mRNA, 24 hodin po transfekci.

cM48 — vzorek transfekovany c-Myc-mRNA, 48 hodin po transfekci. /ns! - insulin I, /ns2 - insulin II,

Geg — glukagon, Ucn3 — urocortin 3. Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky primér + smérodatna

odchylka (n=3).



U genil kodujicich potkani insulin, glukagon a markeru zralosti B-bun¢k urocortin3 doslo po
24 hodinach od transfekce k velmi nizkému narGstu genové exprese. Vyraznéj$i zvySeni

exprese téchto genl bylo pozorovatelné az po 48 hodinach od transfekce ostriivkovych bunék

c-Myc-mRNA.
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Obrazek 20: Stanoveni exprese transkripcnich faktoru typickych pro p-buiiky u bunék
disociovanych potkanich Langerhansovych ostruvki transfekovanych c-Myc-mRNA. K24 —
kontrolni vzorek bez transfekce c-Myc-mRNA, 24 hodin po ukonceni transfekce ostatnich vzorki
(exprese piislusného genu u tohoto vzorku odpovida hodnoté 1). K48 - kontrolni vzorek bunek bez
transfekce c-Myc-mRNA, 48 hodin po transfekci. ctM24 — vzorek transfekovany c-Myc-mRNA, 24
hodin po transfekci. cM48 — vzorek transfekovany c-Myc-mRNA, 48 hodin po transfekci. Pdx],
NeuroD, Pax6, Nkx2.2 — transkripcni faktory. Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky primér #
smérodatna odchylka (n=3).

Transkripni faktory uvedené v grafu (obr. 20) se obecné podili na diferenciaci
pankreatickych endokrinnich buné€k, zrani B-bunck a také reguluji expresi insulinu a dalSich
genti dalezitych pro funkci B-bunék. Z vysledkii je patrné, Ze transfekce c-Myc-mRNA
vyvolala zvySeni exprese vSech detekovanych transkripénich faktorti. Zatimco v ptipad¢é Pdx1
a Nkx2.2 doslo k vyraznému nariistu exprese az 48 hodin po transfekci, u NeuroD byla vyssi

mira exprese prokazana jiz po 24 hodinach a s postupem casu doslo k jejimu castecnému
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poklesu. Mira exprese Pax6 byla oproti kontrolnimu vzorku rovnéz zvySena a ve sledovaném

éasovém useku se udrzovala na konstantni arovni.
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Obrazek 21: Stanoveni exprese genu dileZitych pro funkci p-bunék u bunék disociovanych
potkanich Langerhansovych ostrivki transfekovanych c-Myc-mRNA. K24 — kontrolni vzorek
bez transfekce c-Myc-mRNA, 24 hodin po ukonceni transfekce ostatnich vzorkt (exprese prislusného
genu u tohoto vzorku odpovidd hodnoté 1). K48 - kontrolni vzorek bunék bez transfekce c-Myc-
mRNA, 48 hodin po transfekci. cM24 — vzorek transfekovany c-Myc-mRNA, 24 hodin po transfekci.
cM48 — vzorek transfekovany c-Myc-mRNA, 48 hodin po transfekci. Glut2 — glukosovy transportér,
Gck — glukokinasa, Pcskl — proprotein konvertasa 1, Pcsk2 — proprotein konvertasa 2. Hodnoty jsou

uvedeny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (n=3).

Mira exprese genu pro GLUT2 byla po uplynuti 24 hodin od transfekce srovnatelna
s kontrolnim vzorkem, avSak po 48 hodinach byl sledovan prudky narGst exprese tohoto
glukosového transportéru. Exprese glukokinasy byla po transfekci c-Myc-mRNA rovnéz
mirn¢ zvysena a to jak 24 hodin, tak 48 hodin po transfekci. Dale byla sledovéna exprese
dvou genti kédujicich proprotein konvertasy, G€astnici se zpracovani proinsulinu na vysledny
insulin. Exprese Pcsk1 nebyla transfekci c-Myc-mRNA vyraznéji ovlivnéna. U Pcsk2 byl po

48 hodinach patrny prudky pokles exprese v porovnani s kontrolnim vzorkem.
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Obrazek 22: Stanoveni exprese regulatori bunécného cyklu u bunék disociovanych potkanich
Langerhansovych ostrivki transfekovanych c-Myc-mRNA. K24 — kontrolni vzorek bez transfekce
c-Myc-mRNA, 24 hodin po ukonceni transfekce ostatnich vzorkl (exprese piislusného genu u tohoto
vzorku odpovida hodnoté 1). K48 - kontrolni vzorek bun€k bez transfekce c-Myc-mRNA, 48 hodin po
transfekci. ctM24 — vzorek transfekovany c-Myc-mRNA, 24 hodin po transfekci. cM48 — vzorek
transfekovany c-Myc-mRNA, 48 hodin po transfekci. Cdk4 — cyklin-dependentni kinasa 4, Cdk6 —
cyklin-dependentni kinasa 6, Ccne2 — cyklin E2, Ccnd3 — cyklin D3. Hodnoty jsou uvedeny jako

aritmeticky pramer + smerodatna odchylka (n=3).

Oba geny pro cykliny E2 a D3 byly po transfekci c-Myc-mRNA exprimovany ve zvySené
mife. V piipadé€ cyklinu E2 se dokonce jednalo o Snasobny nariist oproti kontrolnimu vzorku
v ¢ase 24 hodin od transfekce. Po 48 hodinach byla jiz mira genové exprese cyklinu E2
srovnatelna s kontrolnim vzorkem. Ve zvySené mife byla exprimovana také CDK4, zatimco u

CDKG6 nedoslo k vyraznému ovlivnéni genové exprese.
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Obrazek 23: Stanoveni exprese enzymu ucastnicih se glykolysy u bunék disociovanych potkanich
Langerhansovych ostrivki transfekovanych c-Myc-mRNA. K24 — kontrolni vzorek bez transfekce
c-Myc-mRNA, 24 hodin po ukonéeni transfekce ostatnich vzorkl (exprese prislusného genu u tohoto
vzorku odpovida hodnoté 1). K48 - kontrolni vzorek bun€k bez transfekce c-Myc-mRNA, 48 hodin po
transfekci. ¢ctM24 — vzorek transfekovany c-Myc-mRNA, 24 hodin po transfekci. ¢cM48 — vzorek
transfekovany c-Myc-mRNA, 48 hodin po transfekci. Hk3 — hexokinasa 3, Ldha -
laktatdehydrogenasa A, Enol — enolasa 1. Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky primér *

smérodatna odchylka (n=3).

V transfekovanych buiikach byla po 48 hodinach zjisténa vyrazné vyssi exprese hexokinasy 3,

laktatdehydrogenasy A a enolasy 1, enzymi Gc¢astnicich se glykolysy.
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Obrazek 24: Stanoveni exprese dalSich transkripénich faktori a geni regulujicich bunécny
cyklus u bunék disociovanych potkanich Langerhansovych ostrivki transfekovanych c-Myc-
mRNA. K24 — kontrolni vzorek bez transfekce c-Myc-mRNA, 24 hodin po ukonceni transfekce
ostatnich vzorkll (exprese prislusného genu u tohoto vzorku odpovida hodnoté 1). K48 - kontrolni
vzorek bunék bez transfekce c-Myc-mRNA, 48 hodin po transfekci. ctM24 — vzorek transfekovany c-
Myc-mRNA, 24 hodin po transfekci. cM48 — vzorek transfekovany c-Myc-mRNA, 48 hodin po
transfekci. Pax4 — transkripéni faktor, Tfam — mitochondrialni transkripéni faktor A, Cdkn2a —
inhibitor cyklin-dependentni kinasy 4, EZH2 — ,,enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2.

Hodnoty jsou uvedeny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka (n=3).

Transkripcni faktor Pax4 ovliviiuje diferenciaci pankreatickych B-bunék a rovnéz vykazuje
protektivni efekt pted apoptosou zpiisobenou stresovymi vlivy. Exprese Pax4 se 24 hodin po
transfekci c-Myc-mRNA vyraznéji nezménila, zvySeni miry genové exprese bylo patrné az 48
hodin po transfekci. Transkripéni faktor A (Tfam) se podili na replikaci mitochondrialni
DNA. Vyssi mira exprese Tfam byla detekovana 24 hodin po transfekci a s postupem casu
doslo k jejimu ¢asteénému poklesu. U tumor-supresorového genu Cdkn2a, inhibitoru CDK4,
byl sledovéan postupny nartist genové exprese s Casem. ZvySena exprese EZH2, transkripéniho
represoru inhibitortd bunécného cyklu, byla detekovana pouze 24 hodin po transfekci buné¢k c-

Myc-mRNA. Po 48 hodinach byla jiz mira exprese srovnatelna s kontrolnim vzorkem.
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S DISKUSE

Diabetes mellitus je onemocnéni, které v soucasné dob¢ celosvétové postihuje témér pul
miliardy lidi (Piemonte, 2019). Jedna se o chronické metabolické onemocnéni, pti kterém
organismus neni schopen optimalné regulovat hladinu glukosy v krvi. Pfiblizné¢ 10%
diabetiki trpi tzv. diabetem mellitus 1. typu (T1DM), autoimunitnim onemocnéni, pii kterém
dochazi k zaniku témét vSech insulin produkujicich B-bunck. Diabetes 2. typu (T2DM) je
spojen s tzv. insulinovou rezistenci, stavem, kdy pB-bunky sice produkuji insulin, ale z ddvodu
nedostatecného presunu glukosy do cilovych tkani nedochazi k normalizaci glykémie. Oba
uvedené typy jsou spojeny se ztratou funkcnosti B-bunék a jejich naslednym ubytkem. T2DM
je do urit¢é miry mozné 1éCit upravou zivotospravy, TIDM je v souCasnosti stale
nevylécCitelny. Pfedmétem soucasného vyzkumu je proto hledani efektivnich zplsobt
regenerace B-bunék.

Jednim z moznych zpisobl regenerace pankreatickych B-bunék je stimulace jejich
proliferace.  Posledni pfiblizn¢ dvé desetileti jsou hledany zpisoby, jak manipulaci
s molekulami, které tidi bunécny cyklus B-bunék, stimulovat jejich proliferaci. Ve studiich
(Dunlop et al., 1996; Rane et al., 1999; Tsutsui et al., 1999; Cozar-Castellano et al., 2004)
byla pomoci adenovirovych nosi¢li navozena vys§i mira exprese cyklini a cyklin-
dependentnich kinas, klicovych aktivatord bunécného cyklu, coz vedlo ke zvysené proliferaci
jak potkanich, tak 1 lidskych B-bunék.

Jednim z kli¢ovych regulatorti bunéného déleni je onkoprotein c-Myc, exprimovany
témet vSemi typy bunék. Kromé proliferacnich ucinki vSak vykazuje c-Myc i schopnost
navodit dediferenciaci buiiky, ptipadné az apoptosu (Prendergast, 1999). Prace (Karslioglu et
al., 2011) sledovala vliv proteinu c-Myc pifimo na proliferaci izolovanych potkanich
a lidskych B-bunék. Studie zdlraziuje Uzky vztah mezi koncentraci exprimovaného proteinu
c-Myc a jeho biologickymi uc€inky. Pfi mirném navyseni exprese c-Myc dochazi prokazatelné
k proliferaci B-bunck, aniz by doslo k jejich dediferenciaci nebo apoptose. Dediferenciacni
a apoptické ucinky vykazuje c-Myc az pti piekroceni priblizn€ 150ndsobku mnozstvi proteinu
exprimovaného za fyziologického stavu.

V dostupnych studiich byly pro genovy pfenos vétSinou pouzity adenovirové nosice.
Ackoliv ma tento zplsob nezpochybnitelné vyhody, poji se s nim i zna¢na rizika. Tyto nosice
genetické informace dobfe prostupuji bunéfnou membranou a zajiStuji vysokou expresi
genetické informace po relativné dlouhou dobu. Nevyhodou je potencidlni riziko integrace

virové DNA do genomu cilové buiiky (Mitani a Kubo, 2002). Navic konkrétné u B-bunck pfi
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pouziti virovych nosi¢li prudce vzrista riziko apoptosy (Karsioglu et al., 2011). B-bunky totiz
vykazuji ve srovnani s jinymi druhy bun¢k zvySenou citlivost na virové infekce. Nasledkem
infekce pak mulze dojit k utlumeni proteosyntézy, rozvoji zanétlivé reakce vedouci
potencialn¢ az apoptose (Beeck a Eizirik, 2016).

Z tohoto divodu byla v této praci ovéfena moznost pouziti synteticky piipravené
mRNA pro expresi transkripéniho faktoru c-Myc. Syntetickd mRNA je nachylna k degradaci
jak extracelularnimi RNAsami, tak imunitnim systémem cilové buiiky. Z tohoto diivodu byla
za ucelem zvySeni jeji stability struktura IVT mRNA modifikovana. Béhem in vitro
transkripce byl na 5° konec mRNA zaveden synteticky analog cepicky. Byly pfipraveny 2
frakce mRNA, které se vzajemné liSily typem syntetické Cepicky. ARCA (anti-reverse cap
analog) je standardné pouzivana cepicka, kterd svou strukturou odpovida nejjednodussimu
typu 0. Udava se, Ze pii pouziti tohoto analogu obsahuje cepicku asi 70 % vysledného
transkriptu. Maximalniho poctu transkriptu c-Myc mRNA s inkorporovanou 5 ¢epic¢kou bylo
dosazeno ptidatnym krokem enzymatického Cepickovani béhem syntézy ARCA-mRNA. Déle
byl testovan nové vyvinuty analog CleanCap® (TriLink Biotechnologies), u kterého by méla
efektivita cepickovani dosahovat 90-99 %. Navic tento analog svou strukturou odpovida
cepiCece typu 1, kterd je pfirozené zastoupena u mRNA vysSich eukaryot a je v men§i mife
rozpoznavana mechanismy nespecifické imunity (Shin et al., 2018). V ptipad¢, ze by nektera
vldkna mRNA neobsahovala na 5’konci cCepiCku, byly tyto volné fosfatové skupiny
odstranény antarktickou fosfatasou. Na 3" konec byl poly(A) polymerasou izolované ze
Saccharomyces cerevisiae zaveden poly(A) konec. Do celé sekvence syntetické mRNA byly
inkorporovany modifikované nukleotidy, konkrétné¢ 5’-methylcytidin a methylpseudouridin
v poméru 1:3 k pfirozenym nukleotidim. Diky pouziti uvedenych zpisobt pfipravy byla
ziskana syntetickd mRNA, kterd vyrazné sniZuje aktivaci nespecifické imunitni odpovédi
v transfekovanych buiikach, coZ zlepSuje jeji stabilitu a zvySuje miru translace (Kariko et al.,
2005).

Ptipravend mRNA byla analyzovdna pomoci kapilarni elektroforézy. Ze ziskaného
elektroforeogramu je patrné, Ze byla pfipravena mRNA o vysoké Cistot¢ bez vyraznych
pfimési nespecifickych produkt. Ziskanad informace o velikosti pfipravené mRNA vSak
neodpovida predpokladané velikosti, jakou by méla IVT mRNA ziskand ptepisem pouZitého
DNA templatu teoreticky mit. Jednou z moznych pfiCin je relativné vysoké zastoupeni
modifikovanych nukleotidii, které vykazuji v porovnani s pfirozenymi nukleotidy rozdilnou
migraci v elektrickém poli. Rovnéz miize byt ucinnost elektroforetické separace ovlivnéna

pritomnosti sekundarnich struktur RNA, které vznikaji jako vedlejsi produkt béhem in vitro
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transkripce. Piesnéjsi informaci o velikosti a konkrétni struktuie by mohla potencialné
poskytnout metoda Northern Blot. I ptfes drobné nesrovnalosti ve velikosti se vSak pfipravena
mRNA jevi jako plné funkéni, nebot’ po jeji nasledné transfekei do bunék bylo mozné pomoci
primarni protilatky detekovat protein c-Myc (viz déle).

Ptfipravena mRNA byla transfekovana do bunck disociovanych potkanich
Langerhansovych ostriivkll. Byla sledovana zavislost mezi mnozstvim transfekované mRNA
a mirou proliferace potkanich B-bunck. Buiiky byly transfekovany mnozstvim 0, 25, 50 a 100
ng mRNA na jamku (150 pl). Ve vSech ptipadech byl s rostouci koncentraci transfekované
mRNA pozorovéan nariist poc¢tu proliferujich B-bunék. Vyrazné rozdily v poctu proliferujich
B-bun¢k mezi vzorky transfekovanych IVT mRNA opattenou Cepickou ARCA a mRNA
s ¢epickou CleanCap nebyly pozorovany. Vysvétleni tkvi patrn€ ve zplisobu ptipravy téchto
mRNA. V pribéhu syntézy mRNA obsahujici ARCA analog bylo navic provedeno jesté
enzymatické Cepi¢kovani, zatimco pii ptipravé mRNA s ¢epickou CleanCap byl jiz tento krok
vynechan. Pouziti analogu CleanCap by tedy mohlo proces in vitro transkripce vyznamné
zjednodusit i pfi zachovani stejné efektivity jako v ptipadé kombinace syntetického analogu
ARCA a enzymatického ¢epickovani.

Nejvyssi pocet proliferujicich B-bunék byl zaznamenin u vzorkl transfekovanych
100 ng mRNA/jamku, kde se proliferacni index pohyboval okolo 65 %. Dle v soucasnosti
dostupnych zdroji se mira uméle navozené proliferace potkanich B-bun€k pohybuje
maximalné mezi 20-25 % (Karslioglu et al., 2011). Pfi¢inou tohoto vyrazného naristu je
patrné kratkodoba a velmi vysokd mira exprese c-Myc pii pouziti syntetické mRNA kodujici
tento protein (Magadum et al., 2019).

Dale bylo sledovano potencidlni ovlivnéni proliferace B-bunék po pfidani slouceniny
CHIR99021 béhem transfekce IVT mRNA. CHIR99021 je v soucasné dob& povaZovan za
nejucinnéjsi inhibitor molekuly GSK3f (kinasa glykogensythasy 3) (Cohen a Goedert, 2014).
Tato kinasa fosforyluje kromé celé fady jinych substrati 1 c-Myc a tim ho inaktivuje (Jope a
Johnson, 2004). Ptridavek CHIR99021 k IVT mRNA zpusobil ve srovnani s transfekci
samotnou mRNA nartst poctu proliferujich B-bunék o dalSich 5-13 %.

Pomémé piekvapivé bylo zjisténi, Ze i1 B-bunky bez pfidané mRNA pro c-Myc
vykazovaly relativné vysokou miru proliferace — v priméru okolo 20 %. Tento jev bude
patrn€ souviset s v€kem experimentéalnich potkanl, z nichZ byly Langerhansovy ostrivky
izolovany. Dle (Finegood et al., 1995) je u potkanich mléd’at, ve srovnani s dospélymi jedinci,
detekovéana vyrazné vyssi mira proliferace B-bun€k. U mlad’at dosahuje az 20%, zatimco u

dospélych jedinct jsou to pouhd 2 %. S rostoucim vékem totiz dochdzi k aktivaci exprese
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modifikacemi. V ptipad¢ B-bunék ziskanych od potkanii starych 6 mésici se jiz mira
ptirozené proliferace pohybovala na hranici 2 % (data neuvedena), coz je v souladu s vySe
uvedenymi studiemi. Alternativnim vysvétlenim mize byt i zplsob kultivace izolovanych
potkanich buné€k, kdy kultiva¢ni podminky (napf. pouziti extracelularni matrix) nejsou zcela
totozné se situaci in vivo.

c-Myc je klinicky vyznamny onkoprotein, udava se, ze jeho zvysena exprese provazi
vyskyt az 40 % nadort (Miller et al., 2012). c-Myc ovliviiuje fadu navzdjem tzce spjatych
bunécnych déjt, proto je regulace jeho exprese ptisn¢ koordinovany proces. Nabizi se proto
otazka, zda navozeni proliferace B-bunck v takovéto mife nemulze potencidlné vést
k nddorovému bujeni. Ve studiich, kde byly pro expresi c-Myc pouzity adenovirové nosice
(Cheung et al., 2010) nebo transgenni mysi (Laybutt et al., 2002) vyustila snaha o navozeni
proliferace B-bunck ve vétsin€ piipadii v apoptosu, rozvoj tumoru nebo diabetes. Nevyhodou
pouziti adenovirovych nosicli pro navozeni umélé exprese c-Myc je nasledna dlouhodoba a
pomérné vysokd mira exprese tohoto proteinu v cilové buiice. Vyhodou pienosu genetické
informace ve formé mRNA je skutecnost, Ze po translaci proteinu v cytoplasmé je mRNA po
urcité dobé degradovana. Z tohoto divodu nedochazi ke dlouhodobé expresi proteinu, coz
bylo v ramci této prace ovéreno imunofluorecen¢nim prikazem c-Myc na proteinové Grovni.
c-Myc byl detekovan v relativné vysokém mnozZstvi 24 hodin po transfekci bunck, po uplynuti
48 hodin jiz nebyla jeho exprese ve zvySené mife prokdzana. Dale je tfeba brat v potaz, ze
deregulace bunééného cyklu spojend s rozvojem nadorového bujeni je proces ovlivnény celou
fadou faktora (Miller et al., 2012).

Jak jiZz bylo nékolikrdt zminéno, c-Myc ovliviiuje kromé proliferace 1 celou fadu
dalSich bun&tnych pochodii. Pro detailnéjsi pfibliZzeni téchto mechanismii byla stanovovana
exprese vybranych genli. Bylo potvrzeno, ze c-Myc indukuje expresi regulatori bunééného
cyklu, predev§im molekul, které smétuji bunku z G; do S faze (Karslioglu et al., 2011).
Konkrétné se jednalo o CDK4, cyklin D3 a cyklin E2, u nichz byla zjisténa zvySena exprese
po 24 hodinéch od transfekce c-Myc mRNA. U CDK®6 byla naopak v ¢ase 24 1 48 hodin po
transfekci c-Myc-mRNA mira exprese srovnatelnd s kontrolnim vzorkem. Rovnéz byla
zjisténa zvysend exprese CDKN2A, tumor-supresorového genu kodujiciho inhibitor p16™K44,
Mira exprese tohoto genu byla nejvyssi po uplynuti 48 hodin od transfekce, coz lze vysvétlit
jako kompenzacni mechanismus reagujici na zvySenou expresi pro-mitotickych faktora

bezprostiedné po transfekci bun¢k c-Myc-mRNA.
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c-Myc dale indukuje expresi enzymt UcCastnicich se glykolysy. Tento jev souvisi s tzv.
Warburgovym efektem, stavem, kdy nadorové bunky z diivodu vyssich energetickych naroki
ve vysoké mife metabolizuji glukosu. Nadorové buiiky jsou schopny metabolizovat glukosu
1 za anaerobnich podminek prostfednictvim glykolysy a enzymu laktatdehydrogenasy (Miller
et al, 2012). U B-bunék je z divodu zajisténi efektivni citlivosti na extracelularni koncentraci
glukosy vyrazné utlumena exprese nékterych glykolytickych enzymii (Sekine et al., 1994).
Konkrétné se jednd napiiklad o hexokinasu 3 nebo laktdtdehydrogenasu A (LDHA). Bylo
prokédzéano, ze akutni navySeni exprese LDHA muze u f—bunék potencialné vést k poruseni
glukosou stimulované sekrece insulinu (Ainscow et al., 2000). Pravé schopnost sekrece
adekvatniho mnozstvi insulinu v zavisloti na aktudlni koncentraci glukosy je znakem zralych,
pln¢ funkcénich B-bunék. Studie (Puri et al., 2018) uvadi, ze B-bunky, u nichz byla
stimulovana proliferace in vitro, vykazuji nezraly fenotyp spojeny mimojiné prave
s nekontrolovanou sekreci insulinu. V této praci byla zjiSténa vyssi mira exprese jak obou
potkanich genti pro insulin, tak pravé hexokinasy 3 a LDHA. Z uvedenych divodu by proto
bylo v ramci dal$iho vyzkumu vhodné sledovat, zda zvysend proliferaci f-bunék navozena
pomoci c-Myc skute¢né vede v podminkach in vivo k normalizaci glykémie.

Jednim z dalSich markeri zralosti B-bunék je peptid urocortin3 (Ucn3) (Blum et al.,
2012). Zvysena exprese genu pro Ucn3 byla pozorovéana po uplynuti 48 hodin od transfekce
buné¢k c-Myc mRNA, coZ patrné souvisi pravé s procesem postupného dozravani bunék po
prodélaném bunécném déleni. Dale byla sledovéna exprese geni dileZitych pro tvorbu
funkéniho insulinu. Konkrétné se jedna o prohormon konvertasu 2 (Pc2) a prohormon
konvertasu 1 (Pc1/3). Po 48 hodinach byl zaznamenan pokles exprese Pc2, zatimco v piipadé
Pc1/3 nebyla exprese vyrazné ovlivnéna. Toto zjisténi odpovida vysledkim prace (Puri et al.,
2018), kde bylo prokazano, ze proliferujici B-bunky vykazuji do jisté miry nezraly fenotyp.
Pravé diky niZsi expresi uvedenych hormont 1ze u nezralych pB-bunék sledovat nahromadéna
granula proinsulinu (Furuta et al., 1998).

Jak jiz bylo zminéno vySe, v ramci analyzy genové exprese byl v priibé¢hu 48 hodin od
transfekce pozorovan kontinudlni néarast exprese gentl /ns/ a Ins2 kodujicich potkani insulin.
Exprese insulinu je na transkripéni tirovni regulovéana transkripénimi faktory Pdx-1, NeuroD,
Nkx2.2 a Pax6 (Fu et al., 2013). Vyssi mira exprese genu pro insulin tak mize byt zptisobena
praveé narastem genové exprese uvedenych transkripcénich faktort.

Po 48 hodinach od transfekce c-Myc mRNA byl sledovan vyrazny narist exprese genu pro

transkripcni faktor Pax4. Kratkodove zvySena exprese Pax4 prokazatelné stimuluje proliferaci
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B-bunék a rovnéz vykazuje protektivni efekt pfed apoptosou zpiisobenou stresovymi vlivy.
V piipadé¢ trvale zvySené exprese ma vSak dediferenciacni ucinky (Lorenzo et al., 2015).

Jednim z dalSich prokdzanych ucinkli c-Myc je schopnost stimulace exprese
mitochondrialnich genti (Li et al., 2005). V této diplomové praci byla v ramci analyzy genové
exprese sledovana exprese konkrétné mitochondrialniho transkripéniho faktoru A (Tfam),
ktery se podili na replikaci mitochondridlni DNA. Bylo zjisténo, Ze po transfekci bunék
c-Myc-mRNA byla mira exprese Tfam zvysena.

Jedna zteorii, pro¢ starnouci B-buiiky proliferuji v téméei zanedbatelné mife, je
zvysena koncentrace inhibitord bunécného cyklu. V této spojitosti byl v ivodu této prace
zminén protein EZH2, ktery pomoci epigenetickych mechanismi potlacuje expresi nekterych
inhibitort bunééného cyklu a je ve zvySené mife pfitomen u nezralych proliferujicich
B-bunck. V rdmci analyzy genové exprese byl po 24 hodinach od transfekce pozorovan az
Snasobny narist EZH2 oproti kontrolnimu vzorku. Tato skute¢nost miize Castecné vysvétlit
vy$$i miru proliferace u bunék transfekovanych c-Myc-mRNA.

Vzhledem k pomérné detailné¢ popsanému a Sirokému spektru cilovych ucinkl se
transkripéni faktor c-Myc jevi jako vhodny prosttedek pro stimulaci proliferace
pankreatickych B-bunck . Terapie zaloZend na synteticky pfipravené mRNA se v soucasné
dob¢ dostava stale vice do popfedi zajmu a své uplatnéni nalezla jiz v fadé preklinickych
a klinickych studiich. Z uvedenych divoda se indukce proliferace pankreatickych B-bunék

pomoci c-Myc IVT mRNA jevi jako mimotadné slibnd moZnost, jak zajistit regeneraci
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SOUHRN

e metodou in vitro transkripce byla ptipravena syntetickd mRNA kodujici transkripcni
faktor c-Myc

e po transfekci c-Myc-mRNA do bunék disociovanych potkanich Langerhansovych
ostruvkul byla v buiikach detekovana vysoka mira exprese c-Myc na proteinové trovni

e transfekce c-Myc-mRNA do bun¢k potkanich Langerhansovych ostrivkii zpiisobila
prokazatelny nariist poCtu proliferujicich B-bunék. Mira proliferace se pohybovala
mezi 35-70 % v zavislosti na koncentraci pouZzité c-Myc-mRNA.

e bylo zjisténo, Ze pfidani slouceniny CHIR99021, inhibitoru GSK3p, zvySuje pocet
proliferujich B-buné€k o dalSich 5-13 %

e analyzou genové exprese byla v bunkach transfekovanych c-Myc-mRNA prokazana
vys$s$i mira exprese genu regulatori bunécného déleni; dale genti kodujicich nékteré
pankreatické hormony; gent transkripcnich faktorti ovliviiujicich expresi insulinu

a genl koédujicich enzymy metabolismus glukosy
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