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Abstrakt
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GPx7

Glutathion peroxiddzy (GPx), katalyzuji redukci H,O, a organickych
hydroperoxidi na vodu nebo odpovidajici alkoholy. Odstrafiuji tak pro bunku
nebezpeéné slouceniny a chrani ji pfed bunéénym stresem. Zatim bylo objeveno

Vv lidském genomu celkem 8 genil kodujicich GPx.

GPx7, které se prace vénuje, je monomerni enzym, ktery ma antioxida¢ni ucinky
a Ucastni se skladani proteinli. SniZzena exprese GPx7 byla zaznamenana u karcinomu
prsu, Barrettovy dysplazie jicnu nebo karcinomu jicnu. Spekuluje se proto o GPx7

jakozto klasickém nadorovém supresoru, jehoz inaktivace muze vést k rozvoji rakoviny.

Diskutuje se ptisobeni mikroRNA (miRNA) v jehoz disledku dochézi ke snizeni
exprese genu pro GPx7. MiRNA jsou malé jedno fetézcové nekodujici molekuly RNA,
které se vyznamné podileji na regulaci genové exprese. Jejich hlavni funkci je inhibice
genoveé exprese na post-transkripéni urovni, tedy zabranuji translaci mRNA do struktury
proteinu. D¢je se tak specifickou vazbou miRNA na vazebna mista hlavné ve 3'UTR
oblasti mMRNA.

Cilem této prace je piiprava plasmidi, které budou obsahovat 3"'UTR oblast
GPx7, obsahujici zmiflovand vazebna mista pro miRNA a zmutovani pfisluSnych
oblasti. Pro klonovani byl pouzit vektor pmiR-GLO, ktery dale umoziuje luciferazovou

esej. Takto pripravené plasmidy budou slouzit pro dalsi experimenty.
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Glutathione peroxidases (GPx) catalyze the reduction of H,O, and organic
hydroperoxides to H,O or corresponding alcohols. GPx remove compounds dangerous
for the cell and protect cells against oxidative stress. Until now, in human genome in

total 8 GPx coding genes were nidentified.

Thesis deals with GPx7, a monomeric enzyme with antioxidant effect and that
participates in protein folding. Lower expression of GPx7 was observed in breast
cancer, Barrett’s dysplasia and esophageal cancer. GPx7 might be a classic tumor

marker and its inactivation can lead to cancer development.

Possibly, microRNAs (miRNAs) cause a low expression of the GPx7 gene.
MiRNAs are small non-coding single stranded RNA molecules that are significantly
involved in regulation of gene expression. Their main function is inhibition of gene
expression at post-transcriptional level, thus prevention translation of mRNA into
protein. It is caused by specific binding miRNA to binding sites in 3'UTR region of
MRNA.

The aim of this thesis is the construction of plasmids with ligated 3"'UTR region
of GPx7 containing the miRNA binding sites and their mutated counterparts. Specific
vector pmiR-GLO was used for cloning, suitable for subsequent luciferase assay. These

plasmids will be used for further experiments.
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1.UVOD

Nadorova onemocnéni patii celosvétové K nejobavangjsim nemocem a
predstavuji druhou nejcastéjsi pri¢inu umrti. Pfi¢inami zvysujiciho se vyskytu rakoviny
je zhorseni zivotniho prostiedi, prodlouzeni délky Zivota a zlepSeni v€asné diagnozy.
Roc¢né na nadorova onemocnéni zemie vice nez 27 tisic osob, to pfedstavuje zhruba

23% z celkové umrtnosti.

Aerobni reakce v organismu vedou ke vzniku volnych kyslikovych radikalt.
Vznikajici hydroperoxidy jsou organismem vyuzivany pro spravnou funkci enzymi pfi
skladéani proteinti, pfi bunécné signalizaci a plni tak nezbytné fyziologické funkce. Pti
bunécném stresu vSak mulze dojit k dramatickému zvySeni tvorby a akumulaci téchto
pro buinku toxickych sloucenin. V této souvislosti si organismy vytvofily jak
enzymatické, tak i neenzymatické systémy k detoxikaci téchto sloucenin. Do skupiny

enzymatickych systému patii také glutathion peroxidazy (GPx).

Dojde-li jakymkoli zpisobem ke snizeni exprese nebo inaktivaci téchto enzymui,
dochazi k akumulaci téchto reaktivnich latek a pro ¢lovéka to miize znamenat nebezpeci
vzniku nadorovych onemocnéni. Inaktivace nebo snizeni exprese genli se mohou
ucastnit také malé jedno fetézcové nekodujici molekuly RNA — mikroRNA (miRNA),
MiRNA vystupuji jako vyznamné negativni regulatory exprese. Svoji vazbou na mRNA

tlumi translaci pfislusné mRNA do podoby proteinu.

Cilem této prace je vytipovat miRNA, které mohou zpiisobovat snizeni mnozstvi
GPx7 a pfipravit plasmidy obsahujici zaligovanou 3'UTR oblast GPx7, jelikoZ praveé
tato 3'UTR oblast obsahuje vazebné sekvence pro miRNA. Na zadklad¢ toho bude
potom mozné zkoumat vliv jednotlivych miRNA na aktivitu GPx7 a ptipadné jejich

ucast na rozvoji nadorovych onemocnéni.

Experiment zahrnuje vyuziti molekularné biologickych metod, jakymi izolace
RNA, PCR, gelovéa elektroforéza, samotné klonovani a izolace plasmidl. Pro ovéieni
sekvence 3'UTR genu GPx7 dostupné v databazi byl nejprve delsi fragment, ktery
obsahoval 3'UTR oblast a ¢ast kodujici sekvence (CDS) namnozen a zaligovan do

plasmidu ZeroBlunt. Po uspésném prvnim klonovéani a ovéteni sekvence, nasledovalo



klonovani, nyni jiz samotné 3"'UTR oblasti, s vyuZzitim prvniho plasmidu jako templatu,

do specifického vektoru pmiR-GLO, ktery bude vyuzit pro luciferazovou ese;.



2. TEORETICKA CAST

2.1. GLUTATHION PEROXIDAZY (GPx)

Aerobni reakce v organismu vedou k tvorbé volnych kyslikovych radikald, které
mohou byt ve zvySeném mnozstvi pro bunku toxické. Zaroven ale plni v organismu i
fyziologické funkce, jako je bunécna signalizace, nebo pomahaji enzymim pii skladani
proteind. Jakykoliv (bioticky ¢i abioticky) bunécny stres vSak miize vyvolat dramatické
zvyseni tvorby reaktivnich kyslikovych radikalti v intracelularnim prostredi. V této
souvislosti si aerobni organismy vyvinuly n€kolik enzymatickych a neenzymatickych
systémi k neutralizaci téchto sloucenin. Enzymové systémy zahrnuji sadu genovych
produktii, mezi které patii superoxid dismutdza, katalaza, askorbat peroxidaza a prave

také glutathion peroxidazy (GPx).

Glutathion peroxidaza (EC 1.11.1.9 a EC 1.11.1.12) je obecny nazev pro rodinu
n¢kolika enzymi, které katalyzuji redukci H,O, nebo organickych hydroperoxidii na
vodu nebo na odpovidajici alkoholy pomoci redukovaného glutathionu (GSH),
thioredoxinu (Trx) nebo protein-disulfid izomerazy (PDI), které jsou vyuzivany jako
donory elektrond. Trx je pfednostné vyuzivan GPx vétSiny bakterii, bezobratlych

zivocicht, rostlin a hub. GSH nebo PDI jsou pfednostné vyuzivany GPx obratlovca [1].

GPx katalyzuji redukci hydroperoxidi (ROOH) dvéma thiolovymi skupinami
podle obecné rovnice: ROOH + 2RSH — ROH + H;0, + RSSH. ROOH muze byt
napiiklad Hy0,, peroxynitrit nebo rizné alifatické hydroperoxidy. Za RSH miiZeme
Vv zavislosti na druhu GPx dosadit GSH, PDI, Glutaredoxin, sousedici Cys zbytky nebo
thioly proteint [2], [3].

Ackoliv termin peroxidaza, ktery jednozna¢né definuje enzymovou katalyzu
k redukci ROOH, se vztahuje na vSechny homology GPx, tak termin glutathion
peroxiddza, jakozto funkcni substratové vymezeni rodiny enzymi je zavadéjici, jelikoz
GSH neni specificky redukéni substrat vétSiny GPx. Homology byly pojmenovéany po
prvni objevené glutathion peroxiddze (GPx1) na zaklad¢ strukturalni a konformacni

podobnosti. Oznaceni glutathion peroxidaza se dnes vztahuje na enzymy, které sdileji
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strukturalni podobnost a katalyzuji pfenos redukénich ekvivalentli z riznych thiolt na

ROOH [4].

GPx jsou monomerni nebo tetramerni enzymy, které obsahuji Vvysoce
konzervované Kkatalytické misto, v némz je vzdy specificky pifitomna bud
aminokyselina cystein (Cys), nebo selenocystein (Sec). Pouze nékolik glutathion
peroxiddz jsou selenoproteiny, tedy obsahuji ve svém katalytickém centru Sec. Ve
vétsSing piipadl je zde pfitomny Cys. Toto katalytické centrum bylo charakterizovano
jako triada skladajici se z glutaminu (Gln), tryptofanu (Trp) a bud’ Cys, nebo Sec.
Pozdéji se ukazalo, Ze jde vlastné o tetradu, kam nalezi jest¢ asparagin (Asn). Zatim

bylo objeveno celkem osm skupin GPx [5], [6].

GPx1-3, GPx5 a GPx6 jsou strukturou tetramerni enzymy, které maji specifitu
pro rozpustné hydroperoxidy. Reaguji s H»O,, malymi mastnymi kyselinami nebo
organickymi hydroperoxidy. Naproti tomu GPx4, GPx7 a GPx8 jsou monomery
reagujici prevazné s komplexnéjSimi strukturami, kterymi jsou napiiklad lipidové nebo
fosfolipidové hydroperoxidy. Reaktivita s fosfolipidovymi hydroperoxidy je podle
vSeho umoznéna absenci smycky pfitomné v tetramernich GPx, ktera brani pfistupu
velkych molekul ke katalytickému centru. Vyjimkou je GPx3, ktera reaguje jak s

monomery, tak i s komplexné&j$imi hydroperoxidy [7], [8].

Pritomnost Sec jakoZto katalytického zbytku ma vliv na rychlost reakce s
hydroperoxidy a nasledné i na rychlost redukce pomoci GSH. Reaktivni Sec je u GPx1
obklopen 4 Argininy (Arg) a Lysinem (Lys) ze sousedni podjednotky. Tyto zbytky
zprostiedkuji vazbu s GSH. Vsech téchto 5 aminokyselin je pfitomno pouze v GPx1 av
ostatnich GPx se postupné ztraci spolu se snizovanim jejich specifity pro GSH. Oxidace

GSH prostiednictvim GPx7 probih4 pomaleji nez oxidace PDI [9].

211. GPxl

GPx1 byla identifikovana jako prvni selenoprotein a klasifikovdna jako enzym
plsobici proti oxidaénimu stresu. Nachéazi se v ¢ervenych krvinkach, jatrech, plicich a
ledvinach. Na subcelularni Grovni se vyskytuje v cytosolu, jadru a mitochondriich.
Jednd se o homotetramer reagujici predevSim s H;O, a rozpustnymi

nizkomolekularnimi hydroperoxidy (t-butyl hydroperoxid, kumen hydroperoxid,
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hydroperoxidy mastnych kyselin). GPxl ma vzhledem k ostatnim glutathion
peroxiddzdm nejvyssi specifitu pro GSH. Nicméné za okolnosti, kdy neni k dispozici
GSH-syntetaza (GSS), jako napiiklad v mozku, kde mitochondrie GSS neexprimuji, je
tento enzym schopen vyuzit pfi likvidaci H,O, y-glutamylcystein, jakozto reduktant
[10], [11].

\ k01

\COH
as# CGPx-SeOH

-

Obr. 1 Katalyticky cyklus GPx1

Na obrazku je naznacen katalyticky cyklus GPx1. Modra Sipka vymezuje fazi
oxidace, ¢ervena Sipka redukci. V prvnim kroku dochazi k oxidaci Se v GPx1 za vzniku
odpovidajiciho alkoholu a detoxikaci hydroperoxidu. V dalsim kroku ptichazi do reakce
prvni GSH, kyslik je zde pfeveden na vodu a z enzymu vznika selendisulfid. Nasledné
druhd molekula GSH redukuje selendisulfid thiol-disulfatovou vymeénou, uvolni se
glutathion disulfid (GSSG) a dojde k regeneraci enzymu, ktery vstupuje do dalsiho
cyklu.

Bylo zjiSténo, Ze u mysi vystavenych nadmérné expresi GPx1 dochazi sice
K ochrané proti akutnimu oxida¢nimu stresu, ale tato nadmérna exprese zaroven
zpusobuje hyperglykémii, hyperinzulinémii, zvySeni bunécné masy B-bunck pankreatu,
inzulinovou rezistenci a obezitu. Nedostatek H,O, kvili zvysené expresi GPx1 muze
inhibovat inzulinovou signalizaci a pokusem o kompenzaci této nedostateCné

signalizace dochazi k nadprodukeci inzulinu [12], [13].

Bylo prokézéno, ze GPx1 je schopna chranit pfed oxida¢nimi mutacemi DNA a

..........
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(COX) a lipooxygenaz (LOX), tudiz nedochazi jejich cinnosti k vyplavovani
prozanétlivych mediator, jako jsou prostaglandiny, prostacykliny a leukotrieny.
Nedavno byla zjiSténa asociace mezi GPx1 a selen-vazajicim proteinem 1 (SBP1).
SBP1 interaguje s GPx1 a inhibuje jeji aktivitu, GPx1 potlacuje expresi SBP1. Ve
vzorcich pacientll s hepatocelularnim karcinomem byla nizka hladina SBP1 spojena se
zvySenou aktivitou GPx1. Stejna situace nastala u vzorkd karcinomu prostaty. GPx1

muze také zprostiedkované iniciovat apoptozu rakovinnych bunék [14], [15],[16], [17].

Hydroperoxidy nejsou jenom Skodlivé reaktivni formy kysliku, ale plni také
funkci mediatori ve fyziologickych procesech, napiiklad vliv GPx1 pii inzulinové
signalizaci. Aby mohly byt hydroperoxidy vyuzity v ramci signalizace, musi byt
odjimany proteiny s Vysoce reaktivnimi thiolovymi nebo selenolovymi skupinami, které
pfenasi informaci pfes meziprodukty k cilovému efektoru. Glutathion peroxidazy
mohou jednoduSe pfenést oxidované ekvivalenty na cilové proteiny specifickou protein-

protein interakci [18], [19].

2.1.2. GPx2

GPx2 je homotetramer blizce ptibuzny GPx1. V jeho aktivnim misté dochazi
oproti GPx1 k substituci lysinu za glutamin a argininu za threonin. Specifita k GSH je
ale stale vysoka. GPx2 je exprimovan v gastrointestinalnim traktu, epitelu jicnu a u lidi
také v jatrech. Tvofi bariéru proti vstiebavani hydroperoxidi z potravy a jeho vysoka
koncentrace byla zaznamenana v bazich stfevnich krypt. Co se tyce subcelularni
lokalizace, GPx2 se hromadi v jadru a cytosolu. ZvySena exprese byla zjisténa v rychle
rostoucich tkdnich a bylo prok4zdno, Ze tento enzym hraje duleZitou roli pfii
organogenezi. VSechny ndlezy byly vysvétleny potfebou chranit embryo proti

reaktivnim kyslikovym radikalim [20], [21], [22].

Snizenim GPx2 doslo ke zietelné vyssi expresi COX2 spole¢né se zvySenou
produkci prostaglandinu PGE,. V disledku toho mize mit enzym GPx2 i
protizdnétlivou funkci. SniZzend exprese byla prokdzéna v builkkich kolorektalniho
karcinomu, karcinomu skvamoéznich bunék, adenokarcinomu plic u kufdkli a u
Barrettova adenokarcinomu. GPx2 muZe zabranit iniciaci, ale naopak podpofit jiz

probihajici nador. To, jakym stylem bude na nador reagovat, zalezi na stadiu rakoviny,
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na cesté, kterou dos$lo k iniciaci nadoru, a také zda je nador asociovan se zanétem Ci

nikoliv [23],[24],[25].

2.13. GPx3

GPx3 je stejné¢ jako GPx2 blizka GPxI1. Strukturou se jednd o tetramer
obsahujici dva ze ¢tyir argininii odpovédnych za vazbu GSH. GPx3 je extracelularni
protein aktivné vyluCovany do plasmy, kde ho najdeme bez vedouci sekvence jako
glykosylovany protein. Poprvé byla popséna jeho syntéza v proximalnich tubulech
ledvin s bazolateralni sekreci do plasmy. Dale se vyskytuje v plicich, chamovodu,
nadvarleti, placenté, semennych vaccich, srdci, svalech a nejriznéjSich télnich

tekutinach [26], [27].

21.4. GPx4

GPx4 je monomer, ktery postrada dimerové a tetramerové rozhrani. I pfes ztratu
vazebnych mist stale reaguje s GSH a ne s thioredoxinem. GPx4 byva nékdy
oznacovana jako fosfolipidova PHGPx4, jelikoz se vyskytuje i ve formé vazané na
plasmatické membrany. Z hlediska buniky se nachézi v jadre, cytosolu a mitochondriich.
Pivodné byla GPx4 charakterizovanad jako protein inhibujici peroxidaci lipidd, a to diky
své jedine¢né schopnosti snizovat kromé H,0; a malych hydroperoxidt i hydroperoxidy
obsazené v komplexnich lipidech. Jedna se o fosfolipidy, hydroperoxidy cholesterolu a
estery cholesterolu, a to i v piipadé, Ze jsou pfitomny v biomembraniach nebo
lipoproteinech [28], [29], [30].

GPx4 mize vystupovat bud’ jako GSH peroxidadza, nebo thiol peroxidéaza.
Vyskytuje se ve tfech raznych izoformach — cytosolické, mitochondridlni a izoformé
vyskytujici se v jadru spermie (snGPx4). VSechny izoformy jsou produktem jednoho
genu. GPx4 je nejucinnéjsi enzym co se tyCe snizovani 12,15-lipooxygendz a pfi

nasledném odstranovani produktt lipooxygenaz [31].

14



2.15. GPx5

GPx5 se vyskytuje ve formé tetrameru, v jehoz aktivnim misté se nachazi misto
Sec aminokyselina Cys. Jedna se o specifickou glutathion peroxiddzu nadvarlat, kde
spolu s GPx3 piedstavuje vice nez 95% nadvarlatové GPx. Enzym se vyskytuje v
epitelidlnich builkdch lumen nadvarlete, a to hlavné¢ v casti hlavy, kde je vyssi
koncentrace GSH. Zaroven zde udrzuje i optimalni koncentraci izoenzymu snGPx4.
Exprese je zde pod kontrolou androgenti, testikularnich hormont a nadvarlatovych

specifickych transkrip¢nich faktori [32], [33].

GPx5 je uvolnéna z epitelidlnich bunék do lumen nadvarlete, zde se vaze na
hlavi¢ky spermii, které doprovazi do ocasu nadvarlete. Tam zabrani tomu, aby byly
spermie poskozeny pusobenim hydroperoxidi. Krom¢ toho mutze GPx5 zabranit

predCasné akrozomové reakci béhem skladovani spermii [34].

2.1.6. GPx6

GPx6 je tetramer obsahujici Sec ve svém aktivnim centru. Je blizky GPx3 a je

lokalizovan v ¢ichovém epitelu lidi a prasat [35].

2.1.7.  GPx7

GPx7 byla poprvé popsdna v roce 2004 jako nova glutathion peroxiddza
obsahujici v katalytickém misté Cys misto Sec. Vzhledem k homologii s PHGPx4 byva
také nazvyvana non-seleno-cystein PHGPx — NPHGPx. Strukturné se jedna o monomer
o molekulové hmotnosti kolem 22kDa. Vyznacuje se nizkou glutathion peroxidazovou
aktivitou in vitro. Exprese NPHGPx byla potvrzena v mnoha tkanich véetné vyvijejici
se prsni tkan€. Hraje zasadni roli pfi zmirnéni oxidacniho stresu vznikajiciho z
metabolismu polynenasycenych mastnych kyselin v prsnich nadorovych bunikach. Ma
vysokou substratovou specifitu pro peroxidované fosfolipidy a cholesterol, ve kterych

snizuje pocet hydroxidovych sloucenin [36], [37], [38].

GPx7 je indukovana prostfednictvim siRNA, kterd bézné funguje jako negativni

regulator translace. Ovliviiuje totiz expresi tim, Ze se vaZze na mRNA a plsobi jeji
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degradaci prostfednictvim RISC (RNA-inducted-silencing complex), ktery $tépi mRNA
a translaci tim blokuje. GPx7 kovalentn¢ interaguje s XRN2, exoribonukleazou 2,
podilejici se na degradaci mRNA. Uspé&sna interakce GPx7 a XRN2 vyzaduje tvorbu
intermolekularnich disulfid a vysledny komplex poté usnadni odstranéni nahromadéné
siRNA prostfednictvim XRN2. Jelikoz se predpokldda, ze nahromadéna siRNA
zpusobuje oxidacni poskozeni DNA a apoptozu bunék, je v tomto kontextu diskutovana

funkce GPx7 jako antioxidacni ochrana [39].

GPx7 se dale ucastni sklddani proteinti. Reakcni drdha je naznaCena na

nasledujicim obrazku.

f\j\
HS\SsH ii*
Prx4

GPx7 ?
GPx8 ?

FAD
FADH;

de novo
disulfide
formation 0,
Obr. 2 Skladani proteinii a zapojeni GPx7 a GPx8 do cyklu

Spravné skladani proteinti tvorbou disulfidi je redukéni proces, ktery u
eukaryotnich bunék probihd v endoplasmatickém retikulu (ER). Nové syntetizované
proteiny vstupuji do ER a dochazi k jejich oxidaci pomoci protein disulfidovych
izomeraz (PDI). Redukované PDI jsou reoxidovany flavoproteiny (Erol), které
prenaseji elektrony na FAD za vzniku FADH,. Flavoprotein poté prenese 2 elektrony na
kyslik za tvorby H20,. H20- je nésledné pouzit k reoxidaci PDI, kterou zprostiedkovava

peroxiredoxin 4 (Prx4), GPx7 a GPx8. Krom¢ téchto enzymi existuji jesté¢ dalsi
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alternativni oxidanty PDI, napfiklad GSSG, dehydroaskorbat nebo vitamin K
oxidoreduktaza [40].

Obecné plati, Zze redoxni stav bunky je pod kontrolou Rac-rodiny GTPaz.
Hromadi se dikazy o tom, Ze Rac signalizace je dulezitd pfi nadorovém ruastu, a to
zejména v travicim traktu. GPx7 je pravdépodobné inhibitor Rac-dependentni
signalizace. Bylo prokazano, Ze nadmérna exprese Raclb vyvolava vznik

adenokarcinomu u mysi cestou obchdzeni starnuti bunék [41], [42].

GPx7 nebyla, nebo byla jen velmi malo, exprimovana v bunéénych liniich
karcinomu prsu. U mysi byl zjistén nepiimy vztah mezi expresi GPX7 a stupném
proliferace mlécné Zlazy bcéhem téhotenstvi a kojeni. U vétSiny bunéénych linii

karcinomu prsu dochazi az k iplnému vymizeni GPx7 [43], [44].

Bylo prokézano, Ze GPx7 pravdépodobné snizuje rychlost rozvoje
adenokarcinomu Vv epitelu Barrettova jicnu. V ptipad¢ Barrettovy dysplazie a rakoviny
jicnu dochazelo ke snizovani hladiny GPx7. Studie publikované Peng et al poukazuji na
to, Ze GPx7 se chova jako klasicky nadorovy supresor, ktery po rozpusténi v bunéénych
liniich jicnového karcinomu vyvoldva starnuti bunck a zéstavu bunééného cyklu.
Experiment byl proveden v bunéénych liniich, které nebyly vystaveny oxida¢nimu
stresu. Pfedpokladd se, Ze funkce GPx7 nesouvisi pifimo s detoxikaci kyslikovych
radikéald, ale zahrnuje modulaci intracelularni signalizace. Patii tedy do nové tfidy
tumor supresorovych gent zvlast¢ dilezitych pifi omezeni rlistu adenokarcinomu

V trubicové Casti traviciho traktu [45], [46].

V bunikidch Barrettova adenokarcinomu jicnu dochdzelo ke snizeni GPx7
v disledku hypermethylace v promotorové oblasti. Na zéklad¢ analyzy methylace je
specifické umisténi této hypermethylované oblasti pozorovano u Barrettovy dysplazie a
rakoviny jicnu, ale jiz ne v ptilehlém zdravém dlazdicovém epitelu jicnu. Uroven
methylace v postizené oblasti je nepfimo umeérna miie exprese GPx7. Methylace
nadorového supresoru se objevuje jako hlavni protinadorovy mechanismus vyskytujici
se u rakoviny traviciho traktu. Tato situace by mohla poukazovat na nadorovou supresi

zprostredkovanou GPx7 [47],[48], [49], [50].
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Bez ohledu na ptesny biologicky mechanismus plisobi GPx7 jako klasicky
nadorovy supresor v jicnu a jeho inaktivace je béZnou a podstatnou udalosti v rozvoji

jicnovych nadori.

2.1.8. GPx8

GPx8 byla zatim identifikovana jako posledni glutathion peroxidaza v tadé,
proto ji bylo pfifazeno ¢islo 8. Strukturné jde o monomer, ve kterém doslo v katalytické
tetradé¢ k zdméné glutaminu (Gln) za serin (Ser). Tato zdména ale nema velky vliv
Vv katalyze enzymu, jelikoz jak dusik obsazeny v Gln, tak i kyslik v Ser mohou fungovat

jako ptijemci protonu v aktivnim centru pro interakci s hydroperoxidy [51].

GPx8 je membranovy protein, ktery obsahuje C-terminalni peptid lokalizovany
vV membrané endoplasmatického retikula a N-termindlni signadlni peptid. Patii mezi
enzymy hojné se vyskytujici v plicich, kde je jejich hladina snizena béhem chtipkovych
zapalt plic a zvySuje se poté pii regeneraci tkan€. Spolu s GPx7 tento enzym podporuje
reoxidaci PDI pfi sklddani proteinti v ER. Jeho funkce vSak stale nebyla plné objasnéna

[52], [53].

2.2. MIKRORNA (MiRNA)

MiRNA jsou malé, evoluéné vysoce konzervované jedno fetézcové nekddujici
molekuly RNA, které se vyznamné podileji na regulaci genové exprese. MiRNA,
puvodné objevena u had’atka obecného (Caenorhabditis elegans), se nachazi u vétsiny
eukaryot, v€etné ¢loveka. Pfedpovida se, Ze miRNA zahrnuje 1-5 % lidského genomu a
reguluje nejméné 30 % gend kodujicich proteiny. Hraje rozhodujici roli v regulaci
genové exprese ovladajici rozmanité bunécné a metabolické drahy. Detailni znalost
biochemickych drah miRNA je nezbytnd pro pochopeni jejich fyziologické role a
dasledkt spojenych s jejich dysfunkci a dysregulaci [54], [55], [56].
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2.2.1.  Kanonicky model biogeneze a funkce miRNA
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Obr. 3 Biogeneze miRNA [57]

Geny pro miRNA obsahuji vlastni promotory a pfepisovany jsou vétSinou
pomoci RNA polymerazy II do struktury primarnich transkripti — pri-miRNA. Ty jsou
dale podrobeny sestfihu za vzniku pre-miRNA, které jsou dlouhé pfiiblizné 70
nukleotidi a maji vlasenkovou strukturu. Sestfih pri-miRNA provadi ribonukleazy
Drosha a Pasha (neboli DGCRS8). Tyto dva enzymy vytvateji spole¢né multiproteinovy
komplex, tzv. mikroprocesor. Nasleduje aktivni transport pre-miRNA zjadra do
cytoplasmy prostiednictvim GTP-dependentniho transportniho proteinu Exportin 5
(XPOS5). XPOS pii transportu rozeznava dvounukleotidovy piesah pfitomny na pre-
miRNA, ktery zde vznikl piisobenim enzymu Drosha [58].

Pre-miRNA jsou dale zpracovany v plasm¢é¢ endonukledzou Dicer do
dvoufetézcovych maturovanych miRNA. Toto zpracovani déale zahrnuje rozvinovani
dvoufetézce miRNA, pricemz jeden fetézec, oznaCovany jako ,.guide strand“, je

zaclenén do multiproteinového komplexu miRISC (miRNA induced silencing complex)
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a fetézec druhy, oznacovan jako ,,passenger strand®, je uvolnén a degradovan. Komplex
miRISC obsahuje ve své centralni casti proteiny Agol-4, GEMIN3 a GEMINA4.
Maturovand miRNA potom muize ve spojeni s timto komplexem realizovat svoji funkci,
a to vazbou na komplementarni mista 3'UTR oblasti pfislusné mRNA. MiRISC je
identicky s komplexem RISC uzivanym v rdmci drahy RNA [59], [60].

2.2.2.  Tlumeni exprese prostrednictvim miRNA

Funkci miRNA je negativni regulace exprese cilové mRNA, a to post-
transkripcné, na urovni translace. Existuji dva rozdilné typy tlumicich mechanismi,

pficemz oba vedou ke sniZeni exprese ptislusného genu.

Prvni, irreverzibilni, cestou tlumeni exprese je $tépeni mRNA. Degradace je
katalyzovana proteinem s endonukleazovou aktivitou AGO2, ktery je soucasti
komplexu RISC. Stépeni je umoznéno tplnou komplementaritou miRNA s cilovou

MRNA, a to v 10-11 bp. Stépné produkty jsou dale degradovany b&znym zptsobem.

Druhou cestou snizeni exprese je reverzibilni inhibice translace. Tento regulacni
efekt je v zivo¢isnych buiikach majoritni. Inhibice translace je spojena s netGplnou
komplementaritou mezi miRNA a mRNA. Stabilni mRNA mize byt po odstranéni
transla¢niho represoru opét preloZena. Inhibice translace se odehrava na irovni iniciace

nebo elongace.

Déle mtze dojit vlivem miRNA k prostorovému oddéleni mRNA od
transla¢niho aparatu do cytoplasmatického ohniska oznacovaného P-bodies. Jedna se o
malé dynamické cytoplasmatické proteiny, které zprostfedkuji riznymi mechanismy
reverzibilni represi mRNA. MiRNA miize také indukovat deadenylaci mRNA [61],
[62], [63], [64].
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2.2.3. MIRNA v genomu

Prekurzory miRNA jsou bézné nalézany ve shlucich v riznych oblastech
genomu, nejcastéji v ramci intronovych oblasti genti kodujicich proteiny a v oblastech
intergenovych. Méné casto se objevuji vramci exonli a v antisense vladknech
transkripti. Transkripcni jednotky miRNA a jejich regulace se 1isi podle genové
lokalizace. Intronové miRNA, nachazejici se v hostitelském genu ve stejné orientaci,
jsou ptepisovany spole¢né s primarnim transkriptem za pouziti stejného promotoru.

Intergenové miRNA maji pravdépodobné¢ své vlastni promotory [65], [66], [67].

Povaha transkrip¢nich jednotek intergenovych miRNA se prave zacind rozvijet a
objevovat. Nedavna genomova analyza ukazuje, ze primarni prekurzory miRNA jsou
dlouhé polycystronni transkripty, které jsou podobné mRNA a obsahuji také
posttranskrip¢ni tpravy jejich 5” a 3’koncti. 5'konec pri-miRNA je zakoncen 7-methyl

guaninem, 3 'konec je polyadenylovan — poly(A) [68], [69].

Objev intergenovych a intronovych miRNA ukazal, ze vétSina miRNA je
pfepisovana RNA polymerazou II. RNA polymerdza II je katalytickou komponentou
komplexu proteinli zodpovédnych za pfepis DNA do mRNA. Nicméné ¢ast miRNA
muze byt prepisovana i pomoci RNA polymerazy IIl. Ta specificky syntetizuje malé
nekodujici RNA, které jsou odpovédné za regulaci bunééného cyklu a rist bunék. Ze
syntézy miRNA prostfednictvim RNA polymerazy II a III vyplyvd, Ze miRNA je
zékladni regulacni element tvofeny z rozmanitych lokusu lidského genomu a podilejici
se na regulaci genové exprese nezbytné pro normalni bunécnou funkci. Exprese miRNA
je pod kontrolou transkripcnich faktorti a pravdépodobné i ostatnich miRNA v zavislosti
na riznorodosti endogennich a exogennich stimuli. Vliv mohou mit také hypoxie ¢i

hormondlni a dietetické zmény [70], [71], [72], [73], [74].

2.2.4. MIiRNA v rakoviné

Dysregulace genlt zapojenych do bunécéné proliferace, diferenciace nebo

apoptozy je spojena se vznikem rakoviny, jejim rastem a Sifenim do ostatnich tkéni.
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Geny spojené s rozvojem rakoviny jsou charakterizovany jako onkogeny a tumor
supresorové geny. Nadmérna exprese genovych produktli onkogenti poskytuje buiikam
selektivni vyhodu ristu, umoznuje jejich neomezenou proliferaci a omezeni vstupu do
apoptozy, coz mize vést ke vzniku nddoru. Naopak produkty tumor supresorovych genti
maji v biologickych procesech regulac¢ni funkci a pfipadna ztrata nebo snizeni jejich
exprese a funkce ma za nasledek dysregulaci spojenou taktéz s moznym rozvojem

rakoviny [75], [76], [77].

MiRNA hraji diilezitou roli v regulaci fady metabolickych a bunécnych drah, a
to zejména téch, které kontroluji a fidi bunécnou proliferaci, diferenciaci a pieziti
bun¢k. Porucha regulace exprese miRNA byla prokazana u vétSiny zkoumanych nadort

[78], [79].

Konkrétni klasifikace miRNA jakozto onkogent nebo nddorovych supresori je
obtizna z divodu slozitych vzajemnych vztahti. Exprese miRNA se lisi v zavislosti na
druhu tkané€ a diferencia¢nim stavu bunck. Navic jedna miRNA miiZze regulovat vice
cilovych mRNA. Tato skutecnost spolu se specifickou tkanovou expresi miize
znamenat, Zze jedna miRNA vystupuje Vjednom piipadé jako nadorovy supresor,
Vv pfipadé jiném jako onkogen. Navic neni vzdy jasné, zda zména exprese miRNA je
pfimou pfi¢inou rakoviny nebo spiSe nepfimym efektem v souvislosti se zménami ve

fenotypu bungk [80], [81], [82].

2.2.5.  MIRNA jako onkogen/nadorovy supresor

Nedavné studie prokdzaly, Ze n&které miRNA sniZuji expresi Ctyf tumor
supresorovych gend tim, Ze se pifimo vazi na 3"UTR oblast transkriptd a brani tak jejich
translaci. Jedna se o mapsin, PDCD4 (programmed cell death 4), tropomyosin 1, PTEN
(phosphatase and tensin homolog). Potlacenim téchto nddorovych supresori miRNA
podporuje bunécnou transformaci, riist nadoru, jeho invazivitu a pfipadné metastazovani

[83], [84], [85], [86].
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Let-7 miRNA

Let-7 miRNA je skupina vysoce konzervovanych sekvenci nachazejicich se u
bezobratlych i obratlovei, véetné ¢loveéka. Vyskytuje se celkem dvanact let-7 miRNA
gentl, kodujicich devét prislusnych miRNA. Dva dobfe definované cilové geny let-7

jsou znamé onkogeny Ras a HMGA2 (high mobility group AT-hook?2)

Konstitutivné aktivni Ras (H-Ras, K-Ras a N-Ras) se objevuji v souvislosti
S riznymi lidskymi nadory, jako jsou nadory pankreatu, tlustého stfeva, plic nebo $titné
zlazy. Let-7 miRNA reguluji expresi Ras prostfednictvim jejich vazby na 3"UTR oblast,
touto vazbou dochézi k inhibici translace. HMGA2 je transkripéni faktor, ktery méni
konformaci DNA a zplsobuje aktivaci transkripce. M4 vliv na transkripci riznych genti
zapojenych do bunééného rastu, diferenciace, proliferace a piezivani bunék. HMGA?2
neni detekovatelny v normalni dospélé tkani, ale vysoce exprimovan je v tkani
embryonalni. Dale se vyskytuje pfi rakovin€ plic nebo déloznich nadorech [87], [88],
[89].

Let-7 miRNA reguluje HMGA?2 destabilizaci mRNA prostfednictvim vazby na
3'UTR oblast, stejn¢ jako pii inhibici Ras. Ztrata let-7 miRNA funkce zplsobuje
zvySeny rust a proliferaci bunék [90], [91].

MiR15 a miR16

Rodina miR15 a miR16 je tvofena Ctyfmi Cleny, které maji pravdépodobné
tumor supresorové funkce. VSechny Ctyfi sdileji deviti nukleotidovou sekvenci, kterou
se vazi na 3'UTR oblast anti-apoptotického proteinu BCL2 a plisobi tak post-
transkripcni represi. Onkogenni protein BCL2 byva nadmérné exprimovan u riznych
nadort a hematopoetickych malignit, podporuje pfezivani bun¢k a umoZziuje jim

vyhnout se vstupu do apoptdzy [92], [93], [94].
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MiR21

MiR21 je relativné novy ¢len miRNA skupiny onkogent a byl popsan jako anti-
apoptoticky faktor. Jeho nadmérna exprese byla pozorovana u riiznych lidskych nadort

zahrnujici tlusté stievo, pankreas, prsni zlazu, jatra, mozek nebo prostatu [95].

Tento mlady a vzruSujici obor molekuldrni biologie tykajici se miRNA
pokracuje stale ve svém rozvoji. Ma a pravdépodobné bude mit dalekosahlé dusledky
v mediciné. Soucasné a doufejme i1 budouci vyzkumy budou odhalovat potiebné
informace pro charakterizaci a pochopeni funkénich mechanismu a cilovych molekul.
Mechanistické detaily biogeneze miRNA a pfislusné tlumeni gent stile neni Uplné
jasné, avSak 1 pfes omezené poznatky miRNA molekul se ukazalo, ze jejich zdkladni
expresni profily byvaji zménény u nékterych nadorii. Z toho vyplyva zapojeni miRNA
do rozvoje rakoviny a jinych onemocnéni. MiRNA jsou proto klinicky dulezité pfi
diagnostice, klasifikaci, prognoze, 1écbé onemocnéni nebo sledovani jejiho prubéhu

[96], [97], [98], [99].

2.3. BUNECNE LINIE

Pro experiment jsme pouZili ¢tyfi bunécné linie pochéazejici z nadorové tkané
kolorektalniho karcinomu, ptipadné jeho metastdz do lymfatickych uzlin. Byly pouzity
linie HT-29, Caco-2, SW480 a SW620. Bunééné linie maji obecné charakter

nadorovych bunék, neomezené se déli a jsou adaptovany na podminky in vitro.

23.1. HT-29

Bunécnd linie HT-29 byla izolovana vroce 1964 ztkané primarniho
kolorektalniho adenokarcinomu 44leté¢ Zeny. Jedna se o adheze schopné epitelialni
bunky, které exprimuji urokinazové receptory, sekrecni komponentu IgA,

karcinoembryonalni antigen (CEA), transformujici protein vazajici ristovy faktor beta a
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mucin. Buiiky dale exprimuji onkogeny myc, ras, myb, sis a fos, jsou CD4 negativni,
ale na svém povrchu vykazuji expresi galaktosylceramidu, ktery mize byt alternativnim

receptorem pro HIV.

Dale se vyznac¢uji mutaci v kodonu 273 genu pro protein p53, konkrétné dochazi
k zaméné¢ G — A a nasledné substituci Arg — His. V dusledku této mutace dochazi ke
zvySené¢ produkci proteinu p53. Mutovany p53 ztraci své nadoroveé-supresorové

vlastnosti a mize aktivovat geny, které se podileji se na nadorovém bujeni [100].

ATCC Number: HTB-38
Designation: HT-29
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Obr. 4 Bunky linie HT-29 v nizké (vlevo) a vysoké (vpravo) denzité [100]

2.3.2. Caco2

Dalsi bunécnou linii je Caco2. Bunky byly izolovany znadorové tkané
kolorektalniho adenokarcinomu 72letého muze. Jsou to epitelialni buiky schopné
adheze, které po dosazeni konfluence (tj. stav, kdy buiiky zaplni povrch dna nadoby,

vytvori se hustd, souvisla vrstva, ve které se buniky dostanou do vzajemného kontaktu a
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dale se nemnozi) exprimuji znaky diferencovanych enterocytti. Caco2 exprimuji protein
1 véazajici retinol a protein 2 vazajici kyselinu retinovou, teplotné stabilni enterotoxin,

epidermalni ristovy faktor a keratin [101].

ATCC Number: HTB-37
Designation: Caco-2

Low Density Scale Bar=100um  High Density Scale Bar = 100pym

Obr. 5 Buiiky linie Caco2 v nizké (vlevo) a vysoké (vpravo) denzité [101]
2.3.3. SW480

SW480 byla izolovana z primarniho adenokarcinomu stfeva 50letého muze a
jednd se téz o epitelidlni bunky schopné adheze. Vyskytuje se také u stadia
kolorektalniho karcinomu oznacovaného jako druhé staddium neboli Dukes’type B.
Dukesova klasifikace se pouziva k popisu rozsahu onemocnéni od stadia A (ranna faze)
po stadium D (pokrocild faze). Dukes type B stadium se vyznacuje schopnosti nadoru
Sifit se svalovou vrstvou a serosou stievni stény a stény rekta do blizkych orgéant,

pricemz nezasahuje lymfatické uzliny [102].

26



Tato bunécna linie obsahuje mutaci v kodonu 12 ras protoonkogenu a mize byt
pouzita jako pozitivni kontrola pii PCR u mutace v tomto kodonu. Nachézime zde dvé
mutace v genu p53, v dusledku kterych dochazi ke zvysené hladiné proteinu p53.
Mutace G— A v kodonu 273 a nasledna substituce Pro— Ser a mutace C— T v kodonu
309 plsobici zaménu aminokyselin Pro — Ser. Linie se vyznacuje expresi
epidermalniho rtstového faktoru (EGF), karcinoembryonalniho antigenu (CEA),
keratinu a transformujiciho ristového faktoru beta. Z onkogenil jsou pozitivni myc,

myb, ras, fos, sis, p53 [103].

ATCC Number: CCL-228
Designation: SW 480

Low Density Scale Bar = 100pm

Obr. 6 Buriky linie SW480 v nizké (vlevo) a vysoké (vpravo) denzité [103]
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2.3.4. SW620

Bunécéna linie SW620 byla izolovana o rok pozdéji od stejného pacienta jako
linie SW480. Bunky byly ziskany z lymfatickych uzlin, kam metastazoval primarni
kolorektalni adenokarcinom, ze kterého pochézely linie SW480. Bunky syntetizuji
transformujici rtstovy faktor alfa a mensi mnozstvi CEA. Vykazuji stejnou mutaci
v kodonu 273 genu p53 jako SW480 a jsou pozitivni v expresi onkogenti myc, ras,
Myb, sis a fos. Bunécna linie se sklada hlavné z jednotlivych malych kulovitych a

bipolarnich bun¢k, které chybi v mikroklcich [104].
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3.CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo:

o Vytipovani jednotlivych miRNA, které rozpoznavaji a vazi se na urcité sekvence
ve 3'UTR oblasti GPx7

o Stanoveni koncentrace GPx7 a vybranych miRNA v bunécnych liniich
kolorektalniho karcinomu — HT29, Caco-2, SW480, SW620

o Na zékladé toho se provede vybér reprezentativni linie, ze které se ziskd pomoci
PCR piislusny fragmentu pro klonovani

o Klonovani del$iho fragmentu, obsahujicitho 3"UTR oblast a ¢ast CDS genu, do
ZeroBlunt plasmidu

o Ptiprava plasmidu obsahujiciho pouze 3'UTR sekvenci ve vektoru pmiR-GLO

o Mutageneze vazebnych mist pro miRNA ve 3'UTR oblasti GPx7
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. MATERIALOVE A PRISTROJOVE VYBAVENI

4.1.1. Pouzité chemikalie a roztoky

Agardza — Serva

Ampicilin — Sigma Aldrich

Bromfenolova modf — Sigma Aldrich

ddH,0 — redestilovana H,0O
Diethylpyrokarbonat (DEPC) — Sigma Aldrich
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) — Sigma Aldrich
Ethanol (absolutni) — Sigma Aldrich
Chloroform — Serva

Isopropanol — Sigma Aldrich

Kanamycin — Sigma Aldrich

Kyselina borita — Sigma Aldrich

Kyselina octova — Lachema

Ladder — 100bp, 1kb — NEB

LB médium — Duchefa biochemie

Loading Dye Solution (6x) — NEB

NaOH — Penta

PBS (fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok) — Sigma Aldrich

PmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vector — Promega Corporation

Smés dNTPs — Eurogentec

SOC médium — Ivitrogen

SYBR Safe DNA Gel Stain — Invitrogen
TRIS(hydroxymethyl)aminomethan — Sigma Aldrich

TRIzol (TriReagent) — Molecular Research Centre

30



4.1.2. Enzymy, komer¢ni Kity, bunky

Bunééné linie (HT-29, Caco-2, SW-480, SW-620) — ATCC
DNaza I - NEB

Escherichia coli TOP10 — Invitrogen

Gen Elute PCR Clean-Up Kit — Sigma Aldrich

Phusion HF DNA polymeraza - NEB

QIAGEN Plasmid Midi Kit - QIAGEN

gPCR Core kit for SYBR green | — Eurogentec

Restrik¢éni endonukleazy (Dpnl, Ndel, Xbal, Xhol) — NEB
RNaseIN — NEB

Taq DNA polymeraza — Jena Bioscience

T4 DNA Ligéaza — Jena Bioscience

Zero Blunt PCR Cloning Kit — Invitrogen

Zyppy Plasmid Miniprep Kit — Zymo research

4.1.3. Pristrojové vybaveni

Analytické vahy — Scaltec SBC 22

Autoklav — Vaposteri

Centrifuga — Eppendorf 5810R

CO, inkubator — Hera Cell

Horizontalni elektroforéza Mini Horizontal HE33 — Hoefer
Horkovzdusny sterilizator BD 400 — Binder
Inkubator — Eppendorf Theremomixer Comfort
Inkubator s tiepaci jednotkou NB-205 — n-Biotek
Kyvacka — BioSan MR-12

Laminarni box — BioAir AURA 2000 M.A.C.
Magnetické michadlo — Biosan

Mikroskop — Nikon Eclipse TS 100

Mikrovinna trouba — Zanussi
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Mini centrifuga — Sprout

Mrazici box — HeraFreeze

PCR cyklér — MJ mini, Bio-Rad

Real-Time PCR pfistroj — QuantStudio 6, Applied Biosystems
Spektrofotometricky analyzator — NanoDrop 2000 Thermo Scientific
Trepacka — BioSan Vortex V1 plus

Trepacka — IKA MS2 Minishaker

UV transluminator s kamerou GelDoc XR — Bio-Rad

Vodni lazen — Memmert

Zdroj pro elektroforézu Power Pac Universal — Bio-Rad

4.14. Pomicky

Pipety, sterilni pipetovaci Spicky, multikanalova pipeta, sklenénd pipeta s SirSim
prumérem, sklenéna pipeta s uz§im pramérem, latexové rukavice, mikro-zkumavky,
skalpel, Petriho misky, Erlenmeyerovy baiky, odmérné valce, kadinky, stopky, ntizky,
pasteurovy pipety, plastové Skrabky, stojan na mikro-zkumavky, mikrotitracni desticky,

Biirkerova komirka, aparatura na elektroforézu, parafilm, led.

4.2. METODIKA

4.2.1. IZOLACE RNA

RNA je citliva na pisobeni ribonukledz, které se vyskytuji vSude v okoli. Proto
je pii izolaci RNA velmi dilezité dodrzovani ¢istoty, pouzivani rukavic, Spicek s filtrem
a prace v digestofi. Pisobenim RN4az dochézi k neZzadouci degradaci RNA. Spravnost
izolace se kontroluje elektroforetickou separaci, kdy po probehlé elektroforéze vidime
na gelu dva jasné prouzky. Pokud doslo k degradaci RNA, nejcastéji praveé plisobenim
RNaz, na gelu se objevi nejasné nebo rozmazané prouzky, popiipadé tzv. ohon, ktery je

tvofen molekulami RNA o rizné velikosti.
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RNA Marker

28S RNA

18S RNA

Obr. 7 Elektroforeticka separace vzorku celkové RNA

Ptiprava:

Sklo, které budeme pii izolaci pouzivat (petriho misky, erlenmeyerova barika,
maly valec), je nutné vypéct na 150°C/4 hod. Déle si pfipravime DEPC vodu — jedna se
0 redestilovanou vodu (ddH,O) osetfenou diethylpyrokarbonatem (DEPC). Do
redestilované vody ptidame 0,1% (v/v) DEPC (uchovéava se v lednic¢ce), diakladné
protfepeme a nechame stat na stole pfes noc. Nasledné sterilizujeme v autoklavu

120°C/20 minut (tj. do 1L ddH»O ptidat Iml DEPC).

V nasem ptipadé jsme k izolaci celkové RNA pouzili TRIzol, coZ je smés fenolu
a guanidin isothiokyanatu, ktery se pouziva k selektivni izolaci celkové RNA z malého
mnozstvi tkani ¢i bun€k. Pfidavkem chloroformu a naslednym sto¢enim se smés rozdéli
na vodnou a organickou fazi, pficemz RNA se bude nachazet v horni vodné fazi a smés
proteinti na rozhrani vodné a organické faze. Isopropanol nésledné umozni selektivni
vysrazeni RNA a izolaci Cist¢é RNA. Podle mnozstvi tkané lze zmensit nebo zvétsit
mnoZstvi pouzitého TRIzolu. Umémé tomu je tieba zménit i mnoZstvi ostatnich

reagencii.
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Postup:

1. Bunky pro izolaci RNA sklizime z misek, ze kterych nejprve odsajeme médium,
poté pfidame 2 ml ledového PBS a kyvanim buniky oplachneme. Nésledné PBS

odsajeme pomoci pipety.

2. Ptidame 500ul TRIzolu, nechame pulisobit asi 2 minuty a poté bunky seskrabeme

pomoci plastové Skrabky a pfeneseme do 1,5ml zkumavek.

3. Na objem 500ul TRIzolu piidame 100ul chloroformu, 15 sekund v ruce

protfepeme a nechame inkubovat 2-3 minuty pii laboratorni teploté.

4. Daéle vzorky sto¢ime ve vychlazené centrifuze: 15 minut, 12.000g, 4°C. Po

tomto kroku dojde k rozdéleni vodné a organické faze.

5. Piepipetujeme pfiblizné 250ul horni vodné faze, ve které se nachdzi RNA, do
¢isté 1,5ml zkumavky. Pipetujeme velmi opatrné€, aby se Spicka pipety nedotkla
mezifaze nebo organické faze a nedoslo ke kontaminaci genomovou DNA a

proteiny.

6. Kpfepipetované vodni fazi ptidame 250ul isopropanolu a dikladné
promichame. Poté nechame vzorky inkubovat pfi laboratorni teploté¢ 10 minut a
nasledné centrifugujeme: 10 minut, 12.000g, 4°C. (Zkumavky nastavime
Vv centrifuze vSechny stejné, otviranim ke stfedu, aby bylo jasné, kde miizeme

predpokladat peletu RNA).

7. Sklenénou pipetou odstranime supernatant, mozno také opatrné odlit, pficemz
davame velky pozor, abychom neodsali i samotnou peletu. Peletu potom
omyjeme 0,5ml 75% ethanolem (Cerstvé fedény DEPC vodou z absolutniho

ethanolu), zamichdme na vortexu a sto¢ime 5 minut, 7.500g, 4°C.

8. Sklenénou pipetou opét odstranime vEétsi mnozstvi supernatantu, na odbér
zbytkového mnoZstvi pouZijeme pipetu s menSim primérem. Peletu nechame
usuSit na vzduchu cca 10 minut (peletu je tfeba hlidat, kdyby zacala diive

zpruhlediiovat, je tfeba ji rozpustit diive).

9. Nasledné peletu rozpustime v 50ul DEPC, dikladné promichdme na vortexu a

zmeétime koncentraci a Cistotu RNA na Nanodropu.
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4.2.2. MERENI KONCENTRACE RNA

Koncentrace izolované RNA se méfi Nanodropem — spektrofotometrem pro
méieni absorbance ve velmi malych objemech. Pfipravime si pfisluSny pocet 1,5ml
zkumavek a do kazdé napipetujeme 27ul DEPC vody a 3ul RNA a vznikly 10x fedény
roztok dikladn¢é promichame. Pfistroj nejprve vynulujeme oproti slepému vzorku, tzv.
blanku, kterym byva voda pouzitd k fedéni vzorku. Poté méiime koncentraci vzorku pfi

260nm a 280, ptipadné 1 230nm.

Piiklad vystupu z Nanodropu:

g 0
Sample] User Date Time ng/ul AZ60 A280 2607280 § 2607230 Constant | Cursor | Cursor 340
D D Pos. abs, raw
| 2524,01 | | |

S

Default 20.2.2013 11:56 63,100 | 32,686 1.93 1.00 40.00 230 63346 | 6,742
| Default | 2022013 | 1156 || 28887 | 7222 | 3676 | 196 | 081 | 4000 | 230 | 8943 | 0334
| Default 20.2.2013 11:57 i 1875,44 || 46,886 | 23,451 2,00 1,24 40,00 230 372.708 | 1,809
Default 20.2.2013 11:57 ]I 2641,15 | 66,029 | 33,766 1,96 1,83 40,00 230 36,073 | 0,224
Obr. 8 Ptiklad vystupu z Nanodropu

V Cerveném boxu je znazornéna koncentrace RNA v ng/ul, jednd se o 10x
fedény vzorek. Ve sloupci oznaceném modrou Sipkou je Cistota I, ktera udava ptipadnou
kontaminaci vzorku proteiny. Pomér absorbanci A260(DNA)/A280(proteiny) by mél
byt >1,8. Sloupec oznaeny zelenou Sipkou znazoriiuje cCistotu II a zobrazuje

kontaminaci vzorku fenolem. Hodnota v tomto sloupci by se méla blizit dvéma.

Pro lepsi manipulaci s RNA nafedime RNA na vyslednou koncentraci 1pg/ul
(ptedejde zdlouhavé manipulaci sjednotlivymi RNA. Zatimco pipetujeme ruzné
objemy vody, RNA zistava na ledu a poté piidame 30ul RNA). Podle zmétenych
koncentraci dopocitame mnozstvi potfebné vody pro vznik této koncentrace pii pouziti

30ul RNA.
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V(vody) = (c(RNA)*10*30)-30

c(RNA) v pg/ul-zmétené/1000
*10(korekce fedéni)

*30ul/1000(ptevod ) - 30ul (pouzité RNA)

Pokud budeme s nefedénym vzorkem tentyz den jesté pracovat, uchovavame ho

na ledu. Pokud ne, zmrazime vzorek na -70°C pro pozd&jsi pouziti.

423. AGAROZOVA ELEKTROFOREZA

Kvalita a integrita RNA se kontroluje pomoci agar6zové elektroforézy v 1,5%
gelu. Agardza se vyrabi z agaru, ktery byl izolovan z motské fasy, a jedna se o linearni

sacharidovy polymer D-galaktosidazy a 3,6-anhydro-L-galaktopyranozy.

Elektroforéza je zalozena na rozdilné pohyblivosti fragmenti nukleovych
kyselin v gelu v elektrickém poli. Diky zaporné nabitym fosfatim nese nukleova
kyselina zéporny naboj a v pfitomnosti elektrického pole se proto pohybuje od
zaporného polu ke kladnému. Fragmenty nukleovych kyselin se separuji podle své
délky a konformace, pficemz plati, Ze kratS$i fragmenty migruji v gelu rychleji nez

fragmenty delsi.

Dtlezitym separacnim faktorem pii elektroforéze je koncentrace gelu
(koncentrace agardzy), ktera ovliviiuje rychlost a rozligeni. Cim koncentrovangjsi gel je,
tim probiha separace pomaleji a ma proto lepSi rozliSovaci schopnost pro kratsi

fragmenty. Pro leps$i separaci dlouhych fragmentil je vhodny méné koncentrovany gel.

Utinnost zavisi také na velikosti elektrického napéti. Plati, Ze ¢im vys§i napéti
vkladame mezi elektrody, tim se zvySuje rychlost déleni. Pti pfili§ vysokém napéti v§ak
dochéazi ke zhorSeni separace dlouhych fragmenti, klesd kvalita rozliSeni a jelikoz
dochéazi k produkci tepla, mize dojit k deformaci gelu. Naopak pii nizkém napéti
mohou nukleové kyseliny difundovat do gelu a vysledkem jsou rozmazané, neostré

prouzky. Optimalné se udava velikost napéti mezi elektrodami 5-8 V/cm.
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DalSim dilezitym faktorem je pfitomnost soli. Bez pfitomnosti soli se nukleové
kyseliny v gelu prakticky nepohybuji. Pii vysoké koncentraci soli vSak dochazi také
k uvolnovani tepla a deformaci gelu. Pro agar6zovou elektroforézu se pouziva bud TAE

(Tris-Acetate-EDTA), nebo TBE (Tris-Borate-EDTA) pufr.

Ke snadnéjsi aplikaci vzorku do jamek v gelu a ke kontrole pribéhu
elektroforézy se pouzivaji nanaseci pufry, které se ptfidavaji k jednotlivym vzorkim.
Nanaseci pufr obsahuje barvivo, napiiklad bromfenolovou modr, které¢ vzorek obarvi, a

glycerol, diky kterému vzorek snadnéji klesne na dno jamky.

Co se tyce vizualizace molekul po elektroforetické separaci, miizeme pouzit
napiiklad fluorescenéni barviva, jako jsou etidium bromid ¢i SYBR Green. Barvivo se
pfidava do gelu bud’ jiz pfti jeho pfiprave, nebo je obsazen v nanaSecim pufru, ptipadné
se po probéhlé elektroforéze gel vlozi na 10 minut do 1azn¢ s barvivem. Vizualizace se
provadi fluorescencni lampou. V ptipadé¢ pouziti téchto barviv vSak musime brat

V potaz, ze se jedna o potencialni mutageny a dodrZovat bezpecnost prace.

Pro odhad velikosti jednotlivych fragmentt po separaci se do jedné jamky v gelu
aplikuje velikostni marker, tzv. ladder. Ladder byva pfipraven z nukleové kyseliny
Stépené nékolika restrikénimi enzymy. Napi.: 100bp ladder se pouzije, jestlize
piedpokladame fragmenty o velikosti 100-1000bp, 1kb ladder pro fragmenty

0 odekavané velikosti 1-10kb.

Velkostni marker

Vzorek 1
Vzorek 2

jamky —p

Smér migrace

—
—_—
-
—
prm—
—_—

-—

—

Obr. 9 Ptiklad elektroforetického gelu — velikostni marker (ladder) a smér

migrace fragmenti
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Pufry:

TBE 10x (zasobni roztok)

o Tris Base 890 mM

o Boric Acid 890 mM

o EDTA (pH 8.0) 20 mM

- 108g Tris Base, 55g kyseliny borité rozpustime v cca 800ml DEPC H,0 a
piidame 40ml 0,5M EDTA pHS8, DEPC vodu doplnime na 11.

0,5M EDTA pH 8,0

- Do cca 80ml ddH,O (nebo idealné do DEPC) piidame 18,61g EDTA
(ethylendiamintetraacetat) a cca 2g NaOH pelet. Smés zamichdme, zmétime
pH a postupné pridavame NaOH. Az se pH zacne blizit 8, EDTA se rozpusti.
Zbytek doplnime vodou na 100ml.

TBE 1x

- Pufr pfipravime ze zasobniho roztoku fedénim 1:9 tim, ze smichame 450ml

DEPC H,0 a 50 ml zasobniho TBE 10x.
6x nanaseci pufr

- 1 ml smési xylene cyanol + bromphenol blue (10x) + 2 ml glycerol + 7 ml H,O

(alikvoty se uchovavaji pii -20°C).

Postup:

Pro ptipravu 1,0% gelu navazime 0,4g agar6zy do 250ml Erlenmeyerovy banky,
ptidame 40ml 1x TBE pufru, rozmichame a zahfivame 1-1,5 min v mikrovinné troubg.
Poté nechdme chvili zchladnout (ddvame pozor, aby gel nezacal tuhnout) a pfidame 4pl
SYBR Safe barviva (interkala¢ni ¢inidlo pro vizualizaci RNA). Takto pfipravenou smés
vlijeme do pfedem omyté aparatury a vlozime hieben, ktery ve ztuhlém gelu vytvofi

jamky.

Poté, co gel upln¢ zatuhne, vyjmeme hieben, gel otocime a zalijeme ho cely po

rysku 1x TBE pufrem. Na parafilm si pfipravime kapky nanéseciho pufru, cca 1pul na
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5ul nandseného vzorku. Kazdy vzorek smichdme s jednou kapkou nanaSeciho pufru a
cely objem pieneseme do jamky gelu. Aparaturu spustime na cca 30 minut na 100V a
Vv prib¢hu sledujeme prvni modry pas. Elektroforézu ukoncime, kdyz doputuje modry

pas ptiblizn¢ do poloviny gelu. Nakonec gel vyfotime.

Pokud provadime agar6zovou elektroforézu pro vzorek DNA, metoda se méni
V pouziti pufru, kdy misto TBE pouzijeme TAE pufr. Pfiprava zasobniho roztoku TAE
se oproti TBE pufru 1isi jen v pouziti Acetic Acid (§890mM) namisto Boric Acid stejné

koncentrace.

4.2.4. DNASE TREATMENT

Jelikoz budeme pozdé&ji prevadét RNA na cDNA pomoci reverzni transkripce, je
dilezité, aby nas vzorek neobsahoval genomovou DNA. ,,DNAse treatment™ se provadi
Kk odstranéni ptipadné kontaminace vzorku RNA genomovou DNA. K osetieni vzorku

se pouzije DNéaza I, ktera selektivné degraduje pouze DNA, RNA ziistavd nezménéna.

Pfiprava roztoku:

0,1M EDTA pH 8,0

- Roztok dostaneme zfedénim zasobniho 0,5M roztoku 1:4 - 100ul zasobniho

roztoku + 400ul ddH,0.
Zasobni 0,5M EDTA pH 8,0
- Pfipravime stejné jako pfi agardzové elektroforéze (viz vyse)
DEPC H,0O

- Pfipravime stejné jako pfi izolaci RNA (viz vyse).
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Postup:

Reakéni smés 30ul:

10x DNase buffer (dodavan spolu s enzymem) 3ul

DNaza | 1ul

RNA (pfepocitat podle zméfené koncentrace) 10 pg

DEPC H,0 dopocitat do 30 pl

Ptipravime si mastermix pro pozadovany pocet vzorkl +1. Mastermix obsahujici
vodu, pufr a DNazu dobie promichame, mirné sto¢ime a rozpipetujeme do pfipravenych
0,5ml zkumavek. Do kazdé z nich potom pifidime 10ul RNA. Smés promichame a
nechdme inkubovat 25 minut pii 37°C v inkubatoru. Nasledné piidame 1,5ul 0,1M
EDTA a inkubujeme 10 minut pfi 75°C — dochéazi k inaktivaci DNézy. Na zavér
pridame 18,5ul DEPC H;0. Vysledna koncentrace takto oSetfené RNA je 0,2ug/ul a je
pfipravena na reverzni transkripci. Pro pozdé¢jsi pouziti uchovdvame zmrazenou na

-70°C.

4.25. REVERZNI TRANSKRIPCE

Reverzni transkripce je metoda, pomoci které je RNA pievedena reverzni
transkriptazou, neboli RNA-dependentni DNA polymerdzou, na jedno fetézcovou
cDNA (complementary DNA). V zavislosti na tom, zda je jako templat pro reakci
pouzita mRNA nebo miRNA, se liS§i pouziti primerd. Je-li templatem mRNA,
pouzijeme jako primery ndhodné hexamery nebo univerzalni primer UniR, V piipade
miRNA jsou do reakce pridany specifické RT primery. Cinnosti reverzni transkriptazy
vznikd nejprve hybridni dvouvldknova molekula RNA-DNA. Pouzitim RNazy H se

templatova RNA odstrani a ziskdme tak jedno fetézcovou molekulu cDNA.
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Reverzni transkripce mRNA

Reagencie:

o reverzni transkriptiza (RT) — ProtoScript

(Invitrogen)

o reakéni pufr (je dodavan spolu s RT)

o DTT (10x dodavan spolu s RT)

o smes dNTP (kazdy deoxyribonukleotid fosfat koncentrace SmM)
o RNaselN (inhibitor RNz — pouZziva se pfi mensim mnozstvi RNA)

o o0ligo(dT);s o koncentraci 100uM; nebo nahodné hexamery

o DEPC H,0 nebo nuclease free H,O

Nejprve si pripravime dvé paralelni sady RNA vzorkli - jednu na reverzni

Dale si pfipravime mastermix pro reverzni transkripci, ktery napipetujeme do

RT +

4ul pufr 5x
2ul DTT
4ul dNTPs
0,5ul RT
3,5ul H,O

alesponi na 1 minutu na led a mirné sto¢ime.

pfipravime podle nasledujici tabulky a ndsobime poctem vzorkl +1.

noRT

4ul pufr 5x
2ul DTT
4ul dNTPs

4 ul H,0
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Superscript

transkripci a druhou na noRT kontrolu bez pfidavané RT. Do vSech mikrozkumavek
napipetujeme vzdy Sul RNA tfedéné na 0,2pg/ul a 1ul oligo(dT)1s. Pro kazdy vzorek tak
pfipravime 1 jeho negativni kontrolu, se kterou provddime stejny postup jako
s testovanymi vzorky. VSechny takto pfipravené smeési zahtejeme v PCR cykléru na 5

minut na 65°C, kdy dochazi k odstranéni sekundérnich struktur. Potom ddme zkumavky

jedné sady, a mastermix pro noRT kontrolu do druhé sady zkumavek. Mastermixy



Tuto reakéni smés o celkovém objemu 20ul zahtivame v PCR cykléru 50 minut
na 42°C, kdy probih4 syntéza piislusné cDNA (pii pouziti ndhodnych hexamerti vzorky
nejdiive zahiejeme 10 minut na 25°C), a dale 20 minut na 65°C, kdy probg&hne
denaturace RT (zavisi na pouzit¢ RT). Po reakci do smési ptiddme 80ul ddH,O (staci
jen redestilovana, DEPC H,0 uz zde neni potieba). Tim zfedime vzniklou cDNA 5x a
dale budeme do néslednych PCR piidavat vzdy Sul takto fedéné cDNA. Snizi se tim
chyba pipetovani vétsiho mnozstvi templatu. Sul odpovidda 50ng RNA. Takto

piipravenou cDNA uchovavame pii -20°C.

Reverzni transkripce miRNA

Za pouziti jednoho specifického RT primeru je kazdda miRNA reverzni
transkriptazou prevedena na jedno fetézcovou cDNA (complementary DNA). Reverzni
transkripce miRNA se z divodu Setfeni materialem provadi v podobé ,,multiplex®. To
znamena, ze pouzijeme vice primerl, které aplikujeme najednou v jedné reakci, a
vznikld ¢cDNA bude tudiz smési nckolika sekvenci. Protokol je zavisly na pouZité

transkriptaze.

Postup:

1. Piipravime si “multiplex” smés péti RT primerti. Mnozstvi se dopocitd podle

poctu vzorkl, na kazdou reakci jsou potieba 2pl.

e Napt.: smichame 2ul péti primerd o koncentraci SuM, ziskame tak 10ul

smési, kde kazdy RT primer bude obsazen v koncentraci 1uM
2. Pripravime smé¢s:

e 25ul RNA + Hy0O (odpovidajici 250ng — nutné dopocitat ze zmétené
koncentrace)

e 2ul multiplex

V PCR cykléru tuto smés zahiejeme 5 minut na 65°C, potom ddme zkumavky na

chvili na led a mirné sto¢ime.
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3. Pfipravime si mastermix, ktery obsahuje pfislusné komponenty nasobené

poctem vzorkd +1, a ke smési ho ptidame v objemu 5,5 pl.

Mastermix pro RT:

Pufr 5x 2 ul
DTT 1 ul
dNTPs 2 ul
RT 0,3 ul
RNaselN 0,2 ul

Nasledné smés 10ul zahtivame v PCR cykléru:

- 30 minut na 16°C — nasedani primert
- 30 minut na 42°C — syntéza cDNA

- 5 minut na 95°C — denaturace RT

Po reakci do smési ptidame 90 pl ddH,0 a zfedime tim ptipravenou cDNA 10x.
Do néslednych PCR budeme piidavat 5 pl fedéné cDNA, ¢imZ se opét snizi chyba
pipetovanim vétsiho mnozstvi templatu. cDNA lze uchovavat pii -20°C. 5 ul odpovida

12,5ng RNA

426. POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

PCR je metoda, pouZivana k amplifikaci (zmnoZeni) poZadovaného useku DNA.
Reakce probiha v termocykléru, ktery umoznuje zvysit nebo snizit teplotu béhem par
sekund o nékolik desitek stupni. Vybrany usek je ohrani¢eny dvojici primerd (f-
forward a r- reverse), které nasedaji diky své komplementarité na urcitou Cast fetézce a
vytycuji tak usek, ktery ma byt zmnozen. Reakce je katalyzovéna termostabilni DNA
polymerazou, izolovanou napiiklad z bakterie Thermus aquaticus, odtud se oznacuje
jako Taq polymeraza. Jeji vyhodou je stabilita i pfi vysokych teplotach a proto pii PCR

neni nutné po kazdém teplotnim cyklu pfidavat novou polymerazu.
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Princip metody spoc¢iva v mnohondsobném opakovani teplotniho cyklu, ktery se
sklada ze tfi krokti — denaturace, annealing a vlastni amplifikace. Prvni krok reakce
probiha po dobu 20-30 sekund pti teploté 95-98°C, kdy dojde k poruseni vodikovych
mustkil a naslednému rozvolnéni neboli denaturaci obou fetézci DNA. Pti druhém
kroku — annealingu — dochazi snizenim teploty na 40-60°C k nasednuti primerd na
specifickd mista jednovldknové DNA. Teplota annealingu se odviji od teploty tani
primerid. Nastavime-li pfili§ vysokou teplotu, mize nastat, ze primery nebudou vibec
nasedat na vlakno. Pokud bude teplota pfiliS nizkd, mize dochazet k nespecifickému
nasednuti primert. Ttetim krokem je vlastni amplifikace, kdy dochéazi k syntéze DNA
ve sméru 5'—3". Teplota amplifikace z&visi na pouzité polymeraze, Taq polymeraza ma
teplotni optimum kolem 72°C. Podle délky amplifikovaného useku DNA se miize ménit

délka jednotlivych krokii. Pro béznou amplifikaci obvykle staci 30 cykla.

Reagencie:

o DNA polymeraza (pt. Phusion — NEB)

o reakeni pufr HF (dodavan spolu s enzymem)
o smes dNTP (kazdy o koncentraci SmM)

o forward primer SuM

o reverse primer 5 UM

o ddH,0

o templat DNA (nebo cDNA — po reverzni transkripci fedéna 2x)

Postup:

Nejprve si pfipravime mastermix pro odpovidajici pocet vzorka +1. 19 pl
mastermixu, ktery obsahuje vSe kromé& templatu, napipetujeme do 0,2ml mikro-

zkumavek a nasledn¢ ptidame 1 pl templatu.

Mastermix 20pul:

ddH,0 10 pl
HF pufr 4 ul
dNTPs 0,8 ul
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Forward primer 2 ul

Reverse primer 2 ul
Phu DNA polymeraza 0,2 ul
Templat (cDNA fedéna 2x) I ul

Tuto smés vlozime do PCR cykléru a spustime pfednastaveny program:

98°C 98°C 60°C 72°C  |72°C  4°C

307 107 15”7 60"’ 5 ©
30 cykla

Colony PCR

Ke kontrole kolonii vyuzivame modifikaci klasické PCR - Colony PCR. Nejprve
si do mikro-zkumavek napipetujeme 10 pl vody, do které preneseme sterilni Spickou
¢ast kolonie a nechdme inkubovat 10 minut pfi 95°C. Béhem této doby dojde k lyze
bunck a uvolnéni plasmidi, které tak mohou slouzit jako templat pro PCR. PouZivame

primery cilené navrzené na prikaz insertu v plasmidu.

Dale si pfipravime mastermix o stejném sloZzeni jako je uvedeno vySe, ale
vV objemu pouze 10 pl a ptfidavame 10 pl vody obsahujici uvolnéné plasmidy. Smés
vlozZime do PCR cykléru a spustime PCR podle prednastaveného programu.
Amplifikace probiha ve 20-30 cyklech. Nakonec nechame smés inkubovat jesté¢ 10

minut pii 72°C a poté skladujeme pii 4°C.

PCR pro Pfu mutagenezi

Pti Pfu mutagenezi se pii amplifikaci oproti klasické PCR pouzivd nékolik
zmén. Oproti klasické PCR snizime pocet cyklli z ptivodnich 30 na 18 a pfi tieti ¢asti

cyklu, samotné amplifikaci, prodlouzime reakéni ¢as z 20 sekund na 4-5 minut.
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Real time PCR

Dalsi modifikace PCR, kterou jsme pouzili, je real time PCR. Real time PCR
(nebo také qPCR; kvantitativni PCR) slouzi ke kvantitativnimu stanoveni vychoziho
poc¢tu molekul ve vzorku. U bézné PCR se uplatiuje tzv. end-point detekce, kdy je
analyzovan az vysledny produkt. Jednd se o semikvantitativni hodnoceni a metoda nas
informuje spiSe o délce produktu. Oproti tomu real-time PCR umoziiuje pifesnou
kvantifikaci, zaznamenava totiz kazdy cyklus reakce v redlném Case pomoci nartistajici
fluorescence. Pouzivaji se specifick¢é fluorescencni sondy, které se vazi na
amplifikovanou DNA. Tyto sondy musi mit teplotu tani o 10°C vyssi, neZ je teplota tani
pouzitych primerd. Oproti klasické PCR je zde potieba jes$t€¢ excitacni zdroj a

fotonasobi¢ pro zdznam emise zateni.

Kvantitativni informace nalezneme v exponencialni ¢asti amplifikacni kiivky.
Plati, Ze ¢im nizs8i je hodnota Ct, tim vice molekul DNA bylo ve vzorku na zacatku
reakce. Dojde totiz k diiv€jSimu naristu fluorescence a amplifikaéni kiivka diive

ptekroci urcity fluorescenéni prah, tzv. treshold.

V nasem piipad¢ pouzivame relativni kvantifikaci, kdy porovnavame mnoZzstvi
transkriptu mezi n€kolika vzorky. K normalizaci dat jsme pouzili beta-2-mikroglobulin
(B2M) pro vyhodnoceni mnozstvi mRNA a miR16 pro vyhodnoceni mnozstvi

stanovovanych mikroRNA.

Amplification Plot

0o
7/
os 7/
1/
Y/
0.7
[ =1
300

041 Threshold

/ - Negative control
00 —mm _ -

2

Cycle

Obr. 10 Ptiklad zaznamu amplifikace z real-time PCR
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4.27. 1ZOLACE A PRECISTENI DNA

Produkty PCR kontrolujeme agardézovou elektroforézou (viz vyse). Jestlize
potiebujeme pouzit rozdélené produkty z agardzové elektroforézy, je namisté izolace
DNA vyiiznutim piislusného prouzku skalpelem z gelu, rozpusténi gelu a izolace na
kolonkach. K tomu jsme pouzili GenElute PCR Clean-Up kit od Sigma-Aldrich. Tato

souprava slouzi jak k izolaci DNA z gelu, tak i k pfec¢isténi vzorku po PCR.

Postup izolace:

Separacni kolonku vlozime do zkumavky, na membranu pipetujeme 0,5ml
»Column Preparation Solution® a centrifugujeme 30 sekund pii 12 000g. Tim se
kolonka pfipravi, fetézce obsazené v membrané se napiimi a maximalizuje se tak vazba

DNA k membrané. Zvysime tak vytéznost izolace.

Dale vytvofime smés smichanim ,,Binding Solution” a vzorku v poméru 5:1,
naneseme ji na kolonku, centrifugujeme 1 minutu pfi 12 000g a eluat vylijeme (napf.
500ml Binding Solution + 100ml vzorku).

V dalsim kroku naneseme na kolonku 0,5ml diluéniho promyvaciho roztoku,
centrifugujeme 1 minutu pfi 12 000g, eluat opét vylijeme a centrifugujeme dalsi
2 minuty, abychom se zbavili vSech zbytki promyvaciho roztoku. V tomto kroku se

Z kolonky vymyji vSechny neZadouci slozky.

Nasleduje vlastni eluce DNA z kolonky. Kolonku pfeneseme do c¢isté 2ml
mikro-zkumavky, na stfed membrany napipetujeme 50ul elu¢niho roztoku nebo vody a

inkubujeme pfi laboratorni teploté 1 minutu. Poté centrifugujeme 1 minutu pii 12 000g.

Vysledna precisténa DNA se nachéazi v eludtu a je pfipravena k okamzitému
pouziti, popifipadé ji skladujeme pfi -20°C. Jeji koncentrace se zméi

spektrofotometricky pii 260 nm a Cistota se urci z poméru absorbance pii 260/280 nm.
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4.28. TZOLACE PLASMIDOVE DNA

Mini purifikace

Pro izolaci plasmidové DNA mini purifikaci jsme pouzili Zyppy Plasmid

Miniprep kit a fidili se pfisluSnym navodem.

Nejprve si pfipravime suspenzi bunék, kdy zaoCkujeme vybranou kolonii
kompetentnich bun¢k E. Coli do pfipravené mikro-zkumavky s5 ml LB média
s ampicilinem o koncentraci 50pug/ml. Smés inkubujeme pies noc na tfepacce pii 37°C,
200 rpm. Druhy den kulturu centrifugujeme pii 13 000g, 1 minutu pii 4°C, odstranime

supernatant a peletu resuspendujeme ve 200ul chladného P1 roztoku.

Daéle ptfidame 100 pl modrého lyzac¢niho roztoku ,,7x Lysis Buffer*, promichdme
a nechdme 3 minuty inkubovat. Poté pfidame 350 pl chlazeného neutraliza¢niho
roztoku a kyvavymi pohyby promichame. Ke kompletni neutralizaci dojde, kdyz se

obsah zkumavky zbarvi zlutg.

Nasledné centrifugujeme 2-4 minuty pii 13 000g. Sloupec, ve kterém jsou
usazeny Zymo-Spin IIN kolonky, umistime do pfipravené jimaci mikro-zkumavky. Po
centrifugaci pfeneseme supernatant na kolonky, centrifugujeme po dobu 15 sekund a

obsah spodni zkumavky vyprazdnime.

Ptidame 200 pl promyvaciho ,,Endo* roztoku, centrifugujeme 30 sekund, poté

ptidame 400 pl promyvaciho ,,Zyppy* roztoku a centrifugujeme jesté¢ 1 minutu.

Nyni umistime sloupec s kolonkou do ¢isté 1,5ml mikro-zkumavky, pipetujeme
30 pl elu¢niho roztoku do stfedu membrany a nechame 1 minutu stat pii laboratorni
teploté. Po centrifugaci 30 sekund pti 13 000g je plasmidova DNA obsazena v eluatu.

Koncentraci a Cistotu DNA méfime spektrofotometricky.
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Midi purifikace

Tato metoda slouzi k ptipravé vétsiho mnozstvi plasmidové DNA o vétsi

koncentraci a Cistote. Pro izolaci byl pouzit QIAGEN Plasmid Midi Kit.

Vybranou kolonii kompetentnich bunék E.Coli pteneseme $pickou pipety do
50ml LB média obsahujici ampicilin o koncentraci 50ug/ml a inkubujeme pfes noc na

tiepadce pii 37°C, 200 rpm.

Kulturu centrifugujeme 15 minut pii 6 000g, odstranime supernatant a peletu
resuspendujeme ve 4ml Pl roztoku obsahujicim 50mM Tris-Cl, 10mM EDTA a
100 pg/ml RNazu. Déle ptiddme 4 ml lyza¢niho roztoku, suspenzi promichame
kyvavymi pohyby a inkubujeme pfti laboratorni teplot¢ 5 minut. Poté ptidime 4 ml
chlazené¢ho neutralizaéniho roztoku, okamzité¢ promichame pievracenim zkumavky

4-6krat a inkubujeme 15 minut na ledu.

Nasledné suspenzi centrifugujeme pti 20 000g, 30 minut pfi 4°C a okamzité
oddélime supernatant, ktery obsahuje plasmidovou DNA, znovu -centrifugujeme

15 minut a téz odd€élime supernatant.

Na fadu pfichazi piiprava izola¢ni kolonky, na kterou naneseme 4 ml
ekvilibra¢niho roztoku a nechdme projit roztok kolonkou bez centrifugace. Dale na
kolonku naneseme supernatant ziskany z ptechozich krokli a opét nechame projit bez
centrifugovani. Poté na kolonku naneseme 2x 30ml promyvaciho roztoku a v dal$im

kroku provedeme eluci DNA pouzitim 5ml elu¢niho roztoku.

Pfidanim 3,5ml isopropanolu k eluatu, ktery obsahuje DNA, dojde k precipitaci
DNA. Suspenzi promichdme a ihned centrifugujeme pii 15 000g, 4 °C, 30 minut.
Opatrné odstranime supernatant. Peletu DNA promyjeme 70% ethanolem a

centrifugujeme pii 15 000g 10 minut. Opét odstranime supernatant bez naruseni pelety.

Peletu nechdme ususit 5-10 minut na vzduchu a nésledné rozpustime ve 200ul

H20. Koncentraci a Cistotu zméfime spektrofotometricky.
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4.29. KLONOVANI

Klonovani do Zero Blunt plasmidu

Zero Blunt PCR Cloning Kit je urcen pro klonovani fragmentt s tupymi konci.
pCR-Blunt vektor obsahuje ccdB gen fuzovany s C-koncem genu LacZa. Ligaci
fragmentu do plasmidu dojde k naruseni genové exprese LacZa-ccdB genu a po
transformaci do bun¢k E.Coli a pfeneseni na Petriho misky dojde k selekci bunék, které
obsahuji plasmid s insertem. Na Petriho miskach proto budou rlst pouze bunky, které

tento plasmid s insertem obsahuji, ostatni bufiky zahynou.

Na pCR-Blunt plasmidu rozliSujeme nékolik ¢asti:

Plac — umoziuje expresi fizovaného genu lacZa-ccdB

lacZa-ccdB gen — zajistuje pozitivni selekei vektoru s insertem a obsahuje mista M13
forward a reverse, kam nasedaji primery M131/f, a jsou dulezit4 pro

sekvenovani insertu

Kanamycin rezistentni gen, Zeocin rezistentni gen — umoziuje selekci a udrzeni

plasmidu v buiikach E.Coli
pUC ori — umozni mnohonasobnou replikaci a udrzeni plasmidu v burnikach E.Coli
T7 promotor — dilezity pro in vivo a in vitro transkripci a translaci

T7, M13 forward a M13 reverse vazebna mista — umoziuji sekvenovani insertu
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Map and Features of pCR®-BIunt

pCR™-Bluntmap  The following map summarizes the features of the pCR*-Blunt vector. Restriction
sites that are only found in the polylinker are shown. The complete sequence of
the vector is available from www.lifetechnologies.com/support or by contacting
Technical Support (page 27).

pCR"-Blunt
3.5kb

e&lrbbﬂ'n

Lac promoterioperator region: bases 95-216
M13 Reverse priming site: bases 205-221
LacZ-alpha ORF: bases 217-670

T7 promoter priming site: bases 400419

M13 Forward (-20) priming slts: bases 427-442
Fusion joint: bases 571-579

ccdB lethal gene ORF: bases 580-882
Kanamycin resistance ORF: bases 1231-2025
Zsocin resistence ORF: bases 2231-2005
pUC origin: bases 2673-3386

Obr. 11 pCR-Blunt plasmid pouzity pro klonovani

Postup:

Nejprve si pfipravime 10 pl ligacni smési:

pCR-Blunt (5ng) 0,5 ul
PCR produkt 4 ul
5x T4 DNA Ligase Buffer 2 ul
sterilni H,O 2,5 ul
T4 DNA Ligéaza (5U/ ul) I ul
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Smés nechame inkubovat pii laboratorni teplot€ minimaln¢ 5 minut

(prodlouzenim ligaéniho ¢asu zvySujeme G¢innost ligace). Poté skladujeme pii -20°C.

Nésleduje transformace rekombinantniho plasmidu do kompetentnich bunék

E.Coli. Pouzijeme k tomu One Shot TOP10 E.Coli.

Nejdiive pro kazdou reakci rozmrazime 50 pl vialku s buitkami One Shot
TOP10 a po uplném rozmraZeni pipetujeme 2 ul liga¢ni smési pfimo do vialky a
zamichame. Poté sm¢s inkubujeme 30 minut na ledu. Zbytek liga¢ni smési skladujeme
pii -20°C. Po inkubaci provedeme heat shock, kdy vialky vlozime na 45 sekund do 42°C
bez tiepani a poté ihned zpét na led, kde je nechame po dobu 2 minut. Nasledné
pfidame 250 pl SOC média o laboratorni teploté a vlozime do inkubatoru s tiepdnim na

37°C, 1 hodinu, 225rpm.

Po hodiné tfepani pteneseme 10-100 pl smési z vialky na Petriho misky

obsahujici agar s Kanamycinem a inkubujeme pies noc pii 37°C dnem vzhiiru.

Druhy den se provede kontrola narostlych kolonii, kde se pomoci Colony PCR
(viz vyse) potvrdi, zda buiiky obsahuji plasmid se zaligovanym insertem. U pozitivnich

kolonii se izoluji plasmidy a poslou se na sekvenaci s dvojici primert M13f/r.

Specifické klonovani do pmiR-GLO plasmidu

PmIiR-GLO vektor je navrzen pro kvantitativni hodnoceni aktivity miRNA, kdy
je cilové misto miRNA vlozeno do vektoru za gen pro luciferazu. Tato cilova mista
mohou byt zavedena klonovanim bud’ samostatné, nebo se vklada celd 3'UTR oblast

genu z4jmu. V nasem piipad¢ vkladame do vektoru celou 3"'UTR oblast GPX7.

Na vektoru muzeme rozlisit nékolik ¢asti:

PGK promotor — promotor lidské fosfoglycerat kinazy, ktery zajistuje snizeni translace,

coz je vyhodné v piipad¢, kdy je zadouci reakci sniZeni signalu
luc2 gen — reportérovy gen kodujici luciferazu
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MCS — mnohonésobné klonovaci misto, nachazi se za 3 ’koncem luc2 genu
amp gen — umoziuje bakterialni selekci

SV40 - signalni sekvence, zajistuje efektivni ukonceni transkripce a polyadenylaci

- MRNA

Features List and Map for the pmirGLO Vector

SV40 late poly(A) signal 106-327
SV40 early enhancer/promotor 426844
hifuc-neo fusion protein coding region B89-2664
synthetic polyadenylation signal 21282776
p-lactamase (Amp) coding region 30373807
GolE1-derived plasmid origin of replication 40524088
Human phosphoglycerate kinase promoter 0045609
fue2 reporter gene hBA5-7297
Multiple cloning site (MCS, Figure 1) 7306-7350

57 _GUAAG ATCGE CGTGT AATTC TAGTT GITTA AACEA GCTOGE CTAGE

L I 1 I |
Tre? Pmaal EcolCRI  Mhel
Ll Sacl

;:IDGP. GITCIA GP:ETI: GN.'.‘-ICT GCAGG.. 3

¥hol  Xbal — Sall i
Accl Shfl i

Obr. 12 pmMiR-GLO plasmid pouzity pro klonovani

Fragment, ktery budeme ligovat, amplifikujeme pomoci PCR za pouZiti primert
obsahujici $tépna mista. Tato $tépnad mista jsou identicka se §t€pnymi misty v plasmidu
pmMiR-GLO. Jedna se o mista rozpoznavana restrikénimi enzymy Xhol a Xbal. PCR

reakci tak dojde k amplifikaci a zaroven k vneseni §t€pnych mist do fragmentu. Dvojice
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primerti je specificky navrzena tak, aby ohraniCovala 3'UTR oblast GPX7, kterou

budeme do plasmidu vnaset.

Primery:

h_gpx7_3U_F: ATG CTC GAG CCA CCG CGT CTC

o Cerven¢ znacena sekvence je sekvence primeru, kterou se komplementarne vaze
na zacatek 3'UTR oblasti. ZIuté zabarvena je sekvence rozpoznavana a St€pena

restrik¢nim enzymem Xhol.

h_gpx7_3U_R: GGA CGT CTA GAG GAT ACT TTC AT

o Cervené znacena je opét sekvence primeru komplementarni k druhému konci

3’'UTR oblasti a zluté zabarvena je sekvence Stépend restrikénim enzymem
Xbal.

Postup:

Provedeme Stépeni amplifikovaného fragmentu 1 vektoru pmiR-GLO
restrikénimi enzymy Xhol a Xbal. Tim se ve dvou fetézcovém plasmidu vytvofi lepivé
konce s jedno fetézcovym piesahem, které jsou komplementarni k jedno fetézcovym

presahtim v insertu, a mize tak dojit k ligaci.

Smés:

Fragment : 50 pl Plasmid: 30 pl

5 pl pufr 3 pl pufr

43 pl precisteny 3'UTR 6 ul plasmid (~ 1 pg)
1 ul Xhol 1 ul Xhol

1 ul Xbal 1 ul Xbal

- 19 },Ll HQO

Stépeni pii 37°C 20 minut a poté pii 65°C 20 minut. Oba vzorky se nasledng

piecisti na kolonkach a méfi se koncentrace.
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Dale si piipravime 20 pl liga¢ni smési a nechame inkubovat pii 16°C cca 1,5-2

hodiny:

Pufr 2 ul
T4 DNA Ligaza I ul
Plasmid pmiR-GLO 8,5 ul
Fragment 8,5 ul

Pro kazdou reakci opét rozmrazime 50ul vialku s buikami E.Coli (TOP10) a
ptipipetujeme 2 pl ligaci smési. Inkubujeme 15 minut na ledu, provedeme heat shock,
kdy na 45 sekund vlozime vialky do 42°C a poté ihned znovu na led na 2 minuty. Poté

piiddme 250 ul SOC média a nechame tiepat v inkubatoru 45 minut na 37°C, 225rpm.

Po inkubaci pteneseme 250 pl smési na predehiaté Petriho misky obsahujici
agar s ampicilinem a inkubujeme pii 37°C dnem vzhiiru do druhého dne. Vyrostlé
kolonie nasledné kontrolujeme pomoci Colony PCR za pouziti dvojice primera GPX7-
3U t/r. U kolonii, kde se potvrdila pfitomnost plasmidu obsahujiciho insert, provedeme

izolaci plasmidii a posilame na sekvenovani s primery GPX7-3U f/r.

4.2.10. MUTAGENEZE

Mutageneze vazebného mista pro miR-137 a miR-29 na 3'UTR GPX7

Postup:

Nejdiive pfipravime mastermix pro PCR reakci za pouziti specialné¢ navrzenych
primerq, které obsahuji zménénou sekvenci nukleotidi, kterou chceme cilené zanést do

fragmentu DNA.
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Mastermix 25pul:

HF pufr S5ul
dNTPs 1 pl
Forward primer 1 ul
Reverse primer 1 ul
Phu HF DNA polymeraza 0,25 pl
Templat (10x) 1 ul
H,0O 15,75 pl

Smés vlozime do PCR cykléru a spustime pfednastaveny program:

98°C  |98°c  62°Cc  72°C  |72°C
30" 10" 20" 4 5
18 cyklit

Nasledné provedeme Stépeni Dpnl z diivodu odstranéni matetskych plasmidi,
které neobsahuji zménénou sekvenci. Piivodni plasmidy byly izolovany z bunék E.Coli,
ve kterych doslo plisobenim enzymu DAM methyldzy k methylaci adenini. Nové
vzniklé amplikony tyto methylované adeniny neobsahuji. Restrikéni enzym Dpnl
rozpoznava a $tépi DNA pouze v misté¢ methylovaného adeninu a dojde tak k selektivni

degradaci pouze matetskych plasmidi.

o Kreakéni smési pfiddme 1 pl Dpnl, suspenzi promichame pipetou, mirné

sto¢ime a nechame inkubovat 1 hodinu pfi 37°C.

Poté provedeme transformaci rekombinantniho plasmidu do bunék E.Coli, které
jsou ve stavu kompetence. Buriky E.Coli jsou schopné u vlozenych fragmentl opravit
jedno fetézcovy zlom a vytvofit tak zpét kruhovou molekulu. Po probéhlém Stépeni
pfiddme 5 pl smési do TOP10 bun€k a nechame inkubovat 30 minut na ledu. Poté
provedeme Heat shock, kdy zkumavku vlozime na 45 sekund do 42°C a poté ihned zpét
na led. Po pfiblizné¢ 2 minutich na ledu pfiddme 250 pl rozehidtého SOC média a

nechame v inkubatoru 1 hodinu tfepat pfi 37°C.
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Po hodinové inkubaci pifeneseme 100 pl smési na predem piipravené Petriho
misky obsahujici agar s ampicilinem a nechame pies noc kultivovat dnem vzhiru
Vv inkubatoru. Druhy den provedeme kontrolu narostlych kolonii pomoci Colony PCR.
U kolonii, kde se potvrdila pfitomnost plasmidu obsahujiciho insert, provedeme izolaci

plasmida a podrobime je $tépeni restrikénim enzymem Ndel.

Smés 30 ul pro $tépeni Ndel:

Pufr , 4 3ul
Ndel 0,5 ul
Produkt z PCR 15 ul
H.0 11,5 ul

Smés inkubujeme 15 minut pii 37°C. Tento enzym specificky $tépi plasmidy
Vv misté vnesené mutace. Stépené fragmenty potom rozdélime elektroforeticky na gelu,
kde podle délky fragmentt zjistime, zda ke $tépeni (a zaroven mutagenezi) doslo.

Uspésné mutované plasmidy izolujeme a posSleme na sekvenovani.

Mutované plasmidy jsou nasledné piedistény a namnozeny pomoci Midi
purifikace. Mutovany plasmid miR-137* se potom vyuziva jako kontrola jednotlivych

krokli mutageneze vazebného mista pro miR-29 a jako jeho pozitivni kontrola.
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5.VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. VYBER PRO KLONOVANI

5.1.1.

Vytipovani jednotlivych miRNA

V programu TargetScan jsme si vyhledali 3"UTR oblast GPx7. Tento program

nam zobrazi mozné regulujici miRNA 1 s nukleotidovou sekvenci, kterou se vazi na

ptislusnou oblast GPX7. Pro na§ experiment jsme si vytipovali tyto miRNA - miR-29a,
miR-29b, miR-137, miR-31 a miR-335.

Human GPX7 ENST00000361314.4 3' UTR length: 626
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3'UTR oblast lidské GPx7 a jeji regulujici miRNA — vyfez

Naésledujici obrazek nam ukazuje ¢ast 3'UTR oblasti GPx7 se zvyraznénym

zakonzervovanym usekem u riznych zivocisnych druhti, na ktery se vaze miR-29, a tim

se zapojuje do regulace transkripce GPx7. Pomoci programu TargetScan si mizeme

prohlédnout jednotlivé regulujici oblasti i pro ostatni miRNA. Vidime, ze se béhem
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evoluce tato oblast GPx7 u vybranych zivo¢isnych druhti neménila, coz ukazuje jeji

dalezitou roli v regulaci genové exprese.

.............................. L T - [k |

Human -- -AAUGGUGCUUCAAAGGGAGAGA - ---CUUCCUUUA-

Chimp -- -AALGGUGCUUCAAAGGGAGAGA - ---CUUCCUUUA-

Rhesus -- ---AAUGGUGCUUCAAAGGGAGAGA - -C- - - - - ---CUUCCUUCA-

Squirrel ---AAUGGUGCUUCAAAGGGAGAGA - -C-------UC------- -ACUGAUU ---UUUCCGUCA-

Mouse --------- ---AGUGGUGCUUCACCGGCAGAGA - -G-------CU------- -AAAGCUU ---UU---- -

Rat AGUGGUGCUUCAAGGGCAGAGA -UU----- oo

Rabbit -- ---AA-GGUGCUUCAGAGGGAGAGA - ---CUUCAUUCC-

Pig -- - -------AAUGGUGCUACAAAGGGAGAGA - - - - - - ---Ccuucuccu-

Cow -- --CUGA---------AAUGGUGCUACAAAGGGAGAGA - -CC-- - == C------- UCCUCCA-

Cat -- - -CUCAGUCGUGCUCAAUGGEUGCUC - GGAGGEAGGGET - - - - - CUUCCUCCA

Dog CUCAGUGGUGCUCAAUGGUGCUU-GEAGGEAGGEC---------- CU-------- AUGGACU------------ ([E============ CA-

Brown bat UGCA---------AAUGGUGCUUCAAAGGAAGAGAC - ----------------- -UAUGACU------------ CUU---CUCC------

Elephant CUCC---------AAUGGUGCUUCAAGGGGAGAGA - - ----—----C------- -CCUGACU------------ CUCUCUCUUCCUGUA-

Opossum -----ACAGGEUGCCUUGCAGGBAGAGA - - - - - -~ ------------------~ UCCUCCUUUCUUCCUU - - -CCUGCCUUG -
Macaw --
Chicken --
Lizard --

190 EFAAERIEE sssssssssssssss=cssss=s=ss=s===ssssss==sss====sssss=ss=====
miR-29-3p
L2 1, I uggegUGACCAA.aGC. .. .. AAAL . i aiennaas CUCA...cuuinn AAUGGUGCUUCAIAGEGAGAGA . « v v v v v an s Covunnnan acUGACU. . ccvuvnanns CuC...cluCcU..a.
4 L3
- o , , .
Obr. 14 Porovnani regulaéniho tuseku 69-75 3'UTR oblasti GPx7 u

jednotlivych zivoc¢isnych druhi

Predicted consequential pairing of target region (top) and
miRNA {bottom)

Position 63-75 of GPXY 3 UTR 5" .. .CRAUGCAAACUCASAUGEUSCUL., ..

hsa-miR-29a-3p 3" AUUGECUAAAGUCUACCACGAL
Position 63-75 of GPX7 3 UTR 5" .. .CAAUGCAAACUCAAAUGGUGCUU. . .

hsa-miR-29b-3p 3 UUGUGACUAAAGLIUUACCACGAU

Obr. 15 Sekvence vazebného mista na 3'UTR oblasti GPx7, kam se vaze
sledovand miR-29a a miR-29b

K dispozici mame Ctyfi bunééné linie izolované z nadorové tkédné kolorektalniho
karcinomu, na kterych jsme experiment provadé¢li. Jedna se o linie HT-29, Caco-2,
SW480 a SW620. Po vytipovani miRNA nasleduje stanoveni mnozstvi téchto miRNA a

samotné GPX7 v bunécnych liniich.

Nejdiive jsme izolovali celkovou RNA TRIzolem a nasledné zméfili jeji
koncentraci spektrofotometricky pomoci Nanodropu. Pro méfeni koncentrace bylo
pouzito fedéni 10x. V nasledujici tabulce jsou uvedeny udaje z Nanodropu. Z kazdé
bunécné linie byly izolovany tfi vzorky (biologické replikaty) uvedené v prvnim
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sloupci, druhy sloupec udava koncentraci celkové RNA v jednotlivych vzorcich a teti a

¢tvrty sloupec Cistotu vzorku.

Cistota je stanovena vzdy z poméru absorbance pii vlnové délce 260 nm, pii
které absorbuje pfislusna RNA, a 280 nebo 230 nm. Pomér absorbanci pii vinovych
délkach 260/280 nm, uveden ve tfetim sloupci, ukazuje kontaminaci vzorku proteiny.
Pti 280 nm totiz zafeni absorbuji hlavné proteiny a tato hodnota by méla byt vyssi nez
1,8. Pti vlnové délce 230 nm absorbuji zejména organické latky. Pomér absorbance pfi
vlnovych délkach 260/230 nm udéava cistotu vzorku vic¢i kontaminaci organickymi
latkami — fenolem. Tato hodnota je uvedena ve Ctvrtém sloupci a méla by se pohybovat
kolem hodnoty 2. Kontaminace vzorku proteiny a organickymi latkami byla mala,

vzorky proto mizeme bez omezeni pouZit pro experiment.

Tabulka 1: Koncentrace miRNA a Cdistota vzorkt viaci kontaminaci proteiny a

organickymi latkami

Koncentrace vzorku

Pomér absorbance Pomér absorbance
pri vinové délce pri vinové délce
Sample ID (ng/ul) 260/280 nm 260/230
SW620-1 648,50 1,99 2,03
SW620-2 2100,60 1,93 2,08
SW620-3 1710,10 1,98 1,92
SwW480-1 1465,90 1,95 1,94
SW480-2 1562,80 1,97 2,05
SW480-3 1389,50 1,98 2,02
HT29-1 317,35 1,98 2,13
HT29-2 450,39 1,90 2,01
HT29-3 442 51 1,92 2,05
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Caco2-1 1602,70 2,00 1,80
Caco2-2 273,70 2,04 2,06
Caco2-3 107,75 2,02 1,88

V dalsim kroku jsme provedli ,,DNAse treatment. Vzorky RNA se osetfi
DNazou |, ktera selektivné stépi DNA a odstrani tak pfipadnou kontaminaci vzorki

genomovou DNA. S takto oSetifenou RNA muzeme provést reverzni transkripci.

Reverzni transkripci pfevadime RNA pomoci reverzni transkriptdzy na jedno
fetézcovou cDNA (complementary DNA). Reakce se lisi pouze pouzitim primerd v
zavislosti na tom, zda je templatem pro tuto reakci mRNA nebo miRNA. Pfi reverzni
transkripci pro stanoveni GPX7 se jako primery pouZzivaji nahodné hexamery. Jako
referen¢ni gen pro porovnani koncentraci jsme zde pouzili beta-2-mikroglobulin (B2M).
Pro pfevod jednotlivych miRNA se do reakce ptidavaji specifické RT primery a jako

referenéni gen byl pouzit miR-16.

Po reverzni transkripci jsme provedli qPCR a z vysledkd vytvorili grafy. V
ptipadé¢ miR-137 nedoslo k pozadované amplifikaci. Z toho usuzujeme, Ze tato miRNA

nebyla v téchto bunéénych liniich pfitomna.

GPX7

8,00
6,00
4,00
2,00
oo 1R ]

sw620 sw480 caco ht29
Obr. 16 Relativni mnozstvi GPx7 ve 4liniich bun€k kolorektalniho

karcinomu
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sw620 sw480 caco2 ht29
H mir-29a mir-29b mir-31 miR-335

Obr. 17 Relativni mnozstvi stanovovanych mMIRNA ve 4 liniich bun¢k

kolorektalniho karcinomu

Na obrazku 16 vidime relativni mnozstvi GPX7 obsazené v kazdé ze cCtyf
bunécnych linii. Koncentrace je vztazena k hodnotam v bunééné linii SW620, které byla
pfifazena hodnota 1. Obrazek c¢islo 17 udéava relativni mnozstvi zkoumanych miRNA
v kazdé ze ¢tyt bunéénych linii, opét vztazené ke koncentraci miRNA v linii SW620,

které byla taktéz pfifazena hodnota 1.

Porovnanim obrazkii 16 a 17 se nadm jevi zajimavé hodnoty a zavislosti
V bunécné linii Caco2. Mnozstvi GPx7 je zde oproti ostatnim bunécnym liniim vyrazné
vys§i. Naopak mnozstvi miR-29a a miR-29b v linii Caco2 vykazuje oproti ostatnim
liniim hodnoty niz§i. To miZe znamenat mozZnou regulaci GPx7 témito miRNA.
Z tohoto duvodu jsme si pro dalsi zkoumani vybrali tyto miRNA k provedeni jejich
funkéni analyzy. Snazili jsme se naklonovat 3"UTR oblast GPx7 z linie Caco2, ptipravit

reportérovy systém a ovéfit pripadnou regulaci pomoci miR-29a a miR-29b.
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5.2. PRIPRAVNE KLONOVANI

Jak jiz bylo zminéno, pro klonovani jsme si vybrali 3'UTR oblast GPx7
Z bunécné linie Caco2, abychom ovéfili piipadnou regulaci miR-29a a miR-29b. Prvni
klonovéani je spiSe orientacni, slouzi pro ovétfeni sekvence a jeji porovnani se sekvenci
GPx7 uvedenou v databazich. Ziskany fragment klonujeme do vektoru ZeroBlunt.
Druhé klonovani bude jiz specifické, namnozi se pouze pozadovana 3'UTR oblast
GPx7. Jako vektor zde pouzijeme reportérovy plasmid pmiR-GLO, do kterého budeme
klonovat piislusnou 3"UTR oblast. Takto vznikla rekombinantni DNA bude vhodna pro

luciferazovou ese;.

>gi|253314506|ref |NM 0156%6.4| Homo sapiens glutathione peroxidase 7
(GEXT7), mBHNL
GICTTTGCCCTCGCGACGCCGCCACCTCCGGARCRARGCC

CCACCEOGTCTOCTCCTCCACCACCTE
ATCCCGCCCACCTIGIGIGAGGCTGACCARTGCAR L CTCARATGGTGCTTCARRGEGAGAGACCCACTGALC
TCTCCIICCITTACTCITATGCCATTGGICCCATCATTCTIGTIGOGGGARARRTTCTAGTATTTTGATTA
TTTGARATCTTACAGCARCRRRTAGGALCTCCTGGCCALTGAGAGCTCTITGACCAGTGARAT CACCAGCCGA
TACGRACGICTTGCCARCRARR R R TGTGTGGCALATAGRLGTATATCARGCARTAATCTCCCACCCARGEE
TTCIGTARRCT GG GACCARTGATTACCTCATAGGGCTGTIGTGAGGATTAGGATGARATACCTGTGARAG
TGCCTAGGCAGTGCCAGCCARATAGRAGGCATTCARTGARACATTTTTTGCATATARRACCARARARTRAACT
TGTTATCAATRARR R ACTTGCATCCARCATGARTTTCCAGCCGATGATARTCCAGGCCARAGETTTAGTTG
TTGITATTICCTICT GTATTATTTICTICATTACAL AR G A TGCARGTTCATT GTARCARTCCARRACART
ACCTCACGATATARRRATARRRATCEAAACTATOOTOCTCARALADADARARARRARD

Obr. 18 Sekvence GPx7 — CDS sekvence, 3'UTR oblast, mista nasednuti

primeri a vazebna mista pro miR-29 (a, b, ¢) a miR-137

Na obrazku 18 je zobrazena sekvence GPx7 stazena z databaze NCBI (Narodni
centrum pro biotechnologické informace;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_015696.4). Sedé zabarvena oblast znagi
kodujici sekvenci — CDS. Za touto sekvenci nasleduje ¢erné znacend nepiekladana

3'UTR oblast genu GPx7 zakonend polyA sekvenci. Cervend kurzivou jsou
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zvyraznény sekvence obsazené v primerech, které¢ byly pouzity pro amplifikaci pouze
3'UTR oblasti ( gpx7 3U Xbal F a gpx7 3U Xhol R). Zluté zbarvena sekvence
odpovida vazebnému mistu pro miR-29 (a, b, ¢) a modfte zbarvena sekvence vazebnému

mistu pro miR-137. Zelenou barvou je ozna¢eny primer GPx7-3u_f.

Nejprve jsme provedli amplifikaci delsiho tseku GPx7, ktery zahrnoval jak
3'UTR oblast, tak i ¢ast CDS. Amplifikace se provedla pomoci PCR za pouziti primerti
h_GPx7-3u_f / uniR. Oc¢ekavana délka produktu by méla byt kolem 850 nukleotida.
UniR primer je univerzalni primer, ktery byl pouzit jiz pii reverzni transkripci.
Obsahuje polyT sekvenci a univerzalni adaptor, ktery je tvofen nahodnou nespecifickou
sekvenci nukleotidi. Svou PolyT sekvenci se selektivné vaze na polyA konec GPXx7.
Pro amplifika¢ni reakci byly vyzkouSeny rizné podminky a rizné typy polymeraz, aby
bylo dosazeno co nejvétsi vytéznosti. Reakce byla nakonec provedena s polymerazou
Q5. Ptipravilo se 50ul master mixu a spustila se PCR podle ptfednastaveného programu.
Po probéhlé PCR se naneslo 10pl na elektroforeticky gel a spustila se horizontalni

gelova elektroforéza, abychom mohli zhodnotit produkty PCR.

1kb

0,5kb

Obr. 19 Elektroforéza amplifikovanych fragmentdl GPx7 (ocekavana velikost
850kb)
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Pro klonovani byly kvuli vyssi koncentraci (vyrazngjsi fragmenty na gelu)
vybrany fragmenty 2 a 4, jak naznacuji ¢ervené Sipky Vv obrazku 19. Tyto dva fragmenty
jsme vyfizli z gelu a precistili na kolonkach. Kolonky selektivné zachyti DNA, ostatni
nezadouci slozky se z kolonek vymyji a samotnda DNA se nakonec eluuje elu¢nim
roztokem do Cisté mikro-zkumavky. Nedojde jen k ptecisténi DNA, ale i kjejimu

zakoncentrovani.

Po ptecisténi se provedla dalsi kontrolni elektroforéza samotnych fragmentt 2 a
4, ktera je zobrazena na obrazku 20. Kvuli vys$si koncentraci byl pro ligaci pouzit

fragment 4.

1kb
0,5kb

Obr. 20 Elektroforéza fragmentu 2 a 4

Dale se dostavame uz k jednotlivym krokiim klonovani. Prvnim krokem je
ligace tohoto vybraného piecisténého fragmentu, ktery obsahuje tupé konce, do
plasmidu Zero Blunt. Mezi plasmidem a fragmentem dojde nejprve ke spojeni navzajem
komplementarnich konci vodikovymi mustky a enzym T4-DNA ligdza nasledné

katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby a uplné spojeni plasmidu a inzertu.

Po ligaci nésleduje transformace této rekombinantni DNA do bunek E.Coli. Pfi
transformaci vyuzivame toho, Ze hostitelské buriky, nachazejici se ve stavu kompetence,

jsou schopné piijmout cizorodou DNA, déle se mnozit a vytvaret klon, ktery obsahuje
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pozadovanou rekombinantni DNA. Suspenzi takto pfipravenych bun¢k nalijeme na
Petriho misky obsahujici ptidu s kanamycinem a plastovou oc¢kovaci ty¢inkou rozetieme
suspenzi po celém povrchu plotny do sucha. Poté Petriho misky nechdme kultivovat
Vv inkubatoru dnem vzhtru. Vyhodou Zero Blunt plasmidu je tzv. modro-bila selekce,
kdy kolonie obsahujici prazdny plasmid budou na agaru modie zbarvené a kolonie

obsahujici plasmid se zaligovanym fragmentem budou bilé.

Dalsi den vidime na plotnach narostlé kolonie. Na plotn¢ vyrostou viditelné
kolonie pouze z bunék, které obsahuji plasmid, ostatni buiiky nevyrostou. Usp&snost
ligace potvrdime kontrolou téchto narostlych kolonii. Nejprve provedeme PCR za
pouziti primerd M13r/f, kdy dojde k amplifikaci ¢asti plasmidu s inzertem, a nasledné
provedeme rozdéleni gelovou elektroforézou. Vybrali jsme celkem 22 kolonii, kdy ¢ast
kazdé kolonie sterilni $pickou pipety preneseme do mikro zkumavek obsahujici 10ul
vody. Kolonie, které¢ jsme vybrali, si na dné Petriho misky ozna¢ime a ocislujeme,

abychom je mohli ptfipadné znovu pouzit, jestlize se u nich potvrdi spravna ligace.

-— . .- / DNA ladder (1kb)

- <€—— 1kb

= -€<— (,5kb
— wow _w o ew

- T
1110 98 "7 " 8 5L 1

%o €—— 1kb

- e—— 0,5kb
e -—- L. e .

Al I T
22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12

Obr. 21 Kontrola kolonii a potvrzeni uspésnosti ligace
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Z obrazku 21 podle velikosti produktt vidime, Ze kolonie 9, 17, 20 a 21 by mély
obsahovat plasmid se zaligovanym inzertem. Tyto kolonie proto pouzijeme pro
namnozeni a izolaci plasmidt. Fragmenty, které doputovaly pii elektroforéze v gelu dal,

obsahuji pravdépodobné jen samotny plasmid bez inzertu a ligace zde neprob¢hla.

Pro namnozeni plasmidu byly odpovidajici kolonie steriln¢ pfeneseny Spickou
pipety do 5Sml LB média obsahujiciho kanamycin a inkubovany do druhého dne (pii
37°C, 220rpm). Poté jsme provedli Mini purifikaci pomoci zymo kolonek. Kolonie 21

nenarostla.

Dalsi kontrolu jsme provedli pomoci PCR za pouziti primerda M13r/GPX7-3U-f,
abychom potvrdili konkrétné zaligovanou oblast. Jako templat pro reakci jsme pouzili
izolované plasmidy. Primer GPX7-3U-f naseda selektivné na zaatek insertu a pfi
amplifikacni reakci tak vznikaji krat$i fragmenty nez pii pouziti primeru M13f

Vv ptedchozi PCR.

1-M13r/f
2 - M13r/GPX7-3U-f
DNA ladder (1kb) 3 - M13r/f

/ 4 - M13r/GPX7-3U-f

— - PR — 5 - M13r/f
-~ <— 0,5kb
6 - M13r/GPX7-3U-f

6 5 4 3 2 1 &islo vzorku
20 17 9 kolonie
Obr. 22 Elektroforéza fragmenti po PCR reakci za pouziti kombinace primert

pro zjisténi pfitomnosti insertu GPx7.
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Potvrdilo se, ze plasmidy z kolonii 9 a 20 obsahuji pozadovanou zaligovanou
sekvenci GPx7 (obr. 22). Tuto skute¢nost ovétujeme sekvenovanim. Plasmidy z kolonie
17 tuto sekvenci neobsahuji. Po izolaci plasmidi z kolonii 9 a 20 zméfime jejich
koncentraci a vzorky odesilame na sekvenovani dle pozadavkd (LightRUN

sekvenovani, GATC-Biotech, (http://www.gatc-biotech.com).

1 10 20 30 40 50 1] 0 a0 90 100 110 120 130
I I

GPX7-3UTR
9-H13F ATHAGGGCGATTGGGECCTCTAGATGCATGCTCGAGCGGCC-GCCAGTGTGATGGATATCTGCAGARTTCAGGTCCTGCCTTCARGTACCTGGCCCAGACTTCTGGGAAGGAGCCCACCTGGARCTTCTGG
9-H13R-rc TAGATGCATGCTCGAGCGGCCCGHCAGTGTGATGGATATCTGCAGARTTCAGGTCCTGCCTTCARGTACCTGGCCCAGACTTCTGGGAAGGAGCCCACCTGGARCTTCTGG

CONSENSUS  ....ssss40+404200..08pabgcabgcbogageppee, g, cagbgbgabpggatatcbgcagaatbcaggbocbgoctbeaagbaccbggoocagact bobgpgaagpageecacchggaactbobgg

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I I

GPX7-3UTR TAAC

9-H13F AAGTACCTAGTRAGCCCCAGATGGAAAGGTGGTAGGGGLCTTGGGACCCARCTGTGTCAGTGGAGGAGGTCAGACCCCAGATCACAGCGCTCGTGAGGARGCTCATCCTACTGAAGCGAGRAGACTTATARC

9-H13R-rc  ARGTACCTAGTRAGCCCCAGATGGAAAGGTGGTAGGGGC TTGGGACCCARCTGTGTCAGTGGAGGAGGTCAGACCCCAGATCACAGCGCTCGTGAGGARGC TCATCCTACTGAAGCGAGRAGACTTATARC
C

aagtacctagt apt L stptcagt cot catcctact taTAAC

261 270 280 290 300 o 320 330 340 350 60 370 380 390

I I

GPX7-3UTR  CACCGCGTC-TCCTCCTC--CACCACCTCATCCCGCCCACCTGTGTGGGGCTGACCAATGCARACTCARATGGTGCT TCARAGGGAGAGACCCACTGACTCTCCTTCCTTTACTCTTATGCCATTGGTCC
9-H13F CACCGCGTC-TCCTCCTC--CACCACCTCATCCCGCCCACCTGTGTGGGGCTGACCARTGCARACTCAAATGGTGCT TCAAAGGGAGAGRCCCACTGACTCTCCTTCCTTTACTCTTATGCCATTGGTCC
9-H13R-rc¢ CACCGCGTHHTCCTCCTTHHCHCCACCTCATCCCGCCCACCTGTGTGGGGCTGACCARTGCARACTCARATGGTGCTTCARAGGGAGAGRCCCACTGACTCTCCTTCCTTTACTCTTATGCCATTGGTCC
Consensus CACCGCGTe, TCCTCCTe. .CaCCACCTCATCCCGCCCACCTGTGTGGEECTGACCARTGCARACTCARATGGTGCTTCARAGGGAGAGRCCCACTGACTCTCCTTCCTTTACTCTTATGCCATTGGTCC

391 400 410 420 430 440 450 460 a70 480 490 500 510 520

I I

GPX7-3UTR  CATCATTCTTGTGGGGGARARATTCTAGTATTTTGATTATTTGARTCTTACAGCARCARATAGGARCTCCTGGCCARTGAGAGCTCTTGACCAGTGARTCACCAGCCGATACGAACGTCTTGCCARCARA
9-H13F CATCATTCTTGTGGGGGARRARTTCTAGTATTTTGATTATTTGARTCTTACAGCARCARATAGGARCTCCTGGCCARTGAGAGCTCTTGACCAGTGARTCACCAGCCGATACGAACGTCTTGCCARCARA
9-H13R-rc CATCATTCTTGTGGGGGARARATTCTAGTATTTTGATTATTTGARTCTTACAGCARCARATAGGARCTCCTGGCCARTGAGAGCTCTTGACCAGTGARTCACCAGCCGATACGAACGTCTTGCCARCARA
Consensus CATCATTCTTGTGGGGGARARATTCTAGTATTTTGATTATTTGAATCTTACAGCARCARATAGGARCTCCTGGCCARTGAGAGCTCTTGACCAGTGARTCACCAGCCGATACGAACGTCTTGCCARCARA

521 530 540 550 560 570 580 590 :01] 610 620 630 640 650

I I

GPX7-3UTR  ARTGTGTGGCARATAGAAGTATATCARGCAATARTCTCCCACCCARGGCTTCTGTAAACTGGGACCARTGATTACCTCATAGGGCTGTTGTGAGGAT TRAGGATGARATACCTGTGARAGTGCCTAGGCAG
9-H13F AATGTGTGGCARATAGARGTATATCARGCAATARTCTCCCACCCARGGCTTCTGTAAACTGGGACCARTGATTACCTCATAGGGCTGTTGTGAGGAT TAGGATGARRTACCTGTGARAGTGCCTAGGCAG
9-H13R-rc  ARTGTGTGGCARATAGRAAGTATATCARGCAATARTCTCCCACCCARGGCTTCTGTAAACTGGGACCARTGATTACCTCATAGGGCTGTTGTGAGGAT TRAGGATGARATACCTGTGARAGTGCCTAGGCAG
Consensus ARTGTGTGGCARATAGRAAGTATATCARGCAATARTCTCCCACCCARGGCTTCTGTAAACTGGGACCARTGATTACCTCATAGGGCTGTTGTGAGGAT TRAGGATGARATACCTGTGARAGTGCCTAGGCAG

651 660 670 680 630 700 Ho 720 730 240 750 760 770 780

1 1

GPXZ-3UTR  TGCCAGCCARATAGGAGGCATTCAATGARCATTTTTTGCATATARRCCARRARATARCTTGTTATCARTARARACT TGCATCCARCATGRATTTCCAGCCGATGATAATCCAGGCCARRGGTTTAGTTGT
9-H13F TGCCAGCCARATAGGAGGCATTCAATGARCATTTTTTGCATATAARCCARRARATARCTTGTTATCAARTAAAAACTTGCATCCARCATGAATTTCCAGCCGATGATAATCCAGGCCARRGGTTTAGTTGT
9-H13R-rc¢  TGCCAGCCARATAGGAGGCATTCAATGARCATTTTTTGCATATARRCCARAARATARCTTGTTATCARTARARACTTGCATCCARCATGRATTTCCAGCCGATGATAATCCAGGCCARRGGTTTAGTTGT
Consensus TGCCAGCCARATAGGAGGCATTCAATGARCATTTTTTGCATATARRCCARAARATARCTTGTTATCARTARARACTTGCATCCARCATGRATTTCCAGCCGATGATAATCCAGGCCARRGGTTTAGTTGT

781 790 800 810 820 830 840 850 860 az70 ago 890 900 910
1 I

GPX7-3UTR  TGTTATTTCCTCTGTATTATTTTCTTCATTACARARGARATGCARGTTCATTGTARCAATCCARACARTACCTCACGATATARARTARARATGARAGTATCCTCCTCARRARARARAARAARARA
9-H13F TGTTATTTCCTCTGTATTATTTTCTTCATTACARARGARATGCARGTTCATTGTARCARTCCARRCARTACCTCACGATATARARTARARATGARAGTATCCTCARRARAARARARRARANGGATCCARG
9-H13R-rc TGTTATTTCCTCTGTATTATTTTCTTCATTACARARGARATGCARGTTCATTGTARCARTCCARACARTACCTCACGATATARARTARARATGARAGTATCCTCARRARAARARAARARARGGATCCARG
Consensus TGTTATTTCCTCTGTATTATTTTCTTCATTACARARGARATGCARGTTCATTGTARCAATCCARACARTACCTCACGATATARARTARARATGARAGTATCCTC At.ccaag

911 320 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
| |
GPX7=3UTR
9-H13F ACGTCGTAGCATAGGTGGCCTGAATTCCAGCACACTGRCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCARGCT TGATGCATAGCTTGAGTATTCTARCGCGTCACCTAARTAGCTTGGCGTAATCATG
9-H13R-rc  ACGTCGTAGCATAGETGGCCTGARTTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGETACCARGCTTGATGCATAGCTGAGTANTTCTAACGCGTCA
Consensus acgbcgbageataggtbegoctgaatboccageacactggoggocgtbactagbgpatcogaget.cggtaccaagctbpabgcatagot., ... LEcbaacgegbca. v vsrsvsnsanssssssnras

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1129
| 1
GPX7-3UTR

9-H13F GGTCATAGCTGTTTCCHHHNHHHARATTGTTATCCGCTCACART TCCACACARCATACGAGCCGGARGCATARAGTGARANGCCTGGEE
9-H13R-rc

CONSENSUS  tutiuuasissassstasissatsssatsssatsssatsssstsssstsssstsssstssstsssstassssassstatsssatsssns

Obr. 23 Porovnani sekvence plasmidu 9 se sekvenci 3'UTR oblasti GPX7

ziskané z databaze

Plasmidy 9 a 20 byly osekvenovany z obou smérd za pouziti primera M13r i
M13f. Sekvenace plasmidu 20 nebyla uspésna, ziejmé mohlo dojit k jeho znecisténi.
Sekvence  9-MI13r byla obracena v programu ,Reverse  complement
(https://sites.ualberta.ca/~stothard/javascript/rev_comp.html) na 9-M13R-rc (reverse

complement), abychom ji mohli snaze porovnat se sekvencemi 9-M13f a GPX7-3UTR.
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Z obrazku 23 vidime, Ze sekvence plasmidu 9 zahrnuje ¢ervené znacenou 3'UTR oblast
a modie znaCenou CDS oblast GPx7. Diky programu ,Multalin®
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) mizeme vSechny tii sekvence srovnat nad
sebou a vyvodit tak zavér o jejich shodé. Jak vidime, obé sekvence 9-M13R i 9M13F se

zcela shoduji s hledanou sekvenci 3"'UTR oblasti GPx7 ziskanou z databaze.

5.3. SPECIFICKE KLONOVANI

Po piedchozim uspésném klonovani jsme pro dalsi postup pouzili plasmid 9 a
klonovali pouze 3"'UTR oblast genu GPx7 do plasmidu pmiR-GLO. Tento plasmid dale

umozinuje jeho pouziti pro luciferdzovou ese;j.

Nejdtive jsme provedli PCR amplifikaci za pouziti Q5 polymerdzy a primert
obsahujicich $tépna mista. Jako templat jsme pouzili fedény plasmid 9 a produkt

zkontrolovali gelovou elektroforézou.

DMA ladder {1kb)
PCR produkt
Obr. 24 Kontrola PCR za pouziti primert se St€pnymi misty

PCR produkt jsme precistili na kolonkdch a nasledovalo Stépeni pomoci
restrikénich endonukledz. Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které jsou schopné
hydrolyticky $tépit fosfodiesterové vazby v molekule DNA. V genovém inZenyrstvi se
nejcastéji vyuzivaji restrikéni endonukleazy II. typu. Jejich prednosti je, Ze $tépi fetézec

pfimo ve svém rozpoznavacim misté. Endonukleazy specificky stépi amplifikovany
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fragment v misté pfitomnosti primert se $t€pnymi misty. Zaroven se $tépi také samotny
plasmid pmiR-GLO. Diky tomuto $tépeni vznikaji na fragmentu a plasmidu lepivé
(kohezni) konce, které jsou navzajem komplementarni. Toho se potom vyuziva pfi
ligaci. Po Stépeni se produkt opét precisti, zméfi se koncentrace a fragment je piipraven
k ligaci do plasmidu pmiR-GLO. Stejn¢ jako pii prvnim klonovani provedeme ligaci
fragmentu do vektoru a transformaci rekombinantni kruhovité DNA do bunék E. Coli,
které jsou opét ve stavu kompetence a mohou piijmout cizorodou DNA. Ziskanou
suspenzi bunék opét rozetieme na Petriho misky obsahujici agar s ampicilinem. Plotny

nechame kultivovat dnem vzhiiru v inkubatoru p#i pozadované teploté.

Na Petriho miskdch nam vyrostlo 8 kolonii. Cést kazdé kolonie pieneseme
sterilni $pickou pipety do pfipravenych mikro zkumavek obsahujici 10ul vody. Ve vodé
dojde k rozruseni bunék a uvolnéni plasmidi. Poté opét provedeme kontrolni PCR za
pouziti primerli se Stépnymi misty, které byly pouzity jiz v pfedchozi PCR. Tim
zjistime, zda ligace probéhla Uspésné ¢i nikoliv. Produkty PCR reakce nechame

elektroforeticky rozd¢lit na gelu a vybereme vzorky vhodné k sekvenaci.

—-—

-
1 23 45 6 7 8

5000 —>

Obr. 25 Kontrola 8 narostlych kolonii a uspé$nost jejich ligace

Uspésnost ligace se potvrdila v n&kolika vzorcich. Diky vyssi koncentraci jsme
vybrali kolonie 1 a 4, které jsme namnozili mini purifikaci. Pro jistotu jsme zopakovali
stejnou PCR pouze s jedinym rozdilem, ze jsme jako templat pro reakci pouzili Cisty

plasmid. Vysledek této PCR vidime na obrdzku 14 po rozdéleni gelovou elektroforézou.

70



Obr. 26

1 DNA ladder (100bp)

Kontrola insertu v plasmidu 1 a 4

Plasmidy 1 a 4 byly poslany na sekvenaci s obéma primery R/F obsahujicimi

Stépna

mista. Insert byl tedy osekvenovan v obou smérech, aby se potvrdila jeho

spravna sekvence. Sekvenovani se zdafilo pouze u plasmidu 1, u plasmidu 4 doslo

zfejmé

k jeho kontaminaci. Pii porovnavani sekvenci byl opét proveden reverse

complement jedné sekvence, aby bylo mozné komplexni srovnani vSech tii fetézca.

GPX7-3UTR
pll-R-rc
pli-F
Consensus

GPK7-3UTR
pl1-R-rc
pL1-F
Consensus

GPX7-3UTR
pli-R-rc
pli-F
Consensus

GPH7-3UTR
pll-R-rc
pll-F
Consensus

GPX7-3UTR
pli=-R=-rc
pli-F
Consensus

GPX7-3UTR
pll-R-rc
pll-F
Consensus

GPX7-3UTR
pl1=-R=-rc
pli-F
Consensus

Obr. 27

1 10 20 30 40 50 1] 70 80 90 100 110 120 130
I I

ARGCTGCGCGGTGGTGTTGTGTTCGTHGHCGAGGTGCCTAARGGACTGACCGGCAAGT TGGACGCCCGCAAGATCCGCGAGATTCTCATTARGGCCARGAAGGGCGGCARGATCGCCGTGTARTTCTAGT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| 1
TAACCACCGCGTCTCCTCCTCCACCACCTCATCCCGCCCACCTGTGTGGGECTGACCARTGCARACTCAAATGGTGCTTCARAGGGAGAGACCCACTGACTCTCCT
TGTTTAAACGAGCTCGCTAGCCTCGAGCCACCGCGTCTCCTCCTCCACCACCTCATCCCGCCCACCTGTGTGAGGCTGACCARTGCARACTCARATGGTGCTTCARAGGGAGAGACCCACTGACTCTCCT
THTCCGCCH--CTGTGTGGEGGCTGACCANTGCARACTCARATGGTGCTTCARAGGGAGAGACCCACTGACTCTCCT
ersrssssassarerssessssassd.coaccgeptebectectecaccacctcab.cCLGCLecacCTGTGTGGRGGCTGACCAaTGCARACTCARATGGTGCTTCARAGGGAGAGACCCACTGACTCTCCT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 I
TCCTTTACTCTTATGCCATTGGTCCCATCATTCTTGTGGGGGAARRATTCTAGTATTTTGATTATTTGAATCTTACAGCAARCARATAGGARC TCCTGGCCARTGAGAGCTCTTGACCAGTGARTCACCAG
TCCTTTACTCTTATGCCATTGGTCCCATCATTCTTGTGGGGGAARRATTCTAGTATTTTGATTATTTGAATCTTACAGCAARCARATAGGARC TCCTGGCCARTGAGAGCTCTTGACCAGTGARTCACCAG
TCCTTTACTCTTATGCCATTGGTCCCATCATTCTTGTGGGGGAARRATTCTAGTATTTTGATTATTTGAATCTTACAGCAACARATAGGARC TCCTGGCCAATGAGAGCTCTTGACCAGTGARTCACCAG
TCCTTTACTCTTATGCCATTGGTCCCATCATTCTTGTGGGGGAARRATTCTAGTATTTTGATTATTTGAATCTTACAGCAARCARATAGGARC TCCTGGCCAATGAGAGCTCTTGACCAGTGARTCACCAG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
I I
CCGATACGRACGTCTTGCCAACARARATGTGTGGCARATAGARGTATATCARGCAATARTCTCCCACCCAAGGCTTCTGTARACTGGGACCARTGATTACCTCATAGGGCTGTTGTGAGGATTAGGATGA
CCGATACGARCGTCTTGCCAACAARRATGTGTGGCARATAGARGTATATCARGCARTARTCTCCCACCCARGGC TTCTGTARACTGGGACCARTGATTACCTCATAGGGCTGTTGTGAGGATTAGGATGA
CCGATACGARCGTCTTGCCAACAAARATGTGTGGCARATAGARGTATATCARGCARTARTCTCCCACCCARGGCTTCTGTAAACTGGGACCARTGATTACCTCATAGGGCTGTTGTGAGGATTAGGATGA
CCGATACGAACGTCTTGCCAACAAARATGTGTGGCAAATAGARGTATATCARGCAATARTCTCCCACCCAAGGCTTCTGTARACTGGGACCARTGAT TACCTCATAGGGCTGTTGTGAGGATTAGGATGA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I I
ARTACCTGTGARAGTGCCTAGGCAGTGCCAGCCARATAGGAGGCATTCAATGAACATTTTTTGCATATARACCARRRARTARCTTGTTATCARTARRARCTTGCATCCARCATGARTTTCCAGCCGATGA
ARTACCTGTGARAGTGCCTAGGCAGTGCCAGCCARATAGGAGGCATTCAATGAACATTTTTTGCATATARACCARRRARTARCTTGTTATCARTARRARCTTGCATCCARCATGARTTTCCAGCCGATGA
ARTACCTGTGARAGTGCCTAGGCAGTGCCAGCCARATAGGAGGCATTCAATGAACATTTTTTGCATATARACCARRRARTARCTTGTTATCARTARRARCTTGCATCCARCATGARTTTCCAGCCGATGA
ARTACCTGTGARAGTGCCTAGGCAGTGCCAGCCARATAGGAGGCATTCAATGAACATTTTTTGCATATARACCARARARTARCTTGTTATCARTARAARCTTGCATCCARCATGAATTTCCAGCCGATGA

651 1] 670 68O 690 F00 O 720 730 740 750 760 0 780
1 I
TARTCCAGGCCARAGGTTTAGTTGTTGTTATTTCCTCTGTATTATTTTCTTCAT TACARRAGAAATGCARGTTCATTGTAACAATCCARACARTACCTCACGATATARRATARARATGARAGTATCCTCC
TARTCCAGGCCARAGGTTTAGTTGTTGTTATTTCCTCTGTATTATTTTCTTCAT TACARRAGAARTGCAAGTTCATTGTAACAATCCARACHATHCCT

TAATCCAGGCCARAGGTTTAGTTGTTGTTATTTCCTCTGTATTATTTTCTTCAT TACARRAGAAATGCARGTTCATTGTAACAATCCARACARTACCTCACGATATARRATARARATGARAGTATCCTCT
TARTCCAGGCCARAGGTTTAGTTGTTGTTATTTCCTCTGTATTATTTTCTTCAT TACARRRGAAATGCAAGT TCATTGTAACAATCCARACaAT alCTeacgat at aanat.aaaaat gaaagtatocte.

781 790 a0 810 az20 830 840 850 860 870 ago 890 900 910
1 1
—--—-TCARRRRRAAARAARRARRA

AGAGTCGACCTGCAGGCATGCARGC TGATCCGGCTGC TARCARAGCCCGARAGGAAGC TGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCARTARCTAGCATAACCCCTTGGGGCGGLCGCTTCGAGCAGACATGA

B e B B T LT

Porovnani sekvenci plasmidu 1 a 3’"UTR oblasti GPx7
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Jak vidime z obrazku 27, sekvence pl1-F a pl1-R-rc se pln¢ shoduji se sekvenci
GPX7-3UTR. Klonovani i sekvenovani bylo tedy tspésné. Plasmid pmiR-GLO tedy
obsahuje zaligovanou 3'UTR oblast GPx7. Takto piipravenou rekombinantni DNA je

mozné pouzit pro luciferazovou ese;j.

5.4. MUTAGENEZE

Dale provedeme mutagenezi v misté vazebné sekvence pro miR-137 a miR-29
na 3'UTR oblasti GPx7, kterou jsme v piedeslych krocich naklonovali do plasmidu
pmiR-GLO. Mutovany plasmid pmiR-GLO-GPX7*137 bude poté pouzit jako pozitivni

kontrola a jako kontrola jednotlivych krok mutageneze vazebné sekvence miR-29.

54.1. Mutace vazebného mista pro miR-137

TAACCACCGCGICTICCTCCTCCACCACCTIC
ATCCCGCCCACCTIGIGIGLEGCTGACCARTGCARACTCARATGGTGCTTCARAGLGAGAGRACCCACTGAC
TCTCCITCCITTACT CITAT GCCATTGGI CCCATCATTCTIGIGEGGGARARATTCTAGTATTTTGATTA
TTTGRAATCTTACAGCARCRAARTAGGARCTCCTGGCCART GAGAGCTCTIGACCAGTGAAT CACCAGCCGA
TACGARCGTICTTGCCARACAR AL ATGTGTGGCARATAGALGTATATCAR S AR TARATCTCCCACCCARGGE
TTCIGITARLCTGGGACCARTGATTACCT CATAGGGCTGT TG GAGGATTAGGAT GARATACCTGTGARAG
IGCCTAGGCAGT GCCAGCCARATAGGAGGCATTCAATGAACATTTTITITGCATATARLCCARRLDATARCT
IGTTATCAATARR R CTTGCAT CCARCATGARTTTCCAGCCGATGATAATCCAGGCCARAGETTTAGTTIG
TTIGITATIICCICTGTATTATTTTCTTCATTACARRAGAARATGCAAGTTCATTIGTALCAATCCAARACART
ACCTCACGATATARMATARRAMMTGRARLGTATCCTCCTC

Obr. 28 Sekvence 3'UTR oblasti GPx7 s modie znac¢enym vazebnym mistem pro

miR-137, u kterého je planovana mutageneze

Abychom mohli provést mutaci ur¢it¢ nukleotidové sekvence, potrebujeme
nejprve navrhnout primery, které pozadovanou mutovanou sekvenci obsahuji. Vazebna
sekvence pro miR-137 je na obrazku 28 zabarvena modrte. Primery pro Pfu mutagenezi
navrhujeme dva Kk sob&é navzajem komplementarni, nasedajici na stejné misto na
plasmidu, kazdy na jednom vlaknu. Oba primery obsahuji ¢ast sekvence pro vnasenou

mutaci, kterd by se méla objevit ptiblizné€ uprostied.
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Primer navrZeny na tuto oblast by mél sekvenci:
CAAATAGAAGTATATCAACCAATAATCTCCCACCCAAG
Pozadovana mutace ve vazebném miste je znazornéna zelen¢:

CAAATAGAAGTATATCARatatgtATCTCCCACCCAAG

Takto navrzeny primer zarovein obsahuje nové zavedené St€pné misto pro
restrikéni endonukleazu Ndel, ktera nestépi nikde v plasmidu pmiR-GLO-GPX7. Pro
navrzeni mutac¢niho primeru pro druhé vldkno plasmidu pouzijeme internetovy program

OligoCalc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html).

Sekvence obou primert budou tedy (Ndel $tépné misto je zapsano kurzivou):
mutGPX7-137_F: CAA ATA GAAGTATAT CACATATGT ATC TCC CAC CCA AG

mutGPX7-137_R: CTT GGG TGG GAG ATA CATATG TGATAT ACT TCT ATT TG

Program OligoCalc vypocitava i dal$i parametry. Dilezita je teplota tani
primerd, kterd je v tomto piipadé 62,3°C. Tato teplota je poté pouzita pti PCR jako
optimalni teplota nutnd k nasednuti primeri na templat. Dal§imi parametry jsou
naptiklad procentudlni zastoupeni GC bazi, délka primeru v bazich nebo molekulova

hmotnost primeru.

Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator

Enter Oligonuclecofide Sequence Below
OD calculations are for single-stranded DNA or RNA

MNucleotide base codes

CAA ATA GAA GTA TAT CAC ATA TGT ATC TCC CAC CCA AG

Reverse Complement Strand(5'to 37) is:
CTT GGG TGG GAG ATA CAT ATG TGA TAT ACT TCT ATT TG

5' modification (if any) 3' modification (if any) Select molecule
v v ssDNA v

50(nM Primer

1| Measured Absorbance at 260 nanometers
50 mM Salt (Na™)

[ calculate || Swap strands || BLasT [ mfold |

Physicql Constants Melting Temperature {Tyy) Calculations

Length: 38| Molecular Weight: 11582.6(2 GC content: 3% 1 62.3|*C (Basic)
1 ml of a sol'n with an Absorbance of 1 at260 nm 2 725 C & Acljuste.clj: )
is 2.369 microMolar 2 and contains 27 4| micrograms. 3 62.09)°C (Nearest Neighbor)
Obr. 29 Ukéazka vystupu z programu OligoCalc
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Vhodnou teplotu tani (Tm) primerti pro Pfu mutagenezi Ize vypocitat také podle
nasledujiciho vzorce, kde %GC = procentudlni zastoupeni GC bazi; N = délka primeru
Vv bazich; a %mismatch = procentudlni zastoupeni zavadéné mutace:

I =81.5+0.41(%GC) - (675/N) — % mismatch

m

Dvou fetézcovy plasmid pmiR-GLO se zaligovanou 3'UTR oblasti GPx7
pouzijeme jako templat pro PCR reakci s mutovanymi primery a provedeme tak Pfu
mutagenezi. Po prob¢hlé reakci je nutné odstranéni matetfskych ftetézct, které

provedeme stépenim pomoci restrikéniho enzymu Dpnl.

Vétsina kmentt E.Coli obsahuje DNA methylazy. U nami pouzitého kmenu
E.Coli ptenasi DAM methylaza, pfitomna v téchto bunkach, methylovou skupinu z S-
adenosylmethioninu na pozici N6 adeninu. Plvodni fetézce plasmidii izolovanych
z E.Coli tedy obsahuji methylované adeniny, kdezto u nové amplifikovanych fetézctu
k methylaci nedoslo. Této skute¢nosti vyuzivame pii $t€peni za pouziti Dpnl, jelikoz
tento restrikéni enzym S§tépi pouze tehdy, je-1i jeho rozpoznavaci misto methylovano.

Tim dojde k degradaci pouze ptivodniho nemutovaného plasmidu.

Nasledné¢ provedeme transformaci namnozenych fetézcii do kompetentnich
bun¢k E.Coli a smés preneseme na predem piipravené Petriho misky obsahujici agar
s ampicilinem. Bunky E.Coli, které insert pfijmou, jsou samy schopné opravit jedno
fetézcovy zlom a uzavfit tak fetézce za opétovného vzniku kruhovych plasmidi. Pti

amplifikaci totiz nedochazi k nasyntetizovani celé kruhovité DNA.

Diky ampicilinu by na plotnach mély vyrtst pouze kolonie obsahujici plasmid,
ostatni bunky diky pfitomnosti antibiotika odumiraji. Plotny nechame inkubovat
V inkubatoru s pozadovanou teplotou dnem vzhtiru do druhého dne. Druhy den jsme u
ttech vyrostlych kolonii provedli kontrolni PCR a amplifikované produkty nechali Stépit
restrikénim enzymem Ndel. Tento enzym specificky rozpozna a $t€pi DNA v misté

vnesené mutace.

Produkty Stépeni nasledné zkontrolujeme elektroforetickou separaci, kdy podle
délky fragmentd posoudime, zda doslo ke §tépeni Ndel a zaroven i k cilenému zaneseni

mutace. JelikoZ je vazebné misto pro miR-137, a tedy i mutované misto, pfiblizné
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Vv poloviné délky 3'UTR, objevi se po probéhlém Stépeni a separaci fragmenty polovi¢ni
délky. Po izolaci plasmida jsme nakonec vSechny tfi poslali na sekvenaci. Sekvenovani
bylo Gspésné u plasmidu pmiR-GLO-GPX7*137B. Tuto sekvenci jsme porovnali se
sekvenci GPX7-3'UTR. Jak vidime na nasledujicim obrazku, mutageneze probéhla

uspesné. Mutovana sekvence je zna¢ena modie.
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Obr. 30 Srovnani  sekvence plasmidu B  obsahujictho  pozadovanou

mutaci (vyzna¢enou modie) s GPx7-3'UTR

Plasmid pmiR-GLO-GPX7 a mutovany pmiR-GLO-GPX7*137-B jsme pro

pozd¢jsi vyuziti namnozili metodou midi prep a zméfili jejich koncentraci a Cistotu.

5.4.2. Mutace vazebné sekvence pro miR-29

TAACCACCGCGTCICCTCCTCCACCACCTC
arccceCcChRCCTGTGTGEEECTGACCARTGCARACTCAR AT CAr AGGGAGAGACCCACTGAC
TCTCCTITCCTITACTCTTATGCCATTGGTCCCATCATTCTTGIGGGGGARRARTTCTAGTATTITGATTA
TTTGAATCTTACAGCAACARATAGGAACTCCTGGCCRATGAGAGCTCTTGACCAGTGRATCACCAGCCGA
TACGAACGICTTGCCRACARAARTGTGTGGCARATAGARGTATAT CARGCAATARTCTCCCACCCARGSC
TTCTGTRAACTGGGACCRAATGATTACCTCATAGGGCTGTTGTGAGGATTAGGATGARATACCTGTGRAAG
TGCCTAGGCAGTGCCAGCCARATAGGAGGCATTCARTGRACATTTTTTGCATATARACCAARRAATARCT
TGTTATCAATARRARCTTGCATCCAACATGAATTTCCAGCCGATGATAATCCAGGCCRAARGGTITAGTIG
TTGTTATTICCTCIGTATTATITTCTICATTACAARAGAARTGCAAGTTCATTGTARCARTCCARACART

ACCTCACGATATRAALATALARRTGARRGTATCCTCCTC

Obr. 31 Sekvence 3'UTR oblasti GPx7 se zelené znaCenym vazebnym mistem

pro miR-29, u kterého je planovana mutageneze
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Nejdiive je opét nutné navrhnout piisluSné primery obsahujici zménénou

sekvenci nukleotidii ve vazebném misté pro miR-29 (stejné jako v predchozim textu).
Sekvence primeru obsahujiciho vazebnou sekvenci pro miR-29 (zeleng):
CAATGCAAACTCAAAIEEIIEEI TCAAAGGGAGAGAC
Zména sekvence vazebného mista (zluté):
CAATGCAAACTCAAAtcatatgTCAAAGGGAGAGAC

V programu OligoCalc opét vytvofime sekvenci druhého primeru a

zaznamename si teplotu tani primert - Tm = 62,2°C.
Sekvence obou primerti (Ndel $t€pné misto je zapsano kurzivou):

mutGPX7-29_F: CAA TGC AAA CTC AAA TCA TAT GTC AAA GGG AGA GAC

mutGPX7-29_R: GTC TCT CCCTTT GACATATGATTT GAG TTT GCATTG

Stejn¢ jako v pfipadé¢ predchozi mutace vazebného mista pro miR-135
provedeme PCR reakci s nové navrZzenymi primery. Poté provedeme $tépeni ptiivodnich
plasmidii enzymem Dpnl a zbylé nestépené fragmenty transformujeme do
kompetentnich bun¢k E.Coli. Dale bunky rovnéz pfeneseme na plotny s ampicilinem a

nechame kultivovat dnem vzhtiru v inkubatoru do druhého dne.

Druhy den vybereme ze spousty narostlych kolonii celkem 8, kdy z kazdé
pomoci sterilni $picky pipety odebereme ¢ast kolonie a pteneseme do mikro zkumavky
s 10ul vody. Kontrolu provedeme pomoci colony PCR za pouziti primerdt GPX7-3U
F/R a naslednou elektroforézou amplifikovanych fragmentti. Jako pozitivni kontrolu

pouzijeme mutovany plasmid pmiR-GLO-GPX7*135.
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pozitivni kontrola

500 bp

DNA ladder

Obr. 32 Kontrola kolonii po elektroforetické separaci

Po elektroforetické separaci zjiStujeme, ze kromé kolonie 8 vSechny vybrané
kolonie obsahuji transformovany plasmid. Vybereme 4 z nich a provedeme S§tépeni
pomoci restrikéniho enzymu Ndel. Diky tomuto Stépeni zjistime, zda plasmidy opravdu
obsahuji mutovanou oblast, nebot’ enzym Ndel rozpoznava a S§té€pi pouze v této
sekvenci. Jelikoz se mutované misto nachazi témer na zacatku 3"'UTR oblasti, budeme
dostavat po Stépeni Dpnl produkty pouze o 75pb krat§i, nez je délka neStépenych
fragmentl. Z toho diivodu jsme pro lepsi odhad vedle sebe na gel nanesli vzdy dvojici
vzorkd, kdy prvni z dvojice byl §tépen restrikénim enzymem, druhy §tépen nebyl. Jako
pozitivni kontrolu Stépeni jsme pouzili mutovany plasmid pmiR-GLO-GPX7*135

Stépeny Dpnl, ktery jsme nanesli na gel hned vedle nestépeného plasmidu.

1,2, 3, 4— nestépené vzorky

1* 2% 3* 4% - §tépené vzorky

DNA ladder

nestépeny pmiR-GLO-GPx7

pozitivni kontrola

Obr. 33 Elektroforeticka separace fragmentl pro ovéfeni spravnosti mutageneze
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Po elektroforéze vidime, Ze u vSech 4 vzorkt ke stépeni doslo, méla by proto byt

pfitomna mutovana sekvence vazebného mista pro miR-29. Provedeme izolaci

plasmidt, zmétime jejich koncentraci a na sekvenovani posilame vSechny 4 vzorky. Po

porovnani sekvenci plasmidii jsme jako reprezentativni zvolili plasmid 1. Na

nasledujicim obrazku vidime srovnani mutovaného GPx7-29b* a nemutované¢ 3'UTR

oblasti GPx7. Mutovana sekvence je znazornéna cerne.
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Porovnani sekvence mutované GPX7-29b* a GPX7-3'UTR s gerné

vyznac¢enou mutovanou sekvenci v prvni ¢tvrtiné 3"UTR oblasti GPX7

Tento vybrany plasmid GPx7-29b* jsme namnozili a piecistili metodou midi

prep. Tim ziskame velké mnozstvi plasmidu, ktery bude slouzit k dal§im experimentiim,

konkrétné pro luciferdzovou ese;.
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6.ZAVER

Cil této prace byl splnén. Pfiprava rekombinantniho plasmidu pmiR-GLO se
zabudovanou 3'UTR oblasti GPx7 probé¢hla uspésné a takto ptipraveny plasmid bude

mozné vyuzit pro luciferazovou ese;j.

Z dostupnych bunéénych linii kolorektalniho karcinomu HT29, Caco-2, SW480
a SW620 byla na zékladé zajimavych vysledk a zavislosti vybrana bunécna linie Caco-
2. Z této bunécné linie byla izolovana RNA, pievedena reverzni transkripci na cDNA a
metodou PCR byl ziskan a namnozen pozadovany fragment. Pii PCR byly pouzity
primery, které nasedaji na DNA specificky v mistech, které ohranicuji ¢ast fragmentu
obsahujici 3'UTR oblast GPx7. Tento fragment, obsahujici 3'UTR sekvenci a ¢ast CDS

sekvence se povedlo zaligovat do plasmidu ZeroBlunt a namnozit v burnikach E.Coli.

Po prvnim uspésném klonovani jsme opét metodou PCR za pouziti specifickych
primeri ziskali samotnou 3" UTR oblast. Specifické primery nejen ze umoznily ziskani
3'UTR oblasti, ale zarovenn pomoci nich byla do fragmentu vnesena S$tépna mista
identicka se §t&pnymi misty v plasmidu pmiR-GLO. Stépenim fragmentu a plasmidu
pomoci restrikénich endonukledz se vtéchto mistech vytvorily navzijem
komplementarni jedno fetézcové presahy. Vznik téchto lepivych konct zajisti uspésnou

ligaci pro spravné klonovani.

Jako posledni krok experimentu byla provedena mutageneze vazebného mista
pro miRNA (konkrétné miR-137 a miR-29) na 3'UTR oblasti GPx7. Mutageneze
vazebného mista se vyuzivd pii dalSich experimentech, souvisejicich prave
S luciferazovou aktivitou. Diky tomu mizeme zjist'ovat, zda pfislusSna miRNA opravdu
ovliviiuje expresi GPX7 vazbou na tuto sekvenci. V této praci jsme vSak zatim piipravili

potiebné podklady pro tyto dal$i experimenty.
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7.SEZNAM ZKRATEK

A adenin

AGO proteiny Argonautové rodiny
Amp ampicilin

Arg arginin

Asn asparagin

BCL2 B-cell lymphoma 2

bp base pair

B2M beta-2-mikroglobulin

C cytosin

cDNA complementary DNA

CDS coding sequence (kodujici sekvence)
CD4 cluster of differentation 4
CEA karcinoembryonalni antigen
COX cyklooxygenéza

Ct cycle treshold

Cys cystein

DAM DNA-adenine-methylation
ddH20 redestilovana voda

DEPC diethylpyrokarbonat

DNA deoxyribonukleotidova kyselina
DNaza deoxyribonukledza

dNTPs deoxyribonucleotide triphosphates
DTT 1,4 - dithiothreitol

E.Coli Escherichia Coli

EDTA ethylendiamintetraacetat
EGF epidermal grow factor

ER endoplasmatické retikulum
Erol ER oxidoreduxin 1

EXPO5 exportin 5

f forward

FAD flavinadenindinukleotid
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Gln

GPx
GSH
GSS
GSSG
HF

His

HIV
HMGA2
H,0,

LB
LOX
Lys
miRNA
MRNA
NaOH
NCBI
NPHGPx
PBS
PCR
PDCD4
PDI

Pfu
PHGPx
Phu

Pro
PTEN
gPCR

rc
RISC
RNA

guanin

glutamin

glutathion peroxdazy

glutathion

glutathion syntetaza

glutathion disulfid

High-Fidelity

histidin

human immunodeficiency virus
high mobility group AT-hook 2
peroxid vodiku

imunoglobin A

Luria Bertani

lioxygenaza

lysin

mikroRNA

mediatorova RNA

hydroxid sodny

narodni centrum pro biotechnologické informace
non-selenocystein fosfolipidové glutathion peroxidaza
phosphate buffered saline
polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
programmed cell death 4
protein-disulfid isomerase
Pyrococcus furiosus

fosfolipidova glutathion peroxidaza
Phusion

prolin

phosphatase and thensin homolog
kvantitativni PCR

reverse

reverse complement
RNA-induced-silencing complex

ribonukleotidova kyselina
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RNaza ribonukleaza

RT reverzni transkripce/reverzni transkriptdza

SBP1 selen-vazajici protein 1

Sec selenocystein

Ser serin

SIRNA small interfering RNA

snGPx sperm-nucleus glutathion peroxidaza

SOC Super Optimal broth with Catabolite repression (specialni
médium)

T thymin

TAE tris-Acetate-EDTA

Taq Thermus aquaticus

TBE tris-Borate-EDTA

Tm teplota tani (melting temperature)

Trp tryptophan

Trx thioredoxin

UTR untranslated region (nepiekladana oblast)

XRN2 exoribonukleaza 2
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