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Abstrakt

Mukopolysacharidosy jsou skupinou nemoci, které patfi mezi lysosomdlni
sttadavd onemocnéni. Jedna se o vzacné monogenni multisystémové poruchy, jejichz
spolecnym znakem je mutace genu, kterd vede k deficitu lysosomalniho enzymu
ucastniciho se degradace glykosaminoglykant. Nedegradované glykosaminoglykany se
pak akumuluji v tkénich a organech, kde zpiisobuji progresivni poskozeni.

U vétSiny mukopolysacharidos neni dostupny u¢inny zptsob 1écby, navic je jejich
vyzkum komplikovan nizkym vyskytem v populaci a typem postihovanych tkani.
Zviteci modely téchto lidskych onemocnéni se vyuzivaji pro studium ucinnosti novych
terapeutickych pfistupli, maji vSak fadu omezeni piedevsim kvili mezidruhovym
rozdiliim v patogenezi a katabolickych drahach akumulovanych substratl, proto jsou
v mnoha ohledech zastupovany lidskymi bunéénymi modely.

V této praci je popsan vyvoj bunécnych modell Etyt typti mukopolysacharidos
(MPS IID, MPS IVA, MPS IVB, MPS VI). Inaktivace genii souvisejicich s témito
onemocnénimi (GNS, GALNS, GLBI, ARSB) bylo dosazeno technologii CRISPR/Cas9,
pfi které jsou plasmidy obsahujici specifické inserty dopraveny elektroporaci do
lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k (iPSC).

Izolované klony pfedstavujici iPSC modely zminénych onemocnéni byly
charakterizovany Sangerovou sekvenacni metodou, testovdnim enzymatickych aktivit
a detekci vybranych znakt pluripotence.

Chondrogenni diferenciace charakterizovanych 1PSC umoZiiuje porovnani
fenotypi modelovanych  mukopolysacharidos a detekci miry akumulace
glykosaminoglykanid v jednom z bunéénych typl, které tato onemocnéni postihuji
nejvice.

Takto pfipravené bunéné modely mukopolysacharidos ptedstavuji slibny néstroj
pro jejich studium patogeneze specifického tkanového poSkozeni a testovani i€innosti

novych terapeutickych ptistupti.

Klicova slova

Bunéény model, CRISPR/Cas9, chondrogenni diferenciace, glykosaminoglykany,
inaktivace genu, indukované pluripotentni kmenové buiky, lysosomalni stiadava

onemocnéni, MPS IIID, MPS IVA, MPS IVB, MPS VI, mukopolysacharidosy



Abstract

Mucopolysaccharidoses are a group of diseases that belong to lysosomal storage
disorders. A common sign of these monogenic multisystem diseases is a gene mutation
leading to a deficiency of the lysosomal enzyme participating in glycosaminoglycan
degradation. It results to their accumulation in the tissues and organs, where they cause
a progressive damage.

There is no efficient treatment available for most mucopolysaccharidoses.
Moreover, the research is complicated because of the low prevalence and type of
affected tissues. Animal models of these human diseases are used for an evaluation of
newly developed therapeutic approaches. However, they also have many limitations due
to the different pathogenesis and catabolic pathways of the accumulated substrates
between humans and animals. Therefore, animal models are replaced by human cell
models.

In this thesis, the development of four mucopolysaccharidoses human cell models
is reported (MPS IIID, MPS IVA, MPS IVB, MPS VI). Corresponding genes (GNS,
GALNS, GLBI, ARSB) were inactivated using CRISPR/Cas9 technology, where
plasmids containing specific inserts are delivered to the target human induced
pluripotent stem cells (iPSC), using electroporation.

Isolated clones, which represent iPSC disease models, were characterized by
Sanger sequencing, enzyme assays and staining of some pluripotent markers.

Chondrogenic differentiation of characterized iPSC allows phenotype comparison
of the mucopolysaccharidoses and detection of glycosaminoglycan accumulation in one
of the cell types most affected by mucopolysaccharidoses.

Thus, prepared human cell models of mucopolysaccharidoses represent
a promising tool for understanding the disease pathogenesis of specific tissue damage

and the study of new therapeutic approaches.

Key words

Cell model, CRISPR/Cas9, chondrogenic differentiation, gene inactivation,
glycosaminoglycans, induced pluripotent stem cells, lysosomal storage disorders, MPS

11D, MPS IVA, MPS IVB, MPS VI, mucopolysaccharidoses
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1 Uvop

1.1 Endosomalné-lysosomalni systém

Endosomalné-lysosomalni systém (ELS) ptedstavuje jednu ze zakladnich
metabolickych regulaénich siti eukaryotickych bungk'. Jedna se o dynamicky nékolika-
stupiiovy cytoplasmaticky kompartment, jehoz zakladem je lysosom a souvisejici
transportni vagky (tzv. vezikuly)’.

Vezikuly zprostiedkovavaji staly intracelularni pfenos materialu, a tim zajistuji
vzajemnou komunikaci mezi membranovymi kompartmenty bunky i mimobunéénym

prostorem’. Souéésti ELS jsou také réizné typy endosomi ucastnici se transportu latek

do lysosomu (Obr. 1.1).
Iysosom plasmaticka
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Obr. 1.1 Vezikularni transportni drahy mezi membranovymi kompartmenty buriky

. Vv g 3
a mimobunécnym prostorem’.

1.1.1 Lysosom a jeho role v endosomalne-lysosomalnim systemu

Lysosom je organela pfitomné ve vétSin€ eukaryotickych bunék. V bunikach savci
kolisa velikost lysosomll mezi 100—1500 nm, zatimco jejich pocet ptipadajici na jednu
buiiku se pohybuje od desitek do stovek. Tyto lysosomalni parametry se meéni

;. . cve - 4
v zavislosti na dostupnosti Zivin™.
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Lysosomy jsou vacky ohrani¢ené jednoduchou membranou. V lumenu lysosomt
se nachazi hydrolytické enzymy s kyselym pH optimem (pH~=15), které je uvniti
lysosomu udrzovano pomoci H-ATPas a chloridovych kanaléi v membrang™*,

Membrana lysosomu oddéluje obsah lumenu od cytosolu, ¢imz chrani zbytek
buniky pied destrukénimi ucinky lysosomalnich enzymi. Pii jejich transportu nebo
v ptipad¢ poskozeni lysosomalni membrany zajistuje bezpecnost rozdilné pH optimum
téchto hydrolas a pH cytosolu (pH = 7,2). Dalsi funkce lysosomalni membrany prameni
z jejiho unikatniho slozeni’. Obsah vice nez 50 typti membranovych proteint zajistuje
specificky transport latek, ochranu membrany pied lysosomalnimi proteasami 1 sniméni
dostupnosti zivin ovliviiujici velikost, pocet a aktivitu lysosomt®.

Lysosom, jakozto centrum vnitrobunécného traveni, se velkou mérou podili na
udrzeni metabolické homeostasy buitky'. Jeho hlavni funkci je degradace
makromolekul (napf. proteind, sacharidd, lipidii, DNA) pochazejicich z obnovovanych
soucasti bunky, poskozenych organel aj. intracelularnich i extracelularnich materiald.
Timto lysosom zajiStuje recyklaci molekularnich prekurzorti a zabranuje hromadéni
nepotiebnych metaboliti™”.

Specializované hydrolytické enzymy i membranové proteiny lysosomu jsou
syntetizovany transkripci ptislusnych genl v jadfe, translaci mRNA transkriptu na
ribozomech asociovanych s endoplasmatickym retikulem. Kone¢nou podobu ziskavaji
post-translaénimi modifikacemi v endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu, kde
jsou mj. oznaceny specifickou glykosylovou skupinou (napf. mannosa-6-fosfat), ktera
umoziuje jejich rozpozndvani pfisluSnymi receptory. Nasledné jsou prostfednictvim
transportnich vacki a pozdnich endosomi preneseny do lysosomu’.

Transkripce genii lysosomdlnich proteinti i mnoha dalSich komponenti ELS je
regulovdna predev§Sim pfitomnosti charakteristickych palindromickych sekvenci
(CLEAR, element koordinované lysosomalni exprese a regulace) a hlavnim

transkripénim faktorem EB (TFEB)®.

1.1.2  Transport latek do endosomalne-lysosomalniho systému

Materialy, urcené k degradaci v lysosomech, jsou dle svého pivodu dodavany do
lysosomtl (resp. ELS) tfemi riznymi mechanismy: autofagii, fagocytosou a endocytosou

(Obr. 1.2, str. 14).
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Autofagie

Autofagie je zpusob, kterym jsou do lysosomi doddvany materialy
intracelularniho pivodu. Slouzi k odbourdvani poskozenych nebo starych casti té
bunky, ve které se degradace odehrava. Jedna se o neustale probihajici proces, jehoz
intenzita maze rist vlivem stresovych podminek (napf. bun&tné hladovéni)®. Dle
zpusobu transportu substratu do lysosomu Ize autofagii rozd€lit na tii typy:
mikroautofagie, chaperony zprosttedkovana autofagie (CMA, chaperone-mediated
autophagy) a makroautofagie.

Pfi mikroautofagii dochazi k pfenosu cytosolického materidlu vchlipenim
lysosomalni membrany za vzniku intralysosomalnich vezikul.

Prostiednictvim CMA jsou transportovany rozpustné proteiny, které jsou opatieny
signalizaéni sekvenci (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) umoziujici vazbu cytosolického
chaperonu a ten spole¢né s ko-chaperony nasledné umozni rozbaleni a translokaci
protein pies lysosomalni membrénu prostiednictvim lysosomalniho membranového
proteinu typu 2A (LAMP2A, lysosome-associated membrane protein type 2A).

Makroautofagie je vezikuly zprosttedkovany degrada¢ni mechanismus, pfi némz
je cytosolicky materidl nejprve selektivné rozpoznan (napt. komplexy chaperoni,
proteiny teplotniho Soku, ubiquitinem), a poté je uzavien do dvojité membrany za
vzniku autofagosomd, které néasledné splyvaji s lysosomy3. Makroautofagii mohou byt

v bunice degradovany celé organely jako napt. mitochondrie.

Endocytosa

Endocytosa je proces, pti kterém je pfenesen extracelularni materidl do bunky
obklopenim ¢asti bunééné membrany a naslednym odSkrcenim za vzniku
intracelularniho vacku.

Klathrin-dependentni endocytosa je typem endocytosy zprosttedkované receptory
a pfedstavuje dominantni zplsob pifjmu extraceluldrniho materidlu, jehoz cilovym
urcenim je lysosom (resp. ELS). Pfi vazbé ligandu na pfislusny receptor v plazmatické
membrané dochazi k vchlipeni Casti plazmatické membrany, na jejiz cytosolické strané
se vytvoii specificky proteinovy plast. Pti nasledném zaskrceni vznika vnitrobunécény
endocytoticky oplastény vacek (pokryty stovkami molekul klathrinu), ktery umoziuje

dal3i distribuci internalisovaného materialu ve form& komplexu ligand-receptor’.
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Na vzniku vacku se podili celd fada proteind, nejcastéji se jednad o jiz zminény
klathrin (udava tvar vacku), dynamin (odskrceni od bunétné membrany) a adaptin
(vazba pla§té k membrang vacku a rozpoznavani materialu uréeného k transportu)’.

Vzniklé endocytotické vacky ztraci sviij proteinovy plast’ a jsou transportovany do
¢asnych endosomti, kde vlivem kyselého pH (pH = 6,0) dochézi k disociaci komplexu
ligand-receptor. Receptory jsou recyklovany a pomoci recyklujicich endosomu
navraceny do plasmatické membrany. Endocytovany materidl bud’ postupuje dale
v transportnich vaccich do pozdnich endosomt a nasledné do lysosomtl, jinou moZznosti

je postupna preména endosomii v lysosomy”.

Fagocytosa

Vétsi extracelularni ¢astice (>0,5 pm) jsou pfijimany do bunky fagocytosou.
Jedna se o proces podobny endocytose, pii némz vznikaji intracelularni utvary zvané
fagosomy, jejichZ membrana je odvozena od bunééné membrany. Interakce fagosomu

. v . f Xrr: 3
s pozdnimi endosomy umoznuje degradaci fagocytované ¢astice v lysosomech”.
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Obr. 1.2 Drahy dodavajici materidly urcené k degradaci do lysosomii’.
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1.1.3 Vyuziti produktii lysosomalni degradace

Makromolekuly dopraveny do lysosoml podléhaji degradaci prostfednictvim
hydrolas ptitomnych v jeho lumenu. Timto zplisobem jsou substraty Stépeny na
zékladni stavebni jednotky i komplexngjsi slouceniny’. Mira degradace musi byt
regulovana, protoze reutilizace komplexnéjSich metaboliti je cCasto energeticky
vyhodn&j§i nez kompletni de novo syntéza'.

Produkty lysosoméalniho katabolismu musi byt uvolnény do jiného bunééného
kompartmentu nebo vylouceny zbunky, aby mohly byt znovu vyuzity napf.
v biosyntetickych procesech. Na transportu pfes lysosomalni membranu se podili fada
lysosomalnich membranovych proteinii, jez =zastdvaji funkci transportérii
(napf. cystinosin, sialin, transportér cobalaminu)'. Nespravna funkce tchto proteinti ma
vétsSinou velmi vazné nasledky z divodi hromadéni metabolitt v lysosomech a jejich

nedostatku v cilovych biochemickych procesech®.

1.1.4 Vyznamnost endosomalné-lysosomalniho systému

Funkce ELS je nezbytna pro zachovani bunééné metabolické homeostazy, a tim
1 pro spravnou funkci buiiky. Role tohoto vysoce organizovaného a u¢inného systému je
nezastupitelnd, a proto jeho selhani vede ke vzniku zévaznych lysosomalnich

onemocnéni, kterd maji ¢asto fatalni nasledky pro buiiky, organy i jedince'.

1.2 Lysosomalni dédi¢na onemocnéni

Onemocnéni spojenda s poruchou ELS lze rozdélit do dvou zakladnich kategorii:
ziskana a geneticky podminénd. Ziskané poruchy ELS jsou disledkem reverzibilniho
pretizeni systému pfechodnym zvySenim mnoZstvi substratu urcené¢ho k degradaci
v lysosomech. Tato onemocnéni, imitujici genetické lysosomalni poruchy, zptsobuji
latky v extracelularni tekutiné aktivujici endocytosu intravenosnim podanim latek (napf.
infuse dextranu) nebo v diisledku jiné poruchy (napf. hyperlipoproteinemie)”.

Geneticky podminéné poruchy ELS, oznaCovany jako lysosomalni stfadava
onemocnéni (LSD, lysosomal storage diseases), jsou zpusobovany nedostate¢nosti
lysosomélnich hydrolas, lysosomdlnich neenzymatickych proteind, nelysosomalnich
proteinli nutnych pro biogenezy fungujicich lysosomil, molekul zajistujicich transport

substrati nebo membranové vazanych proteini®.
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V soudasnosti je znamo kolem 60 riznych LSD'. Spole¢nym rysem t&chto
vzacnych dédi¢nych metabolickych poruch je vétSinou nadmérnd intralysosomalni
akumulace makromolekul, které by byly za normdlnich okolnosti degradovany
v lysosomech, jejiz pfi¢inou jsou mutace pfisluSnych genti vedouci k nedostate¢nosti
proteinti nezbytnych pro spravnou funkci ELS®.

Vétsina dédiénych lysosomélnich onemocnéni je autosomalné recesivni
(vyjimeénd X-vazana)’. Obecnd plati, Ze jsou to progresivni multisystémové choroby,
které obvykle vedou k predCasné smrti jedince a nejcastéji postihuji déti. Jejich vyskyt
v nasi populaci se odhaduje na 1:8200 zivé narozenych déti, ¢imz se fadi mezi vzacna
dé&di¢na onemocnéni'®™'". Li3i se od sebe vékem manifestace a klinickym projevy, které
zavisi na povaze nedegradovaného materialu i misté akumulace'?. LSD postihuji kosti,

svaly, jatra, ledviny, ale vice nez dvé tietiny z nich ptisobi na mozek a CNS""*.

1.2.1  Mukopolysacharidosy

Mukopolysacharidosy (MPS) jsou skupinou 11 nemoci, které se fadi mezi
lysosomalni dédi¢na stfddava onemocnéni. Jedna se o multisystémové poruchy, které se
od sebe lisi v mnoha faktorech (projevy, zavaznost, prevalence). Témeér vSechny
vykazuji autosomdlné recesivni dédi¢nost, kromé MPS typu II, kterd je vdzanad na
chromosom X'*. ZLSD jsou mukopolysacharidosy druhou nejhojn&ji zastoupenou

skupinou nemoci v Ceské populaci (Obr. 1.3)™.

Celkova skupina LSD (n=478)

GSD I GP ML

NCL 3% 1% 1%
15%

MPS LIPIDOZY
25% 55%

Obr. 1.3 Relativni zastoupeni lysosomdlnich stiadavych onemocnéni v Ceské republice
z celkového  poctu 478  pacientii’’.  Nejvice  zastoupeny  jsou lipidosy
a mukopolysacharidosy (MPS), ddle neuronalni ceroidni lipofuscinosa (NCL),
glykogenosa Il (GSD I1), glykoproteinosa (GP) a metachromaticka leukodystrofie (ML).
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Spole¢nou pfi¢inou vSech mukopolysacharidos je mutace urCitého genu, ktera
vede k nedostatecnosti odpovidajiciho lysosomalniho enzymu, jez katalyzuje néktery
z krokti degradace mukopolysacharidi'®. Vlivem mutace dochazi k nedostateiné
degradaci téchto komplexnich polysacharidii, coz vede k jejich akumulaci v tkanich

a organech, kde zptisobuji progresivni poskozeni'’.

Struktura, funkce a degradace glykosaminoglykanu

Mukopolysacharidy neboli glykosaminoglykany (GAG) patii mezi nevétvené
heteroglykany, jejichz opakujici se jednotkou je disacharid (Obr. 1.4). Tyto monomery
jsou obvykle tvofeny hexosaminem (pf. N-acetylglukosamin) a kyselinou uronovou,
resp. jejimi derivaty (pf.iduronat)'®. Casty vyskyt sulfatovych skupin spoletnd
s hydroxyly udava kysely charakter téchto polarnich polysacharidi.

Funkce této heterogenni skupiny latek jsou také velmi riznorodé, v extracelularni
matrix (ECM) putsobi nejen jako polyelektrolyty, ale také interakci s dalSimi
komponenty ECM zajistuji napiiklad adhezi bunék, regulaci bunéfného ristu
a proliferace, hydrataci tkani, n€které vykazuji protizanétlivou nebo antikoagulacni
aktivitu'’. Mezi tkané s nejvétsim vyskytem glykosaminoglykand patii pojivova tka,

o v .7 - , ’ rv12
ktze, rohovka, jatra, slezina a vaskularni tkan .

NHAC NHAC
Dermatan sulfat Hyaluronan
OR
-Ooc 0R1 1
HO 0 o-
OR" OR; NHAc
R4O Chondroitin sulfat "
NHRZ 2 OR; OH OR,
Heparan sulfat j 0& & )
Ri1 = —H nebo —-S03 HO HNAG o OH o~
R2= —COCH: nebo —S0O3 n

Keratan sulfat
Obr. 1.4 Struktury disacharidovych jednotek glykosaminoglykanu hromadicich se

v diisledku mukopolysacharidos".
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Mezi vyznamné zastupce glykosaminoglykanii a latky hromadici se v disledku
MPS patii dermatan sulfat, heparan sulfat, chondroitin sulfat, keratan sulfat a kyselina
hylauronova (hyaluronan)'*". Obvykle se vyskytuji ve form& proteoglykant, tedy
vazané na proteiny.

Glykosaminoglykany produkty lysosomalni degradace proteoglykanti, které
obvykle pochdzi zbunéného povrchu nebo extraceluldrni matrix. Volné
glykosaminoglykany podléhaji postupné enzymatické degradaci obvykle od
neredukujiciho konce. Degradac¢nich drah péti vySe uvedenych zastupct se ucastni tii

skupiny enzymil, patii mezi n& glykosidasy, sulfatasy a nehydrolytické transferasa'®

050+ CHzOH COOH CH.OH
0 \\ o o Ho S :
OHW” o o
OH W/ o \ g \/@Oacnl
0s0H HAc OH A
>
b Y
iduronat sulfatasa Lol
0503"' CHZOH CHQOH
OH o_ /Yi/
%@ & ,\\_/o W \/Oh{n]
O.‘-L-I(JU ronidasa MES |
osoan CHQOH COOH CH OH
." m
5 Wom{n]
N-acetylgalaktosamin c
4-sulfatasa
MPS VI
Ho SUeOH COOH CHOH

-0 Q HO o

nac -

OH
B-hexosaminidasa
COOH CHZOH
—— HO &
HQMO
R O
OH 4 ME}/ %
/
B-glukuronidasa | pps il
CH,0H
0

OH o)
MAC

HO

—in)

Obr. 1.5 Postupnda enzymaticka degradace dermatan sulfatu zobrazujici enzymy
katalyzujici degradacni reakce (zelend) a nemoci zpiisobené deficienci prislusnych

enzymi (modra)*’
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K enzymatické degradaci dermatan sulfatu (Obr. 1.5) dochédzi postupnym
pusobenim tii glykosidas (a-L-iduronidasa, B-glukuronidasa, B-hexosaminidasa) a dvou
sulfatas (idunorat-2-sulfatasa, N-acetylgalaktosamin-4-sulfatasa)®’. Degradagni dréha
chondroitin sulfatu zahrnuje dvé glykosidasy (p-glukuronidasa, B-hexosaminidasa)
a dvé sulfatasy (N-acetylgalaktosamin-6-sulfatasa, arylsulfatasa B). Heparan sulfat je
degradovan pusobenim tii glykosidas (a-L-iduronidasa, o-N-acetylglukosaminidasa,
B-glukuronidasa), ¢tyi sulfatas (idunorat-2-sulfatasa, glukuronat-2-sulfatasa, heparan-N-
sulfatasa, N-acetylglukosamin-6-sulfatasa) a acetyltransferasy (heparan-a-glukosaminid-
N-acetyltransferasa). Pfi degradaci hyaluronanu hraje zdsadni roli hyaluronidasa. Na
degradaci keratan sulfatu se podili tii glykosidasy (B-galaktosidasa, -hexosaminidasa)

a dvé sulfatasy (N-acetylgalaktosamin-6-sulfatasa, N-acetylglukosamin-6-sulfatasa)>’.
Klasifikace mukopolysacharidos
Podle projevi a poskozeni genu, které je pfi¢inou onemocnéni lze rozlisit

jednotlivé typy mukopolysacharidos (Tab. 1.1).

Tab. 1.1 Typy mukopolysacharidos, s nimi souvisejici geny, enzymy a kumulujici se
glykosaminoglykany (GAG), dermatan sulfat (DS), heparan sulfat (HS), hyaluronan
(HA), chondroitin sulfat (CS) a keratan sulfat (KS)"*?".

Onemocnéni Gen Deficitni enzym GAG
MPS 1 IDUA o-L-iduronidasa DS, HS
MPS II IDS 1duronat-2-sulfatasa DS, HS
MPS IITA SGSH N-sulfoglukosamin sulfohydrolasa HS
MPS I11B NAGLU a-N-acetylglukosaminidasa HS

MPS IIIC HGSNAT  heparan-a-glukosaminid N-acetyltransferasa HS

MPS IIID GNS N-acetylglukosamin-6-sulfat sulfatasa HS
MPS IVA GALNS N-acetylgalaktosamin-6-sulfat sulfatasa KS, CS
MPS IVB GLBI B-galaktosidasa KS
MPS VI ARSB arylsulfatasa B DS
MPS VII GUSB B-glukuronidasa IC)S > HS,
MPS IX HYALI hyaluronidasa HA
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Z klinického hlediska 1ze mukopolysacharidosy také rozdélit do tii skupin dle
prevladajiciho fenotypu: visceralni, neurodegenerativni a kosterni.

Visceralni poruchy dominuji u MPS typu L, II, VI a VIIL. Spole¢né ptiznaky téchto
nemoci se obvykle projevi do pfedskolniho véku a patii mezi né¢ obstrukce dychacich
cest, hepatosplenomegalie, srdecni poruchy, ale 1 nezvyklé rysy v obliceji, dysplasie
kosti a dalsi skeletalni abnormality' >,

MPS typu I a MPS typu Il (Hunteriv syndrom) jsou ze vSech MPS nejbéznéjsi,
dochazi ptfi nich k akumulaci heparan sulfatu a keratan sulfatu v tkdnich. Oproti
spolecnym ptiznakim MPS visceralniho typu se projevuji také opozdénym vyvojem
degeneraci'®. Zakal rohovky je typickym projevem MPS typu I, ktera se dale rozd&luje
dle klinickych projevli a z&vaznosti na syndrom Hurlerové, syndrom Hurlerové-Scheitv
a Scheitv syndrom??.

V ptipadé MPS typu VI (Maroteauxtiv-Lamylv syndrom) je naruSena pouze
degradace dermatan sulfatu, ktery ma v CNS minoritni zastoupeni, proto mezi jeji
projevy nepatii mentélni poruchy a vliv na intelekt jedince'.

U MPS typu VII, znamé také pod nazvem SlyGv syndrom, dochézi v tkanich
k hromadéni heparan sulfitu, chondroitin sulfatu i dermatan sulfiatu. NejcastéjSim
projevem zavazné formy je neimunni hydrops plodu, ktery ¢asto vede ke smrti jedince
jiz v prenatalnim nebo neonatalnim obdobi. Piezivsi trpi obvykle mentalni retardaci®.

V ptipadé MPS typu IIl u pacientli dochazi pfedevSim k neurodegenerativnim
zménam. Tento typ MPS, oznafovany jako Sanfilippiv syndrom, je specificky
vyznamnymi neuropsychiatrickymi a lehkymi somatickymi problémy, které vznikaji
v disledku chybného metabolismu heparan sulfatu, ktery se hromadi piedevSim
v mozku'?. Mezi prvni projevy tohoto onemocnéni patii opozdény intelektualni vyvoj,
agrese, hyperaktivita, uzkost, poruchy spanku apod'***. V n&kterych piipadech se vyvoj
ditéte zastavi uz mezi 36.—40. tydnem, pii méné zdvazné form¢ nemoci aZ mezi
5.-10. rokem®**. U pacientii postupné dochazi k encefalopatii doprovazené ztratou
fe¢i, kieGemi svalstva a zachvaty. Ke smrti jedince obvykle dochazi v obdobi puberty**.

Do skupiny MPS s dominujicim postiZzenim skeletu patii MPS typu IV neboli
Morquiotiv syndrom. NejcastéjSim projevem tohoto onemocnéni je skeletalni dysplazie,

ke které dochazi v dusledku hromadéni keratan sulfatu a chondroitin sulfatu v kostech
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ztrata sluchu, nemoci plic a srdce'?.

MPS typu IX (Natowicziv syndrom) je nejvzacnéjsi ze vSech MPS. Jedna se
0 onemocnéni zpusobené nedostate¢nosti hyaluronidasy 1 degradujici hyaluronat. Nelze
ji zaradit do zadné zuvedenych skupin MPS, protoze dosud je zndmo pouze par
pacientli s riznymi piiznaky jako otoky kloubd, tkanové shluky, artritida, skeletalni

abnormality, maly vzrist, poruchy visceralnich organt, atd**%.

1.3 Diagnostika a 1é¢ba lysosomalnich dédi¢nych onemocnéni

1.3.1 Diagnostické metody

V soucasnosti neexistuje univerzalni test pro vSechny typy lysosomalnich
sttddavych onemocnéni. Laboratorni diagnostika LSD se provadi po rozpozndni
klinickych ptiznaki charakteristickych pro danou nemoc nebo preventivné na zakladé
rodinné anamnézy’’.

Do prvni faze laboratorni diagnostiky patii tzv. predbézné screeningové testy,
které jsou zaloZeny na detekci nebo stanoveni latek akumulovanych v diisledku deficitu
lysosomalnich enzymii & proteinii ve vzorcich krve a moéi’'. Tyto testy umoziuji
objasnit, zda se opravdu jedna o LSD, piipadné o jaky typ (napf. glykosaminoglykany
v mo¢i zna¢i mukopolysacharidosy). Pro tyto tcely se nejCastéji pouzivaji metody jako
chromatografie na tenké vrstvé, elektroforéza, vysokoucinna kapalinova chromatografie
a tandemovéa hmotnostni spektrometrie'**'.

Po predbéZznych screeningovych testech nésleduje, pro ptesné urceni diagnosy,
testovani specifické enzymatické aktivity konkrétnich lysosomdlnich hydrolas
v leukocytech ¢i lymfocytech izolovanych z krve, fibroblastech, amniocytech nebo
choriovych klcich™. Enzymatick aktivita se nej¢astéji testuje pomoci fluorimetrickych
metod, jejimZz principem je Stépeni specifického syntetického substratu piisluSnym
enzymem ze vzorku, pii kterém dochdzi kuvolnéni fluoroforu (nejcastéji
4-methylumbelliferonu) doprovazené vzristem fluorescence, ktera je detekovana’™'.

Dal8i moznosti je testovani enzymatické aktivity metodami tandemové hmotnostni

spektrometrie’.
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Existuji specialni piipady, které vyzaduji specificky piistup pii diagnostice, jedna
se zejména o pseudodeficience enzymii zpusobené polymorfismem, defekty
v transportnich procesech lysosomalnich enzymi a neenzymatickych lysosomalnich
proteinii®’.

Do dalsi faze laboratorni diagnostiky LSD patii molekularné-genetické metody,
které¢ slouzi pro definitni potvrzeni vysledkli testi enzymatické aktivity, vylouceni
pseudodeficience enzymu, stanoveni kone¢né diagnosy LSD bez mozZnosti
biochemického testovani>>. Navic uréeni genotypu pomaha piedpovédst fenotyp
popiipad& zvolit vhodny zpiisob 1é¢by'*. Jedna se predevsim o genetické testovani za
Gi¢elem nalezeni patogenni mutace, ktera je pro jednotlivé formy LSD charakteristicka®'.
Genomova DNA je izolovana zkrve pfipad¢ jiného dostupného materidlu, a po
amplifikaci specifickych genovych segmentli, je podrobena analyze Sangerovym
sekvenovanim pfipadné¢ sekvenovanim nové generace (NGS, next generation
sequencing)9. Vzhledem k poklesu ceny se dnes NGS prosazuje i jako metoda prvni
volby, protoZze umoznuje najednou sekvenovat cely panel vybranych gent, ptipadné
cely exom ¢i genom.

Laboratorni diagnostika LSD se také vyuziva pro identifikaci ohrozenych cleni

rodiny a heterozygotl (potenciondlnich pfenaSecti) nebo prenatdlni diagnos‘[iku3 L

1.3.2  Moznosti lécby

Existuji tf1 principialné odli$né strategie 1écby LSD.

Nejstarsi pristup k 1é¢bé LSD je zalozen na paliativni a podptrné péci, ktera se
zamé&fuje na lécbu projevii nemoci a zmirnéni jejich nasledkti. Do konce 80. let se
jednalo o jediny zpisob terapie tohoto typu onemocnéni’*. Dodnes se viak pouZiva,
pokud jiné moZnosti terapie nejsou dostupné, jako doprovodny zptlisob lécby nebo
v pokro¢ilém stadiu nemoci. Tento pfistup vyzaduje pravidelné navstévy specialisti
a zahrnuje nej€astéji chirurgické zakroky, fyzioterapie, noSeni ortéz, specidlnich bryli,
naslouchatek apod™.

Pokrocilejsi 1é¢ebné strategie vychdzeji z podstaty vétSiny LSD, deficitu
lysosomalnich hydrolas, a zaméiuji se na zvySeni zbytkové aktivity téchto enzymi, jeho

nahrazeni nebo obnoveni. Mezi nejvyznamnéj$i z nich patfi enzymova substituéni
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terapie a genova terapie, ale také terapie chaperony, transplantace kostni diené nebo
hematopoetickych kmenovych bungk®”.

Enzymova substitucni terapie (ERT, enzyme replacement therapy) spociva
v pravidelném intravenosnim podavani aktivniho rekombinantniho enzymu
nahrazujiciho defektni enzym, ktery je z krevniho ob&hu transprotovan do lysosomu
v tkanich®~°. Tento zptisob 16¢by efektivné snizuje mnozstvi akumulovaného materialu
a zlepSuje funkci postizenych organti. Limitaci ERT je problém transportu enzymu do
mozku (neprochézeji hematoencefalickou bariérou), kosti nebo chrupavek®>. Mezi dalsi
nevyhody této terapie patii cenova naroCnost a snizovani terapeutického ucinku
produkei protilatek proti rekombinantnimu enzymu®*.

Za nejefektivnéjsi 1é¢bu monogenetickych chorob jako jsou LSD je povazovana
genova terapie. Tento pfistup je zalozen na zvySeni aktivity deficitniho enzymu
vpravenim normalni kopie postizeného genu, kterd =zajisti syntézu normalniho
proteinu®*. Jsou rozligovany dvé moznosti genové terapie: ex vivo a in vivo.

Pii in vivo genové terapii je vpraven vektor nesouci komplementarni DNA
kodujici prislusny enzym ptfimo do tkani. V lokélnich bunikach dochéazi k expresi genu
a tvorb¢ potfebného enzymu, nasledné¢ mize dochézet k jeho sekreci a zachytu dalSimi
cilovymi buiikami®.

DalSi moznosti genové terapie je ex vivo modifikace buné€k a jejich transplantace.
NejcCastéji se vyuzivaji hematopoetické progenitorské buiky, které v cilové tkani
diferencuji, navic maji schopnost prochazet hematoencefalickou bariérou a umoziuji
tak 1é¢bu i neurologickych LSD?’. Pro ulely této genové terapie se v dnesni dob&
vyuzivaji pfedevsim adeno-asociované Viry34.

Oproti ERT ma genova terapie fadu vyhod, umoziuje dlouhodobou expresi
pfisluSného enzymu 1 lécbu CNS, diky moZnosti vpraveni vektoru do mozku. Nicméné,
lécba LSD uzitim genové terapie je zatim pouze ve fazi testovani na zvifecich modelech
nebo klinickych studii®’.

Alternativnim pfistupem vyse uvedenych metod je terapie redukci substratu (SRT,
substrate reduction therapy), kterd se zaméfuje na redukci mnozstvi hromadiciho se
materialu prostfednictvim latek blokujicich jeho syntézu (pf. genistein inhibuje syntézu
glykosaminoglykant)*®. Vyhodou aplikaci inhibitorti je, Ze nevyvolavaji imunitni

reakci, mohou prochazet hematoencefalickou bariérou a je mozné je podavat oraln¢.
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Nicméng, tento zplisob 1é¢by je dostupny jen pro nékolik LSD a v fadé ptipad pouze

zmirnuje klinické projevy nemoci.

1.4 Metody vyzkumu lysosomalnich dédi¢nych onemocnéni

V minulosti, byly popsany klinické projevy a molekularni podstaty LSD
sledovanim postizenych pacientii a studiem jejich biologického materidlu. Mnozstvi
takového materidlu je vSak omezené a cCasto nezahrnuje relevantni bunécné typy,
protoze odbér nemoci postihovanych tkani je invazivni a pro vyzkumné tcely z etickych
davodli nemozny.

Pro studium patogeneze vzacnych LSD a novych terapeutickych pfistupt je
biologicky materidl pacientl nedostupny, a proto se v soucasnosti pro tyto ucely

vyuzivaji prevazné geneticky modifikované bunééné a zvireci modely.

1.4.1 Editace genomu systéemem CRISPR/Cas9

V poslednich letech bylo publikovdno mnozstvi technologii pro cilené¢ modifikace
(editace) genomu. Tyto techniky nejcastéji vyuzivaji sekvencné specifické
endonukleasy, které zprostiedkovavaji zmény genomu s vysokou piesnosti’’. Jednou
z nejpouzivangjSich je nukleasa Cas9 resp. systém CRISPR/Cas9, ktery ptedstavuje
jednoduchy a Gi¢inny nastroj pro editaci genomu.

Nahromadéné pravidelné rozmisténé kratké palindromické repetice (CRISPR,
clustered regularly interspaced short palindromic repeats) jsou useky v genomové DNA
prokaryot, které obsahuji kratké repetice 21-48 nukleotida™. Tyto useky rozdéluji
rizné nerepetitivni sekvence oznaCované jako spacery. Jednd se o kratké DNA
fragmenty inkorporované do hostitelského genomu prokaryot, které vznikaji St€penim
protospaceru  (DNA  pochazejici zviru nebo plasmidu) plsobenim Cas
(CRISPR-associated) nukleasou. Sekvence spacerti jsou unikdtni a zavisi na DNA
rozpoznaného viru nebo plasmidu.

Systém CRISPR/Cas je pfirozeny adaptivni imunitni systém bakterii a archei,
ktery vyuzivaji k obrané proti viram™. P¥i nasledné virové infekci slouzi spacer jako
templat pro tvorbu crRNA (CRISPR RNA), ktera se vaZe na tracrRNA (trans-activating
crRNA). Vznikly komplex tracrRNA:crRNA navadi Cas nukleasu $tépici cilovou DNA

sekvenci, tim umoziiuje najit a zni¢it DNA podobnych virt pfi naslednych infekcich.
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Dosud bylo publikovano ptes 40 riznych rodin proteinti Cas, které¢ hraji dilezitou
roli pfi syntéze crRNA, inkorporaci spacerii a §tépeni invazni DNA*. Podle sekvence
a struktury Cas proteinu lze rozlisit tii typy systém@i CRISPR/Cas®'. Systém typu II je
CRISPR/Cas9 obsahujici Cas protein 9 (Cas9), ktery ma dvé nukleasové domény Stépici
ob¢& vldkna invazni DNA v misté komplementarnim k crRNA*.

Editace genomu prostfednictvim systému CRISPR/Cas9 vyZzaduje piitomnost
nespecifické Cas9 nukleasy a navadéci RNA (gRNA, guide RNA), které spole¢né
umoziuji Stépeni DNA a tvorbu dvoufetézcovych zlomi v cilovém misté editované
DNA?’, coZ zptisobi aktivaci endogennich opravnych mechanismii (Obr. 1.6).

Specifita syst¢ému CRISPR/Cas9 zalezi na sekvenci gRNA, ktera zastupuje funkci
komplexu tracrRNA:crRNA a piitomnosti protospacer-sousediciho motivu (PAM,
protospacer adjacent motif) za cilovou sekvenci editované DNA’. Jedna se o kratkou
sekvenci tvofenou 2—6 pary bazi, kterd umoziuje Stépeni Cas nukleasou. Rizné Cas
nukleasy specificky rozpoznavaji rizné PAM sekvence.

V genovém inZenyrstvi se nejCastéji pro tyto ucely vyuziva Cas9 pochazejici
z bakterie Streptococcus pyogenes, ktera je také oznaCovana jako SpCas9. Tato
nukleasa rozpoznava PAM sekvenci 5°-NGG-3° a §t€pi DNA 3—4 nukleotidy pied ni za
vzniku dvoufetézcovych zlomi*.

Systtm  CRISPR/Cas9  obvykle  rozpoznava  specifickou  sekvenci
22-29 nukleotidt, kterd je pro vétSinu genomut jedine¢na. Nicméne, miize dochazet
k nespecifickému Stépeni vlivem nespravného parovani gRNA s cilovou sekvenci DNA,
v piipadé SpCas9 se miiZe jednat o nesoulad az Sesti para bazi*”.

Poskozeni editované DNA systémem CRISPR/Cas9 aktivuje endogenni opravné
systémy. Vznikly dvoufetézcovy zlom muiize byt opraven dvéma rliznymi mechanismy.
Oprava spojovanim nehomolognich koncti (NHEJ, non-homologous end joining) vede
k rychlé ligaci konct dvoufetézcového zlomu, ptfi¢emz obvykle dochdzi k mutaci ve
formé malé inserce & delece®. Tento opravny proces miize byt vyuzit pro narueni nebo
zruSeni funkce cilového genu neboli tzv. knock-out genu, pokud vlivem mutaci dojde
k posunu &teciho ramce nebo vzniku stop kodonu v oblasti exonu®’.

Druhym opravnym mechanismem je homologii ftizena oprava (HDR,

vvvvvv

pritomnost donoru sekvence DNA, kterd slouzi jako templat opravy. Pokud je opravny
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templat identicky s ptivodni sekvenci DNA v oblasti dvouietézcového zlomu dochézi
k opravé DNA bez vzniku mutace. Tento mechanismus muize byt vyuzit pro piesnou
definovanou modifikaci DNA v cilovém misté, pokud je doddna opravna Sablona ve
form¢ dsDNA nebo ssDNA obsahujici homologni ramena a insertovanou sekvenci.
Timto zptsobem dochazi k inserci nebo konverzi pozadované sekvence v cilovém misté

(tzv. knock-in genu), coz muze vést ke zmeéné funkce nebo opravé mutovaného genu.

e
l HDR templat

Knock-out Knock-in

Obr. 1.6 Editace genomu systémem CRISPR/Cas9". Navidéci RNA (oranzova)

hybridizuje s cilovou sekvenci DNA (modra). Pritomnost PAM (riizova) umoZiiuje
Stepeni Cas9 nukleasou (svétle modra) za vzniku dvouretézcového zlomu (DSB).

Endogenni mechanismy NHEJ nebo HDR katalyzuji opravu DNA.

V porovnani s ostatnimi technikami editace genomu vyuzivajici endonukleasy,
jako jsou ZFN (zinc-finger nuklease) nebo TALEN (trancription activator-like effector
nuclease), ma systém CRISPR/Cas9 fadu vyhod®’. Patf{ mezi n& jednodusi a levngjsi
piiprava nebo vyssi specifita modifikace DNA. Dalsi nespornou vyhodou je mozZnost
editace genomu na vice mistech soutasné s pouzitim n&kolika riznych gRNA®.

Pouziti syst¢ému CRIPR/Cas9 v genovém inzenyrstvi ma i fadu omezeni. Hlavni
nevyhodou je tvorba mutaci mimo cilové misto, ke kterym dochézi v disledku Stépeni
stejnych nebo podobnych DNA sekvenci misto cilové DNA sekvence®. V soucasnosti

se vyuzivaji riizné techniky minimalizujici vznik nespecifickych mutaci®”*.
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Mezi dalsi limity této metody patii moznosti aplikace systému CRISPR/Cas9 do
organismu, zavislost na pfitomnosti PAM sekvence a tvorba gRNA™.

Editaci genomu systémem CRISPR/Cas9 lze vyuzit pro modelovani riiznych
nemoci, mezi které patfi 1 zminéné LSD. Systém CRISPR/Cas9 spole¢né
s mechanismem NHEJ vytvoii mutaci v cilovém misté vedouci ke ztrat¢ funkce genu,
ktery je danou nemoci postihovan. Aplikaci tohoto systému lze piipravit knock-out
zviteci 1 bunééné modely LSD, které je mozné dale studovat.

Dalsi moznosti vyuziti systému CRIPSR/Cas9 je jeho spojeni s mechanismem
HDR, kdy v pfitomnosti templatu se spravnou DNA sekvenci muze dojit k opraveé
mutovaného genu. Terapeuticky potencidl této metody byl zatim testovan pouze na

zvitecich modelech a je ve fazi vyzkumu.

1.4.2 Tvorba zvirecich a bunécnych modelii systéemem CRISPR/Cas9

Vyvoj systému CRISPR/Cas9 jako uc¢inného nastroje pro editaci genomu spolec¢né
svyvojem riznych dorucovacich metod umoznil rychlejsi produkci zvifecich
a bunéénych modelu lidskych nemoci.

Komponenty systému CRIPR/Cas9 je nutné dopravit do jadra bun¢k a to ve formé
DNA, RNA nebo proteinti*. Metody usnadiiujici prostup téchto makromolekul ptes

46,47

membrany umoziuji tvorbu zvifecich modeld ex vivo nebo in vivo™"’, piipadné

v 7 o . . 4
bun&énych modelt in vitro®.

Zvireci modely lysosomalnich dédi¢nych onemocnéni

Pro vétSinu vzacnych LSD nebyl dosud nalezen G¢inny zplsob 1écby, proto se
zviteci modely téchto nemoci vyuZzivaji predev§im pro studium Uc¢innosti novych
terapeutickych ptistupti.

Nejéastéji se jedna o knock-out modely mysi, krys a danii pruhovanych®. Mezi
hlavni vyhody téchto zvifecich modela patti kratky Zivotni cyklus, kratka doba biezosti
a nizké naroky na chov™’. Avsak, jejich kratky Zivotni cyklus neumoziuje dlouhodobé
studie a maly vzrist znamena omezené mnozstvi vzorku tkani a télnich tekutin. Dalsi
velkou nevyhodou jsou mezidruhové rozdily v patogenezi nemoci nebo rozdilné

katabolické drahy hromadicich se substrati.
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Vyssi podobnost patogeneze fady nemoci vykazuji modely vétSich zvitat (kocky,
prasata, kralici, opice, psi). Tvorba takovych modela pfipravenych systém
CRISPR/Cas9 je vsak casovée i finan¢n¢ narocna. V piipadé LSD, byl dosud publikovan

w7 7 ’ . ’ . . 1
pouze ov&i model neuronélni ceroidni lipofuscinosy’'.

Bunécné modely lysosomalnich dédi¢énych onemocnéni

Limity zvifecich modeli vedly k vyvoji lidskych bunéénych modeld, které se
uplatniuji piedevsim pro objasnéni vyvoje, patologie a mechanismu lidskych nemoci.
Nevyhodou bunécnych modeld je, zZe zobrazeni pouze vliv onemocnéni na vybrany
bunécny typ, nikoliv na organismus. V této oblasti nalezly uplatnéni predevsim lidské
embryonalni kmenové buiky (ESC, embryonic stem cells) a lidské indukované
pluripotentni kmenové buiky (iPSC, induced pluripotent stem cells).

Technologie iPSC umoziiuje mj. modelovani vzacnych monogennich nemoci,
proto je hojné vyuzivana i pro tvorbu bunéénych modeli lysosomalnich dédi¢nych
onemocnéni. Dosud byly publikovany iPSC modely asi tietiny LSD, které vyznamné
ptispély k objasnéni jejich mechanismil a testovani rGznych lécebnych metod. Pro
studium téchto vzacnych nemoci je iPSC technologie dulezita predev§im kvili obtizné
dostupnosti materidlu, kterd je ddna nizkou prevalenci v populaci a typem tkani, které

tyto nemoci postihuji nejcastéji (neurony, kardiomyocyty, hematopoetické buflky)sz.
1.4.3 Systéem CRISPR/Cas9 a iPSC technologie

Pluripotentni kmenové buiiky

Pluripotentni kmenové buiiky jsou skupinou bunék, které maji téméef neomezeny
diferenciacni potencial a mohou tvofit tkan¢ vSech tfi zarodecnych listli (endoderm,
mezoderm, ektoderm). Oproti totipotentnim buiikdm nedokaZou tvofit extraembryonalni
tkané. U cloveka se pfirozené pluripotentni buniky vyskytuji ve formé embryonalnich
kmenovych bunék, které se ziskavaji z vnitini ¢asti blastocysty v raném stadiu vyvoje
embrya. Pro vyuZziti téchto bun€k je nutna jejich izolace a kultivace za podminek
umoziujici zachovani sebeobnovy a diferenciaéniho potencialu®®. Agkoliv by mohli byt
ESC uzite¢né v mnoha oblastech vyzkumu, ma jejich vyuziti fadu omezeni, predevSim
kvtli nutnosti destrukce lidského embrya pfi jejich izolaci a nemoznosti ziskat ESC od

pacientl se studovanymi genetickymi poruchami.
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Alternativou ESC jsou indukované pluripotentni kmenové buiiky, které vznikaji
reprogramovanim specializovanych somatickych bun¢k. Spole¢nymi znaky ESC a iPSC
je morfologie, pluripotence, genova exprese, proliferace, schopnost sebeobnovy
a diferenciace do t¥ zarode¢nych listd™. Tyto vlastnosti slouZi pro potvrzeni kvality
vytvofenych iPSC. Nejbéznéjsi vyuzivanou metodou je imunofluorescencni detekce
znaki pluripotence (Nanog, SSEA-4, LIN-28, Sox-2 atd.) nebo schopnost diferenciace
do tfi zarode¢nych listi.

Prvni iPSC byly vytvofeny s pouzitim retrovird nebo lentivirG nesouci geny
transkripénich reprogramovacich faktora®*>°. Tyto metody jsou zaloZené na virové
transdukeci, a proto maji fadu omezeni a rizik. Postupem casu byly vyvinuty techniky,
pii kterych nedochazi k trvalé integraci virovych geni do hostitelské DNA. Tyto
alternativni pristupy vyuzivaji pro expresi reprogramovacich faktort napiiklad
adenovirové vektory, plasmidy, epizomalni vektory nebo vektory zalozené na Sendai
viru’’. Dal$i moZnosti je reprogramovani bez pouziti DNA zprostfedkované
rekombinantnimi proteiny, piipadn€¢ modifikovanymi mRNA’*. Uginnost, cena a riziko
integrace do hostitelského genomu jsou hlavnimi kritérii pro vybér metody.

Zdrojem pro reprogramovani mohou byt teoreticky vSechny mononuklearni
somatické bunky. V praxi se nejcastéji vyuzivaji fibroblasty, lymfocyty nebo bunky

kultivované z mo¢i.

In vitro modelovani nemoci a diferenciace iPSC

Lidské indukované pluripotentni kmenové buiiky jsou Casto vyuzivany pro tvorbu
bunéénych modelt lidskych nemoci. V mnoha ohledech zastupuji zvifeci bunécné
modely, které se cCasto fenotypové odliSuji. Vlastnosti iPSC, ptfedev§im moznost
diferenciace a schopnost sebeobnovy, umoznuji vyuziti téchto bunéénych modelt pro
studium patogeneze nemoci, screening 1éCiv nebo jinych lécebnych metod. Navic,
reprogramovanim somatickych bunék vznikaji iPSC specifické pro daného pacienta
a nemoc, co je vyhodou oproti ESC, u kterych je tato vlastnost obtizng dosazitelna™.

Schopnost sebeobnovy iPSC zajistuje tvorbu teoreticky neomezeného mnozstvi
materidlu, proto tato technologie nalezla vyuziti naptiklad v modelovani vzacnych
genetickych chorob. Diky moZnosti diferenciace mohou byt studovany relevantni

bunééné typy ruznych druhti nemoci (napf. neurodegenerativni, metabolické).
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Monogenni nemoci lze modelovat prostfednictvim iPSC dvéma zptisoby (Obr.
1.7). V obou ptipadech dochdzi k izolaci snadno dostupnych somatickych bunék, které
jsou nasledné reprogramovany na iPSC transdukci reprogramovacich faktort. Bunky
pochazejici od pacienta trpictho modelovanou nemoci jsou nésledn¢ diferencovany do
nemoci postihovanych buné¢k a dale vyuzivany. Pochéazeji-1i buiiky od zdravého jedince,
dochazi po reprogramovani k editaci jejich genomu (knock-out genu, inserce transgenu),
ktera vede ke ztraté funkce genu specifického pro danou nemoc. Geneticky upravené

iPSC mohou byt diferencovany a studovany stejné jako buiiky pacientt.

Indukované pluripotentni
kmenové bufiky
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Obr. 1.7 Schéma shrnujici tvorbu, diferenciaci a nejcastéjsi vyuziti iPSC*. Izolované
somatické bunky jsou reprogramovany na iPSC, které mohou byt geneticky
modifikovany nebo primo diferencovany do cilovych bunécnych typii a nasledné vyuzity

pro modelovani nemoci, screening léciv nebo terapii kmenovymi bunkami.

Diferenciace je proces, pii kterém dochazi k pfeméné iPSC na specializované
somatické¢ bunky. V poslednich letech bylo publikovdano velké mnozstvi protokolt
umoziujicich fizenou in vitro diferenciaci do riiznych typl tkani (napf. adipocyty,
hepatocyty, chondrocyty, kardiomyocyty, nervové buiiky, osteocyty, buiiky pankreatu,

61,62

kosterniho a hladkého svalstva)” 7, ptedevsim dle dostupnosti biologického materialu
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a frekvence vyskytu onemocnéni v populaci. Pfi tomto procesu hraji hlavni roli
transkrip¢ni faktory, které reguluji genovou expresi a tim udavaji cestu diferenciace.

Studium iPSC modelt lidskych nemoci je zaloZzeno na porovnavani fenotypt
diferencovanych bungk (Obr. 1.8)*. Buiiky nemocného pacienta jsou porovnavéany
s buitkami zdravého jedince nebo je studium modelti zalozeno na tvorbé geneticky
shodnych izogennich paru.

Editace genomu iPSC umoziuje vlozeni specifické mutace do zdravé kontrolni
linie, tyto modifikované iPSC jsou spole¢né¢ s kontrolnimi buitkami diferencovany do
cilovych bunéénych typti a vzajemné porovnavany. Druhou moznosti je oprava mutace
genu nemocnych bunék, které jsou porovnavany s bunikami nemocného pacienta.

Uginnym nastrojem pro editaci genomu iPSC je systém CRIPR/Cas9, ktery byva
nejcastéji dopraven do bun€k transfekci plasmidu (kodujiciho Cas9 a gRNA)

prostiednictvim elektroporace, mikroinjekce, lipofekce atd*.

Diferenciace

N
ese mp
c® "
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Yzogenni par §

PSC modelujici nemoc f
; Porovnani fenotypu
%‘ Editace genomu
Reprogram. ® Diferenciace -
L @ e :
, ® X ] > e
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Zdravy pacient zdravého pacienta -

Porovnani fenotypu
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‘ Editace genomu
Diferenciace - ; I !E

Opravené iPSC

Porovnani fenotypu

Obr. 1.8 Moznosti studia bunécnych modelii nemoci odvozenych od iPSC”. Izogenni
pary jsou tvoreny diferencovanymi modifikovanymi (fialova) a puvodnimi iPSC
zdravého jedince (modra), resp. modifikovanymi (tmavé modrd) iPSC nemocného

pacienta (Zluta). Ziskané bunécné linie jsou vzdajemné porovnavany.
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2 CILE PRACE

Lidské bunécné modely lysosomalnich dédi¢nych onemocnéni zastupuji v mnoha
ohledech biologicky material pacientli, jehoz mnozstvi je omezené a Casto nezahrnuje
relevantni bunécné typy, ale také zvifeci modely, které maji fadu omezeni mj. kvili
mezidruhovym rozdiltim.

Hlavnim cilem této diplomové prace je ptiprava iPSC modelti vybranych typt
mukopolysacharidos (MPS IIID, MPSIVA, MPSIVB, MPSVI) inaktivaci pfislusnych
genll (GNS, GALNS, GLBI1, ARSB) prosttednictvim CRISPR/Cas9 technologie.

Ptiprava tohoto systému zahrnuje ndvrh CRISPR sekvenci pro tvorbu gRNA
navadgjicich Cas9 protein do cilového mista genu uréeného k editaci s dostate¢nou
specifitou, jejich klonovani do vektorti a nasledn¢ dopraveni ptipravenych plasmidi
obsahujicich specifické inserty do iPSC.

Diléim cilem préace je izolovat jednotlivé klony a ovéfit, zda doslo k uspésné
inaktivaci cilovych gend pii zachovani stavu pluripotence. Dale pak urcit vztah mezi
typem mutace daného genu a aktivitou mutaci postizeného enzymu porovnanim
s kontrolnimi iPSC.

DalSim cilem je diferenciace zvolenych iPSC linii do bunécnych typtl, které
mukopolysacharidy postihuji. Nésledné¢ porovnat morfologii a miru akumulace

glykosaminoglykant v izogennich pérech.
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3 MATERIAL A METODY
3.1 Material

3.1.1 Biologicky materidl a plasmidy

Bfezi laboratorni mys E13,5 kmen 129/Sv.
Nesrazliva zilni krev s EDTA
pSpCas9(BB)-2A-puro (PX459) V2.0
pSpCas9n(BB)-2A-GFP (PX461)

3.1.2 Chemikdlie a roztoky

1,9-dimethylmethylenova modft
4-methylumbelliferon
4-nitrokatechol

Agarosa pro DNA elektroforézu
Ampicilin, sodna sul

BSA, frakce V

DAPI, roztok 1 mg'ml™'
Nanaseci pufr (5X)

Etanol (96%)

Faloidin-iFluor 647
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (15X)
Formaldehyd, 16% roztok
GelRed Nucleic Acid Gel Stain
Glycerin bezvody

Glycin

Histopaque-1077

Hydroxid sodny

HyperLadder 50 bp
Chondroitin-6-sulfat, sodna stl
Isopropanol

Lidsky IL2
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62988, Addgene
48140, Addgene

341088, Sigma-Aldrich
M1381, Sigma-Aldrich
N15553, Sigma-Aldrich
11404.05, SERVA
A0166, Sigma-Aldrich
126609, Sigma-Aldrich
D1306, Invitrogen
BIO-41028, Bioline
70390-11001, PENTA
Ab176759, Abcam
F9252, Sigma-Aldrich
28908, Thermo Scientific
41002, Biotium
14530-11000, PENTA
G7403, Sigma-Aldrich
10771, Sigma-Aldrich
S8045, Sigma-Aldrich
BIO-41026, Bioline
27043, Sigma-Aldrich
59300M 1000, PENTA
600126, Abbiotec



Kozi sérum

PBS pH 7.4 (1X)
Penicilin/Streptomycin
Rekombinantni lidsky IGF-1
Rekombinantni lidsky TGF-f33
Roti-Quant roztok (5X)

Roztok trypanové modii (0,4%)
Triton X-100

VTN-N rekombinantni lidsky protein
Y-27632 dihydrochloride (ROCK inhibitor)
Zelatina z hovézi kize, Typ B

3.1.3 Pristroje

Analytické vahy Pioneer PA214C
Automaticky pocita¢ bunék LUNA-II
Biologicky termostat BT 120 M
Centrifuga UNIVERSAL 320R

CO; inkubdtor s pfimym ohfevem Forma 310
Ctecka mikrotitra¢nich desti¢ek Synergy 2
Fluorescen¢ni spektrometr LS-55
Geneticky analyzator 3500 xL HITACHI
Inkubaéni ttepacka ISS-4075R

Laminarni box Biohazard (tfida II)
Mikrocentrifuga MiniSpin plus

Mikroskop Eclipse Ti-S

Mikroskop Eclipse Ts2

Viaha Scout SC2020

Spektrofotometr NanoDrop 1000

Termalni cykler DNA Engine Dyad Peltier
UV-VIS spektrofotometr UV-2550

Zdroj pro elektroforézu MP-250V
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Ab7481, Abcam
10010-015, Gibco
A2213B, Biochrom GmbH
100-11-100UG, PeproTech
100-36E-10UG, PeproTech
KO015.1, Carl Roth GmbH
T8154, Simga-Aldrich
T8787, Sigma-Aldrich
414700, Gibco

1254, Tocris

G9391-100G, Sigma-Aldrich

OHAUS, Cina

Logos Biosystem, Jizni Korea

LABsystem, Praha
Hettich, Némecko
Thermo Scientific, USA
BioTek Instruments, USA
PerkinElmer, USA
Applied Biosystems, USA
JeioTech, Korea
CleanAir, Nizozemsko
Eppendorf AG, Némecko
Nikon, Japonsko

Nikon, Cina

OHAUS, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Bio-Rad, USA
Shimadzu, Némecko

Major Science, USA



3.1.4 Enzymy a souvisejici reagencie

ATP (25mM)

DMSO

DNase |

DTT (10mM)

FastDigest Bpil (BbsI)
Kolagenasa, typ I

Mix dNTP

Phusion 5X HF reakéni pufr
Phusion Hot Start Flex DNA polymerasa
Plasmid-Safe DNasa
Plasmid-Safe reakéni pufr 10X
Reakeni pufr A 10X

StemPro Accutase

T4 polynukleotid kinasa

T7 DNA ligasa

Tango pufr 10X

3.1.5 Protilatky

Kolagen II mysi mAb

Kozi anti-krali¢i IgG, Alexa Fluor 568
Kozi anti-mysi IgG, Alexa Fluor 488
LIN-28 krali¢i pAb

Nanog mys$i mAb

Oct-3/4 mySi mAb

Purifikovany mysi anti-lidsky CD28

Purifikovany NA/LE mysi anti-lidsky CD3

Sox-2 mys$i mAb
SSEA-4 mysi mAb
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E3101K, Epicentre

B0515A, New England BioLabs
10104159001, Roche Diagnostics
P1171, Promega

FD1014, Thermo Scientific
17018-029, Gibco

N0447S, New England BioLabs
B0518S, New England BioLabs
MO0535L, New England BioLabs
E3101K, Epicentre

E3101K, Epicentre

EKO0031, Thermo Scientific
A11105-01, Gibco

EKO0031, Thermo Scientific
MO0318S, BioLabs

BY5, Thermo Scientific

MAS5-12789, Invitrogen
A11011, Invitrogen
A11001, Invitrogen
11724-1-AP, Proteintech
MA1-017, Invitrogen
Sc-5279, Santa Cruz Biotechnology
340975, BD Biosciences
555336, BD Biosciences

Sc-365823, Santa Cruz Biotechnology

MA1-021, Invitrogen



3.1.6 Media a roztoky

HES medium

Inhibi¢ni pufr
pH 4,3

LB medium

LB agar

MEF medium

mTeSR " medium

Pro-mesodermalni
medium

RPMI medium

Roztok A
(Lowryho metoda)

DMEM/F-12 (1X), GlutaMAX
20 % KnockOut SR

1 % MEM NEAA (100X)

1 mmol-I"' 2-merkaptoetanol
10 ng'ml”' FGE-2

2 mol1™' Na,HPO4.2H,0

2 mol1”' NaH,P04.2H,0

1 % Pepton z kaseinu

0,5 % Extrakt z drozdi

1 % Chlorid sodny

1 mM Hydroxid sodny

LB medium

1,5 % Agar

DMEM (1X), GlutaMAX

10 % FBS

mTeSR Plus Basal Medium

20 % mTeSR Plus 5X
Supplement

DMEM/F-12 (1X), GlutaMAX
10 % FBS

10 ng'ml”' FGF-2

10 ng'ml”' BMP-4

10 ng'ml”' PDGF-BB
RPMI 1640 (1X), Glutamax
10 % FBS

55 uM 2-merkaptoetanol
0,2 % Vinan sodno-draselny
9 % Na,COs bezvody

0,45 mol1"' NaOH
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31331-028, Gibco
10828-010, Gibco
11140-050, Gibco
31350-010, Gibco
PHG0369, Gibco
71645, Sigma-Aldrich
71500, Sigma-Aldrich
70172, Sigma-Aldrich
70161, Sigma-Aldrich
S3014, Sigma-Aldrich
S8045, Sigma-Aldrich

05039, Sigma-Aldrich
31966-021, Gibco
S0615, Biochrom GmbH

05826, STEMCELL
Technologies

05827, STEMCELL
Technologies

31331-028, Gibco
S0615, Biochrom GmbH
PHGO0369, Gibco
PHC9534, Gibco
100-14B, PeproTech
61870-044, Gibco
S0615, Biochrom GmbH
31350-010, Gibco
217255, Sigma-Aldrich
222321, Sigma-Aldrich
S8045, Sigma-Aldrich



Roztok B
(Lowryho metoda)

Roztok substratu I
(HEXB) pH 4,4

Roztok substratu 11
(GLB1) pH 4,0

Roztok substratu 111
(GALNS) pH 4,3

Roztok substratu IV
(ARSB) pH 6,0

Standardni
chondrogenni medium

TBE pufr (10X)

2 % Vinan sodno-draselny

1 % CuS04.5H,0

0,1 mol-I"" Hydroxid sodny
0,1 mol'1”! Kyseliny citronové
0,2 mol'l"' Na,HPO4.2H,0
0,05 % BSA

5 mmol‘I"" 4-MU-N-acetyl-B-D-
glukosaminid

0,1 mol‘I"' Kyseliny citronova
0,2 mol-"' Na;HPO4.2H,0
0,1 mol-I"" Chlorid sodny

2 mmol-1™" 4-MU-B-D-
galaktopyranosid

0,1 mol1"! Octan sodny

0,58 % Ledova kyselina octova
0,1 mol-I"" Chlorid sodny

5 mmol‘1”! Octan olovnaty

1 mmol-1™" 4-MU-B-D-
galaktopyranosid-6-sulfat

0,5 mol-I"' Octan sodny

10 mmol-I"" Octan barnaty

2,9 % Ledova kyselina octova
50 mmol-1™" 4-nitrokatecholsulfat
DMEM (1X), GlutaMAX

10 % FBS

50 umol-1”™" L-prolin

50 umol-1"" kyselina askorbové
1 mmol'I”' pyruvat sodny

1% ITS

1077 mol'I"" dexametazon

0,89 M Tris baze

0,89 M Kyselina borita

0,02 M EDTA
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217255, Sigma-Aldrich
209198, Sigma-Aldrich
S8045, Sigma-Aldrich
C0759, Sigma-Aldrich
71645, Sigma-Aldrich
82047, Sigma-Aldrich
M2133, Sigma-Aldrich

C0759, Sigma-Aldrich
71645, Sigma-Aldrich
S3014, Sigma-Aldrich
M1633, Sigma-Aldrich

S2889, Sigma-Aldrich
1.00063, Sigma-Aldrich
S3014, Sigma-Aldrich
22660, Penta

68903, Sigma-Aldrich

S2889, Sigma-Aldrich
243671, Sigma-Aldrich
1.00063, Sigma-Aldrich
N7251, Sigma-Aldrich
31966-047, Gibco
S0615, Biochrom GmbH
81709, Sigma-Aldrich
A8960, Sigma-Aldrich
11360-039, Gibco
41400-045, Gibco
D4902, Sigma-Aldrich
T6066, Sigma-Aldrich
B7901, Sigma-Aldrich
15699, Affymetrix



3.1.7 Komercni soupravy

BigDye XTerminator Purification Kit 4376487, Applied Biosystems
Library Efficiency DH5a Competent Cells 18263-012, Invitrogen

Neon Transfection System MPK5000, Invitrogen

Neon Transfection System 100 pL Kit MPK10025, Invitrogen
NucleoBond Xtra Midi 7404.1050, MACHEREY-NAGEL
PureLink Quick Gel Extraction and K220001, Invitrogen

PCR Purification Combo Kit

QIAamp DNA Mini Kit 51304, QIAGEN

QIAprep Spin Miniprep Kit 27106, QIAGEN

Alkaline Phosphatase Kit 86R, Sigma-Aldrich

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 4337456, Applied Biosystems
CytoTune-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit A16517, Invitrogen

3.2 Priprava plasmidi pro editaci iPSC systémem CRISPR/Cas9

3.2.1 Navrh oligonukleotidu

Nejprve byly navrzeny oligonukleotidy komplementarni k editovanym geniim
(GNS, GALNS, GLBI a ARSB), jejichz sekvence byly vyhledany v databazi Narodniho
centra pro biotechnologické informace (NCBI). Oligonukleotidy o délce 20 bazi byly
vybrany na zéklad¢ specifity a pfitomnosti PAM sekvence NGG pomoci online

softwaru (https://eu.idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR  CUSTOM).

Navrzené oligonukleotidy, byly dodany spole¢nosti Generi Biotech.

3.2.2 Priprava vektori a transformace do bunék

V prvnim kroku byly smichany navrzené komplementarni jednovlaknové
oligonukleotidy (ssDNA) s T4 polynukleotid kinasou (T4 PNK) v prostiedi sterilni
deionizované vody (ddH,O) a reakéniho pufru (Tab. 3.1). Reakce byla povedena
v termalnim cykleru nejprve 30 minut pii 37 °C, poté 5 minut pfi 95 °C a nasledné
ochlazena na 25°C rychlosti 0,1 °C-s'. Timto zpisobem byly pfipraveny

dvouvléknové oligonukleotidy s presahujicimi fosforylovanymi 5‘-konci.
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Tab. 3.1 Reakcni slozky syntézy dvouvidknovych oligonukleotidii a odpovidajici objemy.

Reakéni slozka V]
ssDNA oligonukleotid 1 1,0
ssDNA oligonukleotid 2 1,0
T4 PNK 1,0
Reakéni pufr A 10X 1,0
ddH,O 6,0

Dvouvlaknové oligonukleotidy z piedchozi reakce byly zfedény a zaklonovany do
vektoru pSpCas9(BB)-2A-puro (PX459) V2.0 prostfednictvim liga¢ni reakce (Tab. 3.2).
Jako restrikéni enzym pro linearizaci zvoleného plasmidu byl pouZit FastDigest Bbsl,
ktery specificky $tépi dvouvlaknovou DNA v mist¢ GAAGAC(2/6)". Spojeni
dvouvlaknovych oligonukleotidu s linearizovanym plasmidem zajistuje
ATP-dependentni T7 DNA ligasa. Ligacni reakce probihala v termalnim cykleru
5 minut pfi teploté 37 °C a 5 minut pii 21 °C, teplotni cyklus byl opakovan Sestkrat.

Tab. 3.2 Reakcni slozky ligace dvouvidknovych oligonukleotidii do linearizovaného

vektoru a jim odpovidajici objemy.

Reakéni slozka V]
pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459), (30 ngulfl) 2,9
Oligonukleotidovy duplex (200x zfedeény) 2,0
Tango pufr 10X 2,0
DTT (6,5 mmol-1™") 1,0
ATP (10 mmol1™") 1,0
FastDigest Bbsl 1,0
T7 DNA ligasa 0,5
ddH,O 9,2

Vyslednd reakéni smés byla ociSténa ATP-dependentni Plasmid-Safe DNasou
(Tab. 3.3), ktera slouzi pro odstranéni prebytecné linearizované DNA. Tato reakce
probihala v termalnim cykleru, nejprve 30 minut pii 37 °C, a poté byl enzym

inaktivovan 30 minut pti 70 °C.
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Tab. 3.3 Reakcni slozky purifikace plasmidu obsahujici insert a odpovidajici objemy.

Reakéni slozka V]
Ligacni reakce 11,0
Plasmid-Safe reak¢ni pufr 10X 1,5
ATP (10 mmol1™") 1,5
Plasmid-Safe DNasa 1,0

Takto pfipravené plasmidy byly transformovany do chemicky kompetentnich
DH50™ bun¢k. Transformace byla provedena pouzitim Library Efficiency® DHJ5o
Competent Cells dle protokolu doporuceného vyrobcem. Po inkubaci na ledu byl
proveden teplotnim Sok ve 45°C vodni lazni po dobu 45 sekund. Poté bylo k bunécné
suspenzi na ledu pfidano SOC medium. Naslednad inkubace probihala 1 hodinu pfi
37°C a220 rpm na tfepacce. Builkky byly vysety na Petriho misky s LB agarem
obsahujici 0,1 mg'ml™" ampicilinu a inkubovany pies noc pii 37 °C. Do 3 ml LB media
s 0,1 mg'ml™" ampicilinu byly zkazdé misky odpichnuty klony, které byly nasledng
zmnozeny inkubaci ptfes noc pii 37 °C a 220 rpm na tfepacce. Z 500 pl suspenze byl
pfipraven zasobni glycerolovy roztok skladovany pii —80 °C. Zbyly objem bunécné

suspenze slouzil pro izolaci plasmidu a kontrolni sekvenovani.

3.2.3 Izolace a sekvenovani plasmidii

Plasmidy od vSech odpichnutych klonti byly izolovany pouzitim QIAprep Spin
Miniprep kit dle protokolu doporuc¢eného vyrobcem a ptitomnost insertd v izolovanych
plasmidech byla ovéfena sekvenovanim od U6 promotoru pouzitim primeru U6-Fwd
(Tab. 3.4). Pro samotné sekvenovani byly vzorky zpracovany pomoci BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit a BigDye XTerminator™ Purification Kit dle
protokolu doporuc¢eného vyrobcem. Sekvenovéani bylo provedeno na genetickém
analyzatoru 3500 xL.

Dle vysledkti sekvenovani byl od kazdého insertu vybran jeden klon, ktery byl
nasledné¢  pfeockovan  z glycerolového roztoku do 150ml LB media
obsahujiciho 0,1 mg'ml™" ampicilinu. Suspenze byly inkubovany pies noc pii 37 °C
a 220 rpm na tfepacce. Izolace plasmidi byla provedena pouzitim NucleoBond Xtra
Midi dle protokolu doporuc¢ené¢ho vyrobcem. V zavérecném kroku byly plasmidy

vysrazeny nejprve isopropanolem a na zaver 70% etanolem. Po oschnuti byly srazeniny
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resuspendovany ve 200 ul sterilni deionizované vody. Koncentrace plasmidi byly
zméfeny na spektrofotometru NanoDrop a upraveny na pfiblizné stejnou hodnotu.

Sekvence izolovanych plasmidi byly opét ovéieny sekvenovanim od U6 promotoru.

Tab. 3.4 Sekvence primeru U6-Fwd pouzitého pro sekvenovani vzniklych plasmidii od

U6 promotoru.

Nazev primeru  Sekvence primeru

U6-Fwd GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC

3.3 Priprava bunék pro dalsi experimenty

3.3.1 Izolace a ozarovani mysich embryonalnich fibroblastii

Mys brezi 13,5 dne byla usmrcena cervikalni dislokaci. Po ocisténi mysi 70%
etanolem, peritoneum bylo roziiznuto a déloha byla vyjmuta do Petriho misky s PBS.
Embrya byla uvolnéna a ociSténa od okolnich tkéni. Po odebrani hlavy a visceralnich
organt byla embrya rozifezana na malé kousky. Oc¢isténé kousky embryi byly pfeneseny
do 50ml zkumavky a obsah byl doplnén ptidavkem MEF media na 30 ml. Po sto¢eni
byl sediment resuspendovan 10 ml DMEM media s 20 % FBS, 0,2 % kolagenasy
al0 pgml”' DNasy I Tato suspenze byla inkubovana 1,5 hodiny pii 37 °C
a promichavana kazdych 30 minut.

Po skonceni inkubace byla smés opakované protlacena pies injekéni jehlu (20-G)
a proseta pies sitko (100 um). Objem filtratu byl doplnén MEF mediem na 50 ml. Po
stoceni byly bunky opét resuspendovany v MEF mediu a nasety na kultiva¢ni misky
(ekvivalent jednoho embrya na 100mm misku). Po dvou pasazich byly bunky sklizeny,
spo¢itany a po 3 milionech pfeneseny do zamrazovacich zkumavek, které¢ byly
uchovavany do ozatovani pii —80 °C maximalné po dobu 1 tydne.

Izolované mysi embryonalni fibroblasty byly ozafeny 38 Gy na suchém ledu *°Co
zétiCem. Po ozafeni byly buiiky uchovéavany v tekutém dusiku.

V ptipadé potieby byly zkumavky rozmrazeny, stoceny, resuspendovany v MEF
mediu a nasety na desticky pokryté pomoci 0,1% roztoku Zelatiny hustotou cca
20000 bungk-cm . Takto pfipravené ozafené mysi embryonalni fibroblasty (iMEEF,
irradiated mouse embryonic fibroblasts) byly vyuzivany jako vyzivné buiky pro

podporu nediferencovanych iPSC.
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3.3.2 Izolace a reprogramovani lidskych PBMC

Z 5 ml krve zdravych jedinct byly izolovany PBMC. Ve zkumavce byl roztok
Histopaque ptevrstven krvi s EDTA v poméru 1:1. Smés byla centrifugovana 30 minut
pti 400 rcf a 25 °C. Po stoceni byla odsatd vrstva séra a vrstva obsahujici PBMC byla
pienesena do nové zkumavky s PBS a suspenze byla centrifugovana 10 minut pfi
250 rcfa 25 °C.

Reprogramovani izolovanych PBMC bylo provedeno prostiednictvim Sendai virt
spouzitim  CytoTune™-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit dle publikovaného
protokolu®.

Nejprve byla pfipravena desti¢ka oSetfena tkanovou kulturou, kterd byla ptfes noc
pokryta PBS obsahujicim 5 pg'ml™' CD3, nasledn& byla inkubovana v blokovacim 2%
roztoku BSA po dobu 30 minut a opakovan¢ omyta PBS.

Peleta PBMC byla resuspendovana v RPMI mediu obsahujicim 50 ng-ml™" IL2,
0,4 ],Lg-mF1 CD3 a CD28 (stimulacni RPMI medium), suspenze byla pfenesena na
pripravenou desticku. Mnozstvi bunék v desticce bylo spocitano a upraveno na
1—4 miliony bunék na jamku. Stimula¢ni RPMI medium bylo dle potteby dopliiovano
nebo vyménovano po dobu 3 dni.

Nésledujici den byly bunky stoCeny, resuspendovdny ve stimulacnim RPMI
mediu a spocitany. Suspenze byla pfenesena na novou destiCku pfipravenou stejné jako
v ptedchozim ptipad€é. Na kazdou jamku ptipadalo 150 000 bunék a do kazdé jamky
bylo ptfidano 150 pl reprogramovaci smési obsahujici ¢astice Sendai viru KOS, hc-Myc
a hKIf4 v poméru 5:5:3. Druhy den bylo vyménéno stimulacni RPMI medium bez
virovych ¢astic.

Dva dny poté byly buiiky pteneseny v HES mediu na desticku pokrytou iMEF.
Nasledujici dny bylo HES medium dle potteby dopliiovano nebo vyménovano. Izolace
narostlych kolonii se spravnou morfologii byla provedena opakovanym odpichovanim
na desticky pokryté iMEF.

Takto ptipravené bunky byly vyuZity jako kontrolni iPSC pro dalsi experimenty.
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3.4 Transfekce plasmida do iPSC

Transfekce plasmidi do iPSC byla provedena metodou elektroporace s pouzitim
Neon Transfection System 100 ul Kit a Neon Transfection System. Podminky
elektroporace byly zvoleny dle doporuceni vyrobce a dale optimalizovany pro vybranou
kontrolni linii iPSC.

Nejprve byla provedena transfekce plasmidu pSpCas9n(BB)-2A-GFP (PX461),
ktery umoziiuje monitorovani vysledkt elektroporace detekci zeleného fluorescencniho
proteinu (GFP, green fluorescent protein) produkovaného uspésné transfekovanymi
buiikami.

Kontrolni iPSC byly sklizeny akutasou do 50ml zkumavky a obsah byl doplnén
pridavkem PBS na 30 ml. Mnozstvi zivych bunék v suspenzi s piidavkem trypanové
modii bylo vypocteno na pfistroji LUNA-IL. Suspenze byla centrifugovana 5 minut pfi
300 rcf a 25 °C. Po odsati supernatantu byly buniky resuspendovéany v resuspendacnim
pufru.

Elektroporace byla provedena za riiznych podminek, jako optimaliza¢ni parametry
byly zvoleny pocet, délka a napéti pulsi. Pro kazdou elektroporaci bylo pouzito
7-10° bun&k a 8 pg plasmidu. Poté byly buiiky preneseny na vitronektinem pokrytou
desti¢ku obsahujici medium mTeSR" s 10 pmol-1”' ROCK inhibitoru.

Vliv optimaliza¢nich parametr na ucinnost transfekce byl ovéien po 24 hodinach
prutokovou cytometrii.

Na zakladé¢ wvysledkli byly zvoleny optimalni parametry elektroporace
vytvotenych plasmidli do kontrolnich iPSC. Transfekce byla provedena podobné jako
v ptedchozim piipad€. V poslednim kroku byly elektroporované bunky pfeneseny na
desticku pokrytou iMEF obsahujici HES medium. Po 24 hodinach byla provedena
selekce tisp&sné transfekovanych bunék pouzitim HES media obsahujici 2,5 pgrml™
puromycinu. Nasledné bylo HES medium vyménovano kazdych 48 hodin. Vybér klont
byl proveden odpichovanim kolonii. Pro charakterizaci a dal§i experimenty byly
zvoleny nejlépe rostouci klony se spravnou morfologii.

Timto zplUsobem byly vytvofeny iPSC modely pro MPS IIID, MPS IVA,
MPS IVB a MPS VL
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3.5 Charakterizace iPSC modelu MPS

3.5.1 Amplifikace, purifikace a sekvenovani cilovych fragmentii gDNA

Kontrolni a geneticky modifikované bunééné linie byly sklizeny pomoci akutasy,
preneseny do 1,5ml zkumavek a centrifugovany 5 minut pfi pokojové teploté a 300 rcf
v mikrocentrifuze. Po odsati supernatantu byly bunécéné pelety resuspendovany v PBS.
Suspenze bunck byly pouzity pro izolaci genomovych DNA, ktera byla provedena
prostiednictvim QIl4damp DNA Mini Kit dle protokolu doporuc¢eného vyrobcem.
V zavérecném kroku byla provedena eluce gDNA deionizovanou vodou.

Koncentrace izolovanych gDNA byly zméfeny na spektrofotometru NanoDrop
a upraveny na piiblizné¢ stejnou hodnotu. Takto ptipravené gDNA byly vyuzity jako
templaty pro amplifikaci oblasti postizenych mutaci. Podminky polymerazovych
tetézovych reakci (PCR, polymerase chain reaction) byly optimalizovany pro jednotlivé
dvojice primerd (7ab. 3.7), které byly dodany spolecnosti Generi Biotech. Primery
a podminky PCR byly navrzeny dle ptislusnych publikaci®® ®’(Tab. 3.5, Tab. 3.6).

Tab. 3.5 Reakcni slozky PCR a jim odpovidajici objemy pro jednu 50ul reakci.

Slozka reakce V]
ddH,O 29,5
HF reakéni pufr 5X 10,0
Mix dNTP (10 mM) 1,5
DMSO 1,5
Primer FW (10 uM) 2,5
Primer RV (10 uM) 2,5
Phusion Hot Start Flex DNA polymerasa 0,5
Templat gDNA (50-250 ng) 2,0
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Tab. 3.6 Teplotni program PCR.

Krok reakce Teplota Cas Opakovani
Uvodni denaturace 95 °C 30s Ix
Denaturace 95 °C 10s 35x
Nasedani primert 62—64 °C” 25s

Elongace 70 °C 25s

Finalni elongace 70 °C 7 min Ix
Chlazeni 8 °C 00 Ix

* 62 °C pro primery GNS_E1 FW/RV a GLB1 E2 FW/RT
64 °C pro primery GALNS E1 FW/RV a ARSB E1 FW/RT
Tab. 3.7 Nazvy a sekvence primerii pouzitych k amplifikacnim a sekvenacnim reakcim.
Primer GLB1 E2 FW resp. GLBI E2 RV obsahuje navic sekvenci (tucné vyznaceno),

ktera umoznuje sekvenovani univerzalnim primerem T7 resp. RP.

Nazev primeru Sekvence primeru

GNS El1 FW CTTCAAGGCACGGCTTTTTA

GNS _El1 RV CATAAAGGGCCTCAGGTGG

GALNS E1 FW GCCCCACTGGTCACGAGGCAGTCCA

GALNS E1 RV CCCACCCCGGCCCTGCCCCGTCCCACCGCCCGCACTCA
GLB1 E2 FW TAATACGACTCACTATAGCTCCCTCTTATCCATGTGTT
GLB1 E2 RV  TGAAACAGCTATGACCATGGAATGCAGGTCTGCTTTAAT
ARSB E1 FW  GCAGCCCAGTTCCTCATTCTAT

ARSB E1 RV  GCCTGGAAGAGCGAGGTT

Cistota fragmentl a specifita PCR byla ovéfena gelovou elektroforézou. Pro
kontrolu velikosti fragmentl byl pouZzit HypperLadder 50 bp, ktery byl spole¢né se PCR
produkty michan s Loading Dye 5X a nanesen na 1% agarosovy gel s pfidavkem
barviva GelRed. Elektroforéza probihala 35 minut pti 100 V.

Produkty amplifikacnich reakci byly ptecistény s pouzitim PureLinkTM Quick
Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit dle protokolu doporuceného
vyrobcem. V zavérecném kroku byla provedena eluce PCR produktt do elu¢niho pufru.

Pro potvrzeni pfitomnosti mutace byly piecisténé PCR produkty podrobeny
obousmérnému sekvenovani. Jako sekvenacni primery byly pouzity primery

amplifikacnich reakei (Tab. 3.7) a univerzalni sekvenaéni primery T7 a RP.
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3.5.2 Testovani enzymatickych aktivit

Kontrolni iPSC a bunky obsahujici mutaci genu GALNS, GLBI a ARSB byly
sklizeny pomoci akutasy, pteneseny do 1,5ml zkumavek a centrifugovany 5 minut pfi
pokojové teplote a 300 rcf v mikrocentrifuze. Bunétné pelety byly resuspendovany
v deionizované vod¢ a homogenizovany. V kazdém homogenatu byl stanoven celkovy
protein a nasledné byla zméfena aktivita kontrolniho enzymu a enzymu postizeného

mutaci ptislusného genu (Tab. 3.8).

Tab. 3.8 Prehled testovanych enzymii v liniich obsahujicich mutaci prislusného genu.

Mutovany gen Kontrolni enzym PostiZeny enzym

GALNS -galaktosidasa N-acetylgalaktosamin-6-sulfat sulfatasa
GLBI B-hexosaminidasa [-galaktosidasa
ARSB B-galaktosidasa arylsulfatasa B

Celkovy protein

Celkovy protein ve vSech homogenatech byl stanoven modifikovanou Lowryho
metodou®®. Nejprve byla piipravena kalibraéni fada pomoci roztoku hovéziho sérového
albuminu (BSA, bovine serum albumin) o koncentraci 0,1 mg-mlf1 (Tab. 3.9). Nasledné
bylo k 5 pl homogenatu pfidano 195 pl deionizované vody. Vzorky v dubletech byly
inkubovany s 200 pl reakéniho roztoku A po dobu 10 minut pii 50 °C, poté s 20 ul
reakéniho roztoku B 10 minut pii1 laboratorni teplot¢ a s600 upl zfedéného
Folin-Ciocalteuova ¢inidla 10 minut pti 50 °C. Néasledné provedeno méfeni absorbance
pfi 650 nm na UV-VIS spektrofotometru UV-2550.

Mnozstvi celkového proteinu ve vzorcich bylo vypocteno z kalibraéni zavislosti.

Tab. 3.9 Priprava kalibracni fady pomoci roztoku BSA o koncentraci 0,1 mg-ml™".

c(BSA) [pgml™"] 0 25 50 75 100
V (BSA) [] 0 50 100 150 200
V (H,0) [pl] 200 150 100 50 0
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Aktivita f-hexosaminidasy

Homogenaty kontrolni linie a linii obsahujici mutaci genu GLBI byly zfedény na
koncentraci celkového proteinu 0,02 pg-pl™'. Poté bylo provedeno testovani aktivity
B-hexosaminidasy dle publikovaného protokolu®.

Nejprve bylo smichano 20 pl homogenatu s 20 pl roztoku substratu I a 20 pl
deionizované vody s 20 pl roztoku substratu I. Vzorky byly inkubovany 15 minut pfi
37 °C. Reakce byly zastaveny ptidavkem 600 pl stopovaciho 0,2M glycinového pufru
(pH 10,6). Kalibra¢ni fada byla pfipravena pomoci roztoku 4-methylumbelliferonu
(4MU) o koncentraci 1 pmol-I”' (Tab. 3.10). Fluorescence uvolnéného 4MU a kalibrace
byla zmétena pii 365/448 nm (ex/em) na fluorescencnim spektrofotometru LS-55.

Koncentrace 4MU ve vzorku byla vypoctena na zaklad¢ ziskané kalibra¢ni kiivky.

Tab. 3.10 Piiprava kalibracni fady pomoci roztoku 4MU o koncentraci 1 umol-l”".

¢ (4MU) [pmol-I"] 0,2 0,4 0,6
V (4MU) [p]] 240 240 360
V (stopovaci pufr) [ul] 960 360 240

Aktivita B-hexosaminidasy byla vypoctena dle nésledujiciho vzorce:

_ (Cvz - Cbl) Vv _ (Cvz - Cbl) - 2,56
m-t m ’

A[nmol-mg~1-h™1]

kde ¢y, je koncentrace 4MU ve vzorku (umol-lfl), cpl je koncentrace 4MU ve slepém
vzorku (umol-I™"), ¥ je konedny reakéni objem (ml), m je mnozstvi celkového proteinu

v reakci (mg) a 7 je reakéni Cas (h).

Aktivita B-galaktosidasy

Homogenaty kontrolni linie a linii obsahujicich mutaci genu GALNS, GLBI
a ARSB byly ziedény na koncentraci celkového proteinu 0,05 pgul™. Poté bylo
provedeno testovani aktivity p-galaktosidasy dle publikovaného protokolu®.

Nejprve bylo smichano 20 ul homogenatu s 20 pl roztoku substratu IT a 20 pl
deionizované vody s 20 pl roztoku substratu II. Vzorky byly inkubovany 30 minut pfi
37 °C. Reakce byly zastaveny piidavkem 600 ul stopovaciho 0,2M glycinového pufru
(pH 10,6). Fluorescence uvolnéného 4MU byla zmétena pii 365/448 nm (ex/em) na

fluorescenénim spektrofotometru LS-55.
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Pro vypocet koncentrace 4MU ve vzorku byla pouzita kalibracni zavislost
z ptedchoziho stanoveni (Tab. 3.10).
Aktivita B-galaktosidasy byla vypoctena dle nésledujiciho vzorce:

Cyy — Cp) "V c,, —Cp) - 1,28
A[nmol-mg~1-h71] = (evz — cb1) _ (Cvz — Cp1) ,
m-tT m

kde ¢y, je koncentrace 4MU ve vzorku (umol-I™"), ¢y je koncentrace 4MU ve slepém
vzorku (umol-I™"), ¥ je kone&ny reakéni objem (ml), m je mnozstvi celkového proteinu

v reakci (mg) a 7 je reakéni Cas (h).

Aktivita N-acetylgalaktosamin-6-sulfat sulfatasy

Homogenaty kontrolni linie a linii obsahujici mutaci genu GALNS byly ziedény
na koncentraci celkového proteinu 2 pgul™'. Poté bylo provedeno testovani aktivity
N-acetylgalaktosamin-6-sulfat sulfatasy dle publikovaného protokolu™.

Nejprve bylo smichano 10 pl zfedéného homogenatu s 20 pl roztoku substratu II1.
Vzorky byly inkubovany 17 hodin pii 37 °C. Poté byly pfidany 2 pl inhibi¢niho pufru.
Nasledné bylo do reakce dodano 10 pg zdroje B-galaktosidasy v podobé homogenatu
fibroblasti pacienty s prokdzanym deficitem N-acetylgalaktosamin-6-sulfat sulfatasy.
Druhd inkubace probihala 2 hodiny pii 37 °C a byla ukoncena ptidavkem 600 pl
stopovaciho 0,2M glycinového pufru (pH 10,6). Fluorescence uvolnéného 4MU byla
zmgefena pii 365/448 nm (ex/em) na fluorescenénim spektrofotometru LS-55.

Pro vypocet koncentrace 4MU ve vzorku byla pouzita kalibracni zavislost (Tab.
3.10).

Aktivita N-acetylgalaktosamin-6-sulfat sulfatasy byla vypoctena dle nasledujiciho
vzorce:

Cyz—Cp) "V (cyy — Cpy) - 0,642
A[nmol-mg=1-17h71] = (v b1) _ (v, b1) ’
m m

kde ¢y, je koncentrace 4MU ve vzorku (umol-I™"), ¢y je koncentrace 4MU ve slepém
vzorku (umol-I™"), ¥ je koneény reakéni objem (ml) a m je mnozstvi celkového proteinu

v reakci (mg).
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Aktivita arylsulfatasy B

Homogenaty kontrolni linie a linii obsahujicich mutaci genu ARSB byly ziedény
na koncentraci celkového proteinu 3 pgul™'. Poté bylo provedeno testovani aktivity
arylsulfatasy B dle publikovaného protokolu’.

Dublety vzorkll byly pfipraveny smichanim 50 pl homogenatu s 50 ul roztoku
substratu IV. Vzorky byly inkubovany 30 minut a 90 minut pii 37 °C. Reakce byly
zastaveny pridanim 900 pl 1M NaOH. Ke kazdému vzorku byl pfipraven enzymovy
blank bez inkubace smichdnim 50 pl homogenatu s 900 pul 1M NaOH a 50 pl roztoku
substratu IIl. Vzorky byly centrifugovany 5 minut pii pokojové teplot¢ a 6700 rcf
v mikrocentrifuze. Kalibracni fada byla pfipravena pomoci roztoku 4-nitrokatecholu
(4NC) o koncentraci 0,5 mmol-I” (Tab. 3.11). Absorbance uvolnéného 4NC a kalibrace
byla méfena pii 515 nm na UV-VIS spektrofotometru UV-2550.

Tab. 3.11 Piiprava kalibracni fady pomoci roztoku 4NC o koncentraci 0,5 mmol-I”".

¢ (4NC) [pmol1"] 0 5 10 15 20
V (4NC) [pl] - 10 20 30 40
V (H,0) [] 500 490 480 470 460

V (stopovaci pufr) [ul] 500 500 500 500 500

Aktivita arylsulfatasy B byla vypoctena dle nasledujiciho vzorce:

((A9° — A50) — 0,2 K) Ly
A[nmol-mg~1-h71] = a )
m

kde 4°°—4%" je rozdil absorbanci 4NC, a i b jsou ¢iselné koeficienty rovnice kalibragni
pfimky, m je mnoZstvi proteinu (mg) a K je usek na ose y ze zavislosti absorbance

(As)5) na dobé inkubace.

3.5.3 Detekce exprese znakit pluripotence

Kontrolni a vybranych geneticky modifikované iPSC byly pfeneseny na desticku
pokrytou iMEF. Po rozrosteni kolonii bylo provedeno imunofluorescen¢ni barveni
pomoci protilatek specifickych k vybranym znakiim pluripotence (Tab. 3.12). Buiky
byly nékolikrat oplachnuty PBS, poté byla provedena fixace inkubaci ve 4%
formaldehydu (10 minut, 4 °C) a 0,2% roztoku Triton X-100 (15 minut, pokojova
teplota). Nasledn¢ byly bunky inkubovany v 10% kozim séru po dobu 1 hodiny pfti
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37°C. Po odsati blokovaciho roztoku byly pfidany nafedéné primarni protilatky
a desticka byla inkubovéna pies noc pii 4 °C. Po oplachu PBS byly piidany sekundéarni
protilatky a inkubace probihala 1 hodinu pifi 37 °C ve tmé. Na zavér byly bunky
nékolikrat oplachnuty PBS a piedposledni oplach obsahoval 1 pg:ml™' DAPI (15 minut,
37 °C).

Tab. 3.12 Protilatky pouzité pro imunofluorescenci znakii pluripotence a jejich redeni.

Primarni Ab Redéni 1°Ab  Sekundérni Ab Redéni 2°Ab
LIN-28 krali¢i pAb  1:200 Anti-krali¢i IgG 1:1000
Nanog mysi mAb 1:50 Anti-mysi IgG 1:1000
Oct-3/4 mysi mAb 1:50 Anti-mysi [gG 1:1000
Sox-2 mysi mAb 1:50 Anti-mysi [gG 1:1000
SSEA-4 mysi mAb 1:75 Anti-mysi IgG 1:1000

Pro demonstraci aktivity alkalické fosfatasy (ALP) bylo provedeno barveni
kontrolnich a geneticky modifikovanych iPSC pomoci Alkaline Phosphatase Kit dle

doporuceni vyrobce.
3.6 Tvorba a charakterizace bunéénych modelit MPS odvozenych od iPSC

3.6.1 Chondrogenni diferenciace iPSC

Vytvotfené a charakterizované iPSC modely vybranych mukopolysacharidos byly
spole¢n¢ s kontrolnimi iPSC pouzity pro tvorbu bun¢k podobnych chondrocytim.
Diferenciace probihala pies jednovrstevnou kulturu dle publikovaného protokolu’.

Buniky byly pasdzovany na vitronektinem pokrytou desti¢ku obsahujici medium
mTeSR™ s 10 pmol'l™' ROCK inhibitoru. Od daliho dne bylo medium mTeSR"
vyménovano denné. Chondrogeneze byla zahdjena pii 80-90% pokrytim jamky a buiiky
byly kultivovany v pro-mesodermélnim mediu po dobu jednoho tydne. Medium bylo
vyméinovano kazdych 48 hodin.

Nasledujici tyden bylo medium nahrazeno standardnim chondrogennim mediem
obsahujicim 10 ng'ml™ TGF-B3. Tieti tyden byly buiiky péstovany ve standardnim
chondrogennim mediu doplnéném 10 ng'ml~' TGF-p3 a 10 ng'ml™' IGF-1. Po skond&eni
diferenciace byly buiiky déle kultivovany ve standardnim chondrogennim mediu bez

faktorti, pro prohloubeni fenotypu.
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Takto ptipravené bunky podobné chondrocytiim odvozené od iPSC byly vyuzity

pro dal$i experimenty.

3.6.2 Imunofluorescence znaku chondrocytu a glykosaminoglykanii

Nediferencované kontrolni iPSC, diferencované kontrolni a geneticky
modifikované bunky byly pfeneseny do kultivaéni komtrky. Po 100% pokryti sklicka
buiikkami bylo provedeno imunofluorescencni barveni (Tab. 3.13) dle postupu
uveden¢ho v kapitole 3.5.3 (s. 49). Do roztoku obsahujici sekundéarni protilatky byl

navic pfidan faloidin v poméru 1:1000.

Tab. 3.13 Protildatky pouzité pro imunofluorescenci znaku chondrocytii (COL2)
a glykosaminoglykanii (heparan sulfat - HS, chondroitin sulfat - CS).

Primérni Ab Redéni 1°Ab  Sekundarni Ab Redéni 2°Ab
COL2 mysi mAb 1:200 Anti-mysi IgG 1:1000
HS mysi mAb 1:100 Anti-mysi IgG 1:1000
CS mySi mAb 1:100 Anti-mysi IgG 1:1000

3.6.3 Fotometrické stanoveni glykosaminoglykani

Diferencované kontrolni buiiky a knock-out bunééné modely byly spolecné
s jejich nediferencovanymi ekvivalenty sklizeny pomoci akutasy, preneseny do 1,5ml
zkumavek a centrifugovany 5 minut pii pokojové teploté¢ a 300 rcf v mikrocentrifuze
MiniSpin.  Bunééné  pelety byly resuspendovany v deionizované  vodé
a homogenizovany. V kazdém homogenatu byl stanoven celkovy protein a nasledné
byla zmétena koncentrace glykosaminoglykand.

Celkovy protein v homogenatech byl stanoven Bradfordovou metodou pomoci
reakéniho &inidla RotiQuant”. Nejprve byla piipravena kalibraéni fada pomoci roztoku
BSA o koncentraci 1 mg-mlf1 (Tab. 3.14). Nasledn¢ bylo k 10 ul homogenatu pfidano
490 pl deionizované vody. Poté bylo 50 ul zifedénych vzorkii a kalibrac¢nich roztoki
v dubletech inkubovano s 200 pl zfedéného roztoku Roti-Quant po dobu 5 minut pii
pokojové teploté v 96-jamkové destiCce. Méfeni absorbance pii 595 nm bylo provedeno
na ¢tece mikrotitracnich desticek.

Mnozstvi celkového proteinu ve vzorcich bylo vypocteno z kalibra¢ni zavislosti.
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Tab. 3.14 Priprava kalibracni fady pomoci roztoku BSA o koncentraci 1 mgml ™.

¢ (BSA) [pg'ml™'] 0 100 20 30 40 60 80 100
V (BSA) [ul] - 10 20 30 40 60 80 100
V (H;0) ] 1000 990 980 970 960 940 920 900

Homogenaty byly zfedény na podobnou koncentraci celkového proteinu. Poté
bylo provedeno stanoveni glykosaminoglykani’*. Nejprve byla ptipravena kalibracni
fada pomoci roztoku chondroitin-6-sulfatu (CHS) o koncentraci 1 mg-ml™' (Tab. 3.15).
Nasledné bylo k 10 ul homogenatu ptidano 10 pl deionizované vody. Poté bylo 20 pl
vzorkli smichano s 200 pl reakéni smési obsahujici roztok dimethylmethylenové modti
o koncentraci 31 pmol-I”" a roztok Tris-baze o koncentraci 2 mo-l”" v poméru 10:1.
Absorbance vSech vzorkil byla zméfena pti 520 nm.

Koncentrace glykosaminoglykanti ve vzorcich byla vypoctena na zékladé¢ ziskané

kalibrac¢ni zavislosti a vztazena na mnozstvi celkového proteinu.

Tab. 3.15 Piiprava kalibracni fady pomoci roztoku CHS o koncentraci 1 mg-ml ™.

¢ (CHS) [pgmlI’'] 0 10 20 30 40 50 60
V (CHS) [pl] ; 10 20 30 40 50 60
V (H,0) [ul] 1000 990 980 970 960 950 940
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Inaktivace genti GNS, GALNS, GLBI a ARSB systémem CRISPR/Cas9

Nejprve byly nalezeny cilové sekvence geni GNS, GALNS, GLBI a ARSB
optimalni pro jejich editaci systémem CRISPR/Cas9. Dle téchto sekvenci byly navrzeny
komplementarni dvojice oligonukleotidi obsahujici navic ptesahy, které umoziuji
inserci do cilového vektoru pSpCas9(BB)-2A-puro (PX459) V2.0 (Tab. 4.1). Uelem
téchto oligonukleotidii je kodovani odpovidajicich gRNA navadéjicich protein Cas9 do

cilového mista uré¢eného pro editaci.

Tab. 4.1 Sekvence navrzenych oligonukleotidui, odpovidajici cilovy gen a modelované
onemocneni. Oligonukleotidy obsahuji sekvenci komplementarni k editovanému genu

(velkd pismena) a presahy na 5 ‘ konich umoznuji ligaci do vektoru (mala pismena).

Onemocnéni Gen Sekvence oligonukleotidu

MPS IIID GNS 5¢-caccgCGTGAGGAGCAGCACCACGT-3¢
3-cGCACTCCTCGTCGTGGTGCAcaaa-5°

MPS IVA GALNS 5-caccgCGGTTGTCGCGGCGACGAGG-3¢
3°-cGCCAACAGCGCCGCTGCTCC Ccaaa-5°¢

MPS IVB GLBI 5¢-caccgCGGGACTCCTTCCTCAAGGA-3¢
3°-cGCCCTGAGGAAGGAGTTCCTcaaa-5°

MPS VI ARSB 5‘-caccGACCTAGGCTGGAACGACGT-3¢

3*-CTGGATCCGACCTTGCTGCAcaaa-5°

Nasledné byly ptipraveny plasmidy obsahujici specifické inserty prostfednictvim
série reakci zahrnujicich syntézu dvoufetézcovych oligonukleotidii, linearizaci
plasmidu, ligaci s inserty a piecisténi vyslednych plasmidu.

Poté byla provedena in vitro transformace plasmidi do chemicky kompetentnich
bakterii teplotnim Sokem. Po inkubaci vyrostly na miskach desitky kolonii a jednotlivé
klony byly izolovany odpichovénim. Inkubace vZdy probihala v prostiedi s obsahem
ampicilinu, ktery zajiStuje selekci Uspé$né transfekovanych bunék diky pfitomnosti
genu pro ampicilinovou resistenci v plasmidu. Na zakladné vysledkii kontrolniho
sekvenovani byly vybrany 4 klony (pro kazdy insert jeden). Po namnozeni vybranych

klonii byly cilové plasmidy izolovany a po upraveé koncentrace sekvenovany (Tab. 4.2).
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Tab. 4.2 Izolované plasmidy a jim odpovidajici poméry absorbanci a koncentrace.

Oznaleni plasmidu  Ayeo/dzs0  Azeo/A230 ¢ [ng-pl™]
pSpCas9-GNS 1,85 2,36 1066
pSpCas9-GALNS 1,86 2,38 1094
pSpCas9-GLBI1 1,77 2,23 1083
pSpCas9-ARSB 1,92 2,32 1067

Koncentrace izolovanych plasmidii byla pomoci spektrofotometru NanoDrop
upravena na cca 1,1 ug-ulfl. Meéieni také prokazalo, ze pomér absorbanci pii 260 nm
a 230 nm ve vSech ptipadech ptesahuje hodnotu 2,0 a vzorky plasmidil tedy neobsahuji
vyznamné mnozstvi kontaminantd absorbujicich pii 230 nm. Pomér absorbanci pfi
260 nm a 280 nm se pohybuje v optimalnich mezich, pouze v jednom piipad¢ je

hodnota mirn¢ snizend, coz poukazuje na zvySené mnozstvi napt. proteinil.

AC 6 AR RARCACCGCG TG A G GAGCSAOGCDHARCTOCSATCTG TG T TTTSLA

oottt

AR C G AR BRCALCCG C G G TTOGTCOGCGGCG ALACOCG A GG 6T TTTHAHA

RC 6 A A ARCALCCG C G 6 G A CTOCOCTTOCOCTOCALMLGG A GTTTTHA

ARC G A AR CRLCCG BRCCTH ROG G CT G G AHRARBRCGARLC GGT G TTTTH:LE G

Obr. 4.1 Ukazky sekvenci plasmidii obsahujicich inserty (Zluta) specifické pro vybranou
oblast genu GNS (I), GALNS (II), GLBI1A (IIl) a ARSB (1IV).
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Kontrolni Sangerovo sekvenovani izolovanych plasmidi od U6 promotoru
prokéazalo piitomnost specifickych inserti (Obr. 4.1). Cistota sekvence poukazuje na
puvod plasmidu z jednoho klonu. Dle pomért absorbanci a vysledkii sekvenovani lze
izolované plasmidy povazovat za vhodné pro dalsi experimenty.

Takto piipravené plasmidy spolecné se zvolenou metodou transfekce umoznuji
dopraveni systému CRISPR/Cas9 do iPSC a tim i editaci jejich genomu v oblasti
komplementarni k danému insertu.

Po ovéfeni Cistoty a spravnosti insertl byla provedena transfekce vytvotrenych
plasmidii do kontrolnich iPSC metodou elektroporace. Podminky elektroporace byly
zvoleny na zaklad¢ vysledka transfekce plasmidu pSpCas9n(BB)-2A-GFP (PX461) do
iPSC za riznych podminek (Tab. 4.3).

Pro kazdou elektroporaéni reakci bylo pouzito 7-10° Zivych bundk, jejichz pocet
byl zvolen dle doporuceni vyrobce pouzitého kitu. Mnozstvi plasmidu bylo pouzito dle
koncentrace zasobniho roztoku plasmidu (0,8 pgul*l), protoZze maximalni povoleny
objem plasmidu ve 100pl elektroporaéni reakci je 10 pl.

Zavislost intenzity, poCtu a délky pulst na uspéSnosti elektroporace byla
otestovana po 24 hodinach pritokovou cytometrii, protoze intenzita fluorescence GFP

je pfimo umérna jeho expresi uspésné transfekovanymi buiitkami (Obr. 4.2, Obr. 4.3).

Tab. 4.3 Optimalizované parametry elektroporace a jim odpovidajici mnozZstvi bunék
produkujicich GFP (GFP+) z celkového poctu Zivych bunék.

MnozZstvi Napéti pulsu Pocet pulsi  Délka pulsu  Mnozstvi GFP+

plasmidu bunék
8 ug 1000 V 1 20 ms 22,2 %
8 ug 1000 V 2 20 ms 22,8 %
8 ug 1000 V 3 20 ms 44.9 %
g 950 V 2 30 ms 41,2 %
8 g 1000 V 2 30 ms 58,5 %
8 ug 1100 V 2 30 ms 70,3 %
8 ug 950 V 2 20 ms 24,3 %
8 ug 1100 V 2 20 ms 60,4 %
- 1000 V 2 20 ms 0,44 %
- - - - 0,07 %
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Obr. 4.2 Zavislost mnozstvi bunéek produkujicich GFP (GFP+) z celkového mnozstvi

zivych bunek na intenzité, poctu a délce pulsii.
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Obr. 4.3 Vysledky priitokové cytometrie zobrazujici mnozZstvi bunék produkujicich GFP

a netransfekovanych bunék v zavislosti na pouzitych parametrech elektroporace.
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Z vysledkt prutokové cytometrie vyplyva, Ze uspéSnost transfekce plasmidu do
1PSC roste s rostoucim poctem pulst a jejich délkou. Dale bylo zjiSténo, ze mnoZzstvi
bun¢k produkujicich GFP roste i s rostoucim napétim pulsti, pouze pfi aplikaci dvou
20ms pulst doslo zvySenim napéti z 900 V na 1000 V k mirnému poklesu uspésnosti
transfekce. Podminky elektroporace jednim 20ms pulsem s napétim 1000 V, jednim
20ms pulsem snapétim 950 Va dvéma 20ms pulsy s napétim 1000 V dosahuji
srovnatelné miry GispéSnosti transfekce.

Z testovanych podminek nejvys$si Gc€innosti dosahuje elektroporace pii pouziti
dvou 30ms pulst s napétim 1100 V, proto byly tyto parametry zvoleny pro nasledujici
transfekci plasmidi obsahujicich specifické inserty do kontrolnich iPSC.

Vyss$i parametry pulst nebyly testovany, s ohledem na vitalitu a stav bun¢k, se
kterymi bude po transfekci dale manipulovano. Navic, dosazena spés$nost transfekce je
pro nase ucely dostacujici.

Po elektroporaci nasledovala puromycinova selekce uspésné transfekovanych
bunck, kterou umoziluje pfitomnost genu pro docasnou puromycinovou rezistenci
v transfekovanych bunkéch. Vliv puromycinu potvrdilo odumiranim iMEF, které bylo
nutné po skonceni selekce doplnit, protoze nedisponuji puromycinovou rezistenci. Za
nckolik dni se zacaly tvofit prvni kolonie ptezivsich bunék. Jednotlivé klony byly poté
izolovany opakovanym odpichovanim arozpéstovany. Pro potvrzeni pfitomnosti
mutace v cilovych genech a pro dalSi experimenty byly vybrany tii nejlépe rostouci

klony se spravnou morfologii od kazdého transfekéniho plasmidu.
4.2 Charakterizace iPSC modeli MPS

4.2.1 Sekvenacni analyza transfekovanych iPSC

Genomové DNA byly izolovany z kontrolnich a transfekovanych iPSC. Pro
ovéfeni pfitomnosti a urceni typu mutace byly cilové oblasti genomu amplifikovany
a purifikované produkty PCR byly podrobeny sekvenovani. Zaroven byla provedena
gelova elektroforéza pro kontrolu Cistoty fragmentt a specifity PCR, pomoci délkového
markru HyperLadder 50 bp byla ovétena spravnost délky produkti amplifikace (Tab.
4.4,s.60a0br.4.8,s. 61).
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Obr. 4.4 Chromatogramy sekvenovanych fragmentii gDNA transfekovanych (la, 1b, Ic)

a kontrolnich (wt) iPSC, které zobrazuji oblast genu GNS postizenou mutaci (Zluta).

G C G G c G G T T G T c G C G G C G A C G s G G T G G T G G c

M\m&\/\/m/\/\mmwm/\m

G [w G G C G G T T G T c G C G G C G L C G N | N | N N A N N T

Obr. 4.5 Chromatogramy sekvenovanych fragmentii gDNA transfekovanych (2a, 2b, 2c)
a kontrolnich (wt) iPSC, které zobrazuji oblast genu GALNS postizenou mutaci (Zluta).
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Obr. 4.6 Chromatogramy sekvenovanych fragmentit gDNA transfekovanych (3a, 3b, 3c)

a kontrolnich (wt) iPSC, které zobrazuji oblast genu GLB1 postizenou mutaci (Zluta).

G G C n G n c G A C C T A G G C T G G A A C G n c G T C G G C
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Obr. 4.7 Chromatogramy sekvenovanych fragmentii gDNA transfekovanych (4a, 4b, 4c)
a kontrolnich (wt) iPSC, které zobrazuji oblast genu ARSB postizenou mutaci (zluta).
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Tab. 4.4 Prehled editovanych genu, predpokladané délky amplikonu, ndzvy izolovanych

bunécnych linii a jim odpovidajici mutace jednotlivych alel.

Editovany gen Délka Bunécna linie Mutace 1. Mutace 2.
amplikonu [bp] alely alely

GNS 450 la Inserce 1N Delece 13 N
1b Delece 9 N Delece 9 N
lc - Delece 9 N

GALNS 333 2a Delece 20N Delece 20 N
2b Delece 10 N Delece 8 N
2c Delece 4 N Inserce 74 N

GLBI 368 3a Inserce 1 N Delece 14 N
3b Delece 10 N Delece 10 N
3c Delece | N Delece | N

ARSB 554 4a Delece 1 N Delece 1 N
4b - Delece | N
4c Delece 28 N Delece 24 N

Sekvenaéni analyza produkti PCR prokazala pfitomnost mutaci ve vSech vzorcich
pochazejicich od transfekovanych iPSC (Obr. 4.4, Obr. 4.5, Obr. 4.6, Obr. 4.7).
Porovnanim sekvenci fragmentd pochazejicich od transfekovanych a kontrolnich bun¢k
byly identifikovany typy mutaci alel jednotlivych linii.

Mutace genu GNS probehla v bunéénych liniich 1a, 1b a 1c. V bunééné linii 1a
doslo k inserci 1 nukleotidu v jedné alele a deleci 13 nukleotid ve druhé¢ alele. V obou
ptipadech se jednd o posun cteciho ramce, proto lze predpokladat, Ze gen GNS byl
inaktivovan. V ptipadé bunécéné linie 1b, kterd obsahuje deleci 9 nukleotidli v obou
alelach, neni vliv mutace na funkci genu jednoznaény. V tomto piipadé¢ nedochazi
ke zméné Cteciho ramce, proto vysledna zména sekvence aminokyselin nemusi mit na
funkci proteinu vliv. Bunééna linie 1¢ obsahuje mutaci pouze jedné alely, mohlo by se
jednat o heterozygota, ale vzhledem k charakteru mutace (delece 9 nukleotidll) se
nemusi na zmeéné funkce genu nebo vysledného proteinu projevit.

Ve vsech izolovanych bunécnych liniich s mutaci genu GALNS (2a, 2b, 2¢) resp.
GLBI (3a, 3b, 3c) se zménil pocet nukleotidl o ¢islo nedélitelné tfemi v obou alelach,
v disledku toho doslo k posunu ¢teciho ramce a tim pravdépodobné i k inaktivaci genu

GALNS resp. GLBI.
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Mutace genu ARSB nastala v bunécnych liniich 4a, 4b a 4c¢. V ptfipad¢ bunécné
linie 4a byla ob¢ vlakna postizena jednonukleotidovou deleci, kterd zpiisobuje posun
¢tectho ramce, a tim i zménu funkce genu ARSB. Bunécna linie 4b obsahuje deleci
1 nukleotidu pouze na jedné alele, jedna se tedy o heterozygota, proto v tomto piipadé
nedochazi k Gplné inaktivaci genu ARSB, protoze dasledek mutace je kompenzovan
zdravou alelou. V piipad¢ bunécné linie 4¢, ktera obsahuje deleci 28 nukleotidi na
jedné alele a deleci 24 nukleotidi na druhé alele, neni vliv mutace na funkci genu
jednoznacény. Delece 24 nukleotidii nezplisobuje posun ¢tecitho ramce, proto se tato
zména sekvence nemusi projevit a mize kompenzovat disledky mutace druhé alely.

Rozdily v délkach kontrolnich fragmenti a fragmenti obsahujicich mutaci jsou
castecné patrné 1 z vysledka gelové elektroforézy (Obr. 4.8), kde se nejvice projevila
inserce 74 nukleotidd jedné zalel genu GALNS vbunééné linii 2c. Castené lze
pozorovat i deleci 20 nukleotidi obou alel genu GALNS v bunécné linii 2a nebo deleci

28 nukleotidl a 24 nukleotidii v alelach genu ARSB v bunécné linii 4c¢.

M Bl wt la 1b 1c B2 wt 2a 2b 2c M

- ——

W S S
300 bp e ----—

M B3 wt 3a 3b 3¢ B4 wt 4a 4b 4c M
| ]

Obr. 4.8 Gelova elektroforéza produktii amplifikace cilovych oblasti genomovych DNA
kontrolnich (wt) a transfekovanych iPSC s editaci genu GNS (la-1c), GALNS (2a-2c),
GLBI (3a-3c), ARSB (4a-4c) s prislusnymi blanky (B1-B4) a délkovym markrem (M).
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4.2.2 Testovani enzymatickych aktivit v geneticky modifikovanych iPSC

Modifikovanou Lowryho metodou byl stanoven celkovy protein v homogenatech
kontrolnich iPSC a bunéénych liniich obsahujicich mutaci genu GALNS, GLBI nebo
ARSB. Stanoveni celkového proteinu bylo provedeno dvakrat, prvni méfeni slouzilo pro
piipravu zfedénych roztokti homogenatii na pozadovanou koncentraci proteinu, pii
druhém méfeni byla zjiSténa presna hodnota pracovnich roztoki homogenati, ktera byla
nasledné vyuzita pfi vypoctech aktivit pfislusSnych enzymt.

Po inkubaci vzorkl s reakénimi Cinidly byla zméfena absorbance kalibracnich
roztokli 1 zfedénych homogenati pii 650 nm. Ze zméfenych hodnot absorbanci

kalibra¢nich roztokii (Tab. 4.5) byla sestavena kalibracni zavislost (Obr. 4.9).

Tab. 4.5 Koncentrace BSA v kalibracnim roztoku a odpovidajici hodnoty absorbance

pri 650 nm.
¢ (BSA) [pgrml™'] 0 25 50 75 100
Agso 0,040 0,090 0,182 0,292 0,375
0,40 -
.-"’
0,30 - ’
< 020 1 e y = 0,0035x + 0,0208
R2=10,9871
0,10 - 0
..
0,00 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

¢ (BSA) [pgml™]
Obr. 4.9 Kalibracni zavislost absorbance pri 650 nm na koncentraci BSA v roztoku,

rovnice kalibracni primky a hodnota spolehlivosti.

Na zéklad€ rovnice kalibracni pfimky vychazejici z kalibraéni zévislosti bylo

vypocteno mnozstvi proteinu ve vzorcich (Tab. 4.6) dle nasledujiciho vzorce:
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Agso — 0,0208
0,0035

clug-w ] = 40,
kde A4gs0 je absorbance vzorku pii 650 nm.

Tab. 4.6 Vysledky druhého stanoveni celkového proteinu v pracovnich roztocich

homogenatii.
Bunécna linie  Agso ¢ (protein)
[ngpl ]

Kontrolni 0,230 2,99

2a 0,265 1,99

2b 0,300 2,28

2c 0,273 2,06

3a 0,203 0,0521
3b 0,229 0,0595
3¢ 0,184 0,0466
4a 0,248 3,25

4b 0,229 2,97

4¢ 0,234 3,05

Po stanoveni celkového proteinu ve vSech homogenatech zfedénych na
pozadované koncentraéni hladiny bylo provedeno testovani aktivity kontrolniho
enzymu a nasledné postizeného enzymu.

Stanoveni celkového proteinu ani testovani enzymatické aktivity bunéénych linii
obsahujicich mutaci genu GNS nebylo provedeno, protoze metoda testovani aktivity
N-acetyl-glukosamin-6-sulfatasy neni na naSem pracovisti zatim dostupna.

Aktivita B-galaktosidasy, jako kontrolniho enzymu, byla otestovdna ve vSech
zfedénych homogenatech s vyjimkou vzorkd pochézejicich z bunéénych linii 3a, 3b
a3c. Tyto linie obsahuji mutaci genu GLBI, kterd miZze mit dopad na aktivitu
B-galaktosidasy, proto byl vtomto piipadé =zvolen jako kontrolni enzym
B-hexosaminidasa. Ve vzorku kontrolni bunécné linie byla zméfena aktivita vSech
testovanych enzymt a vysledné hodnoty slouZzily jako referen¢ni.

Tyto enzymy byly zvoleny jako kontrolni, protoze postup neni casové ani
finan¢n€ naro¢ny a klade nizké naroky na mnoZstvi vzorku.

Ve vSech zfedénych homogenatech byla zméfena intensita fluorescence

uvolnéného 4MU pii 365/488 nm (ex/em). Pro vypocet mnozstvi uvolnéného 4MU

63



pusobenim B-hexosaminidasy a (-galaktosidasy byla pouzita stejna kalibracni zavislost

(Obr. 4.10).

Tab. 4.7 Koncentrace 4MU v kalibracnim roztoku a odpovidajici intensita fluorescence
pri 365/448 nm (ex/em).

¢ (4MU) [pmol-1”'] 0 0,2 0,4 0,6

L365/448 1,029 292,978 591,319 876,394

900 -
800
700 - )
600 - .

500 -
y = 1466x
400 7 R2 = 0,9999

300 - ’

I 365/448

200 -
100 -

0 -'..." T T T
0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6

¢ (4MU) [pmol-171]

Obr. 4.10 Kalibracni zavislost intensity fluorescence pri 365/488 nm (ex/em) na

koncentraci 4MU ve vzorku, rovnice kalibracni primky a hodnota spolehlivosti.

Z rovnice kalibracni pfimky a intensity fluorescence vzorkl pti 365/448 nm byla
ziskéna koncentrace uvolnéného 4MU a nasledné vypoctena aktivita B-hexosaminidasy
(Tab. 4.8), resp. B-galaktosidasy (Tab. 4.9) dle nasledujicich vzorci:

_ (cy; —0,01621) - 2,56

A[nmol-mg=1-h71] — ,

resp.

¢y, —0,02072) - 1,28
A[nmol-mg~1-h71] = (Cos - ) ,

kde ¢y, je koncentrace 4MU ve vzorku (umol-l™") a m je mnoZstvi proteinu v reakci

(mg).
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Tab. 4.8 Vysledky testovani aktivity p-hexosaminidasy (HEXB).

Vzorek 1L365/448 c (4MU) m (protein) A (HEXB)
[pmol-T'] [ng] [pmol-mg~"-h "]

Blank 23,77 0,01621 - -

Kontrola 442 .0 0,3015 0,399 1,83

3a 569,8 0,3887 0,417 2,29

3b 422.9 0,2885 0,476 1,47

3¢ 456,3 0,3133 0,373 2,04

Tab. 4.9 Vysledky testovani aktivity p-galaktosidasy (GLBI).

Vzorek L365/448 c (4MU) m (protein) A (GLB1)
[umol-1”'] [ng] [nmol-mg~"-h™"]

Blank 30,37 0,02072 - -
Kontrola 299.,4 0,2042 0,996 236

2a 337,2 0,2300 0,997 269

2b 3154 0,2151 1,14 218

2c 448.4 0,3059 1,03 355

3a 37,64 0,0257 1,04 6,10

3b 35,30 0,0241 1,19 3,62

3c 35,66 0,0243 0,933 4,96

4a 595.9 0,4065 1,08 456

4b 376,4 0,2567 0,991 305

4c 387,2 0,2641 1,02 307

Pro hodnoceni vlivu mutace genu GLBI v bunécnych liniich 3a, 3b, 3¢ byla
aktivita B-galaktosidasy vztazena na aktivitu B-hexosaminidasy, kterd neni touto mutaci
postizena (Tab. 4.10). Vysledné hodnoty byly porovnany s podilem aktivit pfislusnych

enzymu kontrolni bun&cné linie, ktery byl pfepocten na 100 %.
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Tab. 4.10 Aktivita kontrolniho enzymu (HEXB) a postizeného enzymu (GLBI)
bunécnych linii s mutaci genu GLBI (3a, 3b, 3¢) a kontrolnich iPSC.

Buné¢na linie A (HEXB) A (GLB1) A (GLB1)/A (HEXB)
[pmol~mg_1°h_1] [nmol°mg_1'h_1] [%]

Kontrola 1,83 236 100

3a 2,29 6,10 2,07

3b 1,47 3,62 1,91

3¢ 2,04 4,96 1,89

Z podilu aktivit postizeného a kontrolniho enzymu vyplyva, ze doslo k poklesu
aktivity B-galaktosidasy ve vSech buné¢nych liniich s mutaci genu GLBI az padesatkrat.
Ve vSech takto postizenych bunkéch doSlo vlivem mutace k posunu cteciho ramce,
ktery ma za nasledek deficit enzymu [-galaktosidasy. Lze tedy fici, Ze buné¢né linie 3a,
3b i 3¢ predstavuji knock-out bunécné modely MPS IVB.

U vzorki pochézejicich z bunéénych linii 2a, 2b a 2¢ obsahujici mutaci GALNS
a kontrolnich iPSC byla dale testovana aktivita N-Acetylgalactosamin-6-sulfat sulfatasy.
Po ukonceni reakce byla zmétena intensita fluorescence pii 365/488 nm (ex/em) ve

vzorcich homogenatt i kalibra¢nich roztoki (Tab. 4.11).

Tab. 4.11 Koncentrace 4MU v kalibracnim roztoku a odpovidajici intensita
fluorescence pri 365/448 nm (ex/em).

¢ (4MU) [pmol-1”"] 0 0,2 0,4 0,6

L365/448 0,963 295,005 596,088 880,894

Koncentrace 4MU uvolnéného pisobenim N-Acetylgalactosamin-6-sulfat
sulfatasy ve vzorcich byla vypoctena dosazenim intensit fluorescence pii 365/448 nm

(ex/em) do rovnice kalibraéni ptimky piislusné kalibra¢ni zavislosti (Obr. 4.11).
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Obr. 4.11 Kalibracni zavislost intensity fluorescence pri 365/448 nm (ex/em) na

koncentraci 4MU, rovnice kalibracni primky a hodnota spolehlivosti.

Aktivita N-Acetylgalactosamin-6-sulfat sulfatasy byla vypoctena ze ziskanych
hodnot koncentraci 4MU (Tab. 4.12) dle nasledujiciho vzorce:
_ (cy; —4,489) - 0,0378

A[nmol-mg~1- h™1] — )

kde ¢y, je koncentrace 4MU ve vzorku (umol1™) a m je mnozstvi celkového proteinu

v reakci (mg).

Tab. 4.12 Vysledky testovani aktivity N-acetylgalaktosamin-6-sulfat sulfatasy (GALNS).

Vzorek L365/448 c (4MU) m (protein) A (GALNS)
[nmol-1 "] [ngl [nmol-g "-h"]

Blank 6,622 4,489 - -

Kontrola 528,7 358,5 19,9 671

2a 7,183 4,869 19,9 0,720

2b 7,549 5,118 22,8 1,04

2c 7,367 4,994 20,6 0,926

Obdobn¢ jako v predchozim ptipad¢ byla aktivita N-acetylgalaktosamin-6-sulfat
sulfatasy bunécnych linii s mutaci genu GALNS (2a, 2b, 2¢) vztazena na aktivitu
kontrolniho enzymu B-galaktosidasy (Tab. 4.13). Vysledné podily byly porovnany

s referen¢ni hodnotou kontrolnich 1PSC.
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Tab. 4.13 Aktivita kontrolniho enzymu (GLBI) a postizeného enzymu (GALNS)
bunécnych linii s mutaci genu GALNS (2a, 2b, 2¢c) a kontrolnich iPSC.

Buné¢na linie A (GLB1) A (GALNS) A (GALNS)/A (GLB1)
[nmol°mg_1'h_1] [nmol'g_l'h_l] [%]

Kontrola 236 671 100

2a 269 0,720 0,0856

2b 218 1,04 0,168

2c 355 0,926 0,0917

Porovnanim hodnot podilti aktivit postizeného a kontrolniho enzymu je ziejmé, ze
mutace genu GALNS piitomna v bunéénych liniich 2a, 2b a 2¢, zplsobila vyrazny
pokles aktivity N-acetylgalaktosamin-6-sulfat sulfatasy. Ve vsech piipadech doslo
vlivem mutaci ke zméné Cteciho ramce, kterd vedla k deficitu pfisluSného enzymu.
Bunééné linie 2a, 2b a 2¢ 1ze povazovat za knock-out bunééné modely MPS IVA.

U vzorkli pochazejicich z bunéénych linii 4a, 4b a 4¢ obsahujici mutaci ARSB
a kontrolnich iPSC byla testovana aktivita arylsulfatasy B. Po ukonceni reakce byla

zméfena absorbance pfi 515 nm ve vzorcich homogenati 1 kalibra¢nich roztoktt 4NC

(Tab. 4.14).

Tab. 4.14 Koncentrace 4NC v kalibracnim roztoku a odpovidajici hodnota absorbance

pri 515 nm.
¢ (4NC) [pmol1'] 0 5 10 15 20
Asys 0,000 0,077 0,136 0,205 0,275

Z vysledkii méfeni byla sestrojena kalibracni zavislost absorbance kalibracnich
roztokl pii 515 nm na koncentraci 4NC (Obr. 4.12) a zavislost absorbance vzorki

homogenati pii 515 nm na reakénim case (Obr. 4.13).
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Obr. 4.12 Kalibracni zavislost absorbanci pri 515 nm na koncentraci 4NC v roztoku,

rovnice kalibracni zavislosti a hodnota spolehlivosti.
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Obr. 4.13 Zavislost absorbance pri 515 nm na reakcnim case ve vzorcich homogenati

a odpovidajici rovnice primek.

Aktivita arylsulfatasy B ve vzorcich (Tab. 4.15) byla vypoctena dle nasledujiciho

VZOrce:
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90 __ 460y _
((A 0A01%6 0.2 K) —0,0030

m

A[nmol-mg~1-h71] =

kde 4”4 je rozdil absorbanci 4NC, m je mnozstvi proteinu (mg) a K je usek na ose y
ze zavislosti absorbance (As;s) na dob¢ inkubace.
Tab. 4.15 Vysledky testovani aktivity arylsulfatasy B (ARSB).

Vzorek A515 (t()) A515 (t30) A515 (tg()) K‘10_3 m (protein) A (ARSB)

[mg] [nmol-mg_l-h_l]
Ctrl 0,020 0,068 0,151 6,50 0,149 39,6
4a 0,023 0,039 0,057 7,00 0,162 7,41
4b 0,026 0,082 0,133 30,5 0,149 21,9
4c 0,021 0,050 0,067 20,5 0,152 6,14

Aktivita arylsulfatasy B bunéénych linii s mutaci genu ARSB (4a, 4b, 4¢) byla
vztazena na aktivitu kontrolniho enzymu B-galaktosidasy (Tab. 4.16). Vysledné podily

byly porovnany s referen¢ni hodnotou kontrolnich iPSC.

Tab. 4.16 Aktivita kontrolniho enzymu (GLB1) a postizeného enzymu (ARSB) bunécnych
linii s mutaci genu ARSB (4a, 4b, 4c) a kontrolnich iPSC.

Buné¢na linie A (GLB1) A (ARSB) A (ARSB)/4 (GLB1)
[nmol'mg "h™'] [nmol'mg “h™'] [%]

Kontrola 236 39,6 100

4a 456 7,41 9,68

4b 305 21,9 42.8

4c 307 6,14 11,9

Z podilt aktivit postizeného a kontrolniho enzymu, Ize vypozorovat vliv mutaci
genu ARSB na aktivitu arylsulfatasy B. V piipadé¢ bunécné linie 4a doslo k poklesu
aktivity desetkrat oproti kontrolnim iPSC vlivem mutace obou alel zpiisobujici posun
¢teciho ramce. Bunécna linie 4b osahuje jednonukleotidovou deleci pouze jedné alely,
¢emuz odpovida pokles aktivity o vice nez polovinu, jedna se tedy o heterozygota.
Bunécna linie 4¢ obsahuje mutaci obou alel, ale v jednom ptipad¢ se jedna o deleci
24 nukleotidi, nedochazi tedy k posunu ctectho ramce, ale dopad na aktivitu

arylsulfasy B je srovnatelny s vlivem mutaci pfitomné v linii 4a.
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4.2.3 Detekce exprese znakii pluripotence v geneticky modifikovanych iPSC

Na zaklad¢ vysledkii enzymatické aktivity a rozpoznanych mutaci byly vybrany
bunécné linie 1a, 2b, 3b a 4a pro dalsi experimenty.

U vybranych bunéénych modelii bylo ovéfeno zachovani stavu pluripotence
porovnanim morfologie s kontrolnimi iPSC, imunofluorescen¢nim barvenim zvolenych
znakli pluripotence (LIN-28, Nanog, Oct-3/4, SSEA-4, Sox-2) a barvenim
demonstrujicim aktivitu alkalické fosfatasy (Obr. 4.14).

LIN-28/DAPI

T 7

Nanog/DAPI

L

Sox-2/DAPI

8

Obr. 4.14 Ukazka vysledkit barveni znakii pluripotence v nékterych transfekovanych
bunecnych liniich zobrazujici produkci LIN-28 (¢ervena), Nanog, Oct-3/4, Sox-2, SSEA-
4 (zelena) a ALP (fialova). Vsechna bunécna jadra jsou vizualizovana pomoci DAPI

(modra). MéFitko oznacuje 200 um.

LIN-28 se tadi do skupiny proteinli véazajicich se na mRNA, je lokalizovan
v cytoplasmé a slouzi jako post-translacni faktor. Proteiny Nanog, Oct-3/4 a Sox-2 patii
mezi transkripéni faktory vazajici se na DNA a jsou lokalizovany v jadie. Tyto znaky
zajistuji udrzeni stavu pluripotence regulaci sebeobnovy, proliferace i vyvoje a brani
diferenciaci. Spolecné s povrchovym glykolipidem SSEA-4 a alkalickou fosfatasou

demonstruji stav pluripotence a diferenciaci jejich exprese klesa.
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Barveni uvedenych znaki pluripotence prokazala srovnatelnou miru jejich
exprese v transfekovanych bunécénych liniich v porovnani s kontrolnimi iPSC. Stav
pluripotence byl tedy zachovan navzdory transfekce a nasledujicim operacim. Bunécéné

linie 1a, 2b, 3b a 4a piedstavuji iPSC modely vybranych mukopolysacharidos.
4.3 Charakterizace bunécnych modeli MPS odvozenych od iPSC

4.3.1 Imunofluorescence kolagenu II, heparan sulfatu a chondroitin sulfatu

v bunécnych modelech MPS

Vybrané iPSC modely byly podrobeny chondrogenni diferenciaci. Buiiky byly
udrzovany 30 dni po skonceni diferenciace ve standardnim chondrogennim mediu pro
prohloubeni fenotypu a pro ptipadné sttadani glykosaminoglykani.

Chondrocyty patii mezi builky mesodermalniho zarode¢ného listu a predstavuji
zakladni stavebni jednotku chrupavek. Kromé kolagenii produkuji chondrocyty velké
mnozstvi proteoglykantl, resp. glykosaminoglykant, proto patii mezi typy bunék, které
mukopolysacharidosy postihuji.

Uspésnost  diferenciace byla ovéfena porovnanim morfologie s iPSC
a imunofluorescenci kolagenu II (Obr. 4.15), ktery tento typ bunék produkuje ve

zvySené mife, a proto je povaZzovan za typicky znak chondrocyti.

COL2/DAPI/FALOIDIN Chon COL2/DAPI/FALOIDIN iPSC

Eey

Obr. 4.15 Ukdzka vysledkii imunofluorescence znaku chondrocytii v diferencovanych
bunkdch a kontrolnich iPSC zobrazujici produkci kolagenu Il (zelena). Jadra jsou
vizualizovana DAPI (modrd) a cytoskelet faloidinem (Cervend). Meéritko oznacuje

20 um.
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Imunofluorescence  prokazala vyrazné vysSi  produkci kolagenu 11
v diferencovanych bunkach oproti iPSC. Nicméné, chondrogenni diferenciace
neprobéhla u 100 % diferencovanych bunék, protoze v nékterych oblastech nebyl
kolagen II detekovan. Tyto buiiky se pravdépodobné nedostaly do konec¢ného stadia
diferenciace, ale dle jejich morfologie se nejednd o iPSC. Pro zhodnoceni celkového
vysledku chondrogenni diferenciace by bylo potieba provést dal§i experimenty,
napiiklad imunofluorescence dal§ich znak chondrocyti nebo detekce miry jejich
exprese s pouzitim rtPCR.

Imunofluorescence heparan sulfatu a chondroitin sulfatu v diferencovanych
bunikach (Obr. 4.16) byla provedena 30 dni po skonceni diferencia¢niho protokolu pro

porovnani mnozstvi glykosaminoglykanti v izogennich parech.

HS/DAPI MPS IIID HS/DAPI Kontrola

CS/DAPI MPS IVA CS/DAPI Kontrola

Obr. 4.16 Ukazka vysledkii imunofluorescence glykosaminoglykanii heparan sulfatu
resp. chondroitin sulfatu (zelend) v diferencovanych bunecnych modelech MPS IIID
resp. MPS IVA a diferencované kontrole. Bunécna jadra jsou vizualizovana DAPI

(modra). Méritko oznacuje 20 um.

Vysledky imunofluorescenéniho barveni hepatan sulfitu a chondroitin sulfatu

prokdzaly mirné¢ zvySené mnoZstvi téchto glykosaminoglykant v diferencovanych



bunikach postizenych mutaci. Pfevladajicim glykosaminoglykanem v chondrocytech je
chondroitin sulfat, proto v disledku mutace genu GALNS dochézi k jeho akumulaci
v diferencovaném bunééném modelu MPS IVA. Heparan sulfit je ve velké mife
produkovan timto bunénym typem ptredevsim ve fazi chondrogeneze a pii formovani
chrupavky. ZvySené mnozstvi tohoto glykosaminoglykanu bylo detekovano predevsim
v bunécném modelu MPS IIID, kde je akumulovan v disledku mutace genu GNS.
Podobné¢ jako v pfipadé imunofluorescence kolagenu II byla patrnad heterogenita
vyskytu heparan sulfatu resp. chondroitin sulfatu, kterd souvisi s neuplnou
chondrogenezi v populaci bun€k, protoze ke sttadani glykosaminoglykant dochézi spise
v diferencovanych bunkach diky jejich postmitotickému charakteru a vyssi expresy

glykosaminoglykanti.

4.3.2 Stanoveni glykosaminoglykanit v bunécnych modelech MPS

Pro ureni celkového mnozstvi glykosaminoglykanii ve formé proteoglykanii
v diferencovanych modelech a pfislusnych iPSC bylo provedeno jejich fotometrické
stanoveni po 30 dnech od konce diferencia¢niho protokolu.

Nejprve byl stanoven Bradfordovou metodou celkovy protein v homogenatech
diferencovanych kontrolnich bunék, diferencovanych bunéénych modelech a jejich
nediferencovanych ekvivalentech. Stanoveni celkové proteinu bylo provedeno dvakrat,
vysledky prvniho meétfeni byly vyuzity pro zifedéni vzorkd na podobnu hodnotu
koncentrace proteinu. Pii druhém méfeni byla zjiSténa pfesna koncentrace proteinu
v pracovnich roztocich.

Po inkubaci zifedénych homogenatli s reakénim c¢inidlem byla zmétfena jejich
absorbance pfi 595 nm. Ze ziskanych absorbanci kalibracnich roztokti BSA (Tab. 4.17)

byla sestavena kalibra¢ni zavislost (Obr. 4.17).

Tab. 4.17 Koncentrace BSA v kalibracnim roztoku a odpovidajici hodnota absorbance

pri 595 nm.
¢ (BSA) [pg'ml™'] 0 10 20 30 40 60 80 100
Asos 0,841 0,983 1,161 1,324 1,498 1,825 2,128 2,361

Dle rovnice kalibra¢ni ptimky vychézejici z kalibracni zavislosti byla vypoctena

koncentrace celkového proteinu ve vzorcich (Tab. 4.18) dle nasledujiciho vzorce:
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_ Asos — 0,8521

¢ ng-ml™] = =00 — 50,

kde As9s je absorbance vzorku pii 595 nm.
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Obr. 4.17 Kalibracni zavislost absorbance pri 595 nm na koncentraci BSA v roztoku,

rovnice kalibracni primky a hodnota spolehlivosti.

Tab. 4.18 Vysledky druhého stanoveni celkového proteinu v pracovnich roztocich

homogenatii.
Typ bunék Bunééna Asos ¢ (protein)
linie [mg-ml_l]
iPSC Kontrolni 2,096 3,99
la 2,480 5,22
2b 2,467 5,18
3b 2,222 4,39
4a 2,412 5,00
Chondrocyty ~ Kontrolni 2,145 4,14
la 1,633 2,50
2b 2,076 3,92
3b 2,234 4,43
4a 1,800 3,04
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Poté bylo provedeno stanoveni glykosaminoglykant v pracovnich roztocich vSech
homogenati. Po inkubaci vzorkl s reakénimi roztoky byla zméfena jejich absorbance
pfi 520 nm. Z vysledkii méfeni kalibracnich roztokii CHS (Tab. 4.19) byla sestavena
kalibra¢ni zavislost (Obr. 4.18).

Tab. 4.19 Koncentrace CHS v kalibracnim roztoku a odpovidajici hodnota absorbance

¢ (CHS) [pgml '] 0 10 20 30 40 50 60
Aszo 0,130 0,191 0,252 0,299 0,345 0,399 0424
0,5 -
............ )
: R S
...... ’
03 R "
8 €. .
e
0,2 I ’ ..........
o
0,1 -
0 ‘ | ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 - )

¢ (CHS) [pgmlI™]
Obr. 4.18 Kalibracni zavislost absorbance pri 520 nm na koncentraci CHS v roztoku,

rovnice kalibracni primky a hodnota spolehlivosti.

Mnozstvi glykosaminoglykant ve vzorcich (Tab. 4.20) bylo vypoc¢teno dosazenim
absorbance pii 520 nm do rovnice kalibra¢ni pfimky, vysledna hodnota byla vztazena

na mnozstvi proteinu ve vzorku:

_ (Aszo — 0,1424) - 0,020

¢ [ug-mg™'] = 0.0050 - m ’

kde 45y je absorbance vzorku pii 520 nm a m je mnozstvi proteinu ve vzorku (mg).

Mnozstvi glykosaminoglykant v transfekovanych a kontrolnich bunéénych liniich
bylo porovnano v rdmci bunééného typu. Pro uréeni vlivu diferenciace a typu MPS na
akumulaci glykosaminglykanii bylo jejich mnozstvi v chondrocytech vztazeno na

mnozstvi v iPSC (Obr. 4.19).
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Tab. 4.20 Vysledky fotometrického stanoveni glykosaminoglykanii.

Typ bunék Bunécéna  Asy c (GAG) ¢ (protein) ¢ (GAG)
linie [ngml™]  [png] [ng'mg ']
iPSC Kontrolni 0,177 13,8 399 3,47
la 0,178 14,2 52,2 2,73
2b 0,160 7,04 51,8 1,36
3b 0,202 23,8 43,9 5,43
4a 0,231 35,4 50,0 7,09
Chondrocyty  Kontrolni 0,288 58,2 41,4 14,1
la 0,338 78,2 25,0 31,3
2b 0,291 59,4 39,2 15,2
3b 0,302 63,8 44,3 14,4
4a 0,411 107 30,4 35,4
40
35
30
@25
&0 iPSC
=20 Chon
&) (0}
S 15 = Chon/iPSC
b
10
5 -
Nl B - |
Kontrola 1a 2b 3b 4a

Obr. 4.19 Obsah glykosaminoglykanu v kontrolnich burnkdch a bunécnych liniich
s mutaci genu GNS (la), GALNS (2b), GLB1 (3b) resp. ARSB (4a) v zavislosti na

bunécném typu a mira akumulace glykosaminoglykanii v chondrocytech oproti iPSC.

Z vysledkit  fotometrického

stanoveni

glykosaminoglykani v bunécnych

homogenatech je patrné, Ze chondrocyty obsahuji vice glykosaminoglykanti nez iPSC.
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V nediferencovanych bunécnych liniich 3b a 4a bylo detekovano vétsi mnozstvi
GAG oproti kontrolnim iPSC, disledek mutace gentt GLBI a ARSB se Castecné projevil
jiz v pluripotentnim stavu.

K nejvétsimu nartistu glykosaminoglykanti v chondrocytech oproti iPSC doslo
v bunécnych liniich 1a a 2b. Mutace genu GNS se projevuje akumulaci heparan sulfatu,
ktery je buiikami produkovan predevSim ve stadiu chondrogeneze. V piipadé mutace
genu GALNS dochazi k akumulaci chondroitin sulfatu, ktery v tomto bunécném typu
dominuje, ale také keratan sulfatu. V bunécnych liniich 3b resp. 4a je narGst
glykosaminoglykanti v chondrocytech oproti iPSC srovnatelny s kontrolnimi iPSC,
protoze vliv mutace genu GLBI resp. ARSB na sniZzeni degradace keratan sulfatu resp.

dermatan sulfatu se v chondrocytech projevuje méné.
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5 ZAVER

Kombinaci systému CRISPR/Cas9 a iPSC technologie byly vytvofeny lidské
bunééné modely mukopolysacharidos IIID, IVA, IVB a VI inaktivaci genu GNS,
GALNS, GLBI resp. ARSB. Jedna se tak o prvni piipravu bunéénych modela téchto
mukopolysacharidos zalozenych na lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych
bunkach.

Inserci navrzenych oligonukleotidi do vektoru byly pfipraveny plasmidy
umoziujici mj. produkci Cas9 endonukleasy a ptislusnych gRNA v cilovych buiikach.
Ptipravené¢ plasmidy byly dopraveny do indukovanych pluripotentnich kmenovych
bun¢k elektroporaci, jejiz Gcinnost byla nejprve ovéfena prostfednictvim transfekce
plasmidu exprimujiciho GFP a naslednou pritokovou cytometrii.

Uspé&snost navrzeného systému CRISPR/Cas9 a transfekce do iPSC byla ovéfena
Sangerovou sekvena¢ni metodou cilovych fragmenti gDNA izolovanych klond.
Sekvenovani prokazalo pfitomnost mutaci cilovych gend v izolovanych klonech, kde
doslo prevazné k deleci nebo inserci malého poctu nukleotidi nedélitelného tiemi
v obou alelach, v extrémnim piipad¢ nastala inserce 74 nukleotidii. Jedna testovana
bunécnd linie méla charakter heterozygota.

Dle typu mutaci byl odhadnut jejich vliv na funkce postizenych gent
a souvisejicich enzymu, ktery byl ovétren testovanim enzymatickych aktivit.

Deficit enzyml [p-galaktosidasy, N-acetylgalaktosamin-6-sulfat sulfatasy
a arylsulfatasy B v transfekovanych bunéénych liniich obsahujicich mutaci genl
GALNS, GLBI a ARSB potvrdil vysledky sekvenovani a prokézal, ze navrzeny systém
CRISPR/Cas9 zptisobil inaktivaci cilovych genti v n¢kolika izolovanych klonech.

V transfekovanych klonech, vybranych na zdkladé¢ vysledki sekvenovani
a enzymatickych aktivit, bylo potvrzeno zachovani stavu pluripotence porovnanim
morfologie a vysledkil detekce exprese znakl pluripotence s kontrolnimi iPSC.

Pro porovnani fenotypu jednotlivych bunéénych modeli byly vybrané izolované
klony podrobeny chondrogenni diferenciaci. Usp&snost diferenciace byla potvrzena
imunofluorescenci kolagenu II, ktery je typickym znakem chondrocytli, a porovnanim
morfologie s iPSC.

Mnozstvi glykosaminoglykani akumulovanych v disledku inaktivace pfisluSnych

genl v diferencovanych buiikach bylo detekovano imunofluorescenéné a fotometricky.
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V diferencovanych bunkach piedstavujici modely MPS IIID resp. MPS IVA dochézi
k nejvyssimu nartistu glykosaminoglykanti v disledku akumulace heparan sulfatu resp.
chondroitin sulfatu a keratan sulfatu.

Pro definitivni potvrzeni vlivu inaktivace geni GNS, GALNS, GLBI a ARSB na
akumulaci glykosaminoglykani v chondrocytech je potieba sledovat jejich néartst
v del$im ¢asovém useku vici kontrolnim liniim.

Ptipravené iPSC modely mohou byt diferencovany na jiné bunécné typy (napf.
neurony), které jsou relevantni pro studovanou skupinu onemocnéni a vyuzity pro
studium patogeneze specifického tkanového poskozeni. Tyto modely maji také

potencial pro testovani ucinnosti riiznych terapeutickych ptistupa.
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