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Anotace

Procesem genové exprese je genetickd informace prevddéna na konkrétni funkéni jednotky
bunék. Genova exprese probihd na nékolika tirovnich, mezi které patii transkripce DNA,
posttranskripéni tupravy primdrniho transkriptu, transport zjadra do cytoplazmy,
v pfipadé strukturnich gent ddle translace mRNA, nasledné posttranslacni upravy
proteinti a jejich lokalizace v burice. V této stfedoskolské odborné praci se zabyvam jednou
z posttranskripénich modifikaci pre-mRNA, sestfihem. Bezchybny pribéh procesu
sestfihu je nezbytny pro spravné fungovani Zivého organizmu. Genové mutace, které
narusi sestfih, casto vedou ke vzniku dédiénych onemocnéni. Mezi takovéto dédi¢né
choroby patfi napriklad i Wiskott-Aldrich Syndrome, jehoz konkrétni jednou mutaci,
popsanou v odborném ¢lanku, se nasledné v praci vénuji. Cilem byla analyza vlivu této
mutace na funkci sestfihu mutovaného genu. Pfipravené minigeny, jeden obsahujici inzert
ve varianté divokého typu a druhy v mutantni varianté, byly transfekovany do vice druhti
nadorovych bunécénych linii, z kterych byla nasledné izolovana RNA. Poté byla provedena
reverzni transkripce (RT), pfi které se molekula RNA piepsala do malého mnoZstvi
jednoretézcové DNA, ze které bylo nasledné pomoci PCR syntetizovdno vétsi mnozZstvi
cDNA. Pfi kontrole vysledkli elektroforézou bylo bohuZel zjisténo, Ze zkoumany exon
nebyl do minigenové mRNA vibec zaclefiovdn, ani ve varianté divokého typu, ani v
mutantni varianté. Metodami, které byly pro pokus zvoleny, se tedy nepovedlo vliv

mutace na sestfih analyzovat.

Klicova slova: DNA, posttranskripéni modifikace, sestfih, genova mutace, regulacni

elementy, WAS



Annotation

During the process of gene expression the genetic information is transformed into specific
active cellular units. Gene expression process occurs on various different levels such as
DNA transcription, posttranscriptional modifications , transportation of RNA from the
nucleus to cytoplasm, and in the case of structural genes also translation of mRNA into
proteins, followed by their posttranslation modification and their final localization in the
cell. In this project the focus lies mainly on one of the pre-mRNA posttranscriptional
modification steps — splicing. Flawless process of splicing is fundamental for proper
function of all living organisms. Virtually any gene mutation can violate the process of
splicing which most often results in development of inherited diseases. One of these
diseases is Wiskott-Aldrich Syndrome. I have chosen to focus my project on one specific
mutation described to lead to the development of this disease on a patient and shown to
aberrantly influence the splicing of WASP gene. The aim of this work was to analyze the
mechanisms by which this mutation influences the splicing of the WASP gene. For the
analysis, I have chosen a method called splicing minigene assay. Prepared minigenes in
the wild type and mutant variant were transfected into several various types of tumor cell
lines. Later, RNA was isolated from the transfected cell lines. In the next step a reverse
transcription was done during which the RNA molecule was transcribed into a small
amount of single strand cDNA. This cDNA was used for a synthesis of plentitude of its
amplicons using PCR method. Unfortunately, inspection of the results (visualised by gel
electrophoresis) revealed that the examined exon was entirely spliced out from the
mRNA, in every tested variant of the minigene (including both wild type and mutant
variants). In conclusion, using the chosen methods the influence of mutation on the

process of splicing could not have been examined properly.

Keywords: DNA, posttranscriptional modifications, splicing, gene mutation, regulation

elements, WAS
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Uvod

Uvod

Bezchybny pribéh sestfihu pre-mRNA je velmi podstatny pro spravné fungovani Zivého
organizmu. Jedna se o jednu z posttranskripénich tprav, v pribéhu které dochdazi k
vystfizeni nekodujicich oblasti gent (introntl) a naslednému spojeni kodujicich oblasti
(exont1). Genové mutace, které néjakym zptisobem sestfih narusi, mohou vést ke vzniku

dédi¢nych onemocnéni.

Jednou z dédi¢nych nemoci zapfi¢inénou pravé genovymi mutacemi je i Wiskott-Aldrich
Syndrom, jehoz jednou konkrétni mutaci se ve své praci zabyvam. Cilem mé prace byla

analyza vlivu této mutace na sestfih pre-mRNA.

V prvni kapitole je kratce predstaven obor, do kterého zkoumani genti a jejich sestfihu
spada. Druha kapitola je zaméfend na Wiskott-Aldrich Syndrom, jeho zdkladni projevy a
priciny. Ve treti kapitole se pak vénuji genové expresi a v navazujici kapitole je popsan jiz
samotny sestfih a jeho mozné aberace . V druhé poloviné prace jsou shrnuty pouzité
experimentalni metody. Na samém konci prace jsou uvedeny vysledky experimentu a

kratké shrnuti celého pokusu v zavéru.



Kapitola 1: Genetika

Kapitola 1: Genetika

Genetika je véda, kterd se zabyva dédicnosti a promeénlivosti zivych soustav. Sleduje
rozdilnost a prenos dédi¢nych znakii mezi rodici a potomky a mezi potomky navzajem. [1,

2]

1.1 Historie genetiky

Za zakladatele tohoto védniho oboru je povaZovan augustinidnsky mnich z brnénského
klastera Johann Gregor Mendel (1822 — 1884). Zabyval se hybridiza¢nimi pokusy na
rostlindch. Pro své pokusy si vybral hrach, u kterého béhem kfiZzeni pozoroval 7 dédi¢nych
znakt. Témito pokusy dal vzniknout zdkladiim klasické genetiky. Ve své dobé se vsak

nesetkal s pfiliS velkym ohlasem a tak byla jeho prace na uréitou dobu zcela zapomenuta.

Ke znovuobjeveni jeho vysledkti doslo az na zacatku 20. stoleti, kdy byla znovu prokdzana
Mendelova zjisténi jako pravdiva. V souvislosti s timto znovuobjevenim se v literatufe
setkame prevazné se jmény Hugo de Vriese, Erich Tschermak von Seysenegg a Carl

Correns. [3]
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Kapitola 2: Wiskott-Aldrich Syndrom

Kapitola 2: Wiskott-Aldrich Syndrom

Wiskott-Aldrich Syndrom (WAS) se fadi mezi jednu z chorob, zptsobujici primarni
imunodeficience' (PID = primary immunodeficiency disease). Imunodeficience je stav, kdy
imunitni systém nefunguje zcela spravné. Wiskott-Aldrich Syndrom je definovan jako
vzacna dédi¢na nemoc zplisobena mutacemi v genu WASP. ProtoZe se tento gen nachazi

na chromozomu X, je toto onemocnéni vdzané na pohlavi s vyskytem pfevazné u chlapcti.

[4]

V soucasné dobé se fadi jiz mezi ,dobfe definované poruchy imunity”. Od ostatnich
poruch, fadicich se do této kategorie se 1isi, a proto miiZeme fict, Ze se jednd o zcela

jedine¢nou poruchu funkce imunitniho systému.

2.1 Historie

Prvni zdznamy o této chorobé pochdazi z roku 1937, kdy némecky pediatr Alfred Wiskott
popsal pfipad tii bratrd, u kterych se kratce po narozeni objevily problémy s ekzémem,
fidkou stolici s obsahem krve, opakujicimi se u$nimi infekcemi a trombocytopenii’.
Vsichni chlapci zemfeli jesté pred dovrSenim dvou let na stfevni krvaceni a sepsi. U jejich

Ctyf sester se pfitom nevyskytovaly zadné pfiznaky této choroby. [4,5,6]

O sedmndct let pozdé&ji, v roce 1954, popsal R. A. Aldrich Sest generaci jedné rodiny, kde
zemielo na podobné pfiznaky (jako u Wiskottova pfipadu) 16/40 muzt, Zena zadna.
Pfiznaky u rGznych pacientd byly vSak odliSné a raznorodé, takZe nebylo zcela

jednoduché zjistit pfi¢inu této nemoci. [4]

1 PID - vrozené dysfunkce imunitniho systému
2 Trombocytopenie — sniZzené mnozstvi trombocytt (krevnich desticek); diisledkem jsou riizna podkozni
krvaceni

-11 -



Kapitola 2: Wiskott-Aldrich Syndrom

2.2 Gen WASP

Gen WASP byl v roce 1994 identifikovan jako gen zodpovédny za WAS. Jednd se o gen,
ktery je slozeny z 12ti exonti celkové ¢itajicich 1823 bp, které koduji 502 aminokyselin.
Vysledny protein je dulezity pro funkci hematopoetickych® bunék. Gen se nachdzi na X

chromozomu, coz je pficina projevu onemocnéni prevazné u chlapcti. [4]

2.3 Mutace WASP genu

V genu WASP bylo doposud zaznamendano na 300 riiznych mutaci. Mutace se vyskytuji na
raznych mistech v celém genu, nejcastéji vSak v prvnich ¢tyfech exonech nebo v 7. a nebo
10. exonu. Jednotlivé mutace mohou mit své specifické projevy, ve vétsiné piipadh se vSak

jako jedny z prvnich projevi viibec objevuji ekzémy. [6]

2.4 Pfiznaky

Ekzém, jeden z prvnich projeviit WAS (viz vyse), ktery se vyskytuje az u 80% pacientd, se
objevuje velmi brzy po narozeni . Ekzém se lisi podle zavaznosti poruchy genu. Nékdy se

da alespon ¢astecné 1é¢it jako bézné ekzémy.

Dale pak abnormdlni chovani imunitniho systému (poruchy imunitniho systému) —
chovéni B i T lymfocytti je zménéné®. Vyskytuje se u 40-70% pacientti. VétSinou se objevuiji
jesté pred dovrSenim druhého roku Zivota. Postizeni jedinci maji zpocatku obvykle
normalni pocet lymfocytd, pozdéji se vSak objevuje lymfopenie® a dochéazi ke ztraté T-
lymfocyti. V téle se tak nevyskytuje dostatecné mnozstvi protilatek pro nékteré z

antigent. U 10-20% pacientt se objevila i maligni onemocnéni jako leukémie a lymfom®.

Buriky, ze kterych v procesu krvetvorby vznikaji krevni desticky a cervené i bilé krvinky
Lymfocyty — bilé krvinky fadici se do skupiny imunitnich bunék

Lymfopenie — sniZeny pocet lymfocytt v krvi; snizuje se odolnost proti infekénim nemocim
Leukémie a lymfom — nddorova onemocnéni

N U1 =~ W
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Kapitola 2: Wiskott-Aldrich Syndrom

Mezi nejcastéji se vyskytujici komplikace patti také hemolytickd anémie’, neutropenie® a

trombocytopenie. MtiZe se objevit také naptiklad artritida’ nebo nefritida®.

Pacienti trpici WAS se ukdzali jako velmi nachylni k velkému spektru patogenti''. Mezi

nejcastéji se vyskytujici se fadi herpes viry a bakterie — pneumokoky:. [4,5,6]

2.5 Zhu a kol. - mutace ¢.1001_1002insT

Ve své praci se zabyvam jednou konkrétni mutaci genu WASP, popsanou v ¢lanku od Zhu
a kol. (r. 1997). Pojmenovéani mutace vychazi z transkriptu: ESTN00000376701. Jedna se o
mutaci v exonu 10. V. misté c.1001_1002 se nachézi inzerce jedné baze T. Tato mutace
pravdépodobné poskozuje regulacni elementy sestfihu, protoze jejim dusledkem je vznik
aberantné (tedy chybné) sestfizené mRNA. Tato inzerce T vsak byla detekovana pouze u
25% vSech transkriptt mRNA daného pacienta. U 50% transkripth doslo k vyuZziti
kryptického mista sestfihu, coz zptsobilo deleci prvnich 52 aminokyselin exonu 10.

Poslednich 25% transkripti exon 10 vystfihlo cely. [4]

7 Hemolytickd anémie — souhrn nemoci, které zptisobuji zvySenou hemolyzu (rozpad ervenych krvinek)
8 Neutropenie — nedostatek jednoho druhu bilych krvinek (neutrofilti)

9 Artritida - zanétlivé onemocnéni kloubti

10 Nefritida — zanét ledvin

11 Patogeny — biologicky faktor zptisobujici onemocnéni hostitele
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Kapitola 3: Genova exprese

U vSech Zivych organismu jsou funkce bunék urceny zejména pomoci molekul bilkovin.
Rtizné typy bilkovin rozlisuji rizné typy bun€k. Samotné bilkoviny, neboli proteiny, jsou
uréeny tzv. strukturnimi geny, jejichz sekvence DNA kdduje poradi konkrétnich

aminokyselin v proteinu.

Genova exprese je proces, kterym je genetickd informace ménéna na konkrétni funkéni
bunécné struktury. Proces je sloZity a probiha na vice irovnich. Zahrnuje transkripci DNA,
posttranskripéni upravy pre-mRNAY, transport transkriptu z jddra do cytoplazmy a

v ptipadé strukturnich genti také translaci mRNA do struktury proteint.

Tento proces samoziejmé neni a nemiize byt bezchybny. Na vSech trovnich miize byt
ovliviiovan mutacemi genti. Mutace v kddujicich oblastech (oblasti obsahujici informace o
konkrétnich sekvencich aminokyselin), ale i nekodujicich regula¢nich oblastech genu
mohou vést k dédicnym chorobam. JelikoZ se ve své praci zabyvam pfevazné sestfihem,
budu se nadale vénovat pravé jemu. Sestfih je jedna z nejdileZitéjSich casti
posttranskripcénich tprav primérnich transkriptti a je dulezité, aby probihal rychle a
bezchybné, jelikoZ jen nepatrna chyba muZe vést k posunu cteciho ramce a vzniku

néjakého zavazného onemocnéni.

12 pre-mRNA - jeden z produktii vznikajici transkripci, ktery nasledné podléha posttranskripénim
Upravam
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Kapitola 4: Sesttih

Béhem transkripce strukturnich genti dochdzi k prepisu genetické informace do
primarniho transkriptu, ktery je sloZzen z exont a intronti a tvofi pre-mRNA. Exony jsou
¢asti genu, které nesou genetickou informaci o primdarni struktufe bilkovin. Naopak
introny jsou oblasti pre-mRNA, které tuto genetickou informaci nenesou, nadale se

neprekladaji do proteinu a v procesu sestfihu jsou z primarniho transkriptu vystfizeny [7].

4.1 Sestrih RNA

Jedna se o vystfizeni intront a nasledné spojeni kddujicich oblasti, tedy exonu. Pro to, aby
sestfih viibec zapocal, je nutné, aby mél intron konkrétni sekvenci, kvili rozliseni intronti
a exont sestfihovym aparatem. Jedna se o tzv. pravidlo GU-AG, které fik4, Zze ,na 5" konci
intronu v RNA se nachazi dinukleotid GU a na 3" konci dinukleotid AG.” [7] Podle toho se
pak nazyvaji mista sestfihu — spojeni mezi 3’- koncem exonu a 5’- koncem intronu se
nazyva 5'misto sestfihu (také donorové) a spojeni mezi 5- koncem exonu a 3’- koncem
intronu se nazyvd 3'misto sestfihu (také akceptorové). Kazdé z téchto mist je
charakteristické urcitou sekvenci (delsi nezZ pouhymi dinukleotidy), kterou jsou schopny

rozpoznat tzv. ¢astice Ul pro 5'- misto sestfihu a U5 pro 3’- misto sestfihu. [8]

Dale se v intronech a exonech nachdzeji sekvence, které zesiluji nebo naopak zeslabuji
sestfih v prilehlych mistech sestfihu, pomoci regulacnich proteinti, které se na né vazou.
Obecné se nazyvaji regulacni elementy sestfihu. RozliSujeme tyto typy: ESE (exonic
splicing enhancers = exonové zesilovace), ESS (exonic splicing silencers = exonoveé
zeslabovace), a ISE (intronic splicing enhancers = intronové zesilovace) a ISS (intronic
splicing silencers = intronové zeslabovace), které se nachdzeji v intronech. [9] DulezZité je, Ze
nékteré mutace téchto sekvenci mohou zpusobovat vznik patogennich mutaci. Zesilovace i

zeslabovace se uplatnuji jak pfi normalnim, tak pfi alternativnim sestfihu. Ve vétSiné
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pripadd maji shodnou sekvenci. [8]

4.2 Alternativni sestiih

Alternativni sestfih znamena, Ze z jedné molekuly RNA vznikaji rizné izoformy proteinu.
Déje se tomu tak, ze se do RNA zaclenuji jen nékteré exony z celkového poctu exonti, které
obsahuji konkrétni gen. Proto nutné neznamena, Ze jeden gen koduje pouze jeden protein,

ale mtize kddovat hned nékolik jeho izoforem [10].

4.3 Mutace ovliviiujici sestfih

4.3.1 Mutace poskozujici mista sestfihu

Nejcastéji vznikaji v dinukleotidech GU na 5" misté sestfihu nebo v dinukleotidech AG na
3" misté sestfihu. Neni vSak vyjimkou, Ze se mutace objevuji i v sekvencich, které tyto
dinukleotidy obklopuji. Casto zpiisobuji, Ze jsou mista sestfihu vynechana (nejsou
rozpozndna sestfihovym apardtem), a tak dochdzi k tplnému vynechani exonu. Dalsi
variantou, ke které tyto mutace vedou, je retence intronu®”, mRNA je sestfizena tak, ze v ni

zlistava intron. V neposledni fadé muize také dojit k aktivaci tzv. kryptickych mist sestfihu.

Kryptickd mista sestfihu jsou mista sestfihu, ktera nejsou za normalnich okolnosti
sestfihovym aparatem vyuzivdna. KdyZ vsak dojde k oslabeni ptivodniho mista sestiihu
mutaci, mtze dojit k tomu, Ze se stane kryptické misto silngjsi a pak je vyuZivano pfi

sestfihu misto pavodniho [11].

4.3.2 Mutace posilujici krypticka mista sestfihu

Mutace miize zpusobit silnéjsi kontext kryptického mista sestfihu v mRNA, neZ jaky ma

puivodni misto sestfihu. V takovém ptipadé je velka pravdépodobnost, ze se v pribéhu

13 Retence intronu neboli zaclenéni intronu. Béhem sestiihu se nevystfihnou kvili mutaci nékteré sekvence
intronti a zafadi se tak mezi exony.
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sestfihu vyuZzije praveé kryptické misto. [11]

realny exon

(A) CTCAGGCTGAA...CCCTTTTCAGGGACT

kryptické misto sestfihu

aberantni exon

(B) CTCAGGCTGAA...CCCTTTTCAAGGACT

aberantni exon

(C) TTTAGGCTGAA...CCCTTTTCAGGGACT

Obrdzek 1: Obrdzek zndzoriiuje mutace kviili kterym se vyuzZivd kryptické misto sestiihu. (A)
Sekvence, ve které se mutace nevyskytuje a pro sesttih se vyuzivd normadlni misto sestiihu. (B)
Mutace v misté sestiihu. Dochdzi k Cdastecné retenci intronu a tedy ke vzniku aberantniho
(chybného) exonu. (C) Mutace posilujici kryptické misto, diisledek stejny jako v predchozim
pfipadé. (Zdroj: vlastni)

4.3.3 Mutace poskozujici regulacni elementy sestfihu

Mutacemi v sestfihovych regulacnich elementech mtize dojit k naruseni jejich interakce s
proteiny, které se na né vazou, pfipadné i k posileni této interakce nebo ke vzniku
interakce s jinym, v tomto kontextu nepatficnym regula¢nim proteinem. Vsechny tyto
zmény mohou mit vyrazny dopad na regulaci sestfihu. Mezi nasledky téchto mutaci patfi
vynechani exonu, retence intronu, aktivace kryptickych mist sestfihu & retence pseudo'™

exonu v mRNA.

14 Pseudoexon je aberantni exon, jeZ vznika po genové mutaci z vnitini ¢asti ptivodné intronové sekvence.
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Kapitola 4: Sestfih

4.3.4 Mutace tvorici de novo mista sestrihu

De novo mista sestfihu vzniknou mutaci v intronu nebo v exonu genu. Jedna se o nové
vznikld mista se sekvenci napodobujici autenticka mista sestfihu, a proto mezi nimi dojde

ke kompetici o vyuziti sestfihovym aparatem [11].

exon

(A) CCACCTTGA...TGTAGGACT

misto sestfihu

exon

(B) CCAGCTTGA...TGTAGGACT

de novo misto sestfihu

(C) CCACCTAGA...TGTAGGACT

de novo misto sestiihu

Obrazek 2: (A) Normidlni sekvence. (B, C) Mutace zpiisobujici zaménu bize C za G/ T za A
— de novo misto sesttihu. (Zdroj: vlastni)

V nékterych ptipadech je mozné, Ze se objevi i vice efekttl zaroven.
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Mormalni sestiih

Retence intronu (A)

Vynechani exonu (A)

: Aktivace kryptického mista sesffihu (B)

v intronu e Rae il s

Obrdzek 3: Diisledky sestfihovych mutact; Na pronim obrdazku je zndzornén spravny sestiih pre-
mRNA probihajici bez mutace; (A) Mutace v mistech sestiihu zpiisobuji retenci intronu neboli
zachovdni intronovyjch sekvenci, nebo vynechdni exonu; (B) Sekvence podobné sesttihovym mistiim
(potencidlni kryptickd mista sestiihu) se mohou nachdzet v intronech i exonech a v diisledku
mutace mohou byt vyuZity béhem sestiihu namisto piivodnich. (Zdroj: Strachan a Read, 1999;
upravené)
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Kapitola 5: Metodika

5.1 Klonovani

5.1.1 Polymerazova fetézova reakce inzertu

Polymerdzova fetézova reakce, neboli PCR (z anglického polymerase chain reaction) je
enzymatickd amplifikace DNA. Je zaloZena na principu replikace nukleovych kyselin.
Jedna se o in vitro syntézu mnoha kopii nami zvolené sekvence DNA (vymezené pomoci
primerd”) v reakci s cyklickym stifdanim teplot. Cel4d reakce je katalyzovdna DNA

polymerazou. [12]

5 C
(}.-,.ﬂ,n,‘._M.ﬂ.ﬂ.ff:”.“u“f” " l-""%

':=—|I|_|I!—I_=:_I|_|I|_|I|—I_|—i|_|l

E=cIES Ry | D) * ,

Obrdzek 4: Na obrizku je zndzornén proces PCR. (A) Nejdiive probéhne za teploty priblizné 95°C
denaturace DNA — prerusi se vodikové vazby a vldkna se od sebe oddéli. (B) P¥i niZsi teploté
(obvykle mezi 50 a 72 °C) nasednou primery na komplementdrni bdze, aby ohranicily poZadovanou
sekvenci pro replikaci. (C) Ndsledné DNA polymerdza zapocne p¥i teploté 72 °C replikaci a navize
na kazde vlakno volné komplementdirni nukleotidy . Vzniknou tak dvé molekuly DNA z kazdého
komplementdrniho vldkna. (D) Proces se opakuje v nékolika cyklech (v nasem pfipadé mezi 36 a
40), abychom ziskali dostatené mmnozstvi DNA. (Zdroj: openwetware.org, upravené) (Zdroj:
http:/lopenwetware.org/images/5/52/BME103_Group9_Taq_Polymerase.gif)

15 Primer —jedna se o kratky retézec nukleovych kyselin, dlouhy nékolik bazi a slouZzi jako pocatek pro
replikaci DNA ¢i RNA
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Chemikalie MnoZstvi do jedné reakce

Sterilni voda (H,O) 8,8 ul
Pufr pro polymerdzu Platinum Pfx 1,25 ul
MgSO; (25 mM) 0,5 ul
dNTP 0,375 pul
Specifické primery a0,5ul
DNA 0,5 ul
Platinum Pfx polymeréaza (Life Technologies) 0,1 pul

Ptiklad rozpisu jedné PCR z naseho pokusu.

5.1.2 Stépeni restrikénimi endonukleazami

Restrikéni endonukledzy jsou enzymy, které jsou schopny stépit DNA dvousroubovici ve
specifickych sekvencich. Pro klonovani inzertu do vektoru bylo nutné provést Stépeni

obou téchto DNA. Bylo nutné $tépit, abychom ziskali potfebné presahujici jednoretézcové

konce DNA umoznujici snadnou ligaci.

Chemikdlie Stépeni plazmidu (pET) Stépeni inzertu (WAS e. 8-11)
Voda (H,0) 1,5ul 2,5ul
Pufr BamHI 2,5ul 6,5ul
DNA 4 ng 2,5ng
Enzymsi?glﬁghemo 1ul (10 U) 1ul (10 U)
Enzym Sall (Thermo Scientific) 2ul 2ul

Ptiklad rozpisu pro stépici reakci.
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5.1.3 Ligace

P1i této metodé se vyuziva DNA ligaza, ktera slouzi ke spojeni DNA. Pro jednodussi ligaci
je lepsi vytvofit si Stépenim presahy jednovldknové DNA. Pfesahy musi obsahovat
komplementarni baze, aby bylo mozné je propojit. Propojovali jsme Stépené plazmidy pET

a pZW4 s inzerty WAS e.10/e.8-11.

Chemikalie MnoZstvi do jedné reakce

Pufr (10x fedény pro T4 DNA ligdzu) 1,5ul
T4 DNA ligaza (New England Biolabs) 0,3ul (600 U)
DNA 0,66ul pET + 1,98ul inzertuWAS
Voda (H>O) 12,56ul

Ptiklad rozpisu ligacni reakce (WAS e. 8-11 do pET).

5.1.4 Transformace

Jedna se o pfenos urcitého genetického materidlu do bakteridlnich bunék [13]. V nasem
pfipadé Slo o pfenos minigenu do kompetentnich bakteridlnich bunék E.coli GTX10B.
Transformaci jsem provadéla podle transformacniho protokolu, ktery pfipravila Mgr.

Lucie Grodecka (viz. prilohy).

Acc.V' Spot Magﬁ Det WD Exp
30.0 kv 3.0 6836x SE 84 3

Obrizek  5: Bakterie  E.coli (Zdroj: http://media- -22-

3.web.britannica.com/eb-media//87/141087-050-24850517 .jpg)
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5.1.5 Colony PCR

Colony PCR je zalozena na stejném principu jako klasicka PCR (viz str. 20). Slouzi k
detekci kolonii bakterii, které obsahuji plazmid s inzertem patficné délky. Rozdilnym

prvkem je, Ze se do reakce pridava pfimo bakteridlni kultura odebrand z kolonii E.coli po

transformaci.
Voda (H,O) 6,7ul
Pufr (Dream Taq) Lul

MgCl, 0,4ul

dNTP 0,2ul

Primer 1A (RT-GFP) 0,5ul

Primer 1B (RT-GFP) 0,5ul

Drem Taq polymeraza (Thermo Scientific) 0,2ul
Bakterialni kultura cca 0,5ul (odebrat z kolonie)

Ptiklad rozpisu reakce pro colony PCR (WAS e. 8-11 v plazmidu pZW4 — minigen transfekovin
do E.coli).

5.2 Mutageneze

5.2.1 PCR mutageneze

Jedna se o reakci umoznujici pfipravu cilenych mutaci v plazmidech. Tato PCR reakce je
specificka tim, Ze v ni pouZivame ne zcela komplementarni primery nasedajici na totéz
misto v DNA a nesouci ndmi zvolenou mutaci (viz. str. 20). V nasem pfipadé se jednd o

primery s inzerci jedné baze T , kterd se béhem PCR zacleni do minigenu. Mutagenezi
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ziskdme mutaci (c.1001_1002insT) popsanou v ¢lanku od Zhu a kol. (r. 1997), ktera by

mohla zpusobit odlisné chovani transkriptu minigenu WASP pfi sestfihu.

Chemikalie MnoZstvi do jedné reakce

Voda (H;O) 6,78ul
Pufr pfx 1,25ul
MgSO, (5 mM) 3ul
dNTP 0,375ul
Primery (WAS e.10 - SA3A/SA3B) a0,5ul
DNA (minigen) 0,5ul
Pfx polymeraza (Life Technologies) 0,1ul

Rozpis reakce mutageneze inzerce baze T do minigenu WAS ex. 8-11 v plazmidu pET

5.3 Sestfihova minigenova analyza

5.3.1 Transfekce

Jedna se o proces prenosu konkrétniho genetického materidlu do eukaryotickych bunék
[14]. Tato metoda prenosu byla poprvé popsdna Grahamem a Van der Ebem. Transfekci

muZeme rozdélit na dva typy podle transfekovaného systému — in vivo a in vitro.

In vivo transfekce je pfenos genetické informace do Zivého organismu za tcelem napt.

terapeutického tcinku.

In vitro transfekce je proces, pfi kterém je geneticky material vpraven do bunék bunécéné

kultury.

Pfi mych pokusech byla vyuzivana pravé in vitro transfekce. Do vice druhti nddorovych
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linii jsem postupné transfekovala vytvofeny minigen, ktery obsahoval ¢ast genu WASP
naklonovaného do vektoru pET01 nebo pZW4 (od spolecnosti Mobitec). Bunky byly

transfekovany v 1 ml média RPMI 1640 (Sigma) a s 10 % fetdlniho teleciho séra

(Zooservis).
Chemikalie MnoZstvi do 1 jamky desticky
Minigenova DNA 400 ng
Xtreme Gene 9 1,2ul
Medium RPMI 50ul

Rozpis reakce pro jednu jamku desticky p#i transfekci do bunék HeLa.

5.3.2 Izolace RNA

Izolace probéhla po 24 hodinové kultivaci transfekovanych bunék v kultivacnim boxu,
ktery vytvari priznivé podminky pro kultivaci bunéénych linii (37 °C, 5 % CO2). Pro
izolaci RNA jsem pouzivala kit ,Rneasy Plus Mini Kit” od firmy Qiagen a postupovala

jsem presné podle jejich navodu.

5.3.3 Reverzni transkripce (RT)

Jedna se o enzymatickou reakci, pfi které dochazi k prepisu molekuly RNA na DNA. Cela
reakce je katalyzovdna enzymem, ktery se nazyva reverzni transkriptiza [15]. Pfi RT vznika
malé mnozstvi jednofetézcové DNA. Ve svych experimentech jsem pouzivala kit L-

Glutamine-Penicillin-Streptomycin solution od firmy Roche.

-25-



Kapitola 5: Metodika

Chemikalie MnoZstvi pro jednu reakci
RNA 5,5ul
Hexanukleotidy (primery) Tl

— inkubace 10 minut pfi 65°C a nésledné pii -80°C — ptidame:

pufr 2ul
dNTP 1ul
Reverzni transkriptaza 0,25ul
protektor 0,25ul
Rozpis reakce pro RT.

5.3.4 PCR (Polymerazova fetézova reakce)

Pro amplifikaci DNA po RT jsme pouZili opét PCR (viz. str. 20)

5.3.5 Elektroforéza

Je to separacni elektromigracni metoda zalozena na rozdilné pohyblivosti nabitych ¢astic v
elektrickém poli [16]. DNA (¢i RNA) jakoZto polyaniont ma v pufru s neutrdlnim pH
zaporny naboj, a proto se pohybuje ke kladnému polu (anodé). V poréznim prostiedi
agarozového gelu se nejmensi molekuly pohybuji nejrychleji, zatimco ty vétsi maiji

pohyblivost nizsi. Tim dochazi k rozdéleni molekul nukleovych kyselin dle jejich velikost.

Pro elektroforézu RNA/DNA jsem pouzila 1-1,5% (pro RNA) a 2% (pro DNA) agar6zovy
gel. Do jedné jamky jsem napipetovala hmotnostni standart od firmy Thermo Scientific a
do dalSich RNA/DNA (mutant i divoky typ). Gel jsem ponofila do pufru TBE (tris-

boratovy pufr). Elektroforézu jsem nechala probihat pfi napéti 100-120 V priblizné 30
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minut. Poté jsem vysledky zkontrolovala a zaznamenala pod UV svétlem.

5.4 Sekvenace amplikonu

Sekvenovani DNA je metoda pro stanoveni sekvence DNA [17]. V naSem pfipadé jsme

vyuzili Sangerovo sekvenovani s pomoci fluorescencné znacenych dideoxynukleotidi.

Sekvenace genti ma mnoho vyuZziti jako je nalezeni genti, urcitych segmentt genti, mutaci,
.. [17] V naSem pfipadé byla vyuZita pro kontrolu pfipraveného minigenu a pro
identifikaci amplikonti po minigenové sestfihové analyze. Diky sekvenaci jsme zjistili zda

se nam exon 10 zaclenil ¢i nezaclenil do minigenové mRNA.

K sekvenovani byl pouzit pfistroj od firmy Life Technologies (dfive Applied Biosystems) a

sekvenacni kit stejné znacky.

TAATGCTGTCJAACAGAT GGG GCTGATGTCACTATTGGTGGT GACT GC
97 103 109 115 121 127 133 139

181 187 193 199 205 211 2137 223

WANMAANA WAAMAAAANAAAAANAAANANANANA

ACCAGTCEETETG AGCTELTGCGAGGCRGCGETEGCGLCT GCTAGC GCTGAGERCTCT
265 271 2717 283 289 295 301 307

\CAGAGGGCTTAGGGECCT GGGAAAGGAGCATTITIETCCECECGCCECCCTCCAT
349 355 361 367 373 379 385 391

NMNANMNAMNNN NN MNANAANANNAVINNANNYIAN AN

AAGGCTTCCCACCAACCTTTC}\.ACCCTI—\.TCACTGAATCCCTAAGGCCT
433 439 445 451 457 463 469 475

“~ NSO NN NSO SOOI DO

PLAIECe P CIRC YR GAC E66 BACAE ¢ e B Ae mie €T AG BCE G & BAE CC
517 523 529 535 541 547 553

Obrizek 6: Ukdzka sekvence z analyzdtoru. (Zdroj: vlastni)
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Kapitola 6: Vysledky

6.1 Vychozi stav

Mutace ¢.1001_1002insT (v publikaci od Zhu a kol. (r. 1997) nalezena u pacienta
oznaceného jako ,JVT”), kterou jsme si pro nas pokus vybrali, se nachazi v exonu 10.
Jedna se o inzerci jedné baze T, kterd pravdépodobné narusuje regulacni elementy sestfihu
a zpusobuje tak poruchu sestfihu. Konkrétné autofi detekovali pomoci klonovani
amplikonti po RT-PCR ¢astecné vystfizeni exonu 10 u 25% klonti. Z publikace ovSem jasné
nevyplyva, zda bylo provedeno obdobné klonovani i u zdravych kontrol a zda tedy
minimalné néktery z vysSe uvedenych transkripti nalezenych u pacienta JVT (zejména
vynechani exonu 10) neni mozné detekovat i u zdravych osob. Minimalné u transkriptu
vyuzivajictho kryptického akceptorového mista sestfihu v exonu 10 je vSak velmi
pravdépodobné, ze se jednd o variantu specifickou pro tuto mutaci. V publikaci totiz
autofi provadéli analyzu proteinu WASP u tohoto pacienta stejné jako u dalSich pacientti a
zdravych kontrol. Z vysledki jasné vyplyva, Ze zkrdcena forma proteinu detekovana u
pacienta JVT (a vznikla pravdépodobné jako nasledek uziti vySe zminéného kryptického
mista sestfihu) je jedine¢na a u zddného dalsiho z analyzovanych vzorkt se neobjevuje. V
clanku se vsak autofi ddle nezabyvaji zplisobem, jakym k poruSe sestfihu u daného
pacienta doslo, a proto jsme se rozhodli ovéfit vliv JVT mutace na sestfih exonu 10 v

minigenu a identifikovat tak konkrétni porusené regulacni elementy sestfihu.

Podle nasi predikce (programem Sroogle) by mél v misté inzerce T vznikat novy

zesilovac sestfihu, na néjz se vaze protein SC35.

Méli jsme pripraveny plazmid pET ditajici 2 exony, do kterého byl naklonovan exon 10
genu WASP (pozn. naklonovano dfive v laboratofi). Takto pfipraveny minigen jsme

pouzili pro dalsi faze pokusu.
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multiple
cloning
site
intron intron
exon \ |

Exontrap ,
bacterial
4416 bp ori

Obrazek 7: Na obrazku je znazornén plazmid pET
obsahujici 2 exony a 2 introny. Do klonovacitho mista
(multiple cloning site), které se nachdzi uvnit¥ intronu
mezi dvéma exony, jsme vkladali exon 10 (popt. exony §-
11) genu WASP s jemu pfilehlymi intronovymi
sekvencemi. (Zdroj: Exontrap - Product Information and
Instructions, 2002)

6.2 Mutageneze a sestfihova analyza

Mutagenezi jsme do minigenu divokého typu vlozili inzerci baze T a vytvorili si tak
mutantni minigen. Spravné zaclenéni inzerce jsme ovéfili sekvenaci celého inzertu. Poté
byla provedena kompletni sestfihova analyza'®. V prvnim kroku byl minigen transfekovan
do nadorovych linii bunék HeLa a ndasledné byla izolovdna z bunék RNA, ktera byla
pouzita pro RT. Ziskand DNA byla amplifikovdana pomoci PCR a vysledky byly
zkontrolovany gelovou elektroforézou. Celd sestfihovd analyza byla provedena jak s

variantou divokého typu, tak s variantou mutantni.

Prvni transfekce do bunék HeLa", které jsou velmi dobie popsany a provadi se na nich
celosvétové obrovské mnozstvi experimenti nevyjimaje analyzy sestfihu, nebyla tispésna.

Méli jsme podezfeni, Ze bunky HeLa nejsou pro WAS zcela vhodné a proto jsme se

16 Sestfihova analyza — proces skladajici se z transfekce, izolace RNA a RT + PCR
17 Jedna se o linii odvozenou z karcinomu délozniho ¢ipku
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rozhodli vyzkouset jiné, pro minigen pfihodnéjsi buriky. Jednalo se opét o nadorovou linii,

tentokrat vSak bunék monocytarniho ptivodu, oznac¢ovanou jako U-937.

6.3 Vysledek 1. sestfihové analyzy

Exon 10, ktery se mél podle ocekavani v mutantni varianté ¢astecné vynechat se bohuzel
viibec nezaclenil do minigenové mRNA a byl vystfiZen cely. A to ani v mutantni variante,
ani ve varianté divokého typu. Nezaclenil se ani pfi transfekci do bunék linie HeLa ani do

bunék linie U-937.

Obrdzek 8: Tento snimek gelu po elektroforéze ndm ukazuje vysledky po RT exonu 10 v plazmidu
pET. Jak miiZeme vidét, varianta divokého typu (wl) je totoznd s mutantni variantou (m2) a v
délce, kde by se méla nachdzet celd minigenovd mRNA i se zaclenénym exonem 10 (u wt — Cerveny
ramecek), nevidime nic. (Zdroj: vladtni)

Jednim z dalSich moznych dtvoda pro tplné vycleriovani exonu 10 miize byt omezeny
genomicky kontext. Je moZné, Ze sestiih v exonu 10 je ovliviiovan regula¢nimi elementy z
okolnich exont v genu WASP podobné, jak bylo popsano naptiklad u sestfihu exonu 37
NF1 [8] Z tohoto divodu jsme se rozhodli genomicky kontext pro dalsi pokus rozsifit a

proto jsme do minigenu pridali dalsi tfi exony genu WASP —exon 8,9 a 11.
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6.5 Klonovani

Pro novy pokus bylo nutno pfipravit si minigen obsahujici kromé exonu 10 také exony 8,9

a 11 s pfilehlymi intronovymi oblastmi, které musely ¢itat nejméné 150 bp.

Obrdzek 9: Fotka zobrazuje vysledky cPCR provedené pro kontrolu ligace (tedy zaclenéni naseho
inzertu do plazmidu). (Zdroj: vlastni)

Po klonovani a ovéfeni sekvence inzertu sekvenaci byla opét provedena mutageneze,
kterou jsem si vytvofili mutantni minigen (s poZzadovanou inzerci baze T) a jako pri
prvnim pokusu nasledovala sestfihova analyza. Pro transfekci byly tentokrat vyuzity 3
rtizné nadorové linie bunék a to: HeLa, U-937 a EBV. EBV linie je podobné jako linie U-937
odvozena z bunék imunitniho systému, konkrétné z B-lymfocytt. Proto by pro sestfih

genu WAS méla nabizet piihodnéjsi podminky neZ vSeobecné pouZzivana linie HeLa.

Ani napodruhé nebyl vysledek pozitivni. Ve vSech typech testovanych nadorovych bunék
nam vznikly transkripty, ve kterych jsme po elektroforéze a sekvenaci detekovali exony 8,
9 a 11 genu WAS, avsak exon 10 se opét do minigenové mRNA viibec nezaclenil a ze
sekvence byl vystfiZen cely, a to i u varianty divokého typu. Divodem mohlo byt
nevhodné prostfedi plazmidu pET, které zapficinilo, Ze regulace sestfihu genu WASP

nefungovala v minigenu tak, jak funguje v lidském téle.
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wii wtib wt2 wizb m1 mib m2 m2b NK NKb NRC NRCb NKpcr

Obrazek 10: Na obrizku miiZeme vidét cDNA po RT a PCR v ramci sestiihové analyzy. Nejdelsi
amplikony obsahuji exony 8, 9 a 11 jak u varianty divokého typu, tak u varianty mutantni. Kratsi
amplikony pak obsahuji pouze nékteré z téchto exonii. Exon 10 se opét vyclenil v obou pripadech.
(Zdroj: vlastni)

NK Kot Km Lwwt Lm Z

Obrizek 11: Vysledky RT a PCR po transfekci bunék EBV linie . (Zdroj: vlastni)

6.7 Vychodisko a vysledky

Kvili podezfeni na nevhodné prostfedi plazmidu pET, jsme se rozhodli cely inzert genu
WAS (exony 8 az 11) klonovat do jiného vektoru. Zvolili jsme plazmid pZW4, ktery byl
darem od dr. Z. Wanga. Poprvé jsme klonovali mutantni variantu i variantu divokého
typu. Jako inzert jsme vyuzili amplikon ziskany z vektoru pET z predeslého pokusu.

Nasledné byla provedena sestfihova analyza.
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Obrizek 12: Plazmid pZW4 po $tépici reakci. (Zdroj: vlastni)

NK Kot Km Lwet Lm
— —

Obrazek 13: Vyjsledek PCR po RT. Divoky typ opét stejny jako mutantni. Ani do jedné z variant se
ndm nezaclenil inzert.

Vysledek se nijak nelisil od pfedchozich. Exon 10 se ndm opét z minigenu vy¢lenil cely a

na gelu byly detekovany pouze amplikony délkou odpovidajici zaclenéni exont 8, 9 a 11.
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Zaver a diskuze

Cilem prace byla analyza vlivu mutace JVT (c.1001_1002) nachazejici se v exonu 10 genu
WASP, popsané v ¢lanku od Zhu a kol. (r. 1997), na sestfih tohoto genu. Pro pokus byla
pouzita metoda sestfihové minigenové analyzy, tedy analyza sestfihu pre-mRNA v uméle
vytvofeném minigenu obsahujicim zkoumanou sekvenci genu WASP naklonovanou do

plazmidu pET nebo pZW4.

Klonovani i mutageneze probéhly ve vSech pfipadech tspésné. Podafilo se nam tedy
ziskat minigen obsahujici jak inzert divokého typu, tak inzert mutantni. Uspé$né probéhla
i celd sestfihova minigenova analyza, sklddajici se z transfekce, RT a ndsledné PCR.
Vysledky této analyzy ovSem ukdzaly, Ze nedoslo k chybnému sestfihu exonu 10 jen u
mutantni varianty, jak jsme ocekavali, ale Ze se exon 10 do minigenové mRNA viibec
nezaclenil ani u sekvenc¢ni varianty divokého typu. Tato situace bohuZel zcela znemoznila

analyzovat vliv zvolené mutace na sestfih mutovaného genu.

Jednim z dGvod® netspéchu zvolené metody mohl byt nedostatecny genomicky kotext,
ktery je pro minigenové analyzy obecné velmi dtilezity. Je mozné, Ze sestiih v exonu 10
mohou ovliviiovat regulacni elementy nachazejici se ve vétsi vzdalenosti od mista mutace,
nez jen v ptvodné klonovaném exonu 10 a v pfilehlych intronech. Proto jsme se rozhodli
genomicky kontext rozsifit a kromé exonu 10 genu WASP jsme do minigenu zaclenili i 8.,
9. a 11. exon s pfilehlymi intronovymi tseky. Vysledek byl vSak bohuzel neuspokojivy a

exon 10 se do minigenové mRNA opét nezaclenil.

Dal$im moznym dGvodem tohoto pfekvapivého vysledku jinak pomérné spolehlivé
metody mohl byt nespravny typ bunék. Pro prvni pokusy byla vyuZzita nddorova linie
bunék HelLa, kterd je béZzné celosvétové vyuzivana i pro sestfihovou analyzu. Dokonce je
casto vyuzivana i pro pokusy s geny, které se v burtkach HeLa béZzné neexprimuji. Ani gen

WASP se v této linii bunék bézné neexprimuje, ale vhodné buriky exprimujici WAS

-34 -



Zavér a diskuze

bohuzel nebyly v nasi laboratofi dostupné. Kvuali necekanym vysledkim byly
experimenty opakovany v dalsi nddorové linii, a to konkrétné U-937. Tato linie je
odvozena z monocytarnich bunék, které gen WAS bézné exprimuji. Kromé toho byly
pokusy pozdéji rozsifeny i o transfekce EBV-linie, ktera je odvozena z B-lymfocytt a méla
by tedy odrazet imunologicky kontext exprese genu WAS. Nanestésti se ukdzalo, Ze ani
jedna z téchto linii gen WAS neexprimuje, a Ze exon 10 byl bohuzel opét béhem sestfihové

analyzy vystfiZen.

Minigenova analyza, jako takova, je in vitro metoda vyuzivdna pfevazné pro vyzkumné
ucely. V dnesni dobé se vsak stdle castéji pouziva také pro diagnostiku a to diky jeji
obvyklé spolehlivosti. Vysledky minigenové analyzy vétsinou odpovidaji sestfihové
aberaci zjiSténé u pacienta. [18] Ne vSak ve vSech pripadech. Byly zjiStény i situace, kdy
tomu tak nebylo. [8] Stdle musime mit na paméti, Ze minigenové analyzy jsou pfeci jen
arteficialni metody. Gen se nenachdzi ani ve svém prirozeném genomickém kontextu, ani
v béZném chromatinovém kontextu (pro pokusy jsou vyuZzivany v bakteriich pfipravené
plazmidy), coZ oboji ovliviiuje funkci sestfihu. DalSim neopominutelnym faktem je, Ze
nadorové linie, které byly v nasem pfipadé vyuzivany, sice dobfe rostou, ale pfeci jen

neodpovidaji normalni zdravé tkani v téle.

Do budoucna je mozné sestfihovou analyzu opét opakovat, ale s typem bun€k, které
WAS exprimuji, pokud budou takové burnky dostupné. Pfipadné je mozné pomoci
mutageneze posilit mista sestfihu exonu 10 a sestfihovou analyzu opakovat v jiz

pouzitych bunéénych liniich.
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