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ABSTRAKT

Pii sestfihu pre-mRNA jsou z pre-mRNA odstranény introny a dochéazi ke spojeni
exonl. Soucasné studie dokazuji, Ze az 95 % gent, které maji vice nez dva exony, se
mohou Ucastnit alternativniho sestfihu pre-mRNA, tedy procesu, pii kterém muze Ci
nemusi dojit k zahrnuti exonu do vysledné mRNA. VétSina sestiihu pre-mRNA se
uskuteciiuje kotranskripéné, tedy v dobé, kdy je RNA polymerasa II stale spojena s pre-
mRNA. Alternativni sestfih je velmi komplikovany a komplexni proces, ktery probiha
v blizkosti DNA a histonii, jezZ mohou tento proces ovliviiovat.

Piedchozi studie validovaly gen fibronektinu (¥NI) a jeho alternativni exony EDA
a EDB (extra doména A a B) jako vhodné modely pro studium alternativniho sestiihu.
Studie pouzivajici minireportérovy systém FNI skladajici se zexonu EDA, dvou
sousednich intront a exont dokdzaly, ze pfi vneseni transkripcniho enhanceru SV40 pied
promotor tohoto systému, dochazi ke sniZzeni zahrnuti exonu EDA ve vysledné mRNA.
Neni vSak znadme, zda obdobny mechanizmus funguje i mimo reportérovy systém
v genomu a zda vzdalené transkripéni regulacni elementy mohou mit vliv na alternativni
sestfih.

Proto byl pomoci programii The Ensemble Regulatory Build a FANTOM 5
identifikovan potencialni transkripéni enhancer, ktery se nachazi 23,5 kbp pfed mistem
zacatku transkripce (TSS) pro gen FNI. Jeho nejdelsi predikovana varianta méla 2 401 bp.
Pouzitim CRISPR/Cas9 technologie se podafilo pfipravit tfi linie odvozené od HelLa
bungk, ze kterych byl tento transkripcni element odstranén.

Pouzitim kvantitativni a semikvantitativni PCR bylo zji§téno, Ze ve
vSech piipravenych HeLa KO liniich vzrista transkripce genu FN/ a vyrazné klesa mira
zahrnuti alternativniho exonu EDB do vysledné mRNA. Deletovana oblast byla tedy
transkripénim represorem nikoli enhancerem, ktery zarovenn moduluje alternativni sestfih.
Vysledky tak ukazuji, Ze alternativni sestfih mize byt ovliviiovan i zna¢né vzdéalenymi
regulaénimi Useky DNA, které mohou napomahat vzniku urcité sestfihové varianty

mRNA.

Klic¢ova slova: alternativni sestfih pre-mRNA, transkripéni represor, gen FNI, exon EDB,

CRISPR/Cas9



ABSTRACT

In the process of pre-mRNA splicing introns are removed from pre-mRNA and
exons are joined together. Current studies show, that about 95 % of genes, which contain
more than two exons, can undergo alternative splicing. In this process some exons are
included in or excluded from the final mRNA. Majority of pre-mRNA splicing take place
co-transcriptionaly at this time RNA polymerase II is still attached to pre-mRNA.
Alternative splicing is complex process that takes place in a close proximity of DNA and
histones that might modulate alternative splicing decisions.

Futher studies have validated fibronectin gene (FN/) and his alternative exons EDA
and EDB (extra domain A and B) as suitably model for studying alternative splicing. Study
using FNI minigene reporter system, which is composed from EDA exon and two
surrounding introns and exons, has proved that insertion of transcription enhancer SV40
infront of promotor, the level of EDA inclusion is decreased. So far, has not been prooved
if this mechanism can function in real genome context and if distal transcription elements
can influence alternative splicing.

In this study, we have predicted transcription enhancer for FN/ gene by using The
Ensemble Regulatory Build and FANTOM 5. The predicted transcription enhancer, is
located 23,5 kbp upstream of TSS for FNI gene and was 2 401 bp long. We have prepared
by using CRISPR/Cas9 system three HeLa cell lines, from which was this transcription
element removed.

Results from quantitative and semiquantitative PCR showed, that after removal of
predicted transcription enhancer, increase level of transcription of FN/ gene in all prepared
clones. More importantly the deleted sequence wasn’t transcription enhancer, but
transcription silencer. From our results we concluded, that alternative splicing can be
influenced even by distal transcription regulatory elements, which can promote splicing of

one alternative splicing variant.

Key words: alternative splicing, transcription silencer, FNI gene, EDB exon,

CRISPR/Cas9
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1. UVOD A PREHLED LITERATURY

V priibéhu genové exprese je DNA prepisovana do RNA a tato noveé vznikajici
RNA se oznacuje jako prekurzorovd mRNA (pre-mRNA). V eukaryotickych organizmech
pre-mRNA obsahuje kromé exond, protein kodujicich oblasti, i nekodujici oblasti zvané
introny. K tomu, aby eukaryotickd pre-mRNA mohla byt translatovana do proteinu, musi
dojit k vystfizeni intronli a spojeni exoni dohromady. Tento proces se nazyva sestiih pre-
mRNA a v urcité mife se odehrava ve vSech eukaryotickach bunkach. Nékteré exony se ve
vysledné mRNA objevuji vzdy, a jsou proto oznaCovany jako konstitutivni. Nékteré exony
se ale ve vysledné mRNA vyskytuji pouze za specifickych podminek, a jsou proto
oznacovany jako exony alternativni. Tento proces se oznacuje jako alternativni sestiih a
umoziuje vznikout rozdilnym mRNA z jedné pre-mRNA. Jeden gen tak mitize slouzit jako
templat (vzor) pro nékolik raznych izoforem proteint s rozdilnou funkci (Boise et al.,
1993). Alternativni sestfih je u vysSich eukaryot velmi béZzny a umoziuje tak
z limitovaného mnozstvi genli ziskat velké mnozstvi proteind. Mnozstvim genill
podstupujicich alternativni sestiih se vysvétluje fakt, Ze organizmy, které vykazuji
rozdilnou komplexitu, maji podobné mnozstvi genii. Naptiklad ¢lovék ma ptiblizn€ 19 000
genl,, Drosophila melanogaster méa 14 000 gent a Caenorhabditis elegans ma 20 000
gend, ale 95 % lidskych genii podstupuje alternativni sestiih, zatimco u Drosophily
melanogaster je to 45 % a u C. elegans je to pouze 25 % (Barash et al., 2010; Khodor et
al., 2011; Ramani et al., 2011). Regulace a pfisna kontrola alternativniho sestiihu je proto
velmi dulezitd pro spravny vyvoj organizmu. Chyby v tomto procesu vedou ke vzniku
zavaznych genetickych onemocnéni (Cooper et al., 2009; Huranova et al., 2009). Sestfih
pre-mRNA tak musi probihat spravné, ale zaroven musi poskytovat dostate¢nou volnost
k tvorbé rozdilnych izoforem mRNA, k zajiSténi proteinové komplexity. V této praci
budou popsany zékladni mechanizmy sestfihu pre-mRNA, moznosti jeho regulace a

propojeni s chromatinovymi modifikacemi, transkripci a regula¢nimi elementy DNA.
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1.1 Objeveni introni a sestifihu pre-mRNA

Do druhé poloviny 70. let 20. stoleti byly struktura a zplsob exprese
eukaryotickych genii povazovany za podobné tém prokaryotickym. Ptredpokladalo se, ze
celd sekvence genu je translatovana do proteinu. V roce 1977 bylo ale pomoci elektronové
mikroskopije (EM) ukézéno, Ze pii hybridizaci adenovirové nascentni mRNA s jiz
procesovanou adenovirovou mRNA, urcit¢é sekvence nachéazejici se ve stiedu
adenovirového genu, nejsou ve vysledné mRNA vlbec pfitomny (viz Obrazek €. 1.1)
(Berget et al., 1977). Timto zpusobem bylo dokazano, Ze nascentni, 28 kbp dlouha,
adenovirovd mRNA, prochdzi procesem, pfi kterém je jeji délka redukovana. Rok od
tohoto objevu byl obdobny proces poprvé detekovan na genomové sekvenci a to konkrétné
na genu myssiho B-globinu (Konkel et al., 1978). Brzy zacalo byt zjevné, ze vétSina
eukaryotickych genti neni kontinualni. Bylo prokazano, Ze eukaryotické geny se sklada;ji
z kédujicich oblasti tzv. exonii a z dlouhych intronl, které jsou z pre-mRNA v jadre

odstranény pomoci procesu zvaného sesttih pre-mRNA.

Obrizek €. 1.1 Objeveni sestfihu pre-mRNA
(A) Snimek z EM zachycujici hybridizaci nascentni mRNA s findlni sestfizenou mRNA. (B) Schématické
zobrazeni piredchoziho snimku z EM. Upraveno z Sharp et al., 1977.

Ani v soucasné dob¢ neni zcela ziejmé, jakym zptisobem introny vznikly. Jednou
z teorii je, ze vznik intrond a sestfihu pre-mRNA byl zapfi¢inen masivni invazi samo-
vystiihujicich se intronli skupiny II nékdy v pocatcich vzniku eukaryotickych bunék. Tyto
introny se byly schopny inkorporovat do sekvence do té doby kontinudlnich gent. Z pre-
mRNA se ale introny sami odstranily a tim nenaru$ily metabolismus bunck, a proto se
mohly Sifit dale v genomu. Postupem casu vSak nékteré introny skupiny II ztratily
schopnost sebe sama vystiihnout z pre-mRNA a to zapficinilo vznik sestfihu pre-mRNA,
ktery je fizeny pomoci spliceosomu (Cech, 1986). Tuto teorii potvrzuji zjisténi, Ze introny
se nachazeji 1 ve velmi vzdalenych eukaryotickych organizmech, jako jsou napiiklad

protista (napr. Giardia) ¢i Trichonomas vaginalis. Dalsim dikazem je to, ze komponenty
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spliceosomu byly prozatim nalezeny ve vSech osekvenovanych eukaryotickdch genomech
(Collins and Penny, 2005; Vanacova et al., 2005).

Do soucasné doby bylo objeveno nékolik typa intronii s riznymi mechanizmy
vystiizeni z pre-mRNA. Skupiny samovystiihujicich se introni I a II (dale oznaCované
jako Skupina intront I a II) jsou velmi vzacné strukturované introny, které se nachazeji
v bakteriich, v rRNA, v jadie protist, hub ¢i rostlin a v organelach eukaryotickych bunék
(Tourasse et al., 2010). Tyto dva typy introna jsou schopny fungovat jako ribozymy a jsou
schopny katalyzovat své vlastni vystfizeni. Timto zpisobem se skupina introna Il mize
Sifit dale v genomu. Tato skupina je diky své velké podobnosti k spliceosomélnim
intronlim povazovana za jejich pfedka (Lambowitz and Zimmerly, 2011). Dal$im typem
intronl jsou introny nachdzejici se v tRNA. Tyto introny jsou z tRNA vysttizeny pouze
pomoci proteinovych enzymu. Nejpocetnéjsi skupinou intronti jsou spliceosomalni introny.
Tyto introny jsou z pre-mRNA odstrailovany pomoci komplexu zvaného spliceosom.
Mechanizmus vystfizeni intrond pomoci tohoto komplexu a jeho slozeni bude popsano
v nasledujici kapitole. Schématické zobrazeni rozdilnych mechanizmt vysttizeni riznych

typt intronti je zobrazeno na Obrazku €. 1.2 (Cech, 1990).
Skupina | Skupina Il jaderna mRNA jaderna tRNA

samo se vystfihujici introny spliceosom enzymy

p (l? o(e o

l L 1 endonukleasy
M ‘il;) o (L,
TS R TR M i
{ kinasy
ligasy
fosfatasy
U i P—
+ + +

2 9 9

Obrazek ¢. 1.2 Mechanizmus sestfihu pre-mRNA u rozdilnych typt intront
Vlnitd ¢ara symbolizuje introny. Rovnad ¢ara predstavuje exony. Sestiihu pre-mRNA uskutectiovaného
spliceosomem se ucastni velké mnozstvi komponent, zde jsou vyobrazeny pouze Castice snRNP Ul a U2.

Upraveno z Cech, 1990.
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1.2 Spliceosom a mechanizmus sestfihu pre-mRNA

Nejbéznéjsi typ intronil, tzv. spliceosomalni je z pre-mRNA vystfihovan pomoci
obrovského multi-ribonukleoproteinového komplexu zvaného spliceosom (Lerner et al.,
1980). Hlavni slozkou spliceosomu jsou malé ribonukleoproteinové Castice oznaované
jako snRNP (z angl. small nuclear ribonucleoprotein particles). Klicovou soucasti ¢astic
snRNP jsou malé jaderné RNA (snRNA — z angl. small nuclear RNA) (Hinterberger et al.,
1983).

Ve vétsing eukaryotickych bunék mizeme nalézt dva typy spliceosomui: majoritni a
minoritni. Majoritni spliceosom zajist'uje vystiizeni vétSiny intrond. Rozpoznava introny,
které na 5konci zacinaji nukleotidy GU a na 3’konci kon¢i nukleotidy AG. snRNP ¢astice
tvotici tento typ spliceosomu jsou ¢astice snRNP U1, U2, U4, U5 a U6 (Matera and Wang,
2014). Minoritni spliceosom je naopak velmi vzacny a u obratlovcl zajistuje vysttizeni
méné nez 0,5 % intronil a u nizsich Zivocisnych druhil je toto procento jesté nizsi (Patel
and Steitz, 2003). Introny rozpoznavané timto typem spliceosomu zacinaji na 5’konci AT a
na 3 'konci kon¢i AC. Minoritni spliceosom je tvoien ¢asticemi snRNP U11, U12, U4atac,
U5 a Ubatac (Matera and Wang, 2014). Teorie o vzniku minoritniho spliceosomu je
zalozena na tom, Zze minoritni spliceosom vznikl v pribéhu parazitické invaze
eukaryotickych bunck, které ale jiz obsahovaly majoritni typ spliceosomu. Jelikoz
minoritni spliceosom se ucastni vystfizeni mén¢ nez 0,5 % intrond, bude déle v této praci
popisovan a komentovan pouze majoritni typ spliceosomu.

Ptfedtim, nez probéhne sestfih pre-mRNA urCitého intronu, je nutné, aby tento
intron byl spliceosomem rozpozndn a doSlo ke spravnému sloZeni spliceosomu.
Spliceosom se nad kazdym intronem skldda de novo. Ke spravnému rozpoznani intronu
napomahaji spliceosomu tii sekvence: 5 sestithové misto (5°SS), 3 'sestifihové misto (3°SS)
a misto vétveni tzv. branch point (BP). BP se obvykle nachazi 18-40 nukleotidii proti
sméru transkripce od 3’SS. Ve vyssich eukaryotech je BP doprovazen polypyrimidinovym
usekem (tzv. polypyrimidin track, PPT) (Will and Lithrmann, 2011) (viz Obrazek ¢. 1.3).
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Obrizek €. 1.3 Vyobrazeni konzervovanych sekvenci introni pro Zivo¢ichy a kvasinky
Y = pyrimidin, R = purin, 5'SS = 5’sestfihové misto, 3'SS = 3’sestithové misto, Upraveno z Will and

Lihrmann, 2011.

Chemicka podstata sestfihu pre-mRNA je zaloZzena na dvou transesterifikac¢nich

reakcich, které maji mechanizmus Sy; substituce. V prvnim kroku dochazi k nukleofilnimu

ataku 2"OH skupiny adeninu, ktery tvoii branch point, na fosfodiesterovou vazbu na 5’SS.

Je zruSena vazba mezi exonem a 5’SS mistem intronu. 5°-Exon mé na svém 3 konci

volnou 3’-OH skupinu. Ta v druhém kroku sestiihu pre-mRNA podnika druhy nukleofilni

atak, tentokrat na fosfodiesterovou vazbu na 3’SS. Exony jsou touto reakci spojeny

dohromady a intron je pfi tomto procesu odstranén v lasovité struktuie lariatu (viz Obrazek

v

dokazano, ze tyto reakce jsou reverzibilni (Tseng and Cheng, 2008).
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Obrizek ¢. 1.4 Sestiih pre-mRNA

¢. 1.4). Pii téchto transesterifikacnich reakcich neni spotfebovano zadné ATP a bylo

Schématické zobrazeni dvou transesterifikanich reakci, které zajistuji vystfizeni intronu z pre-mRNA.
V prvnim kroku sestfihu pre-mRNA dochazi na 5°SS knukleofilnimu ataku 2°-OH skupiny adeninu
nachazejiciho se v pozici branch pointu. V druhém kroku sestfihu pre-mRNA, uvolnéna 3’-OH na 5'-Exonu
atakuje fosfodiesterovou vazbu na 3’SS. Dochazi ke spojeni exonu a odstranéni intronu v podobé¢ lariatu.

Upraveno z Hang et al., 2015.
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Ackoliv je chemickd podstata sestiihu pre-mRNA velmi prostd, spliceosom
zajist'ujici tento proces in vivo, je mega-daltonovy komplex skladajici se z péti Céstic
snRNP Ul, U2, U4/U6 a US a dalSich 170 ne-snRNP proteinti (Bessonov et al., 2008;
Jurica and Moore, 2003; Wahl et al., 2009). Role téchto ne-snRNP proteini spociva
v zajisténi spravné konformace RNA tak, aby mohly probéhnout obé transesterifikacni
reakce dostatecné efektivné. Spliceosom je velmi dynamicky komplex, ktery bchem
sestiihu pre-mRNA méni jak svoji strukturu, tak i nékteré komponenty.

Klicovou komponentou spliceosomu jsou castice snRNP, které se skladaji z snRNA
a proteind. Sm proteiny se vyskytuji u ¢astic snRNP Ul, U2, U4 a US, spole¢né tyto
proteiny vytvaieji kruh kolem snRNA (tzv. Sm ring). Tyto proteiny slouzi jako chaperony
a zajistuji, aby snRNA zaujaly spravnou sekundarni strukturu. Stejnou funkci u Castice
snRNP U6 zastava skupina proteinti oznaCovanych jako LSm proteiny, které tvofi tzv.
LSm ring. Pomoci protilatky proti Sm proteiniim se podafilo vroce 1979 profesorce
Steizové izolovat vSech 5 snRNA (Lerner and Steitz, 1979). A na zaklad¢ sekvencni
komplementarity mezi snRNA Ul a 5'SS o rok pozdéji vroce 1980 postulovala, Ze
snRNA hraji dilezitou roli v sestfihu pre-mRNA (Lerner et al., 1980). Timto zptisobem tak
procest genové exprese. Kazda ¢astice snRNP obsahuje také set proteind, které jsou pro ni
specifické (viz Obrazek ¢. 1.5.). Tyto proteiny maji velmi rozdilné aktivity a mohou byt

pouzity k rozliSeni mezi jednotlivymi ¢asticemi snRNP (Will and Lithrmann, 2011).
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Obrizek & 1.5 Castice snRNP — sekundarni struktury snRNA a s nimi asociované proteiny

Na obrazku jsou zobrazeny sekundarni struktury jednotlivych snRNA a proteiny se kterymi interaguji.
Zkratka Sm predstavuje proteiny, které jsou totozné pro snRNA Ul, U2, U4, US. Zkratka LSm piedstavuje
protieny, které tvoii tzv. LSm ring kolem snRNA U6. V piipadé¢ Sm proteint, se jedna o proteiny Sm B/B’,
D3, D2, D1, E, F a G. V piipadé LSm proteint, se jedna o proteiny Lsm2-8. Dale jsou v boxech vyznaceny
proteiny, které jsou specifické pro jednotlivé snRNA. Nad jednotlivymi ¢asticemi snRNP je uvedena jejich
velikost ve Svedbergech [S]. Upraveno z Will and Lithrmann, 2011.

Spliceosom je pfiblizné¢ stejné¢ velky jako ribosom, narozdil od néj ale neni
procesivni a musi se pred kazdym vystfizenim intronu zformovat de novo. To jakym
zpusobem se spliceosom nad intronem tvofi, bylo pfedmétem mnoha védeckych diskuzi.
Pokusy in vivo, ale potvrdily model tzv. postupného skladani spliceosomu (Staley and
Woolford, 2009; Tardiff and Rosbash, 2006).

V prvnim kroku se ¢astice snRNP Ul vaze na 5'SS. Tato vazba je umoznéna
parovanim mezi pre-mRNA a snRNA Ul a interakci proteinu UIC s5°SS (Du and
Rosbash, 2002). Tomuto parovani napoméaha C-teminalni doména (CTD) RNA pol IL
CTD interaguje piimo s ¢astici snRNP Ul, avSak funkce této interakce dosud neni jasna
(Gornemann et al., 2011). 3'SS na pre-mRNA je rozpoznavano castici snRNP U2,
spole¢né s proteiny SF1 (splicing factor 1) a U2AF (U2 auxiliary factor), formuje se
komplex E (viz Obrazek ¢. 1.6). snRNA U2 rozpoznava BP a PPT a interaguje s Castici
snRNP Ul a vytvaii se komplex A. Duplex mezi snRNA U2 a adenosinem, ktery tvoii BP,

vytvaii vhodné prostiedi k tomu, aby se 2'-OH skupina adenosinu mohla ucastnit

nukleofilniho ataku a tedy prvniko katalytického kroku sestfihu pre-mRNA (Will and

16



Lithrmann, 2011). Nez k tomu ale dojde, je nutné, aby s komplexem A asociovala Castice
tri-snRNP U4/U6, US. Takto vzniké jesSte katalyticky neaktivni komplex B. K pfeméné
komplexu B do jeho katalytické formy (komplex B*) se musi uskutecnit znacné
kompozi¢ni a konformacni zmény. V prvni fadé je zruseno parovani mezi snRNA U4/U6.
snRNA U6 nahradi parovani mezi snRNA Ul a 5’'SS. Dale dochazi ke vzniku duplexu
mezi snRNA U6 a U2 a ¢astice snRNP Ul a U4 opoustéji komplex B (Raghunathan and
Guthrie, 1998; Sun and Manley, 1995). Komplex B* je nyni katalyticky aktivni a v tésné
blizkosti se zde nachdzi 5'SS a BP. Probiha prvni reakce sestfihu pre-mRNA. Vznika
komplex C, ktery obsahuje volny exon 1 a intermediat intron-exon 2. Komplex C
podstupuje dalsi konformaéni zmény, je zruSena napiiklad interakce mezi snRNA U6 a
5’SS, aby byl spliceosom nasledné schopny provést druhou reakci sestfihu pre-mRNA
(Konarska et al., 2006). Po druhém katalytickém kroku se vytvari post-spliceosomalni
komplex, ten obsahuje intron ve form¢ lariatu a spojené exony. Nakonec jsou z post-
spliceosomalniho komplexu uvolnény castice snRNP U2, U5 a U6, které budou vyuzity pii
dalSim sestiihu pre-mRNA.

Ackoliv oba katalytické kroky sestiihu pre-mRNA jsou zajistovany pomoci
snRNA, samy od sebe by se snRNA nebyly schopny dostat do katalyticky aktivni
konformace (Fica et al., 2013). To zajistuji desitky az stovky proteini, které se
spliceosomem asociuji v prubéhu jednotlivych krokl sestiihu pre-mRNA. Proteiny tak
hraji roli pfi rozpoznavani sestfihovych mist a zajist'uji spravné kompozicni a konformacni
zmény proteinli a snRNA. Sesttih pre-mRNA in vivo vyzaduje znacné mnozstvi ATP. Oba
katalytické kroky se na celkové spotiebé energie podileji pouze malou casti a pokusy in
vitro prokazaly, ze mohou byt reverzibilni (Tseng and Cheng, 2008). VétSinu ATP
spotfebovavaji RNA helikasy fadici se do rodiny DexD/H RNA helikas, které zajist'uji
spravnou konformaci snRNA (Cordin et al., 2012). Diky této spotiebé energie se
predpoklada, ze sestfih pre-mRNA in vivo je ireverzibilni, avSak tato teorie jeSt€ musi byt

podlozena dal§imi studiemi (Matera and Wang, 2014).
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Obrazek ¢. 1.6 Model postupného skladani spliceosomu

Ke skladani spliceosomu dochazi v mistech aktivni transkripce.

(A) Céstice snRNP Ul a U2 asociuji s pre-mRNA v 5SS a 3’SS. Procesu napomaha CTD RNA polymeréazy
IT (Pol II). Castice snRNP Ul a U2 spolu interaguji a vznika komplex A. S komplexem A dale asociuje tzv.
castice tri-snRNP U4-U6,US a vznika tak komplex B. V tomto bodé dochazi ke znanym zménam v RNA-
RNA interakcich a v konformacich proteinti. Vysledkem téchto zmén je, ze z komplexu B jsou uvolnény
castice snRNP Ul a U4. Spliceosom se dostava do své katalyticky aktivni formy oznacované jako komplex
B*. Dochazi k prvnimu katalytickému kroku. Spliceosom podstupuje dalsi konformacni zmény a vznika
komplex C, pii jehoz uspotadani dochazi k druhému katalytickému kroku. Vznika tzv. post-spliceosom a
z n&j jsou uvolnény castice snRNP U2, U5 a U6, stejné tak i spojené exony a intron ve formé lariatu.

(B) Znazormnéni konformacnich zmén snRNA v pribéhu postupného skladani spliceosomu. Na zacatku
snRNA Ul asociuje s 5'SS a snRNA U2 asociuje se sekvenci branch pointu, takto jsou snRNA orientovany
v komplexu A. Poté do spliceosomu prichazi castice tri-snRNP U4-U6, US. Na konformaci snRNA se to
projevi novym parovanim mezi sSnRNA U2 a U6 a parovanim mezi snRNA U5 a sekvenci exonu v blizkosti
5’SS, vznika komplex B. Nasledné spliceosom opousti snRNA 1 a 4. Poté je vytvofeno parovani mezi
snRNA U6 a U2 a vznika tak katalyticky aktivni komplex B*, ktery podstupuje prvni katalyticky krok.
Upraveno z Matera and Wang, 2014.
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1.3 Kotranskrip¢ni sestfih pre-mRNA

Dlouhou dobu nebylo znamé, kde a kdy se sestfih pre-mRNA uskute¢tiuje. Sestiih
pre-mRNA byl studovan vétSinou in vitro v bezbunéénych jadernych extraktech a byl
povazovan za samostany bunécny proces, ktery probihd nezavisle na ostatnich procesech
v bunééném jadie. Bylo vyvinuto znacné usili nalézt v bunice specifické kompartmenty,
kde sestfih pre-mRNA muze probihat, ale v zadném z takovychto kompartment se
nepodafilo prokazat, ze zde probiha vétSina sestfihu pre-mRNA (Cmarko et al., 1999).

Jednim z prvnich dikazl, ze sestfih pre-mRNA se odehrava kotranskripcné, tedy
vdobé, kdy RNA pol II stile jest€¢ piepisuje gen do pre-mRNA, byly snimky
z elektronového mikroskopu, zachycujici transkripci choriovych gen u Drosophily. Na

téchto snimcich bylo zobrazeno, ze nascentni pre-mRNA je jest¢ v pribchu transkripce

zkracena. Bylo tak dokézano, Ze spliceosom s pre-mRNA asociuje v priub¢hu transkripce

(viz Obréazek ¢. 1.7) (Beyer and Osheim, 1988).
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Obrazek €. 1.7 Detekce kotranskripéniho sestiihu pre-mRNA

(A) Snimek z elektronového mikroskopu zobrazujici transkripci choriovych gent u Drosophily.

(B) Schématické znazornéni snimku z elektronového mikroskopu. Tyto symboly zobrazuji: (-------- )
templatovou DNA, () pre-mRNA, (@) ¢astice snRNP, (x) pfedpokladané misto rozbiti transkriptu

(C) Mapa vzniklych transkripti. Na vertikdlni ose y umisténi transkriptd odpovida jejich pozici na
templatové DNA. 5'konec transkriptt se nachazi vlevo, 3’konec transkriptd je spojen s carkovanou
uhlopfic¢kou. Ta reprezentuje vzdalenost, kterou RNA pol II urazila na templatové DNA od zacatku
transkripce (respektive feceno Cas, ktery ub€hl od zacatku transkripce). Na transkriptu €. 27 lze pozorovat, ze
jiz doslo k sestiihu pre-mRNA a transkript byl zbaven intronu. Upraveno z Beyer and Osheim, 1988.
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Toto prvotni pozorovani kotranskripéniho sestfihu pre-mRNA bylo potvrzeno
pomoci chromatinovych imunoprecipitaci (Gérnemann et al., 2005). Dalsi experimenty,
které¢ méftily kinetiku a rychlost asociace ¢astic snRNP s pre-mRNA zjistily, Ze sestiih pre-
mRNA je dokoncen v fadu desitek sekund, coz taktéz potvrzuje existenci kotranskripéniho
sestithu pre-mRNA (Huranova et al., 2010). Dalsi studie dokéazala pouzitim protilatky
rozpoznavajici fosforylovany protein SF3b155 (P-SF3b155), ktery se nachazi pouze v
katalyticky aktivnich spliceosomech a naslednou kvantifikaci signalu pro tento protein v
chromatinu a nukleoplasmé, Ze az 80 % sestfithu pre-mRNA se odehrava kotranskripéné a
ze post-transkripcni sestiih pre-mRNA se odehrava v jadernych utvarech zvanych nuclear
speckles (Girard et al., 2012).

Pokud se vétSina sestfihu pre-mRNA odehravéa kotranskripcné, tak doba, kterou
spliceosom ma na vystfizeni intronu, odpovidd casu, ktery RNA pol II potfebuje na
pfepsani genu k poslednimu 3°SS a polyA mistu. V kvasinkdch by se vSak, dle této
hypotézy, odehravala vétSina sestfihu post-transkripéné, protoze na zékladé¢ primérné
rychlosti RNA pol II a primérné délky kvasinkovych gent, by vétSinou RNA pol II stihla
gen prepsat, nez by byl dokoncen sestiih pre-mRNA. Celogenomovéa studie nascentnich
kvasinkovych RNA vSak dokézala opak. RNA pol II je totiz schopna se na terminalnim
exonu zastavit a poskytnout tak dostatek Casu, aby sestfih pre-mRNA mohl probéhnout
kotranskripcné (Carrillo Oesterreich et al., 2010). Schopnost zastavit se na terminalnim
exonu byla detekovana 1 v lidskych bunikdch (Ameur et al., 2011). Kotranskripcni sesttih se
nachazi mezi nejriznéjsimi organizmy. Dlvod, pro¢ kotranskripéni sestfih vznikl, neni ale

doposud fadn¢ vysvétlen.
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1.4 Alternativni sestrih

Jiz pti objevu sestfihu pre-mRNA bylo pozorovano, ze nékteré exony jsou ve
vysledné mRNA zahrnuty vzdy (tzv. konstitutivni exony) a nékteré pouze v urcitych
piipadech (tzv. alternativni exony). Tim byl ve své podstaté objeven alternativni sestiih a
to, ze z jedné pre-mRNA mize vznikat vice izoforem mRNA (Chow et al., 1977).

Alternativni sestfih je elegantni mechanizmus, jak buitka mize vyrazné zvysit svoji
proteinovou komplexitu. Je velmi rozsifeny mezi vySSimi eukaryoty a u c¢lovéka bylo
ukéazano, Ze az 95 % vSech lidskych gent se Gcastni alternativniho sestfihu (Barash et al.,
2010). V kapitole 1.2 byly popsany konzervované sekvence pro sestfihova mista, které
jsou rozpoznavany faktory podilejicimi se na sestfihu pre-mRNA. Tato sestfihovéa mista se
déli na tzv. silnd a slaba. Silna sestfihovd mista jsou vice podobnd konzervovanym
sekvencim a jsou 1épe pfi sestiihu pre-mRNA rozpoznavana nez slaba sestfihova mista.
Alternativni sestfih je tak kompetici o rozpoznani mezi slabymi a silnymi sestfithovymi
misty.

Alternativni sestiih je tvofen sedmi zakladnimi mechanizmy, jak miize byt
sestfizena pre-mRNA. Vysledna izoforma mRNA je vysledkem jednoho ¢i kombinace
téchto mechanizmua. Zakladni mechanizmy alternativniho sestfihu jsou: kazetové exony,
vzajemné se vylucujici exony, alternativni 5°SS, alternativni 3°SS, nevystfizeni intronu,
alternativni promotor, alternativni polyA misto (viz Obréazek ¢. 1.8) (Matlin et al., 2005).
V této praci je jako model pro studium alternativniho sestiihu pouzit exon EDB genu FN/,
tento alternativni exon je kazetovy typ exonu a ve vysledné mRNA je zahrnut ¢i vynechan
(viz Obrazek €. 1.8 Ba).

Jelikoz je alternativni sestfih tak rozSifenym mechanizmem mezi rGznymi
zivo¢iSnymi druhy a jeho poruchy vedou k zdvaznym onemocnénim, musi byt velmi dobte
kontrolovéan a regulovan (Astrof et al., 2007; Chauhan et al., 2008). Jednémi z regulatort
alternativniho sestfihu jsou tzv. sestfihové enhancery a silencery. Sekvence, které jsou
rozpoznavany témito sestfihovymi faktory jsou Casto velmi kratké a nachézi se na mnoha
mistech pre-mRNA. Z tohoto divodu nemohou pouze sestiihové faktory regulovat
alternativni sestfih (Anko et al., 2010). V dalSich studiich bylo navrzeno propojeni mezi
alternativnim  sestiihem, transkripci, chromatinem a histonovymi modifikacemi
(Bieberstein et al., 2012; Carrillo Oesterreich et al., 2010). Regulace alternativniho sestfihu

ma tedy mnoho urovni a skladd se z mnoha interakci, které ve vysledku rozhoduji o

21



konecné izoformé¢ mRNA. Dale v této kapitole budou diskutovany ptiklady jednotlivych

typli regulaci alternativniho sesttihu.

B
Ba kazetové exony Be nevystiizeni intronu
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Obrazek €. 1.8 Zakladni mechanizmy alternativniho sestfihu a regula¢ni elementy

(A) Schématické zobrazeni moznych sekvenci v pre-mRNA pro sestfihové silencery ¢i enhancery, které se
mohou nachdzet bud’ v sekvencich exond (ESS ¢i ESE) nebo intront (ISS ¢i ISE). Na tyto sekvence se vazi
sestiihové faktory, které pomahaji ¢i blokuji rozpoznani 5°a 3’SS.

(B) Schématické znazornéni rtiznych typu alternativniho sestfihu (Ba) kazetové exony (Bb) vzajemné se
vyluéujici exony (Bc) alternativni 5'SS (Bd) alternativni 3’SS (Be) nevystiiZeni intronu (Bf) alternativni
promotor (Bg) alternativni polyA misto. Upraveno z Matlin et al., 2005.
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1.4.1 Role SR a hnRNP proteinii v alternativnim sestfihu

Cis-regulacni sekvence jsou kratké regulacni elementy, nachazejici se v pre-mRNA
(viz Obrazek €. 1.8 A). Podle pozice, kde se v pre-mRNA nachézeji, se déli na: exonové
sestfihové enhancery (ESE) ¢i silencery (ESS) a intronové sestfihové enhancery (ISE) ¢i
silencery (ISS). SR a hnRNP proteiny jsou trans-aktivacni faktory, které mohou asociovat
s témito cis-regulacnimi sekvencemi (Matlin et al., 2005).

SR proteiny vétSinou interaguji se sekvencemi pro ESE a ISE. Na pre-mRNA se
vazi prostiednictvim RNA rozpoznavajiciho motivu (RRM, z angl. RNA recognition
motive). A diky své RS doméné jsou schopny usnadnovat skladani spliceosomu skrze
protein-proteinové interakce. Protein SRSF5 naptiklad podporuje inkluzi exonu EDB do
vysledné mRNA u genu FN/ (Graveley and Maniatis, 1998; Lim and Sharp, 1998).

hnRNP proteiny (hnRNP, z angl. heterogeneous nuclear ribonucleoproteins) jsou
antagonisté SR proteinil. Interaguji vétSinou se sekvencemi pro ESS a ISS. Na pre-mRNA
se vazi stejnou RRM doménou, déle ale obsahuji sestfih inhibujici doménu, které je bohata
na glycin. hnRNP proteiny funguji mnoha rGznymi mechanizmy. Jednim z nich je
blokovani vazby castic snRNP na sestfihova mista i zablokovani interakce mezi ¢asticemi
snRNP Ul a U2 (Sharma et al., 2005).

Obecné jsou SR proteiny povazovany za sestiihové enhancery, které zvySuji inkluzi
alternativnich exonii do mRNA, zatimco hnRNP proteiny jsou brany jako sestfihové
silencery, které naopak zvySuji vynechdni alternativnich exonii. Toto tvrzeni vSak bylo
vyvraceno pomoci iCLIP experiment. U nékterych genti mohou SR proteiny, dle mista
kam se na pre-mRNA vazi, fungovat jako sestfihové enhancery i silencery (Ule et al.,
2006). Obdobné pozorovani bylo zjisténo i pro hnRNP proteiny. Tim padem nejen typ
trans-aktivaéniho faktoru, ale i pozice kam se na pre-mRNA vaze, rozhoduje o vysledku

alternativniho sestfihu, coz jen potvrzuje komplexnost a sloZitost tohoto procesu.

1.4.2 Alternativni sestfih a transkripce

Jak bylo zminéno v kapitole 1.3, 80 % sestithu pre-mRNA se odehrava
kotranskripcné (Girard et al., 2012). Je tedy velmi diilezité pochopit, jak transkripce mize
ovlivilovat alternativni sestfih. K tomuto pochopeni byly navrzeny dva modely: kineticky
model (tzv. kinetic coupling model) a vazebny model (tzv. recruitment model, viz Obrazek
¢. 1.9). Vztah mezi transkripci a alternativnim sestfihem, jak dokazuji Cetné vysledky,

nelze popsat pouze jednim ¢i druhym typem modelu, in vivo existuji oba modely zaroven a
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nékteré exony jsou vystfiZzeny za pomoci jednoho ¢i druhého typu regulace alternativniho
sestiihu.

Kineticky model je zalozen na rychlosti elongace RNA pol II. Alternativni sestfih
je kompetici mezi silnymi a slabymi sestfihovymi misty. Jakmile se na nové syntetizované
pre-mRNA tyto sekvence objevi, spolecné s regulacnimi sekvencemi jako jsou ESE, ISE ¢i
ESS, ISS, zacne probihat sestfih pre-mRNA. Sekvence, které ale zplsobi pozastaveni
transkripce, chromatinové modifikace, které zplsobuji zkompaktnéni chromatinu ¢i
faktory, které¢ blokuji ¢innost RNA pol II, snizuji rychlost elongace RNA pol II (Carrillo
Oesterreich et al., 2010; Schor et al., 2009). Tim poskytuji spliceosomu vice ¢asu na
rozpoznani slabého sestfihového mista, pfedtim nez dojde k syntéze silné¢ho sestfihového
mista. Vysledkem je CastéjSi zahrnuti tohoto alternativniho exonu do vysledné mRNA. V
pripadé, kdy dochazi ke zvySeni rychlosti elongace RNA pol 11, je ale pozorovan opacny
efekt. Alternativni exon obklopeny slabymi sestfihovymi misty je z vysledné mRNA
Castéji vynechdn (viz Obrazek ¢. 1.9 A). Dikazem této regulace alternativniho sestiihu
byly experimenty pouzivajici mutantni variantu RNA pol II. Tato RNA pol II obsahuje
substituci jedné aminokyseliny ve své podjednotce Rpb 1, coz se projevuje nizsi elongacni
rychlosti (Boireau et al., 2007). Pokud byla tato polymeraza pouzita k ptepisu genu FNI,
bylo zaznamenano vyS$$i zahrnuti alternativniho exonu EDA do vysledné mRNA (de la
Mata et al., 2003). Toto pozorovani je tak v souladu s tzv. kinetickym modelem.

Dalsi model jak transkripce muze ovliviiovat alternativni sestfih je model vazebny.
Tento model je zalozeny na CTD RNA pol II. CDT muze fungovat jako vazebné misto pro
sestithové faktory. Ty se s CTD dostavaji do tésné blizkosti nové vznikajici pre-mRNA a
mohou ovlivnit alternativni sestiih. Piikladem je asociace SR proteinu SRSF3 s CTD.
Tento faktor je zodpovédny za vynechani alternativniho exonu EDA z vysledné pre-
mRNA (viz Obrazek ¢. 1.9 B). Snizeni mnozstvi tohoto proteinu se projevi vysSSim
zahrnutim exonu EDA do vysledné pre-mRNA. Pii pouziti RNA pol II kterd nema CTD,
snizeni mnozstvi proteinu SRSF3 nemd na alternativni sestfih Zadny efekt. Z ¢ehoz
vyplyva, ze CTD je nezbytna pro vazbu proteinu SRSF3 (de la Mata and Kornblihtt, 2006).
SR proteiny neinteraguji se sestithovymi misty na pre-mRNA jen diky asociaci s RNA pol
I, nezbytnou podminkou je aktivni transkripce. Alternativni sestfih neni ovliviiovan pre-

asociovanymi komplexy SR proteinti a RNA pol II (Sapra et al., 2009).
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A Kineticky model B Vazebny model

rychla elongace pomala elongace
slabé silné slabé silné
288 3'ss 3'Ss 3'8s

\

\

Obrazek €. 1.9 Vztah mezi transkripci a alternativnim sestiihem

(A) Alternativni sestiih mize byt ovlivnén rychlosti RNA pol II tzv. kineticky model. Na obrazku mtizeme
pozorovat alternativni exon, ktery ma slabé 3'SS a za nim nésleduje konstitutivni exon se silnym 3’SS. Pfi
rychlé elongaci je doba mezi syntézou slabého 3°SS a silného 3°SS kratka. Sestfihové faktory maji kratsi cas
na rozpoznani slabého 3’SS mista, a proto je alternativni exon castéji vynechan z vysledné mRNA. Pfi
pomalé elongaci je tomu naopak.

(B) Vazebny model je zaloZen na tom, Ze sestfihové faktory mohou asociovat s transkripénimi komponenty a
ovlivnit tak alternativni sestfih. Pfikladem mize byt sestiihovy faktor SRSF3, ktery interaguje s CTD RNA
pol II a inhibuje zahrnuti alternativniho exonu do vysledné mRNA. Upraveno z Nieto Moreno et al., 2015.

1.4.3 Chromatin, histonové modifikace a alternativni sestiih

DNA ma diky své fosfodiesterové vazbé zaporny ndboj a sama od sebe by se
nebyla schopna slozit do prostoru bunééného jadra. Tento problém fesi vysoce bazické
proteiny zvané histony, které s DNA interaguji, kompenzuji jeji zaporny naboj a umoziuji
jeji kompaktnéjsi sbaleni v chromatinu.

Za zékladni jednotku chromatinu je povazovan nukleozom. Nukleozom je tvoien
z DNA a histonového jadra. Histonové jadro se sklada z proteini H2A, H2B, H3 a H4,
kazdy z téchto proteint je v histonovém jadfe pfitomen dvakrat a vznika tak histonovy
oktamer. Kolem tohoto oktameru je obto¢ena DNA. Primérna délka obtocené DNA je 147
bp, coz ptiblizné odpovida primérné délce savciho exonu ¢ 123 bp) (Scherer S., 2009).

Sekvenovanim DNA izolované z nukleozom, bylo potvrzeno, Ze exony se Casteji
nachdzi na nukleozomech v porovndni s introny (Andersson et al., 2009). Dokonce bylo
zjisténo, Ze exony, které jsou obklopeny dlouhymi introny, ¢i slabymi sestfithovymi misty
se vyskytuji na nukleozomech castéji, nez exony obklopené kratkymi introny ¢i silnymi

sestithovymi misty. S nukleozomy také ve vyS$§i mife interaguji alternativni exony,
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zatimco pseudoexony se na nukleozomech nenachédzi (Tilgner et al., 2009). Pozice
nukleozoml tedy napomdhd identifikaci exonli a muize slouzit k lep§Simu rozpozndni
slabych sestithovych mist.

Jadro nukleozomu je tvofeno oktamerem histonovych proteinti. Tyto proteiny maji
velmi dlouhé N- konce, které vycnivaji ven z globularni struktury oktameru a mohou byt
modifikovany nejriznéjSimi typy posttranslacnich modifikaci. V soucasnosti histonové
modifikace délime do osmi kategorii: acetylace, metylace, fosforylace, ubiquitynilace,
sumoylace, ADP ribosylace, deiminace, izomerace prolinu (Hnilicova and Stan¢k, 2011).
N¢jvetsi vliv na alternativni sestih z téchto modifikaci maji acetylace a metylace, a proto
budou v této praci vice popsany.

Histonové modifikace mohou alternativni sestfih ¢i obecné sestiith pre-mRNA
ovlivitovat dvéma zptisoby. Prvni zplisob je zalozen na tom, Ze histonové modifikace
ovlivityji strukturu chromatinu. Tim je pozitivné ¢i negativné ovlivnéna elongacni rychlost
RNA pol II a alternativni sestfih je regulovan kinetickym modelem. Druhy zplsob je
zaloZen na tom, ze histonové modifikace mohou asociovat se sestithovymi aktivatory ¢i
represory a tyto proteiny zpusobi rozpoznani ¢i vynechani alternativnich exonii (Bannister
and Kouzarides, 2011).

Acetylace je nejvice dynamickou histonovou modifikaci, doba existence této
modifikace se pocitd v fadu minut (Barth and Imhof, 2010). Acetylace probihd na lysinu
histoni 3 a 4 a pfinasi do chromatinového prostiedi zaporny naboj, rusi tak schopnost
bazickych histonl odstifiovat repulzni sily fosfatovych skupin DNA. Po acetylaci histonti
dochdzi k rozvolnéni chromatinové struktury. Alternativni sestfih je pomoci acetylace
ovlivilovan zejména prvnim zpisobem, tedy zménou struktury chromatinu a rychlosti
elongace RNA pol II.

Typickym piikladem tohoto mechanizmu je alternativni sestiith exonu 18 genu
NCAM (neural cell adhesion molecule). Pfi Sifeni nervového vzruchu dochazi
k depolarizaci membréany, ta zpisobi hyperacetylaci H3K9 v oblastech obklopujicich
alternativni exon 18, rychlost elongace RNA pol II se v téchto oblastech zvysi, coz
zapticini Castéjsi vynechani exonu ve vysledné mRNA pro gen NCAM (Schor et al., 2009).
Pfi inhibici histonovych deacetylaz (HDAC) a vzniklé hyperacetylaci histond byl nejvice
ovlivnén alternativni sestfih genti pro rozlisné iontové kandly, regulatory bunééného cyklu
a apoptozy. Acetylace je histonovou modifikaci, kterd méni alternativni sestiih u gent,

které musi rychle reagovat na zménu podminek (Hnilicova et al., 2011).
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Metylace histond je oproti acetylaci povazovana za stabilni histonovou modifikaci.
Histony mohou byt metylovany na lysinu, kde dochézi ke, mono-, di- ¢i tri-metylaci, nebo
na argininu, kde dochézi k di-metylaci. Metylova skupina po navazani na lysin ¢i arginin
neméni celkovy naboj proteinu, tudiz nedochazi k Zadnym zméndm mezi vazbou DNA
s histony. Regulace alternativniho sestfihu pomoci metylace histonil je zejména ve vazbé
sestfihovych regulatord.

Nekteré metylace histonil se vyskytuji v urcitych oblastech genti (viz Obrazek c¢.
1.10). Vysoky vyskyt téchto histonovych modifikaci poté koreluje s mirou zahrnuti
alternativnich exont do vysledné mRNA. Naptiklad H3K36me3, H3K79mel, H2BK5mel
a HK27mel jsou asociovany s exony, které jsou Casto zahrnuty do vysledné mRNA.
Zatimco H3K27me2/3 a H3K36mel jsou asociovany s Castéji vynechdvanymi exony.
Histonové modifikace H3K36me3 a H3K27mel jsou povazovany za modifikace, které
jsou spjaté s aktivni transkripci. Naopak histonové modifikace H3K27me3 a H3K36mel
jsou Casto asociovany s kompaktni strukturou chromatinu a jejich vyskyt znaci nizkou
uroven transkripce.

konstitutivni intron alternativni
exon axon

H3R2me1’ H3K79me2 -
H3K27me1 57 (pouze na prvnim intronu) H3K36 35453.51
me

H3K27me2”" ™ H3KIme2” H3K9me3®'
H3K27m335_’,'56 H3K9me3 5;8 rozdilny vyskyt oproti
H3K36me154'55 _— HgKfmegﬁ& konstitutivnim exontl
H3K36me3 "~ H3K27me

86,57 56
s i
H2BK5me1”°"®'

- . vy3$i na exonech nez na intronech 95-57.59,62
i . VVH)’ vyssi na exonech se slabymi sestfihovymi misty 56,59
nukleosomi
Obrazek ¢. 1.10 Schématické znazornéni histonovych modifikaci asociovanych s urcitymi oblastmi

genu. Upraveno z Hnilicova and Stan€k, 2011.

Jak jiz bylo zminéno, metylace ovliviiuje alternativni sestfih prostiednictvim vazby
sestiithovych reguldtorii. Prikladem mtize byt histonovd modifikace H3K4me3, ta se

nachazi v blizkosti TSS u aktivné prepisovanych genii a jeji mnozstvi koreluje
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s transkripéni aktivitou genu (Barski et al., 2007). Zaroven je zavisld i na funkénim
sestithu pre-mRNA. Pokud byl sestfih pre-mRNA zablokovan inhibitory, doslo ke ztraté
H3K4me3 (Bieberstein et al., 2012). Propojeni této histonové modifikace se setfihem pre-
mRNA je skrze vazbu chromodoménového proteinu CHDI1, ktery je schopen vézat ¢astici
snRNP U2 (Sims et al., 2007). Dalsim piikladem mtize byt interakce mezi H3K9me3 a
transkripnim represorem HPly. Odstranéni tohoto transkripéniho represoru, mélo za
nasledek rychlejsi elongaci RNA pol II v blizkosti alternativniho exonu genu CD44 a nizsi
ucinnost sestiihu pre-mRNA. H3K9me3 a HPly jsou schopny ovliviiovat alternativni

sestiih rozdily v elongaci RNA pol II (Saint-Andr¢ et al., 2011).

1.4.4 Regula¢ni elementy DNA a jejich vliv na elternativni sestfih

Z vyse uvedenych dat je patrné, ze existuje silné propojeni mezi transkripci,
chromatinovymi modifikacemi, pozici nukleozomu a alternativnim sestfihem. Otazkou ale
zustava, zdali alternativni sestiith miize byt ovlivnén 1 jinymi sekvencemi DNA nez témi,
které reprezentuji ESE, ISE, ESS a ISS ¢i rtizné silna 3’a 5'SS.

Experimenty prokézaly, Ze steroidni hormony mohou ovlivnit alternativni sestfih,
ovSem pouze Vv ptipadech, kdy se gen nachdzi pod kontrolou na steroidy-senzitivniho
promotoru (Auboeuf et al., 2002). Tyto vysledky naznacuji, ze alternativni sestfih mlze
byt ovlivnén faktory, které asociuji se specifickymi sekvencemi piitomnymi
v promotorovych oblastech.

Piikladem miize byt histonova acetylaza p300. Ta asociuje s CRE vazebnymi
sekvencemi nachazejicimi se v promotoru skrze transkripéni faktor CREB. V nasi
laboratoii byly pfipraveny reportérové systémy obsahujici promotor s CRE vazebnymi
misty a minigen pro FNI s alternativnim exonem EDB. SniZzeni mnoZstvi histonové
acetylazy p300 pomoci siRNA m¢élo za nésledek vétsi zahrnuti exonu EDB do vysledné
mRNA. Stejny efekt byl pozorovan i1 v piipadé deleci ¢i mutaci CRE vazebnych mist
v oblasti promotoru. Histonova acetylaza p300 zajistuje acetylaci H4 v oblasti genu FN/.
Snizeni mnozstvi acetylazy p300 ¢i deleci/mutaci CRE vazebnych mist dochazi ke snizeni
acetylace histonu H4 na reportérovém minigenu. Tato data naznacuji, Ze acetylace histont
muze byt jednim z mechanizmi, jak specifické vazebné sekvence v promotoru ovliviiuji
alternativni sestfih (Duskova et al., 2014).

Dalsi studie ukézala, Ze krom¢ promotorovych oblasti mize alternativni sestfih byt

ovlivnén 1 transkripénimi enhancery. Byl pouzit reportérovy systém obsahujici minigen
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FNI s alternativnim exonem EDA a tento systém byl pod kontrolou a-globinového
promotoru. Vlozenim transkripéniho enhanceru SV40 pted popsany minigen doslo ke
snizeni zahrnuti exonu EDA do vysledné mRNA. Postupnymi delecemi casti
transkripéniho enhanceru, byl objeven tzv. minimélni enhancer, ktery se sklada z dvou 72
bp dlouhych repetic. Tyto repetice se ukazaly byt schopné regulovat rychlost RNA pol II.
Tak bylo navrzeno, Ze alternativni sestfih je regulovan transkripnimi enhancery skrze

kineticky model (Kadener et al., 2002).
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1.5 Fibronektin (FNI) — modelovy gen pro studium alternativniho
sestiihu pre-mRNA

Fibronektin (FNI) je velky glykoprotein o pfiblizné velikosti 500 kDa. Sklada se ze
dvou témét identickych podjednotek o velikosti 230-250 kDa. Tyto podjednotky spolu
vytvareji dimer, pomoci disulfidickych mustk, které se nachazeji v oblasti C-koncii téchto
podjednotek. Kazda podjednotka se skldda ze tfi casti, které obsahuji opakujici se
subpodjednotky clenéné na typy I, I a III. Subpodjednotky jsou tvoieny 40-90
aminokyselinami, délka zavisi na typu subpodjednotky. VSechny tyto typy subpodjednotek
se nachazeji i u jinych gentli, coz podporuje teorii, ze 75 kbp dlouhy gen FNI vznikl
pfesouvanim a kopirovanim jiz existujicich exonil v pribéhu evoluce (Engel et al., 1991).

FNI je jednou z hlavnich slozek extracelularni matrix (ECM) tkéni. Interaguje
s integriny a transmembranovymi proteiny. Tyto interakce propojuji extraceluldrni matrix
s aktinovym cytoskeletem a z téchto divoda je FN/ dilezity pii bunééné adhezi, migraci a
diferenciaci bunck, embryogenezi ¢i hojeni ran (Grinnell et al., 1981). V lidském tcle
muzeme detekovat dva typy fibronektinu. Bunécny typ fibronektinu je exprimovan lokalné
a nachazi se na povrchu bunék. Plazmaticky typ fibronektinu se tvoii v jatrech a je jednim
z hlavnich proteinii nachazejicich se v krevni plasmé (300 pg/ml), uCastni se procest
srazeni krve a je schopny se vazat na Siroké spektrum povrchovych receptor. Nespravna
exprese fibronektinu ¢i nadmérna produkce jedné zjeho izoforem vede k zadvaznym
onemocnénim a patologiim (Williams et al., 2008). Delece genu FNI se u mysi ukazala byt
letalni (George et al., 1993).

Gen FNI ma nékolik alternativné sestfihovanych exont a byl jednim z prvnich
gent, u kterych byl alternativni sestfih zaznamenan (Kornblihtt et al., 1984; White and
Muro, 2011). V genu FNI se nalézaji celkem tfi oblasti podstupujici alternativni sestiih.
Jedna se o dva exony, které kéduji subpodjednotky typu III. Tyto exony jsou oznacované
jako exon EDA a EDB (¢i také jako ED-A a ED-B nebo také jako EIIIA a EIIIB). Je to
kazetovy typ exonl a ve vysledné mRNA jsou bud’ zahrnuty ¢i vynechany. Tieti oblasti
podstupujici alternativni sestfih je nehomologni oblast oznacovana IIICS nachazejici se
blizko konce genu FNI. Tato oblast mize dat vzniknout 5ti rozdilnym izoformam mRNA.
U clovéka se tak diky alternativnimu sestfihu pre-mRNA mitize vyskytovat az 20 izoforem
mRNA pro fibronektin (Ffrench-Constant et al., 1995). Ackoliv je zndmo malo o regulaci

alternativniho sestfihu IIICS oblasti, exony EDA a EDB jsou extenzivn¢é studovany. A
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slouzi jako modelové exony pro studium mechanizmu a regulace alternativniho sestfihu
(Duskova et al., 2014; Hnilicova et al., 2011; Kadener et al., 2002).

Aberantni alternativni sestiith exoni EDA a EDB zplsobuje fadu nemoci a
patologii. U mysi, u kterych byl exon EDA konstitutivné pfitomny ve vSech mRNA
kédujicich fibronektin, byla vysokéd pravdépodobnost vzniku tromboézy (Chauhan et al.,
2008). Cévy, jejichz extracelularni typ fibronektinu obsahuje vyssi hladiny exonti EDA a
EDB, mély vétsi pravdépodobnost ke vzniku arterosklerdzy. Kromé toho jsou varianty
fibronektinu obsahujici vysokou hladinu exonu EDA ¢i EDB casto detekovany v cévach
obklopujicich nadory. A ztohoto divodu jsou tyto varianty dokonce nazyvany jako
onkofetdlni fibronektinové izoformy (Magnusson and Mosher, 1998). Patologie lze
pozorovat i v ptipad¢, kdy exon EDA ¢i EDB ve vysledné mRNA chybi. Delece obou
exonti EDA 1 EDB se u mysi ukdzala byt embryonalné letalni (Astrof et al., 2007). Delece
pouze exonu EDA se projevila netypickym hojenim ran na ktzi. Zatimco delece exonu
EDB u mysi nevykdzala zddny abnormalni vyvoj (White and Muro, 2011).

Alternativni sestiih exonu EDA je regulovan pomoci SR proteint SRSF1 a SRSF7.
Tyto SR proteiny se vazi na sekvenci exonového sestiihového enhanceru, ktera se v exonu
EDA vyskytuje. Interakce mezi exonem EDA a SR proteiny zplsobuje lepsi rozpoznéani
exonu EDA a jeho castéjsi zahrnuti do vysledné mRNA (Cramer et al., 1999). Inkluze
exonu EDA je také regulovana drdhou pro PI 3-kindsu a drahou mTOR, ty jsou schopné
ovliviiit fosforylaci SRSF1 a tim inkluzi exonu EDA (White et al., 2010). Dalsi SR protein,
ktery ale zptisobuje vynechani exonu EDA z vysledné mRNA, je protein SRSF3. SRSF3
pusobi pouze v pripadé€, kdy je gen FNI piepisovan RNA pol II s kompletni CTD. Tento
typ regulace je tedy spjat s transkripci (Duskova et al., 2014).

Alternativni sestiith exonu EDB je regulovan pomoci SR proteini SRSF5. SRSF5
zvySuje inkluzi exonu EDB do vysledné mRNA (Lim and Sharp, 1998). Negativnim
regulatorem, ktery naopak zplisobuje vynechani exonu EDB z mRNA, je protein PTB (z
angl. polypyrimidine tract-binging protein) (Norton and Hynes, 1993). Za pouziti
reportérovych minigenti bylo dokdzéano, ze inkluze exonu EDB muze byt ovlivnéna také
typem promotoru a asociaci promotoru s proteinem CREB (Duskova et al., 2014). Dalsi
prace ukézala Ze, zahrnuti ¢i vynechani exonu EDB je také zavislé na chromatinovych
modifikacich a procesivit¢ RNA pol II (Hnilicova et al., 2011). Alternativni sestfih exonu
EDB je tak krom¢ SR a hnRNP proteinii regulovan také kinetickym modelem (viz kapitola
1.4).
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1.6 CRISPR/Cas9 — historie a mechanizmus

Systém CRISPR/Cas9 je zkratkou pro clustered regularly interspaced short
palindromic repeats (CRISPR) a CRISPR-associated protein 9 (Cas9). Systém
CRISPR/Cas9 byl poprvé objeven jako mechanizmus adaptivni imunity v bakteriich a
archeich, kde slouzi jako obrana proti fagové infekci a prenosiim plazmida v ptirod¢ (Jinek
et al., 2012). Vysledkem tohoto obranného mechanizmu jsou dvojvldknové zlomy
vinvazivni DNA (z angl. double strand breaks, DSB). K rozpoznani cilové sekvence
systém vyzaduje, aby cilova sekvence obsahovala tzv. PAM motiv (z angl. protospacer
adjecent motif). Cely obranny mechanizmus je pak zaloZen na péarovani mezi gRNA (z
angl. guide RNA) a cilovou sekvenci DNA, ktera obsahuje PAM motiv. Dochazi ke vzniku
duplexu RNA-DNA, za pomoci interakci mezi proteinem Cas9 a DNA, coz vede ke
konformaénim zménam a tvorbé DSB.

Systém CRISPR/Cas9 nevyzaduje tvorbu specifického proteinu pro kazdou cilovou
sekvenci, jak tomu bylo u systémi TALEN (transcription activator-like effector nucleases)
a zinc-finger nukleas. Endonukledsa Cas9 je k cilové sekvenci dovedena jen na zakladé
parovani mezi RNA-DNA. Tato jednoduchost ud¢€lala ze systému CRISPR/Cas9 revolu¢ni
metodu pro genové inzenyrstvi a byla jiz vyuzita v fad€ riznych typt bunék a organizmu
(Ma Yuanwu et al., 2014).

Pro genové inzenyrstvi se vyuziva typ II systému CRISPR/Cas9. Tento systém
funguje na zakladé interakce mezi CRISPR RNA (crRNA) a trams-aktivacni crRNA
(tractrRNA). Tyto RNA spoletné¢ vytvareji duplex crRNA-tractRNA, ten muize byt
nahrazen vytvofenou RNA zvanou single guide RNA (sgRNA). sgRNA je schopné navést
endonukledsu Cas9 ze Streptococcus pyogenes (SpyCas9) nad cilovou sekvenci. Ta se
oznacuje jako RGEN, je obvykle dlouhd 20 bp a za ni musi bezpodminecné nasledovat
PAM motiv (nejcastéji se jedna o sekvenci NGG). Parovanim mezi sgRNA a sekvenci
RGEN se vytvafi duplex RNA-DNA tvz. R-loop. Endonukledsa Cas9 obsahuje dvé
domény s nukledsovou aktivitou. Doména HNH S§tépi na vldkné DNA, které bylo
komplementarni ke sgRNA. Doména RuvC S§tépi na opacném vldkné DNA, tzv. na
nekomplementarnim vlakné. DSB je témito doménami vytvoten zpravidla 3 bp proti sméru
transkripce od PAM motivu. DSB jsou opravovany reparacnimi mechanizmy hostitelské
bunky. V pfitomnosti homologniho templatu je DSB opraven za pomoci homologni

rekombinace (HDR, zangl. homology direct repair). Tento opravny mechanizmus
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umoznuje vnést do genomu hostitelské buiiky ptesnou sekvenci, kterou pozadujeme. Bez
pfitomnosti homologniho templatu jsou DSB opraveny pomoci mechanizmu
nehomologniho spojeni (z angl. non-homologous and joining, NHEJ). Vysledkem tohoto
opravného mechanizmu vznikaji v cilové sekvenci malé inzerce ¢i delece, které narusi jeji

spravnou expresi (viz Obrazek ¢. 1.8) (Jiang and Doudna, 2017).

Cas9

genomova DNA

S I ™Y
5 Ll ||||||||“\\ﬁ_u_l\|lu_|_|_:_|_3.

dvojvlaknovy zlom DNA (DSB)

!

opravy DNA po vzniku DSB

templatova DNA

TITTITTTTTTTTTTT
LU U

nehomologni oprava a spojeni DNA (NHEJ) homologni oprava DNA (HDR)

mﬂllllllllll HEHHH iz T T
i i L mala inzerce ol ! ||i|.|.|.|.|.|.
—_

T m |I| I|I| I| I| I| T : LUJ.I II IIII LLLLLLI I mala delece vloZena DNA
I “I ” I M” I |I ‘ |I LLI.LI.I.I TTT substituce
NIRIRIRRRARTRARARINN

ndhodné mutace presna geneticka modifikace
(aktivni v délicich se i nedélicich se bunkach) (aktivni v délicich se bunkach v G2/S fazi)

Obrazek ¢. 1.11 Mechanizmus editace genomu pomoci CRISPR/Cas9 systému

Navrhnutd sgRNA navede endonukleasu Cas9 k pfedem ur¢enému mistu v genomu. K tomuto procesu
dochazi diky parovani mezi 20 nt dlouhou gRNA (obsazenou v sgRNA) a sekvenci DNA ur¢ené¢ho mista.
Parovani se projevi konformacnimi zménami v endonuklease Cas9, ktera se stava katalyticky aktivni a
zptsobi DSB. Ten vznikd 3 nt proti sméru transkripce od PAM sekvence. PAM sekvence je na obrazku
oznacena jako kratka zlutd cara. DSB je opraven pomoci DNA repara¢nich mechanizmi hostitelské buiiky.
Bez ptitomnosti homologniho templatu jsou nejcastéjsSi opravy mechanizmem NHEJ. Mechanizmus NHEJ
zpusobuje v cilové sekvenci ndhodné kratké delece, inzerce ¢i substituce. Pokud je v bufice pfitomny
homologni templat, mize byt DSB opraven mechanizmem HDR. Pfi tomto typu opravného mechanizmu
mize byt do cilové sekvence buiiky vloZena piesné pozadovanad sekvence. Upraveno z Jiang and Doudna,
2017.
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2. CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda vzdalené transkripéni regulacni elementy
mohou mit vliv na alternativni sestfih pre-mRNA in vivo. V praci byla predikovana
sekvence pro transkripni enhancer fibronektinového genu. Po deleci této sekvence bylo

sledovéno, jak bude ovlivnén alternativni sestiih exonu EDB tohoto genu.

e Pomoci bioinformatické analyzy identifikovat transkripéni enhancer pro gen
fibronektinu.

e (dstranit identifikovany enhancer z genomu HeLa bunék.

e Charakterizovat vliv odstranéného enhanceru na transkripci fibronektinového genu.

e Zjistit, jestli odstranény enhancer ovliviiuje alternativni sestfih fibronektinové pre-

mRNA.
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3. MATERIAL

3.1 Pouzité chemikalie

2x SYBR Master Mix

agardza

Ambion® Nuclease-Free Water

antibiotika: Ampicilin trihydrat VENETRAL™
Blasticidin (10 mg/ml)
Kanamycin sulfat

Bovine Serum Albumin (BSA, >95%)

betaine (>98%, perchloric acid titration)

chloroform (CHCls)

dATP (100 mM)

dCTP (100 mM)

dGTP (100 mM)

dTTP (100 mM)

dimetylsulfoxid (DMSO)

DNA Clean & Concentrator' ™

Dobbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose

(DMEM)

ethanol absolutni

fetalni bovinni sérum (FBS)

Filter ReliaPrep™ 0,2 pm

GelStar™, Nucleic Acid Gel Stain 10 000x
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

glycin

glykogen (5 mg/ml)

kyselina borita

kyselina etylendiamintetraoctova (EDTA)
Lipofectamin LTX

Loading dey 6x

MgCl, (25 mM)

Roche, CHF

Sigma-Aldrich, USA
ThermoFisher scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
ThermoFisher scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Fisher scientific, USA
ThermoFisher scientific, USA
ThermoFisher scientific, USA
ThermoFisher scientific, USA
ThermoFisher scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA

Zymo research, USA

Sigma-Aldrich, USA

Meck, SNR

Biochron, USA

Ahlstrom, SRN

Lonza, CHF

ThermoFisher scientific, USA
ThermoFisher scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
Invitrogen, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
ThermoFisher scientific, USA
ThermoFisher scientific, USA
ThermoFisher scientific, USA
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octan amonny (CH3COO NHy)

octan sodny (CH3;COONa)

Opti-MEM™ (bez fenolové &erveng)

Penicilin Streptomycin (Pen Strep, 5 000 U/ml)
fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1)
PLUS™ Reagent

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
ThermoFisher scientific, USA
ThermoFisher scientific, USA
Sigma-Aldrich, USA
ThermoFisher scientific, USA

QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick PCR purification Kit
Trisma base

TRIzol™ Reagent

QIAGEN, USA
QIAGEN, USA
Sigma-Aldrich, USA

ThermoFisher scientific, USA

Trypsin-EDTA roztok (0,5 % trypsin, 0,2 % EDTA) Sigma-Aldrich, USA

Zymoclean™ Gel DNA Recovery

3.2 Pouzité enzymy

Phusian polymerasa (2 U/ul)

T4 polynukleotid kinasa (PKN, 5 U/ul)

proteinédsa K, rekombinantni, PCR Grade

restrikéni endonukledsy:
Alel HF (10 U/ul)
Apal (50 U/ul)
BamHI HF (20 U/ul)
BbsI (10 U/ul)
EcoRI HF (20 U/ul)
EcoRV HF (20 U/ul)
HindIIT HF (20 U/pl)
Kpnl - HF (20 U/ul)
Pvul - HF (20 U/pl)
Sacll - HF (20 U/ul)
Xbal (20 U/ul)

Taq polymerasa (5 U/ul)
T4 DNA ligasa (400 U/ul)

Zymo Research, USA

ThermoFisher scientific, USA
New England BioLabs (NEB), USA
Sigma Aldrich, USA

New England BioLabs (NEB), USA
New England BioLabs (NEB), USA
New England BioLabs (NEB), USA
ThermoFisher scientific, USA

New England BioLabs (NEB), USA
New England BioLabs (NEB), USA
New England BioLabs (NEB), USA
New England BioLabs (NEB), USA
New England BioLabs (NEB), USA
New England BioLabs (NEB), USA
New England BioLabs (NEB), USA
ThermoFisher scientific, USA

New England BioLabs (NEB), USA
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3.3 Pufry a média

1x TBE puft (Tris-borat-EDTA pufr):
89 mM Trizma base; 2 mM EDTA; 89 mM kyselina borit4; pH 8,3

1xPBS pufr (fosfatovy pufr s chloridem sodnym):
137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPOy; 1,8 mM KH,POy; pH 7,4

1xTE pufr (Tris-EDTA pufr):
10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH 8,0

LB médium (Luria-Bertani médium):
1% (w/v) tryptofan, 0,5% (w/v) kvasinkovy extrakt, 1% NaCl, pH 7,0

SOC médium:
0,2% (w/v) tryptofan, 0,5% (w/v) kvasinkovy extrakt, ImM NaCl, 0,25 mM KCI, 1 mM
MgCl,, 1 mM MgSOy, 2 mM glukéza, pH 7,0

Zamrazovaci médium pro tkanové kultury:
10% (v/v) DMSO, 1% (v/v) Pen Strep, 89% (v/v) DMEM médium

1x G+ pufr (ThermoFisher scientific, USA):
10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 0,1 mg/ml BSA, pH 7,5 pti 37 °C

1x Cutsmart pufr (NEB, USA):
50 mM octan draselny, 20 mM Tris-acetat, 10 mM octan hotecnaty, 0,1 mg/ml BSA,
pH 7,9 pii 25 °C

1x T4 DNA ligasovy pufr (NEB, USA):
50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, I mM ATP, 10 mM DTT, pH 7,5 pii 25 °C

1x NEB4 pufr (NEB, USA):
20 mM Tris-acetat, 10 mM octan hote¢naty, 50 mM octan draselny, 1 mM DTT, pH 7,9
pri 25 °C

10x Taq pufr s KCI (ThermoFisher scientific, USA):
100 mM Tris-HCI, 500 mM KCl, 0,8% (v/v) Nonidet P40, pH 8,8 pti 25 °C

5x Phusian pufr pro GC bohaté témplaty (ThermoFisher scientific, USA)

3.4 Bunééné kultury

bakterie: kompetentni bakterie E.coli, kmen DH5a
lidské tkanové kultury: HeLa WT, HeLa KO 1,2,3 — KO linie s vydeletovanou sekvenci
pro predikovany transkripéni enhancer pro gen FNI-(ptfipraveny v této praci)
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3.5 Seznam pouzitych oligonukleotidi

nazev oligo-

sekvence [5°-3]

pouziti

nukleotidii
F
hFNIel 5°G2 : CACCGTGAAGGTTAGTGATATGGTT o
X330 R klonovani 5'gRNA
P ) AAACAACCATATCACTAACCTTCAC
F
hENlel 3°Gl : TCCCATGTGACTTTAGTTGCTTAAT o
hH1 R klonovani 3"'gRNA
p ] AAACATTAAGCAACTAAAGTCACAT
F | GGATCCCAGCCAAACCATATCACTA-
hFNIlel : ACCTTCAATGCGAT klonovani 5 vazebného mista
5’boundary pAVR | R | CGCATTGAAGGTTAGTGATATGGTT- pro 5" gRNA
: | TGGCTGGGATCC
F | GGATCCCAACCCATTAAGCAACTAA-
hFNIlel : AGTCACATCCCGAT klonovani 3" vazebného mista
3’boundary pAVR | R | CGGGATGTGACTTTAGTTGCTTAAT- pro 3’gRNA
;| GGGTTGGGATCC
hFNle G1-3° F | GGTTCTAGACTTTTTTTAACGCTGACGT W 4ni 3'¢RNA d
Xbal . | CATCAACCC 1Z;;Vidam & 0
hFNle G1-3° R | AAGGGTACCAAAGCTGGAGCTCCACC p v
. pX330-5"-gRNA
Kpnl : | GC
hFN1 LA BamHI F GAACAGGATCCATTTTTAAAATAACAC
- klonovani
hFNI LA EcoRI R | CTTATGGAATTCTCATCTCAAATTATA
: ATC
hFN1 RA EcoRI F ATCCGAATTCATTTTCAAAATTTTGT
- klonovani
hFN1 RA HindIIL R ?ISATATCAAGCTTCTGGACTTCTAAGT
F
: TTTAAAGAACCTCCCAAGACTGG PCR selekee pozitivnich KO
hFN1 PCR screen R Klont
| AACTCAGGCTCAGAAAATATGGAC
hFN1 PCR screen | F TGAAGTTCACATATAATGCTTCCAC PCRcselekce pozitivnich KO
over LA : klonu
F | CTGGACCAATGTTGGTGAATC
hFN1 exon EDB R PCR
) TGGAGTACAATGTCAGTGTTT
F
hENI exon EDB : AGCCGGGCATTGACTATGAT qPCR
included R TGGACCAATGTTGGTGAATC qPCR
F
hENI exon EDB : GAGGAACAGCTGGGATGATG gPCR
excluded R TCACTATAGGGAGACCCAAGC qPCR
F CACCCAATTCCTTGCTGGTA qPCR
hFNI1 exon 38 R
| GGACCACTTCTCTGGGAGGA qPCR
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F ACATCGCTCAGACACCATGG qPCR
GAPDH R

.| GTTAAAAGCAGCCCTGGTGA qPCR

F | TCTCGTCTGATCTCGGAAGC

. gPCR
5S IRNA R | AAGCCTACAGCACCCGGTAT

. gPCR
hFN1 exon 24 R AGTTGGTTAAATCAATGGATG RT
pl1738 F CACCGCTAATTCAAAGCAACCG sekvenace
p439m13 F GTAAAACGACGGCCAGT sekvenace
pl635 F AGGGCCTATTTCCCATGATTCC sekvenace
T7 promotor F TAATACGACTCACTATA sekvenace
random hexamers | -- | NNNNNN RT

3.6 Pristroje

analytické vahy KERN EG420-NM

aparatura na agar6zovou elektroforézu

automatické pipety Pipetman

BIORAD IMAGER pfistroj na analyzu gelu kamerou
centrifuga BIOFUGE pico Heraeus

centrifuga chlazend Eppendorf 5417 R

centrifuga chlazena Eppendorf 5430 R

centrifuga Eppendorf 5810 R

centrifuga HERMLE 2 100M - stolni

centrifuga na sto¢eni qPCR desticky- Draber
inkubator SANYO CO2

inkubator Raven 2

lamindrni box Schoeller Biohazard Box EFIS 4BSC
LightCycler® 480 II, pfistroj na q-PCR

magnetickd michacka Stuart heat-stir CB 162
mikroskop Olympus CKX41

Kern&Shon GmbH, SRN
Biorad, USA

GILSON, FR

Biorad, USA

Kendro, USA

Eppendorf, SNR
Eppendorf, SNR
Eppendorf, SNR

Labnet, SRN

Eppendorf, SNR

Schoeller instruments, SNR
LTE Scientific, UK
Schoeller instruments, SNR
Roche, CHF

P-LABas., CR

Olympus, USA
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mikroskop Olympus [INVER-IX51

PCR termo cycler MJ Mini Personal Thermal cycler
PCR termo cycler T100

spektrofotometr NanoDrop 1000

termoblok Dry Bath incubator

termoblok Thermomixer Comfort
termotiepacka Orbi-safe TS NetWise
termotiepacka MiniRocker MR-1

vodni lazen Julabo 5

vortex VORTEX-2-GENIE

zdroj napéti Power Pac HC 250V/3,0A/300W

Olympus, USA

BIORAD, USA

BIORAD, USA
ThermoFisher scientific, USA
Major Science, USA
Eppendorf, SRN

Schoeller instruments, SNR
Biosan, LT

Julabo, USA

Scientific industries, USA
BIORAD, USA
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4. METODY

4.1 Horizontalni gelova agarozova elektroforéza

Horizontalni gelova agar6zova elektroforéza se fadi mezi separaéni metody a
pouziva se krozdéleni molekul DNA ¢i RNA na zakladné jejich velikosti (délky
polynukleotidového fetézce). U DNA a RNA jsou jednotlivé nukleotidy spojeny esterovou
vazbou mezi 3’OH hydroxylovou skupinou na ribdze jednoho nukleotidu a fosfatovou
skupinou nachézejici se na 5°-C druhého nukleotidu. Fosfatova skupina spojujici
nukleotidy mé kysely charakter, a pokud se DNA ¢i RNA vyskytuji v neutrdlnim ci
zasaditétm pH, ma zaporny nédboj. Proto pokud se molekuly DNA ¢i RNA v neutralnim
nebo zasaditém pH vyskytnou ve stejnosmérném elektrickém poli, budou pfitahovany
k anodg.

Agardéza je polysacharid skladajici se z D-galaktosy a =z 3,6-anhydrydo-L-
galaktopyran6zy. Jednotlivé polysacharidové fetézce agardzy obsahuji pies 800 molekul
D-galaktosy a vytvari helikalni fibrily, které jsou schopné agregovat a pii pfechodu do
pevného stavu tvoii tii dimenziondlni sit’ spojenou pomoci H- vazeb. Tato sit’ umoziiuje
déleni molekul podle velikosti. S rostouci koncentraci agardzy, roste hustota této sit¢ a
dochazi k horsi migraci-separaci velkych molekul.

K detekci molekul DNA ¢i RNA se pouzivaji interkalacni ¢inidla. Tato ¢inidla maji
schopnost nekovalentné interagovat s polynukleotidovym fetézcem. Pfi navdzani téchto
¢inidel na DNA ¢i RNA dochazi k jejich konformaéni zméné. Po ozafeni UV svétlem
vykazuji fluorescenci. Piikladem mutize byt ethidiumbromid, ktery ma schopnost se
interkalovat mezi purinové ¢i pyrimidinové baze dvouSroubovice DNA.

Molekuly DNA ¢i RNA byly déleny podle velikosti agardzovou elektroforézou
vzdy v horizontalnim uspofadani v 1 % agar6zovém gelu v prostfedi 1x TBE pufru (89
mM Tris base, 89 mM kyselina borita, 2 mM EDTA, pH 8,2). K detekci DNA ¢i RNA byla
pouzita latka Gelstar (ThermoFischer), kterd byla v 1 % agarézovém gelu piitomna
viedéni 1: 10000. Vzorky byly pfed nanesenim do gelu smichdny v poméru 5:1
s roztokem 6x DNA Loading dey (10 mM Tris-HCL, 60% (v/v) glycerol, 0,03% (w/v)
bromfenolova modf, 0,03% (w/v) xylenkyanol, 60 mM EDTA, pH 7,6). Aparatura pro
agarozovou elektroforézu po naneseni vzorkd byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného

nap¢ti PowerPac HC (Biorad). Napéti bylo nastaveno na 7 V/cm, doba separace se lisila
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podle velikosti molekul. Snimky agar6zovych gelii byly pofizovany na piistroji Gel Doc

XR+ (Biorad) po osviceni gelit UV zéafenim.

4.2 Transformace kompetentnich bakterii E. coli DH5a. teplotnim Sokem

Pii transformaci plazmidové DNA bylo pouzivano 50 ng DNA. Pii transformaci
ligacnich smési byla vzdy pouzita polovina zcelkového objemu ligacni smési.
Kompetentni bunky E. coli DH5a byly vyjmuty z — 80°C a inkubovany 10 minut na ledu.
Posléze k 50 pl téchto bunék byla pfiddna plazmidova DNA ¢i ligani smés a nasledovala
inkubace po dobu 30 minut na ledu. Transformacni smés byla poté vlozena po dobu
45 s do vodni lazné temperované na 42 °C, smés byla vracena na led na 2 minuty. Poté
bylo k smési pfiddno 500 pl SOC média (0,2% (w/v) tryptofan, 0,05% (w/v) kvasinkovy
extrakt, | mM NaCl, 0,25 mM KCIl, 1 mM MgCl,, | mM MgSOy4, 2 mM glukoza).
Transformacni smési  byly inkubovany v termotfepacce (Thermomixer Comfort,
Eppendorf) pii 37°C, 550 RPM po dobu 60 minut. 100 pl této transformacni smeési bylo
posléze ,,vyseto“ na agarové plotny s LB médiem (1% (w/v) tryptofan, 0,5% (w/v)
kvasinkovy extrakt, 1% NaCl, pH 7,0) a pfislusSnym antibiotikem. Takto pfipravené
agarové plotny byly inkubovany v inkubétoru Raven 2, pfti teploté 37°C po dobu 16 az 24
hodin.

4.3 Izolace genomové DNA

Konfluentné narostla kultura HeLa bun¢k v 6ti jamkové kultivacni nadobé byla
promyta 1 ml 1xPBS pufru a bylo k ni pfidano 500 ul 0,5% roztoku trypsinu. Buiiky byly
umistény do inkubatoru SANYO CO, (37°C, 5% (v/v) CO,) na 3 minuty. Posléze bylo do
kazdé jamky ptidano 500 ul DMEM média a bunky byly resuspendovany.

Poté byly pteneseny do 1,5 mililitrové mikrozkumavky a nasledovala centrifugace
v centrifuze Eppendorf 5417 R po dobu 5 minut pii 4°C a 1 000xg. Po centrifugaci byl
odstranén supernatant a buiiky byly resuspendovany v 1 ml 1xPBS pufru. Nasledovala
centrifugace za stejnych podminek a resuspendovani bunék v 1 ml 1XTAE pufru. Poté byly
buniky opét centrifugovany, supernatant byl odstranén a bunky byly resuspendovany
v roztoku skladajiciho se z 500 pl 1xTE pufru, 20 pl proteinazy K (20 mg/ml) a 25 pl 10%
(v/v) SDS. Bunky byly inkubovany v termotfepacce MiniRocker MR-1, pii 45°C, 400
RPM pfes noc.
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Poté bylo k lyzatu ptiddno 400 pl smési fenolu:chloroformu:isoamylalkoholu (v/v,
25:24:1). A nésledovala inkubace v termotiepacce pii 22°C, 450 RPM po dobu 10 minut.
Bylo piepipetovano 350 pl vzniklé vodné faze do nové 1,5 ml mikrozkumavky a k vodné
fazi bylo ptidano: 35 pl 5,5 M octanu sodného (0,1xV) a 875 ul 100 % EtOH (2,5xV).
Nasledovala inkubace po dobu 30 minut pfi -20°C. Poté byl roztok centrifugovan
v chlazené centrifuze po dobu 10 minut, pii 14 000xg a 4°C. Supernatant byl odstranén a
peleta byla dvakrat promyta 500 pl 70% EtOH vzdy s centrifugaci po dobu 5 minut, pfi
14 000xg a 4°C. Po posledni centrifugaci byl odstranén supernatant a peleta byla vysusena
pti laboratorni teploté.

Naésledné byla rozpusténa v adekvatnim mnozstvi deionizované vody. Koncentrace
izolované genomové DNA byla zméfena na spektrofotometru NanoDrop 1000. Do jedné
PCR reakce bylo pouzito 100 ng gDNA. Zbyl4 izolovana genomova DNA byla skladovana
pii -20°C.

4.4 1zolace RNA

Konfluentné narostld kultura HeLa bunck v 6ti jamkové kultivacni nadobé byla
promyta 1 ml 1xPBS pufru a bylo k ni ptiddno 500 pl TRIzol™ Reagent (ThermoFisher
scientific). Nasledovala inkubace bungk s TRIzol™ Reagent pii laboratorni teplotd po
dobu 5 minut a ob¢asného promichani. Poté byly vzniklé lyzaty bunck pieneseny do 1,5 ml
mikrozkumavek a bylo k nim napipetovano 125 pl chloroformu (Fischer scientific).
Vznikly roztok byl vortexovan po dobu 30 sekund a nasledné byly vzorky inkubovany po
dobu 3 minut pfi laboratorni teploté. Poté probchla centrifugace na chlazené centrifuze
Eppendorf 5417 R po dobu 15 minut pii 4°C a 14 000xg. Po centrifugaci bylo 300 nl
vodné faze preneseno do nové 1,5 ml mikrozkumavky a nésledovala precipitace RNA (viz.

kapitola 4.4.1).

4.4.1 Precipitace RNA

K vodnému roztoku RNA bylo pfidano: 0,5xV 7,5 M octanu amonného a 2,5xV
100% EtOH. Vznikly roztok byl inkubovdn pii -80°C minimaln€¢ 60 minut. Poté
nasledovala centrifugace na chlazené centrifuze Eppendorf 5417 R po dobu 10 minut pii
4°C a 14 000xg. Supernatant byl odstranén a k peleté bylo ptidano 500 pl 70% EtOH. Poté
se roztok centrifuguje po dobu 5 minut pii 4°C a 14 000xg. Promyti 70% EtOH bylo jesté

Ix opakovano a po centrifugaci byl odstranén supernatant a peleta RNA nechéana
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vyschnout pfi laboratorni teploté. Poté byla peleta rozpusténa v 30 pl deionizované vody
bez nukleas (Nuclease-free water, Invitrogen). Koncentrace RNA byla zméfena na

spektrofotometru NanoDrop 1000.

4.4.2 OSetieni izolované RNA pomoci DNAsyl

K 20 pg izolované RNA bylo pfiddino 5,0 pl 10x pufru pro DNAsul
(ThermoFischer scientific) a 2,0 pul DNAsyl (ThermoFischer scientific) smés byla
doplnéna deionizovanou vodou bez nukleas (Invitrogen) do celkového objemu 50 pl. Smés
byla inkubovédna po dobu 30 minut pii 30 °C v termobloku Dry Bath incubator (Major
Science). Po uplynuti inkuba¢ni doby byla ze smési vyprecipitovana RNA. Precipitace

byla provedena jako v kapitole 4.4.1.

4.5 Reverzni transkriptce — syntéza cDNA

K syntéze komplementdrni DNA (cDNA) byla pouzita reverzni transkriptasa
SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen). Ke 2,0 pg RNA oSetfené DNAsoul byl
pfidan 1,0 pl 10 mM roztoku dANTP, 1,0 pl 2,5 pmol roztoku primerd random hexamers a
objem byl doplnén deionizovanou vodou bez nukleds do objemu 14,5 pl. Piipraveny
roztok byl inkubovan pti 65 °C po dobu 5 minut. Posléze byl do roztoku piidan: 1,0 ul 0,1
M roztoku DTT, 4,0 ul 5x First Strand pufru a 0,5 pl reverzni transkriptasy SuperScript™™
T (200 U/ pl), celkovy objem reakce tak ¢inil 20,0 pl. Roztok pro reverzni transkripcei byl
kratce vortexovan a poté kratce centrifugovan na stolni mikrocentrifuze HERMLE 2 100M
(Labnet). Nasledné¢ se v thermocycleru PCR termo cycler T100 (Biorad) nechal probéhnout
cyklus: 5 minut 25°C, 60 minut 50°C a 15 minut 70°C. V poslednim kroku dochazi

k teplotni inaktivaci enzymu a zastaveni reakce.

4.6 Tkanové kultury

Predikovany transkripéni enhancer pro gen FNI byl deletovany v HeLa bunécné
linii, ktera je odvozena z bunék cervikalniho karcinomu Henrietty Lacksové a je nejstarsi a
nejvice pouzivanou lidskou bunécnou linii (Scherer et al., 1953). Ve vSech experimentech
bude pouzivana pouze tato bunééna linie.

Bunky byly kultivovany v inkubatoru SANYO CO,; (Schoeller instruments) pfi
37°C, 5% CO; v Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma-Aldrich),

koncentrace glukozy v tomto médiu je 4,5 g/l. Do tohoto média bylo déle pfidano 10%
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(v/v) teleciho séra (FBC, Biochrom) a 1% (v/v) Penicillinu/Streptomycinu (Pen Strep,
5 000 U/ml, ThermoFisher scientific).

Pti tvorbé HeLa KO bunécnych liniich bylo nutno bunky selektovat po jednotlivych
bunkach (single cell sorting). Tyto bunky byly dalé inkubovany v 96ti jamkové kultivacni
nadobé¢ a to v kondiciovaném médiu. To se sklddalo v poméru 1:1 z nového DMEM média
a z DMEM média, které bylo 24 hodin inkubovédno spole¢né z konfluentné narostlou
kulturou HeLa bun¢k a posléze bylo zfiltrované pres 0,22 pum filtr. Toto kondiciované

médium obsahovalo také 15 % (v/v) FBS séra a 1 % (v/v) Pen Strep.

4.7 Transfekce HeLa bunék plazmidy

HeLa bunky byly transfekovany ze dvou divoda. V prvnim piipadé se testovala
funk¢nost jednotlivych gRNA v pfipravenych plazmidech. V druhém piipadé byly Hela
bunky transfekovany smési pro tvorbu KO bunéénych linii. V obou piipadech se
k transfekci pouzival Lipofectamin LTX (Invitrogen).

Pti testovani funkcnosti gRNA bylo v prvnim roztoku smichano 800 ng plazmidové
DNA (plazmidy: pX330-5'gRNA,3'gRNA a pAVR-3'B ¢i pAVR-5'B v poméru 1:1)
se 125 ul Opti-MEM média (ThermoFisher scientific) a 2 pl PlusDNA Reagent
(Invitrogen). Ve druhém roztoku byly smichany 2 ul Lipofectaminu LTX se 125 ul Opti-
MEM média. Tyto pfipravené roztoky se nechaly inkubovat po dobu 5 minut pfi
laboratorni teploté. Poté byly smichany dohromady a nésledovala dal$i 20ti minutova
inkubace pii laboratorni teploté. Po inkubaci byla transfekéni smés piriddna k 70%
konfluentni HeLa bunécné kultufe v Opti-MEM médiu. HelLa bunky se nechaly
s transfekéni smési po dobu 8 hodin pii 37 °C a 5% (v/v) CO,, poté bylo Opti-MEM
médium vyménéno za DMEM médium s 10% (v/v) FBS a 1% (v/v) Pen Strep. HelLa
buiiky byly inkubovany po dobu 48 hodin, 37°C a 5% (v/v) CO,, nez byla funk¢nost
jednotlivych gRNA ovéfena pomoci fluorescence pro RFP.

Transfekce HelLa bun¢k za ucelem tvorby KO bunéénych klonli se provadéla
totoznym postupem. Rozdil byl pouze ve slozeni transfekcnich smési. Prvni transfekéni
smés obsahovala 24 pg DNA (plazmidy: pX330-5'gRNA,3'gRNA a pAVR-3'B a
homologni templat LA-RA v poméru 1:1:1) s 250 ul Opti-MEM média a 5 pl PlusDNA
Reagent. Druha transfekéni smés se skladala z 20 pl Lipofectaminu LTX ve 250 ul Opti-
MEM média. Po 48 hodinov¢ inkubaci nésledovala selekce bunék (viz kapitola 4.13).
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4.8 Izolace plazmidové DNA, DNA z gelu, produkti PCR

Izolace plazmidové DNA probihala z kultury bakterii E. coli kmen DH5a, kterd
byla ptfedtim transformovana piislusnym plazmidem. Bakterialni kolonie byly 16-24 hodin
pied izolaci zaockovany do 5 ml LB média s patfiénym antibiotikem a inkubovany pii
37°C za neustalého tfepani v termotiepace Orbi-safe TS NetWise (Schoeller instruments).
Po inkubaci byla plazmidovda DNA izolovana ptfesn¢ podle protokolu, ktery byl ptilozen
u QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN). Izolovanda DNA byla eluovana do 50 pl
deionizované vody. Koncentrace a kvalita plazmidové DNA byla zméfena na
spektrofotometru NanoDrop1000.

Izolace produktii PCR probihala podle protokolu pro QIAquick PCR purification
Kit (QIAGEN). Produkty PCR byly posléze eluovany do 30 pl deionizované vody. Jejich
koncentrace a kvalita byla kontrolovana na spektrofotometru NanoDrop1000.

Izolace fragmenti DNA z agar6zového gelu se provadéla podle protokolu pro
Zymoclean™ Gel DNA Recovery (Zymo research). Vyjimka oproti protokolu byla ta, Ze
po vyfezani fragmenti DNA z gelu, nebyly tyto fragmenty védzeny, ale vzdy k nim byl
piidan 1 ml ADB (Agarose Dissolving Buffer) a déle se postupovalo jiz podle protokolu.
DNA izolovana z gelu byla eluovéna do 10 pl deionizované vody. Koncentrace a kvalita

izolované DNA byla kontrolovana pomoci spektrofotometru NanoDrop1000.

4.9 Sekvenacni analyza

Sekvenace veskerych pfipravenych plazmidi ¢i produkti PCR byla provedena
firmou SEQme s.r.o. (Dlouha 176, 26301 Dobiis, Ceské republika). Kontrola spravnosti
obdrZené¢ sekvence byla provedena v programu SnapGene.

Pti sekvenovani plazmidové DNA bylo v reakci odesilané na sekvenaci smichano
500 ng DNA, 25 pmol primeru a reakce byla doplnéna do 10 pl deionizovanou vodou.
Pokud byl sekvenovan produkt PCR, bylo slozeni reakce totozné, vyjma mnozstvi DNA,

které ¢inilo 50 ng.

4.10 PCR

PCR metoda umoziuje rychlou amplifikaci konkrétniho useku DNA, ktery je
ohraniCen parem primera — kratkych oligonukleotidi, ty jsou komplementarni ke konclim
amplifikovaného tseku DNA. Princip metody je zaloZen na opakovani cyklu, ktery

obsahuje denaturacni fazi, fazi nasedani primert a elongacni fazi, pfi které dochazi
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k syntéze novych kopii DNA. Ksilnému rozvoji této metody napomohlo objeveni
termostabilni DNA polymerasy Taq, ktera byla izolovana z termofilni bakterie Thermus
aquaticus.

Pro kazdy par primeri pred prvnim pouzitim bylo vzdy piipraveno 8 reakci PCR o
objemu 10 pl a dané reakce se nechaly probéhnout za rozdilnych teplot pro nasedéani
primeri. Teplotni gradient se nachazel v rozmezi mezi 55 a 75°C. Po probéhnuti PCR se
produkty reakci analyzovaly na 1% agar6zovém gelu a byla vybrana nejvhodnéjsi teplota

pro nasedani primerti na DNA.

4.10.1 Charakterizace HeLa KO linii

Pro charakterizaci HeLa linii, které maji deletovany predikovany transkripéni
enhancer, byly navrzeny dva pary primert. Prvni par primera se nachazel v té¢sné blizkosti
deletované sekvence a oba primery se nachazely v sekvenci homologniho templatu, ktery
byl HeLa bunikdm poskytnut pfi transfekci. Produkt PCR je kratky a lze ptedpokladat, ze
jeho amplifikace bude probihat efektivné. Druhy par primer, byl navrzen tak, zZe
forwardovy primer se nachazi mimo sekvenci homologniho templatu. Tim narostla délka
produktu PCR a klesla efektivita amplifikace. Tento par primert slouzi k potvrzeni delece
sekvence predikovaného transkripéniho enhanceru a také vyvraci moznost nahodné
inkorporace homologniho templatu do genomu HeLa buné€k pii transfekeci.

Jako templat byla pouzita izolovand genomova DNA z HeLa buné¢nych klont. Do
kazdé PCR reakce bylo pouzito 100 ng gDNA jako templat. Pro amplifikaci DNA se

pouzila termostabilni polymerasa Phusion Hing-Fidelity DNA Polymerase (ThemoFischer

scientific).

templatova DNA - gDNA 100 ng

primer F (10 uM) 1,0 pl

primer R (10 uM) 1,0 pl

dNTPs (10 mM) 0,6 ul

betaine (2,5 M) 8,0 ul

DMSO (100% (v/v)) 0,7 nl

5x Phusion HF Buffer for GC rich 4,0 ul

Phusion High-Fidelity DNA polymerésa | 0,2 pl

dH,0 doplnit do 20 pl

Tabulka ¢. 4.1 Slozeni smési PCR pro nalezeni HeLa KO linii
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Krok Teplota | Cas Pocet cykli
pocatecni denaturace | 98,0 °C 3 min 1x
denaturace 98,0 °C 30s

nasedani primerd 65,2 °C 30s 35x
elongace 72,0 °C 90 s

konecna elongace 72,0 °C 7 min Ix

Tabulka ¢. 4.2 Program pro PCR

Program pro PCR popsany v tabulce ¢. 4.2 je pro prvni navrzeny par primerQ
(hFN1 PCR screen). V ptipad€ druhého kola selekce se forwardovy primer nachdzi mimo
sekvenci homologniho templatu a byl navazan F:hFN1 PCR screen over LA a jako
reverzni primer byl pouzit identicky primer jako v prvnim navrzeném paru primerta. PCR
v druhém kole selekce probihala za stejného slozeni jako v tabulce €. 4.1. Zména byla
v programu PCR, program byl identicky jako v tabulce €. 4.2 az na teplotu nasedani

primerdq, ta byla 61,0 °C a doba elongace ¢inila 3 minuty.

4.10.2 Semikvantitativni PCR na detekci mnozstvi exonu EDB

Primery pouzité k detekci exonu EDB byly nazyvany FibA a FibB a sekvence je
popsana v kapitole 3.5. Jako templat byla pouzita cDNA z HeLa KO bunécnych linii. Do
kazd¢é PCR reakce bylo pouzito 1,5 pl cDNA. Pro amplifikaci DNA se pouzila
termostabilni polymerdsa Taq (ThemoFischer scientific). Po prob&hnuti programu byly

produkty PCR analyzovany na 1% agar6zovém gelu.
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cDNA 1,50 pl
F: FibA (10 uM) 0,25 pl
R: FibB (10 uM) 0,25 ul
dNTPs (10 mM) 0,38 ul
MgCl, (25 mM) 1,50 pl
10x Taq pufr s KCl1 1,50 ul
Taq polymerésa 0,40 pl
dH,O doplnit do 15 pl

Tabulka ¢. 4.3 Slozeni smési pro semikvantitativni PCR

2

Krok Teplota | Cas Pocet cykli
pocatecni denaturace 95,0 °C 3 min Ix
denaturace 95,0 °C 30s

nasedani primerti 60,0 °C 30s 28x
elongace 72,0 °C 30s

konecna elongace 72,0 °C 5 min Ix

Tabulka ¢. 4.4 Program pro semikvantitativni PCR

4.10.3 PCR pro ptipravu plazmidu nesouciho 5'gRNA a 3'gRNA

K piipravé plazmidu nesouciho jak 5'gRNA tak 3'gRNA, tento plazmid posléze
nese oznaceni pX330-5'gRNA-3'gRNA, bylo nutné¢ do plazmidu pX330-5'gRNA vnést
z plazmidu phH1-3"gRNA usek obsahujici promotor hH1, 3’gRNA a tracer RNA.

K tomuto ucely byly navrzeny primery F:hFN1le G1-3"Xbal a R:hFN1e G1-3Kpnl.
Jako templat bylo pouzito 25 ng plazmidu phH1-3"gRNA. Pro amplifikaci DNA se pouzila
termostabilni polymerasa Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (ThemoFischer

scientific).
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templatova DNA — phH1-3'gRNA 25 ng

primer F (10 pM) 2,5 ul
primer R (10 uM) 2,5 ul
dNTPs (10 mM) 1,0 pul
betaine (2,5 M) 20,0 pl
DMSO (100 % (v/v)) 1,5 pl
5x Phusion HF Buffer for GC rich 10,0 pl

Phusion High-Fidelity DNA polymerasa 0,63 pul

dH,O doplnit do 50 pl

Tabulka ¢. 4.5 Slozeni smési PCR pro amplifikaci useku obsahujici promotor hHI, 3’ gRNA
a tracer RNA

Krok Teplota Cas Pocet cykli
pocatecni denaturace | 98,0 °C 90 s Ix
denaturace 98,0 °C 15s

nasedani primerti 65,2 °C 20s 36x
elongace 72,0 °C 60 s

konecné elongace 72,0 °C 7 min Ix

Tabulka ¢. 4.6 Program pro PCR pro amplifikaci uiseku obsahujici promotor hHI, 3’ gRNA
a tracer RNA
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4.11 RT-gPCR

K detekci relativniho mnozstvi mRNA pro alternativni exon EDB genu FN/ byla
pouzita RT-qPCR (real time — quantitative PCR). Detekce byla provadéna na pftistroji
LightCycler® 480 II (Roche). Sekvence primerii pouzitych v této metodd jsou popsany
v kapitole 3.5. Komplementarni DNA byla fedéna v poméru 1:4 a vSechny vzorky byly
nanaSeny na desticku pro RT-qPCR v tripletech.

5x fedénd cDNA 2,00 pl

2x SYBR Master Mix (Roche, | 2,50 pl

CHF)
F primer (5 uM) 0,25 ul
R primer (5 uM) 0,25 pul

Tabulka ¢. 4.7 Slozeni smési pro kvantitativni PCR

Krok Teplota | Cas Pocet cykli
pocatecni denaturace 95,0°C | 7min Ix
kvantifikace denaturace 95,0 °C 20's

nasedani primerd | 61,0°C | 20s 45x

elongace 72,0°C | 35s
knalyza  kiivek | denaturace 95,0°C | 7min
tani

postupné 95,0 - 61s

ochlazovani 55,0 °C 1x

37,0°C | 61s

Tabulka ¢. 4.8 Program pro kvantitativni PCR
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Efektivita amplifikace pro jednotlivé primery byla ziskdna z kalibra¢ni kiivky.
cDNA byla nafedéna: 5x, 50x, 500x, 5 000x a 50 000x. Priimérné Ct hodnoty ziskané po
probéhnuti kvantitativni PCR byly vyneseny do kiivky. Body byly prolozeny piimkou.
Hodnota smérnice piimky byla posléze pfimou umeérou vztazena k hodnoté -3,32, ktera
odpovida 100 % efektivit¢ amplifikace. Pro primery referen¢nich geni: GAPDH a 5S
rRNA byla efektivita méfena tfikrat a dale se pouzival prameér téchto efektivit amplifikace.
Pro primery mapujici gen FNI byla efektivita amplifikace métena pii kazdém provedeni
experimentu.

Relativni transkripce genu FNI po deleci transkripéniho enhanceru byla vypoctena
vztazenim pramérnych Ct hodnot pro exon 38 z HeLLa KO linii na HeLLa WT linii.

N. o = Ef (CtHeLa wT — CtHeLa KO)
rel.transkripce rel.transkripce

Zahrnuti EDB exonu (EDB included) ¢i pieskoceni EDB exonu (EDB excluded)
bylo vypocteno obdobnym zplisobem. Nasledné tyto hodnoty zahrnuti ¢i presko¢eni EDB
exonu byly normalizovany na relativni transkripci genu FNI pomoci detekované¢ho

mnozstvi exonu 38.

Ef(CtHeLa wrt — CtHeLa KO) Ef(CtHeLa wt — CtHeLa KO)
EDB included N _ EDB excluded
EDB excluded —

Ef (CtyeLa wT — CtHeLa KO) Ef (CtyeLa wT — CtHeLa KO)
rel.transkripce rel.transkripce

Ngpp included =

4.12 CRISPR/Cas9 — testovani funk¢énosti gRNA

Pro otestovani funk¢nosti gRNA jsme pouzili plazmid pAVR-GFP-RFP.
Mechanizmus, jakym pracuje tento reportérovy systém, je popsan na Obrazku ¢. 4.1.

Reportérovy systém pAVR-GFP-RFP obsahuje gen pro GFP. Signal pro GFP pak
dava informaci o mnozstvi bunék, které byly transfekovany timto plazmidem. Dale tento
systém obsahuje dvé sekvence kodujici RFP, ani jedna z téchto sekvenci pro RFP neni
kompletni. Prvni sekvence obsahuje pouze prvnich 230 nt pro RFP a druhd sekvence
postrada prvni tfi nukleotidy. Z zadné z téchto dvou sekvenci nemlize vzniknout funkéni
RFP. Mezi tyto dvé Casti je vkladana sekvence, kterou by méla rozpoznat gRNA. Pokud je
gRNA funk¢ni, vznikaji v misté této sekvence DSB. Poté miize dochazet k homologni
rekombinaci mezi dvéma sekvencemi koédujicimi RFP a vysledkem je rekonstituovana

sekvence pro RFP. Tento cely proces se pak projevi vznikem signalu pro RFP pod
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fluorescen¢nim mikroskopem. Ze vzniku a mnoZzstvi tohoto signalu lze pfiblizné fici, zdali

gRNA rozpoznava predpokladanou sekvenci a je schopna v jejim misté zptisobit DSB.

TurbioRFP [nt 4-696) |

:]- TurboRFP [nt 4-696) —

pomoci homolognirekombinace
dochazik rekonstitudisignalu proRFP

-

GFP RFP

Obrizek ¢. 4.1 Schéma reportérového systému pAVR-GFP-RFP

(A4) Mechanizmus jakym dochazi k rekonstituci sekvence pro RFP, pokud je gRNA funkéni a je schopna
zpusobit DSB v predpokladané sekvenci.

(B) Snimky z fluorescen¢niho mikroskopu. Snimek se signdlem pro GFP ilustruje mnozstvi transfekovanych
buné€k, v kterych se nachdzi plazmid pAVR-GFP-RFP. Snimek se signdlem pro RFP ilustruje mnozstvi
bunék, v kterych probehla rekonstituce sekvence pro RFP.

4.13 Selekce HeL.a bunék pomoci prutokové cytometrie

Buiiky, které byly transfekovany transfekéni smési obsahujici plazmidy: pX330-
5'gRNA,3’gRNA a pAVR-3'B a homologni templat LA-RA v poméru 1:1:1, byly
inkubovany po transfekci jesté¢ 48 hodin, pfi 37°C a 5% (v/v) CO,. Poté byly za pomoci
trypsinu ptrevedeny do bunééné suspenze. Centrifugovany po dobu 5 minut pti 1 000xg.
Vznikly supernatant byl odstranén a buiiky byly resuspendovany v 1 ml 1x PBS. Déle byla
tato bunécna suspenze uchovavana na ledu. Buiiky byly obarveny barvou Hoechst 33342
(ThermoFischer scientific), obarveny byly pouze apoptické ¢i jiz mrtvé bunky a pfi
nasledné selekci byly tedy vybrany pouze vitalni buriky.

Takto pfipravené buiiky byly selektovany pomoci priitokového cytometru.

Manipulace s pfistrojem a proces selekce bunék byl proveden Zdenkem Cimburkem ¢i

Mgr. MatyaSem Simou ze Servisni laboratofe prutokové cytometrie z Ustavu molekularni
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genetiky AV CR, v. v. i.. Selektované buiiky musely vykazovat uréitou hladinu signalu pro
GFP a RFP a nesmély vykazovat signdl pro barvivo Hoechst 33342. Bunky byly
selektovany do 96ti jamkové kultivaéni nadoby, ve které se nachdzelo kondiciované
médium. Do jedné jamky v 96ti jamkové kultivacni nadob¢ byla selektovéna vzdy jedna
bunka. Naslednou kultivaci a selekci pomoci PCR jsme tak ziskali HeLa KO linie, které

byly odvozeny z jedné buiky.

4.14 Predikce transkripéniho enhanceru pro gen FNI

K predikci byly pouzity dva vetejné dostupné programy The Ensembl Regulatory
Build a FANTOM 5 (Zerbino et al., 2015, The FANTOM Consortium and the RIKEN PMI
and CLST (DGT), 2014).

The Ensembl Regulatory Build vyuziva vefejné¢ dostupna data o epigenetickych
modifikacich a mistech vazby transkripénich faktorti z riznych lidskych bunéénych typt.
Z téchto dat pak vytvaii piehledny souhrn o regulacnich oblastech v lidském genomu.

Data pro The Ensembl Regulatory Build byla ziskana z projektt ENCODE 2 a
Epigenomics Roadmap, coz jsou projekty zaméfené na anotaci a popis vSech funkénich
elementii lidského genomu. Byla vyuzita data z ChIP-Seq experimenti pro CTCEF,
H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac, H3K27me3, H3K36me3,
H4K20mel a o hypersenzitivit¢ k DNasel z 18 rozdilnych bunécnych linii. Z téchto dat byl
vytvofen profil genomu. Porovnavanim profilt zndmych regulacnich elementli a hledanim
podobnosti byly urcité c¢asti genomu anotovany a rozdéleny do téchto kategorii:
predikovany promotor s TSS, predikovana transkripcné aktivni oblast, predikovana oblast
obklopujici promotor, predikovany transkripéni enhancer, predikovany represor, oblast
s predikovanou nizkou aktivitou, predikovany heterochromatin. Predikce se zaméftili pouze
na oblasti asociované sregulaci transkripce. Takto anotované oblasti tvofily 12,9 %
lidského genomu.

K potvrzeni spravnosti anotace byly naptiklad transkripni enhancery predikované
programem The Ensembl Regulatory Build porovnany s 882 potvrzenymi lidskymi
enhancery z projektu VISTA. Shoda mezi témito mnozinami Cinila 92,4 %. Dale byly
predikované enhancery porovnany jesté s 38 533 enhancery, které byly predikované

programem FANTOM 5. Shoda v tomto ptipadé ¢inila 80,3 %.
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5. VYSLEDKY

5.1 Predikce transkrip¢niho enhanceru

K predikci transkripéniho enhanceru genu FNI byly pouzity programy The
Ensemble Regulatory Build a FANTOM 5 popsané v kapitole 4.13.

A ' 2 o} | hg3s
Mentko | 218,488, a08| 21;,461,BBB| 218, 462, 080 ané,mazaaal 218, 464, 860|
chr 2_ Hak:‘Mel Mark (Often Found Near Regulatory Elements) on 7 cell lines from ENCODE
H3K4m81 H3K27Ac Mark (Dften Found Near Regulatory Elements) on 7 cell lines from ENCODE
H3K27ac

TREc] DN 1 H {tivity Feak Clust f ENCODE (95 1t

DNaSE | senzitivita ase | Hupersens tivity Feak Clusters from cell tupes)
Regulatory Build [ chr2215460000-215 461800 [ chr 2:215 462 000-21 5462 401]
FANTOM 5 [ Ichr2215460698-215 461 011

Obraizek €. 5.1 Predikce transkripénich enhanceri

Program Regulatory Build predikoval dva transkripéni enhancery nachéazejici se ptiblizné 23,5 kbp pred TSS
genu FNI. Prvni transkripéni enhancer se nachazel v oblasti chr 2:215 460 000-215 461 800. Druhy
transkripéni enhancer ma koordinaty chr 2:215 462 000-21 5462 401. Program FANTOM 5 predikoval v této
oblasti jeden transkripéni enhancer s koordinatami chr 2:215 460 698-215 461 011. V téchto oblastech se
nachazela H3K27ac, ktera je spjata s rozvolnénou strukturou chromatinu. Stejné tak senzitivita k DNase I
znaci dekondenzovany stav chromatinu. H3K4mel je ¢asto asociovana s transkripénimi enhancery.

Oba programy identifikovaly oblast nachazejici se ptiblizné¢ 23,5 kbp pied
mistem zacatku transkripce (TSS) pro gen FNI jako transkripéni enhancer. Program
Regulatory Build identifikoval dvé sekvence, nachéazejici se vedle sebe a melo by se jednat
o dva nezavislé transkripéni enhancery. Program FANTOM 5 identifikoval v této oblasti
kratky transkrip¢ni enhancer (313 bp), piekryvajici se polohou s prvnim transkripénim
enhancerem. Délka predikovanych transkripénich enhancerti programem Regulatory Build

¢inila 2 401 bp. Tuto sekvenci jsme se rozhodli deletovat pomoci CRISPR/Cas9 systému.
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5.2 Navrh gRNA

K navrhu gRNA byl pouzit vefejné dostupny program navrzeny laboratofi
Fenga Zhanga, Ph.D z MIT (http://crispr.mit.edu/). Predikovany transkrip¢ni enhancer mél
délku 2 401 bp. 5'gRNA a 3'gRNA byly hledany v oblasti 200 bp pted a za predikovanym

transkripénim enhancerem. Vysledky predikce mizeme pozorovat na Obrazku €. 5.2.
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A g
Sl =
ngls chrz 316327521
16327
ey i <
=7
(=]
S «ngU«E-\ quality score: 68
guide sequence: TERARETTAGTEATATESTT TEE
on-target loeus: crry: o 52
number of offtarget sites: 208 (12 are In genes)
e
B l'.'."'":"'>
[ » I
= -Zl% 1
s 1 £ ] L ] < J
= =) ' '
- ¢ L] i g ]

3’ M quality score: B5

guide sequence: TCTGACTTTACTIIGCTTART GGG
on-target locus: chr2:-216324326
number of offtarget sites: 284 (9 are in genes)

Obrazek €. 5.2 Predikce jednotlivych gRNA

(A)Znézornéni vSech moznych predikovanych 5'gRNA v tseku 200 bp, nachazejici se pfed 5’koncem
predikovaného transkripéniho enhanceru. Vybrana 5'gRNA je mezi ostatnimi navrhy oznacena modie.
Nasleduji charakteristiky 5'gRNA: sekvence, PAM motiv, jeji umisténi v genomu a seznam off-tragetovych
sekvenci.

(B)Znazornéni predikovanych 3'gRNA v useku 200 bp, nachazejici se za 3’koncem predikovaného
transkripéniho enhanceru. Vybrand 3'gRNA je mezi ostatnimi navrhy oznacena modie. Nasleduji
charakteristiky 3"'gRNA: sekvence, PAM motiv, jeji umisténi v genomu a seznam off-tragetovych sekvenci.

Z predikce gRNA byly vybrany gRNA snejvyS$$im dosazenym skorem. To se
odviji od dostupnosti cilové sekvence, jestli je dand sekvence schopna tvofit sekundarni
struktury ¢i nikoliv a podle mnozstvi Caste¢né komplementarnich sekvenci (falesné

pozitivni signal).
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5.3 Priprava CRISPR/Cas9 systému

Navrzen¢ gRNA z predchozi kapitoly bylo nutné zaklonovat do pattfi¢nych
plazmidti. Déle bylo nutné pfipravit testovaci systém pro zjisténi funkcénosti gRNA a
pfipravit plazmid s homolognim templatem, ktery bude slouzit k HDR pfi tvorbé HeLa KO
linii. V8echny plazmidy, které byly pfipraveny pro CRISPR/Cas9 systém, jsou uvedeny v

Tabulce ¢. 5.1.

, . Nazev pouzitych Klonovaci ontrolni [Sekvenaéni
Nazev IPopis . o . e q
primeru technika tépeni [primer
5’'gRNA U6 [F+R: hFNlel 5'G2
PX330-5'gRNA g s © Bbsl ne 1635
[promotorem pX330
3'gRNA hH1 [F+R: hFNlel 3'Gl
phH1-3'gRNA g s © Bbsl ne b439m13
[promotorem phH1
5’gRNA-U6
X330-5'gRNA rfmotor a F: hENle Gl-3
pAo2"o 8 P! Xbal + R:hENle [Xbal/Kpn  |Apal p1635
3'gRNA 3"gRNA-hH1 ,
G1-3" Kpnl
promotor
testovaci systém [F+R: hFNlel
AVR-5'B Pvul/EcoRV  BamHI 1783
P pro 5'gRNA 5 boundary pAVR VHECO am P
testovaci systém [F+R: hFNlel
AVR-3'B Pvul/EcoRV  BamHI 1738
P pro 3’gRNA 3 ’boundary pAVR VHECO am P
leva cast templat hENI LA T7 T 3
va &a mpla a
bBlueskript-LA em H]‘:’); PN B mHI + R: hFN1 BamHI/EcoRI Sacl .
P LA EcoRI P
kompletni F: hFN1 RA EcoRI hFN1 PCR
pBlueskript-LA-RA homologni templat - R: hFN1 RA [EcoRI/HindIIl [Hpa/Ncol |[screen a T3
pro HDR (LA-RA) [HindIII. [promotor

Tabulka ¢. 5.1 Seznam plazmidii pripravenych pro CRISPR/Cas9 systém

Plazmidy, do kterych byly zaklonovany jednotlivé gRNA, vazebné
sekvence pro gRNA a homologni templat jsou: pX330-prazdny, phH1-prazdny, pAVR-
prazdny a pBlueskript-prazdny. Plazmid pX330-prazdny obsahuje humanizovanou verzi
endonukledzy Cas9, U6 promotor, tracer RNA a resistenci na ampicilin. Plazmid phH1
obsahuje promotor H1, tracer RNA a resistenci na kanamycin. Plazmid pAVR-prazdny byl
popsan v kapitole 4.12 a obsahuje rezistenci na blasticidin. Plazmid pBlueskript obsahuje
rezistenci pro ampicilin.

V piipadé¢ gRNA a vazebnych sekvenci pro gRNA je sekvence, kterou je
nutno vlozit do prazdnych plazmidi, obsazena jiz v sekvenci primert. Proto se tyto

primery nechaly sparovat, byly fosforylovany a nasledovala ligace s patficnym prazdnym
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plazmidem, ktery byl naStépen endonukledzou uvedenou v Tabulce ¢. 5.1. V piipadé
plazmidu pX330-5'gRNA,3'gRNA bylo nutno pomoci PCR amplifikovat usek DNA z
plazmidu phHI1-3"gRNA (viz kapitola 4.10.3) a poté nasledovalo Sté€peni restrikénimi
endonukledsami a ligace. Plazmidy pBlueskript-LA a pBlueskript-LA-RA obsahovaly
homologni templat pro HDR opravu. Jednotlivé tiseky pro homologni templat oznacované
jako LA a RA byly ziskané pomoci PCR z genomové DNA HeLa WT bunécné linie (viz
kapitola 4.10.1).

Spravnost vSech ptipravenych plazmidi byla potvrzena pomoci restrikéniho

Stépeni a sekvenacni analyzy (viz kapitola 4.9).
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5.4 Testovani funkénosti gRNA

Poté, co byly pfipraveny vSechny pozadované plazmidy, bylo nutné
otestovat, zdali vybrané gRNA jsou schopny rozpoznavat cilové sekvence a zptsobit vznik
dvojvlaknovych zlomii v DNA (viz kapitola 1.6). K tomuto tcelu jsme se rozhodli vyuzit
PAVR-GFP-RFP reportérovy systém, jehoz mechanizmus je popsan v kapitole 4.12.

HeLa buiikky byly transfekovany pomoci Lipofectaminu LTX raznymi
kombinacemi plazmidi: pX330-5'gRNA,3'gRNA, pAVR-5'B, pAVR-3'B, pX330-
prazdny, pAVR-prazdny. Plazmidy pX330-prazdny, pAVR-prazdny a jejich kombinace
slouzili jako negativni kontroly. Po 48 hodinéch od transfekce byly pofizeny snimky na
fluorescen¢nim mikroskopu pro GFP a RFP signal. Signal pro GFP slouzil ke zjisténi
mnozstvi transfekovanych bun¢k. Signal pro RFP udaval pocet bunék, u kterych doslo k
rekonstituci sekvence pro RFP. Aby mohlo dojit k rekonstituci sekvence pro RFP, muselo
pfedtim dojit ke vzniku DSB a musela probéhnout oprava tohoto zlomu pomoci
mechanizmu HDR. Signal pro RFP tedy byt neptfimo, odpovidd schopnosti gRNA
rozpoznat komplementéarni sekvenci, se kterou ma asociovat a zptsobit tvorbu DSB.

Jak je patrné z Obrazku ¢. 5.4, signal pro GFP je silny ve vSech testovanych
vzorcich. Transfekce HeLa bun€k byla uspésnd. V piipadé, kdy byla testovana 5'gRNA,
1ze pozorovat zna¢ny signal pro RFP (Obrazek ¢. 5.3 A). 5'gRNA je z plazmidu pX330-
5'gRNA,3"gRNA spravné piepisovana a je schopna najit svou komplementarni sekvenci a
zpusobovat DSB. 3'gRNA vykazuje oproti 5'gRNA snizeni signalu pro RFP. 3'gRNA je
bud’ z plazmidu méné transkribovana, ¢i neni schopna tak efektivné asociovat se svoji
komplementarni sekvenci a piisobit DSB. V porovnani signidlu RFP pro 3'gRNA s
negativnimi kotrolami (Obrazek ¢. 5.3 C, D, F) Ize ale stidle pozorovat signifikantni
zvySeni signalu RFP.

Z testovani gRNA je patrné, Ze obé vybrané gRNA jsou schopny nalézt cilovou
sekvenci a pusobit DSB. Efektivita gRNA je ale znacné rozdilna. 5'gRNA se zda byt podle
tohoto testu ucinnéj$i nez 3'gRNA. Pii tvorbé HeLa KO linii se tak bunky budou
selektovat na RFP signal pochazejici z ¢innosti 3"'gRNA. Piedpokladem tohoto kroku je, ze
pokud 3'gRNA byla schopna v buiice zplisobit DSB, stejny proces provedla i 5'gRNA,

kterd ma vyssi G€innost.
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GFP RFP

A
5'-gRNA ’ 3'-9RNA >
5’vazebné misto
plazmidy: pX330-5"'gRNA,3"gRNA
PAVR-5'B
B
5"- gRNA > 3'—gRNA '
3’vazebné misto
plazmidy: pX330-5'gRNA,3'gRNA
pAVR-3'B
C
plazmidy: pX330-prazdny
pAVR-prazdny
D 5°- gRNA > 3"-gRNA >
plazmidy: pX330-5'gRNA,3'gRNA
pAVR-prazdny
E
5’vazebné misto
plazmidy: pX330-prazdny
PAVR-5'B
F

3’vazebné misto

plazmidy: pX330-prazdny
pAVR-3'B

Obrazek €. 5.3 Testovani funkénosti gRNA

(A) Testovani funkénosti 5'gRNA. (B) Testovani funkénosti 3'gRNA. (C-F) Negativni kontroly,
udavaji schopnost plazmidu pAVR-prazdny podstoupit samovolné rekonstituci sekvence pro RFP. Stejné tak
jako kontroluji schopnost Cas9 z plazmidu pX330-prazdny bez gRNA zplsobovat DSB.
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5.5 Selekce bunék prutokovou cytometrii

Selekce HeLa bun¢k probihala na zakladé schopnosti 3’gRNA vytvaret
DSB a tim zpisobit rekonstituci signalu pro RFP v plazmidu pAVR-3'B. Na Obrazku ¢.
5.4 miZeme pozorovat nastaveni pratokového cytometru a parametry, podle kterych byly
bunky selektovany. Pozitivni buitka musela: vykazovat signal pro jednobunécnou suspenzi
bunék, byt negativni na signal pro barvivo Hoechst 33342 a zaroven byt pozitivni na signal

pro RFP a GFP.
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Obrizek ¢. 5.4 Nastaveni prutokového cytometru pfi selekci HeLa bunék pozitivnich na signal RFP

(A) Vyznaceni oblasti, ze které budou sortované HeLa buiiky.

(B) Pii pripravé bunék do suspenze k sortovani, nebyly vSechny bunky resuspendovany do jednobunécné
suspenze. Z tohoto diivodu bylo nutné vyznacit oblast, kde pritokovy cytometr zaznamenava pouze buiiky v
singletnim stavu.

(C) Na ose x se nachazi signal pro GFP (emise 530 nm) a na ose y se nachdzi signal pro barvivo Hoechst
33342 (emise 405 nm). Vyznacena oblast obsahuje bunky se signalem pro GFP a nizkym signalem pro
Hoechst 33342.

(D) Na ose x se opét nachazi signal pro GFP a na ose y je vyobrazen signal pro RFP (emise 585 nm). Buiiky,
které byly sortovany, jsou na tomto obrazku oznaceny zelené a maji signal jak pro GFP tak pro RFP.
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5.6 Identifikace HeLLa KO linii

Ke zjisténi, zdali v bunkach, které byly selektované v ptedchozi kapitole na
signal pro RFP, skutecné doslo k deleci sekvence, kterda méla obsahovat predikovany
transkripéni enhancer, byly provedeny dvé kola selekci pomoci PCR. V prvnim kole
selekce byly pouzity primery zvané PCR screen, tyto primery asociovaly s DNA v tésné
blizkosti deletované¢ sekvence. Oba primery byly navrZzeny v sekvenci homologniho
templatu, ktery byl buitkam poskytnut ke zlepSeni u¢innosti opravy DSB (viz Obrazek ¢.
5.5). U druhé¢ho kola selekce byl forwardovy primer navrzen tak, aby se nachdzel mimo
sekvenci homologniho templatu. Touto selekci bylo mozno zkontrolovat, Ze se homologni
templat neinkorporoval nahodné do genomu HelLa bun¢k, ale skute¢né v mist¢, kde doslo k
DSB. Reverzni primer ziistal stejny jako v prvnim kole selekce (viz Obrazek ¢. 5.6).

Jednotlivé selektované buiiky byly napéstovany do bunécné kultury. Z ni
byla izolovana genomova DNA a byly provedeny selekce pomoci PCR. Ze vSech
selektovanych bunc¢k se nam podatilo ziskat tfi pozitivni klony. U vSech HeLa KO linii
doslo alespon v urcité¢ miie k deleci sekvence pro predikovany transkripni enhancer. Z
druhého kola selekce pomoci PCR je pravdépodobné, ze v HeLa buiikach se nachazeji
celkem Ctyfi alely pro vybranou sekvenci. HeLa KO 1 se jevi jako homozygot. U HeLa
KO 2 doslo pravdépodobné u dvou alel k uplné deleci sekvence a u dvou alel k deleci
castecné. Linie HeLa KO 3 ma jednu alelu deletovanou zcela, dvé alely jevi zndmky
castecnych deleci a jedna alela zfejmé zlstala nedotCena.

Dvéma koly selekce pomoci PCR se nam podaftilo nalézt celkem tii HeLa
KO linie. Linie oznacovana jako HeLa KO 1 je homozygotni. Linie oznacovan¢ jako HeLa
KO 2 a 3 jsou heterozygotni. S témito pfipravenymi liniemi jsme déle testovali alternativni

sestiih exonu EDB genu FN/ a tGrovei transkripce tohoto genu.
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Obrazek €. 5.5 Prvni kolo selekce pomoci PCR p¥i hledani HeLa KO linii

Bunky selektované na RFP signal, byly kultivovany do bunécéné kultury. Z ni byla izolovana gDNA a
provedeno prvni kolo selekce. Na elektroforetogramu miZeme pozorovat nalezené tii pozitivni klony. Jsou
oznacené jako HeLa KO 1, 2 a 3. Genomicka DNA pro vzorek HeLa WT slouzila jako negativni kontrola. U
vzorku oznac¢enému na elektroforetogramu jako voda, nebyla do smési PCR pridana zadna DNA. Tento
vzorek mél tak slouzit jako kontrola kontaminace smési PCR cizorodou DNA. Vpravo je pak schématické
zobrazeni umisténi primerd. LHR znamend levé homologni rameno a PHR je pravé homologni rameno, coz
jsou sekvence obklopujici predikovany transkripcni enhancer. Pfi deleci tohoto predikovaného transkripéniho
enhanceru by produkt PCR mél velikost 452 bp. V opacném piipadé¢ by délka produktu PCR byla 3375 bp.
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Obrizek €. 5.6 Druhé kolo selekce pomoci PCR pii hledani HeLa KO linii

Popis vzorkil nachazejicich se na tomto obrazku je totozny jako v pfipadé Obrazku ¢. 5.5. V tomto kole
selekce byl forwardovy primer navrzen mimo sekvenci LHR. Byla tak ziskana moznost zjistit, zdali nedoslo
k nahodné inkorporaci homologniho templatu do genomu HeLa bunck. Pii deleci predikovaného
transkripéniho enhanceru by produkt PCR mél velikost 1 726 bp. V opaéném piipadé by délka produktu PCR
byla 4 649 bp.
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5.7 Semikvantitativni PCR pro detekci exonu EDB

Poté, co byly pomoci dvoukolové PCR selekce nalezeny HelLa KO linie,
které¢ obsahovaly v urc¢ité mife deleci sekvence pro predikovany transkripéni enhancer,
bylo detekovano mnozstvi alternativniho exonu EDB a mnoZzstvi transkripce genu FNI
pomoci semikvantitativni PCR. Jelikoz programy Regulatory Build a FANTOM 5
identifikovaly nami deletovanou oblast jako predikovany transkripéni enhancer, bylo
ocekavano snizeni transkripce genu FN/.

Pro semikvantitativni PCR byla pouzita cDNA pfipravend z HeLa KO linii,
jako kontrola slouzila HeLa WT linie. Program pro semikvantitativni PCR mél 28 cyklu.
Nasledné¢ 5,0 pl reakéni smési PCR bylo naneseno na agar6zovou elektroforézu. Na
elektroforetogramu (viz Obrazek €. 5.7 B) byl pozorovan rozdil v alternativnim sestfihu
exonu EDB a i v Urovni transkripce genu FN/. Pomoci programu IMAGEJ bylo mnoZstvi
produktii PCR ptevedeno do grafl (viz Obrazek ¢. 5.7 C).

Oproti nasemu ocekavani transkripce genu FN/ u homozygotni linie HeLa
KO 1 rostla a u heterozygotnich linii HeLa KO 2 a 3 ztistala stejnd. Sekvence predikovana
jako transkripéni enhancer, nebyl transkripéni enhancer, ale traskripéni represor.
Alternativni sestfih exonu EDB byl v HeLa KO liniich taktéZ pozménén. Po normalizaci
exonu EDB na konstitutivni exon 38, bylo pozorovano, ze ve vSech HeLLa KO liniich doslo

ke snizeni zahrnuti exonu EDB do vysledné mRNA (viz obrazek ¢. 5.7 D).
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A zahrnuti exonu EDB vynechani exonu EDB exon 38
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Obrazek €. 5.7 Semikavntitativni PCR pro detekei alternativniho exonu EDB

(A) Schématické zobrazeni umisténi primerti na exonech genu FN/ pro detekci miry zahrnuti ¢i vynechani
exonu EDB ve vysledné mRNA a pro detekci mnozstvi konstitutivniho exonu 38. Pod exony s vyznacenymi
primery se nachazi predpokladané velikosti produktti PCR. (B) Elektroforetogram produktti semikvantitativni
PCR, po 28 cyklech. Jako templat byla pouzita cDNA pfipravend z HeLa KO linii a HeLa WT linie.
(C)Mnozstvi produkti PCR z elektroforetogramu bylo zméteno pomoci programu IMAGEJ a ptevedeno do
grafu. (D)Elektroforetogram detekujici exon 38 ukazuje mnozstvi mRNA pro gen FNI. Vztazenim zahrnuti
exonu EDB na exon 38, dostavamé relativni mnozstvi exonu EDB. Muzeme tak porovnavat HeLa KO linie
mezi sebou a vaci WT. Jak je patrné z grafu v sekci D, mnozstvi exonu EDB v HeLa KO liniich klesa. To
naznacuje, ze byl skute¢né zménén alternativni sesttih.
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5.8 Relativni transkripce genu FN1

Vysledky ze semikvantitativni PCR ukézaly, ze predikovany transkripcni
enhancer, byl ve skute¢nosti transkripcni represor. Abychom potvrdili tento vysledek, byly
stejné data naméteny pomoci RT-qPCR.

Transkripce genu FNI byla detekovdna pomoci konstitutivniho exonu 38.
Jako referen¢ni gen byl pouzit gen GAPDH. Transkripce genu FNI HeLa KO linii byla
vztazena na uroven transkripce v HeLa WT linii. Bylo provedeno celkem osm nezavislych
experimentli. Ve vS§ech HeLa KO liniich transkripce genu FNI signifikantné rostla (viz

Obrazek €. 5.8). Predikovany transkripéni enhancer byl tedy ve skutecnosti transkripéni

represor.

Relativni transkripce genu FN1
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Obrazek ¢. 5.8 HeLa KO linie vykazuji vyssi transkripci genu FNI

Data z RT-qPCR pro osm nezavislych experimentll byla normalizovana k hodnotam ziskanym pro
HeLa WT linii. Na obrazku jsou zobrazeny prumérné hodnoty transkripce spole¢né s odchylkami od stfedni
hodnoty priméru (SEM). Ve vSech pfipadech mezi HelLa KO liniemi a HeLa WT linii dochazi ke
signifikantnimu zvySeni trankripce genu FNI. Signifikance byla vypoctena pouzitim t-testu pfi porovnavani

transkripce mezi HeLa KO liniemi a HeLa WT linii, * p< 0,05; ** p< 0,071; *** p< 0,001.
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5.9 Alternativni sestfih exonu EDB u HeLa KO linii

Experimenty ze semikvantitativni PCR ukézaly, Ze po odstranéni
transkripéniho represoru doslo ke snizeni zahrnuti alternativniho exonu EDB do vysledné
mRNA pro FNI.

Mira zahrnuti exonu EDB do mRNA byla méfena pomoci RT-qPCR. Bylo
provedeno celkem osm nezavislych experimentti. MnoZzstvi exonu EDB bylo nejprve
vztazeno na mnozstvi exonu 38 v ramci jedné KO linie a posléze bylo toto mnozstvi
porovnano s hodnotami pro HeLa WT linii.

Ve vsech pfipravenych HelLa KO liniich bylo oproti HelLa WT linii

mnozstvi alternativniho exonu EDB ve vysledné mRNA vyrazné snizené.
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Obrazek €. 5.9 Alternativni sestfih exonu EDB u HeLa KO linii

Data z RT-qPCR pro HeLa KO linie z osmi nezavislych experimentli byla normalizovana k hodnotam
ziskanym pro HeLa WT linii. Na obrazku jsou zobrazeny pramérné hodnoty zahrnuti exonu EDB spole¢né s
SEM. Ve vsSech piipadech mezi HeLa KO liniemi a HeLa WT linii dochazi ke signifikantnimu snizeni
zahrnuti exonu EDB do vysledné mRNA genu FNI. Signifikance byla vypoctena pouzitim t-testu pii

porovnavani miry zahrnuti exonu EDB mezi HeLa KO liniemi a HeLa WT linii, * p< 0,05; ** p< 0,01; ***

p< 0,001.
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6. DISKUZE

Alternativni sestfih je jednim ze zdkladnich procest, ktery v lidskych bunkach
zajistuje proteinovou komplexitu. Regulace tohoto procesu ma mnoho urovni. V nasi
laboratoii bylo ukazano, ze jednim typem regulace mize byt sekvence promotoru. Rtizné
faktory asociujici s promotorem mohou ovliviiovat alternativni sestfih skrz chromatinové
modifikace (Duskova et al., 2014). Dalsi studie naznacila, Ze transkripéni enhancer SV40
muze meénit alternativni sestifih exonu EDA skrz rozdilnou rychlost elongace RNA pol 11
(Kadener et al., 2002) (viz kapitola 1.4.4).

Ob¢ studie navrhly, Ze regulacni elementy DNA at’ uz v podobé promotoru ¢i
transkripéniho enhanceru, maji schopnost regulovat alternativni sestfih. Tyto studie vSak
byly provadény na reportérovych minigenech. Otazkou tedy zlistava, zda obdobny zptisob
regulace existuje 1 v endogennich podminkach a jestli sekvence, které¢ primarné regulu;ji
transkripci genu, mohou ovliviiovat i pre-mRNA sestiih. Z tohoto divodu jsme se rozhodli
deletovat transkripéni enhancer pro gen FNI v HeLa buinkach. K deleci byl pouzit
CRISPR/Cas9 systém.

Jelikoz pro gen FNI nebyl potvrzen zadny specificky transkripéni enhancer, bylo
nutné jej predikovat pomoci programti The Ensembel Regulatory Build a FANTOM 5 (viz
kapitola 4.14). Oba programy identifikovaly v oblasti okolo 23,5 kbp pted TSS pro gen
FNI regulacni oblast, kterou oznacily za pravdépodobny transkripéni enhancer (viz
kapitola 5.1) (The FANTOM Consortium and the RIKEN PMI and CLST (DGT), 2014);
Zerbino et al., 2015). Predikce byla zalozena na vyskytu specifickych chromatinovych
modifikaci a na senzitivit¢ k DNase I v 18 riznych bunéénych liniich, jejichz data byla
volné pfistupnd v online databazich. Vysledek predikce je tedy primérem dat z téchto
bunéénych linii. Jednotlivé bunécéné linie se mezi sebou mohou znacné liSit a stejna
regulacni oblast, miize v rozdilnych bunécnych liniich zastavat i zcela odlisSné funkce.
RozliSeni mezi transkripénim enhancerem a represorem je pfi predikci velmi obtizné. V
nékterych pfipadech je totiz i transkripcni aktivator po asociaci s vhodnymi kofaktory
schopen fungovat jako represor (Perissi et al., 2004).

Proto jsme pomoci qPCR méfili transkripcni aktivitu genu FN1 (viz kapitola 5.8)
po deleci sekvence tohoto predikovaného transkripéniho enhanceru v HeLa bunééné linii.

Ve vsech pfipravenych HeLa KO liniich transkripce genu FNI signifikantné vzrostla.

68



Tento vysledek ukazuje, Ze predikovany regulacni element funguje v HeLa bunééné linii
jako transkrip¢ni represor.

Transkripcni uroven genu FNI se mezi jednotlivymi liniemi HeLa KO zna¢né lisi.
U bunécné linie HeLLa KO 1 roste transkripce vice nez stokrat (106,7krat), u HeLa KO 2
byl zaznamenan pfiblizné trojnasobny nartst (2,9krat) a u HeLa KO 3 vzrostla transkripce
7,7krat (viz kapitola 5.8). Uroveii transkripce genu FNI ukazuje jak silng transkripéni
represor na gen FNI pusobi, v souladu s tim, ze jsme z linie HeLa KO 1 odstranili v§echny
alely transkripéniho represoru, byl nejvyssi nartist transkripce zaznamenan u této linie. U
heterozygotnich bunécnych linii HeLa KO 2 a 3 doSlo u nékterych alel jen k ¢aste¢nému
odstranéni represoru. To mize byt zplisobeno tim, Ze u téchto alel nedoslo k HDR, ale
k NHEJ a jen k ¢astecnému odstranéni represorové sekvence, ¢imz si tyto alely mohly
¢astecné zachovat schopnost reprimovat transkripci genu FN/.

Naproti tomu pii zahrnuti alternativniho exonu EDB do vysledné mRNA, nebyl
mezi pfipravenymi HeLa KO liniemi velky rozdil. Ve vSech ptipravenych HeLa KO liniich
byla troven zahrnuti alternativniho exonu EDB nizsi nez u HeLLa WT linie. Tento trend byl
pozorovan jak pti pouziti semi-qPCR tak i qPCR (viz kapitoly 5.7 a 5.9). Jak je tedy
mozné, ze HeLa KO linie, maji podobny alternativni sestfih, i kdyZ u nich byla
zaznamenana rozdilnd uroven transkripce? Jednim z moznych vysvétleni je, ze alely genu
FN1, u nichz byl deletovan transkripéni represor, se stavaji transkripcné aktivnéjsi a tvoii
veétsinu mRNA genu FNI. Po deleci represoru je ovlivnén alternativni sestfih exonu EDB
(napf. rychlosti elongace RNA pol II ¢i chromatinovymi modifikacemi) a jelikoZz alely, u
nichz byl tento represor deletovan, tvoii vétSinu mRNA, byl u vSech HeLa KO linii
pozorovan podobny efekt na alternativni sestiih.

Nase data naznacuji, ze distalni regulacni elementy DNA, v tomto pfipadé
transkripéni represor, mohou ovliviiovat alternativni sestiith. V pfedchozich studiich bylo
ukdzano, Ze slozeni proteinl asociujicich s promotorem je schopno ovlivnit alternativni
sestiih (Hnilicova et al., 2013). DalSim zndmym poznatkem je, Ze typ promotoru je taktéz
odpovédny za vysledek alternativniho sestfihu (Kornblihtt, 2005). Distalni regulacni
elementy DNA jsou cis elementy, jejichZz spoleCnym rysem je schopnost tvofit lasovité
struktury DNA (tzv. DNA looping) a dostavat se tak do tésné blizkosti promotort a TSS
danych gent (Vilar and Saiz, 2005). Komplex proteini, ktery stémito sekvencemi
asociuje, tak miize ménit vlastnosti promotoru a tim ovlivilovat alternativni sestiih

nezavisle na Grovni transkripce.
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Vyssi acetylace histonti v oblastech alternativnich exond mé za nasledek lokalni
zvySeni rychlosti elongace RNA pol II, ¢imz je ovlivnén alternativni sestfih téchto exonli
(Hnilicova et al., 2011). Uroven transkripce nema piimou spojitost s alternativnim
sestifihem, protoZe je zavisla na poctu aktivnich RNA pol II, nikoliv vSak na jejich rychlosti
elongace. Se sekvenci transkripénich represorii je schopno asociovat zna¢né mnoZzstvi
proteinti, mezi nimi i napfiklad chromatin modifikujici enzymy (Ogbourne and Antalis,
1998; Seager et al., 2001), které po asociaci komplexu transkripcniho represoru s oblasti
promotoru mohou zpusobit zménu chromatinovych modifikaci v genu a tim zménu
alternativniho sestfihu. Po deleci transkripniho represoru bude chromatin modifikovan
jinym zpisobem a dojde ke zméné alternativniho sestiihu.

Z dat uvedenych v této praci vyplyva, Ze alternativni sestiih je velmi komplexni
proces a jeho regulace ma mnoho urovni a podob. V této praci jsme ukazali, ze dalSim
regulatorem alternativniho sestfihu mohou byt i distalni regulacni elementy, které byly

doposud povazovany pouze za regulatory transkripce.
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7. ZAVER

V ptedkladané diplomové praci byla predikovana sekvence pro transkripéni
enhancer fibronektinového genu. Pomoci CRISPR/Cas9 systému byla tato sekvence
odstranéna v HeLa bunécnych liniich. Byla pfipravena jedna homozygotni HeLa KO
bunééna linie a dvé heterozygotni HeLLa KO bunééné linie.

Vysledky qPCR ukazaly, ze ve vSech HeLa KO liniich je transkripce signifikantné
zvysena. Predikovana oblast nebyla tedy transkripénim enhancerem, ale transkripnim
represorem.

Ve vSech HeLa KO liniich bylo pomoci qPCR ukazano, Ze alternativni exon EDB
je oproti HeLa WT liniim castéji vynechavan z vysledné mRNA. Transkripéni represor,
ktery se nachazi 23,5 kpb proti sméru transkripce od TSS fibronektinového genu, je
schopen ovlivnit alternativni sestiih exonu EDB.

Tyto vysledky ukazuji, ze vzdalené transkripéni regulacni elementy mohou mit vliv

na alternativni sestiih.
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