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Anotace

Cilem moji prace bylo pomoci metod genového inzenyrstvi vytvofit plazmid se standardni
variantou genu MEGF'10 a poté dva plazmidy, které nesou specificky mutované varianty genu
MEGF10. Prvni z nich byla nalezena u pacienta M. R.jako dosud nepopsand mutace, ktera je
klasifikovana jako varianta s nezndmym vyznamem. Druhy plazmid byl vytvoien pro
variantu, ktera je znama svoji patogenitou, a mize tedy slouzit jako kontrola pii ovéieni
patogenniho dopadu mutace v tomto genu. Tyto plazmidy budou tymem vyzkumné skupiny
profesora Ondfeje Slabého (CEITEC a Lékarska fakulta Masarykovy univerzity) dale pouzity
pro analyzu vlivu exprese specificky mutovaného proteinu na bunééné procesy.

Klicova slova

Plazmidy; mutageneze; MEGF10



Annotation

The goal of my work was to use gene engineering methods to create a plasmid with a standard
variantion of the MEGF10 gene and then two plasmids that carry specifically mutated
variantions of the MEGF10 gene. The first was found in patient M. R. as a mutation not yet
described, which is classified as a variantion with unknown significance. The second plasmid
was created for a variantion known for its pathogenicity and can therefore serve as a control
in verifying the pathogenic impact of the mutation in this gene. These plasmids will be further
used for the analysis of the effect of expression of a specifically mutated protein on cellular
processes by the team of the research group of professor Ondiej Slaby (CEITEC and the
Faculty of Medicine of The Masarykova University).
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1. UVOD

1.1. Molekularni medicina

Molekularni medicina je jedna z nejvice progresivnich oblasti mediciny, ktera zasahuje do
vsech odvétvi klinické mediciny. Jedné se o obor zaloZeny na aplikaci poznatkli a metod
molekularni biologie do klinické mediciny vedouci k cilené prevenci a k integraci diagnézy a
terapie. Jeji vznik a vyvoj umoznily pokroky v oblasti molekuldrni biologie a genetiky, a to
jak na urovni teoretické, tak i technologické.

Jednim z hlavnich cili molekulédrni mediciny je identifikace individualnich genetickych
dispozic ke konkrétnim chorobam a formulace preventivnich opatieni. Timto problémem se
zabyva molekularni epidemiologie. Moznost vytvofit u¢innd preventivni opatieni u
civiliza¢nich chorob, jako jsou aterosklerdza, diabetes ¢i nddorovd onemocnénti, je velice
zadouci a predstavuje také jednu z nejvice studovanych oblasti molekuldrni mediciny. Mezi
typické priklady mizou patfit zarode¢né mutace zodpoveédné za dédi¢né formy naddorovych
onemocnéni, proto pfitomnost t€chto mutaci je spojena s konkrétnimi doporucenimi pro
zivotni styl postizenych osob, a piedevsim specialnimi programy jejich klinického sledovani
umoznujiciho ¢asny zadchyt onemocnéni a lepsi 1é¢ebné moznosti. Dalsi oblasti, kterou se
molekularni medicina zabyva, je identifikace pfi¢in geneticky podminénych vrozenych
chorob a jejich vyzkum a 1é¢ba pomoci metod genového inzenyrstvi. [1]

1.2. Genoveé inZzenyrstvi

Historicky genové inzenyrstvi vyznamné piispélo k objevu a dalsimu vyzkumu nejriznéjSich
molekularnich jevli a d&jt, jako je napiiklad existence intronu v eukaryotnich genech ¢i
slozitého genového pozadi variability specifickych protilatek proti riznym antigentim.
Genové manipulace také zahajily novou éru biotechnologii, které umozZnily vyrobu nové
generace vakcin, pfinesly produkei €istych lidskych hormonii bakteriemi a kvasinkami, z
nichz jako prvni z nich byl inzulin, a dal$i fady farmaceuticky dalezitych proteinti. Metody
genového inZenyrstvi ve své podstaté piedstavuji neptirozené procesy, ke kterym by v piirodé
pravdépodobné nedoslo. [2]



1.3. Molekularni medicina v klinické praxi u déti s vzacnymi
onemocnénimi

Tato prace je soucasti projektu, ktery vyuzivda metody genového inzenyrstvi pro urceni
patogenicity mutaci (variant) nalezenych u détskych pacientli 1é€enych v Ambulanci pro détské
pacienty bez diagnozy ve Fakultni nemocnici Brno v Bohunicich, které byly identifikovany
pomoci pokroc€ilych genomickych sekvenacnich metod. Tato ambulance je soucasti Centra
precizni mediciny, které ma cil umoznit zdravotnikiim pfipravit pacientovi 1éCbu tzv. Sitou na
miru na zakladé pochopeni biologickych procesti na molekularni Grovni, a posunout tak
personalizovanou 1é¢bu na vyssi Groven.

(https://www.fnbrno.cz/centrum-precizni-mediciny/t7823)

Ambulance pro détské pacienty bez diagnézy se hlavné zaméfuje na poskytnuti péce pro
pacienty trpici nékterou ze vzacnych nebo ultra-vzacnych onemocnéni. Vzacna onemocnéni,
jsou onemocnéni, kterd zasahuji nizky pocet lidi a ultra-vzacnd onemocnéni jsou jest€¢ méné
Castd. Vétsina z téchto onemocnéni ma geneticky ptvod a projevuje se jiz v détstvi. Lécba a
vyzkum téchto onemocnéni muze byt komplikovana kvili omezenému poctu pacientu a
nedostatku informaci. Hlavnim cilem je tedy pfedev§im koordinace c¢innosti odborniki
zapojenych do péce, diagnostiky a 1écby s cilem, kdy se navrhuje dopliujici vysetfeni, které
pomuze stanovit diagndzu, urcéeni individualniho 1é€ebného planu pied stanovenim diagndzy a
poté urceni individualni 1éCebni plan na sledovani pacienta. [6]

Jednim z pacientli této ambulance je chlapec M. R., kterému byla pomoci celoexomového
sekvenovani identifikovana homozygotni varianta ¢.1562G>C/p. R521P v genu MEGF 10, ktera
dosud nebyla popsana a je prozatim klasifikovana jako varianta neznamého vyznamu.



1.3.1. MEGF10

Je to protein transmembranového receptoru typu I, ktery je vysoce exprimovan ve vyvijecich
se myoblastech, svalovych satelitnich bunikach, centralnim nervovém systému a sitnici. Mutace
v MEGF10 zpiisobuji autozomalné recesivni poruchu kosterniho svalstva nazyvanou myopatie,
areflexie, respiracni tisen a dysfagie s ¢asnym nastupem (EMARDD), ale postizeni pacienti
nemaji strukturdlni nebo funkéni abnormality mozku, ani ztratu zraku nebo znamky
neurogenniho poskozeni. [7]

Chlapec M. R. vykazoval tyto i dals$i znaky syndromu EMARDD, jak je shrnuto v tabulce 1.

Tabulka 1: Klinické znaky syndromu EMARDD a jejich vyskyt u pacienta M. R.

EMARDD Chlapec M. R.
Areflexie ANO
Slabé sani, potize s krmenim ANO
Kontraktury v oblasti krku NEVI SE
Hypotonie od kojeneckého véku NEVI SE
Hypomimie ANO
Hypernasalni fe¢, rhinolalia ANO
Gotické patro, rozstép patra ANO
Skolioza ANO
Hyperlordéza ANO
Respira¢ni selhani ANO
Svalovéa hypotrofie ANO
Lehka CK pted 10. rokem ANO

Cilem této prace bylo pomoci metod genového inzenyrstvi vytvofit plazmid se standardni
variantou genu MEGF'10 a ten pak vyuzit pro cilenou mutagenezi v tomto genu).



2. METODY GENOVEHO INZENYRSTVI
2.1. Ptiprava plazmidu exprimujiciho protein MEGF10

Metody molekularni biologie a genového inzenyrstvi pfindseji moznost uméle vytvaret nové
nebo zamérn¢ konstruovat takové sestavy genu v zivych bunkéch, které¢ by nikdy nemohly
vzniknout pfirozenymi procesy spojenymi s rozmnozovanim nebo mutacemi (nepfirozené
molekuly DNA, tzv. rekombinantni molekuly). Je mozné genovou DNA izolovat a vazat
s genovou DNA jiného ptvodu. Vyslednou rekombinantni molekulu pak lze wvnést do
bunécného jadra piijemce, kde je nejen trvale udrzovand jako soucdst genomu, ale
exprimovana, produkuje v ptijemcove bunce zadouci novy, cizorody protein. [2]

V prvni ¢asti tohoto projektu byl pfipraven plazmid s inzertovanou kédujici sekvenci genu
MEGF10. Jednotlivé kroky jsou schématicky znazornény na obrazku 1 a dale detailn¢ popsany.
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Obrazek 1: Schéma piipravy plazmidu exprimujiciho protein MEGF10



2.1.1. Plazmidy

Plazmidy jsou malé kruhové fragmenty DNA, které jsou dvouvlaknové. Ptirozené se vyskytuji
v bakteriich, nejsou pro bakterii zivotné nezbytné, ale ptidavaji jim nové vlastnosti nebo je
urcitym zpiisobem zvyhodiiuji, napt. zajistuji rezistence na antibiotika. Termin plazmid byl
zaveden Joshuou Lederbergem v roce 1952. [8]

Nejcastéji pouzivanym vektorem v molekularni biologii jsou pravé proto, ze se snadno
pienaseji. V hostitelskych buiitkach dosahuji vysokého poctu kopii a snadno se izoluji. Klasické
klonovani pak ptedstavuje vystépeni pozadované¢ho useku specifickou restriktdzou a jeho
piecisténi ze smési fragmentu vzniklych restrikénim Stépenim DNA. Stejnou restriktazou je pak
Stépen 1 ptislusny vektor v klonovacim misté (MCS, z angl. multiple cloning site) a s pomoci
DNA ligazy jsou obé komponenty spojeny za vzniku rekombinantni molekuly. [1, viz také
obrazek 1] [1]

V tomto projektu byla kodujici sekvence genu MEGF10 klonovéana do expresniho plazmidu
pcDNA3.1, jehoz struktura je znazornéna na obrazku 2.
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Obrazek 2: Schéma struktury plazmidu pcDNA3.1 s vloZenym genem zdjmu



2.1.2. Izolace RNA

Ribonukleova kyselina (RNA) je biopolymer obvykle tvofeny jednim fetézcem kovalentné
vazanych nukleotidil, v tomto piipadé ribonukleotid. Ribonukleotidy jsou tvoieny cukernou
slozkou-pent6zou (D-ribdza), kombinaci Ctyi bazi — purinové: adenin, guanin a pyrimidinové:
cytosin, uracil a zbytkem kyseliny trihydrogenfosforecné. Stejné jako DNA je RNA v fetézci
spojena 3-5 fosfodiesterovou vazbou. [1]

Typy RNA:

1) mRNA (mediatorové) je informacni RNA, které je zodpoveédné za prenos genetické
informace z DNA do primarni struktury proteinu

2) rRNA (ribozomové) tvoii jednu ze stavebnich slozek ribozomu, na kterych dochazi
k syntéze proteinu

3) tRNA (transferové) v procesu translace (pfekladu z mRNA) zajiStuje pfenos navazanych
aminokyselin z cytoplazmy na ribozomy

POSTUP:

K izolaci celkové RNA byl pouzit kit Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo Research). [zolace
probéhla nasledovné: Nejprve bylo potieba bunky rozsuspendovat a ptidat 350 pl lyzaéniho
roztoku TRI Reagent (Qiagen). Poté byla provedena centrifugace pti 16000g/30 s, béhem niz
se RNA zachytila na kolonku a ptebyvajici tekutina byla odstranéna, potom bylo ptfidano 400
ul pufru RNA Wash Buffer a nasledné byl vzorek opét centrigugovan pii 16000g/30 s.

V RNase-free zkumavce bylo smichdno 5 ul DNazy I a 75 pl pufru DNA Digestion Buffer a
tato smés byla pfidana na kolonku. Pak nasledovalo 15 minut inkubace pii pokojové teplote.
Po skonceni inkubace bylo ptidano 400 ul pufru PreWash do kolonky a byla zase provedena
centrifugace pii 16000g/30 s. Tento krok byl poté zopakovan jesté jednou. Poté bylo pfidano
700 ul pufru RNA Wash Buffer a probéhla centrifugace pfi 16000g/2 min, pfi niz byl
odstranén ptebyvajici pufr. Kolonka s navazanou a ptecisténou RNA byla pfenesena do nové
zkumavky. Pro eluci RNA bylo pfidano do kolonky 100 pl Nuclease-Free (NF) vody a znovu
probéhla centrifugace pii 16000g/30 s, pii niZ byla RNA uvolnéna z kolonky. Jeji koncentrace
byla zméfena na spektrofotometru Nanodrop 2000. BEhem méfeni byla ovefena také Cistota
RNA.

Izolovana RNA méla koncentraci 193 ng/pl.



2.1.3. Piepis RNA do cDNA

cDNA je komplementarni DNA, odtud pochdzi zkratka ¢ z anglického complementary, je to
DNA syntetizovana reverzni transkriptdzou podle mRNA.

cDNA byla ziskdna ptepisem izolované RNA pomoci kitu High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems).

RNA o koncentraci 193 ng/ul byla nafedéna na 100 ng/ul. Poté byl pfipraven 2x master mix
(MM) pro reverzni transkripci (RT; dle tabulky 2). Nasledné bylo napipetovano 10 ul MM na
reakci (8jamkovy strip) a k tomu bylo pfidano 10 pl nafedéné RNA. Strip byl kratce
centrifugovan a poté byly vzorky vlozeny do termocykleru (Biorad), kde prob¢hl ptepis
cDNA podle teplotnich krokti uvedenych v tabulce 3. Po celou dobu piipravy reakce pro RT
bylo potieba pracovat na led¢ nebo na chlazenych stojancich.

Tabulka 2: Slozeni 2x MM pro jeden vzorek.

10x RT pufr 2 ul
25x dNTP Mix (100 mM) 0,8 ul
10x ndhodné primery pro RT 2 ul
MultiScribe reverzni transkriptaza 1 ul
NF (Nuclease Free) H,O 4,2 ul
Celkovy objem 10 pul

Tabulka 3: Piepis RNA do cDNA (reverzni transkripce).

Krok 1 Krok 2 Krok 3 Krok 4
Teplota (°C) 25 37 85 4
Cas (min) 10 120 5 o0

Piepsana cDNA byla pouzita pro naslednou polymerazovou fetézovou reakci (PCR) jako

templat.




2.1.4. Polymerazova fetézova reakce

PCR (z angl. polymerase chain reaction) je metoda, kterd umoznuje amplifikovat (zmnozit)
specificky usek nukleové kyseliny, pfitom vyuziva obecnych ryst replikace DNA.

Podstatou dané metody je mnohonasobna syntéza komplementarniho fetézce ptisluSnou
polymerazou, a to v rdmci sekvence vymezené kratkymi syntetickymi oligonukleotidy, tzv.
primery, které jsou odvozeny od piislusné sekvence. Polymerazy, které se pouzivaji pro PCR
jsou taktéz pfirozenymi enzymy, jsou izolovany z bakterii. Mezi sebou se 1i$i reakcnimi
podminkami a aktivitou, ¢imz dovoluji metodu ¢astecné prizptisobit konkrétnim pozadavkim.

V praxi se PCR metoda provadi v pfistroji, termocykleru, ktery je schopen v kratkém
casovém useku ménit teploty reakcni smeési dle pozadovanych podminek v zavislosti na
jednotlivych krocich reakce. V ptipadé, ze je PCR pouzivana pro amplifikaci dvoutetézcové
DNA (dsDNA), je tato dvoutetézcovd DNA vstupujici do reakce nejdiive denaturovana
vysokou teplotou (94-98 °C), vodikové mulstky mezi bazemi komplementarnich fetézch jsou
preruSeny. V dal$im kroku na pfistupné komplementarni sekvence nasedaji syntetické
primery, a to pii specifické teploté Ta (tzv. annealing temperature, 50-65 °C) dané
nukleotidovou sekvenci primeru. Annealing temperature predstavuje teplotu, pfi niz dochazi
k tvorbé vodikovych mistku mezi komplementadrnimi sekvencemi primeru a templétu ze
dvourfetézce. Primery vymezuji amplifikovanou oblast a poskytuji volné 3"OH konce pro
naslednou syntézu komplementarniho fetézce (tzv. elongace) pifislusnou polymerazou za
specifickych podminek, predevsim teploty (65-75 °C) a iontové sily. Tento cyklus se
nékolikrat opakuje (25 - 35x). Retézce, které vznikly v priibéhu jednoho cyklu, slouzi vzdy
jako templaty pro syntézu komplementéarnich fetézcii v dal§im cyklu. Schematicky je PCR
znazornéna na obrazku 3. [1]
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Obrazek 3: Schématické znazornéni PCR.



POSTUP:

Jako templat byla pouzita cDNA (komplementarni DNA, kterd vznikla reverzni transkripci).
Pro amplifikaci DNA byla pouzita polymeraza Q5 High Fidelity obsazend v pufru NEB Next
Ultra IT Q5 MasterMix (New England Biolabs). SloZeni reakce a pribéh PCR jsou shrnuty

v tabulkach 4 a 5.

Sekvence primert:

Primer forward (Nhel)

5'CAAgctagcCGCCTGAAAGAAGACTCCCA
3’

Primer reverse (EcoRV)

5'GGGTTgatatcGCTACCAAGCGGTCCTTTG
3

(malymi pismeny je oznac¢eno rozpoznavaci misto pro dané enzymy)

Tabulka 4: sloZeni reakce

2 x Q5 mastermix 12,5 ul

10 uM primer 1 1,25 ul
(forward)

10 uM primer 2 1,25 ul
(reverse)

cDNA (100 ng/ul) 1 ul

NF Hzo0 9ul

Tabulka 5: podminky reakce

Inicia¢ni denaturace 98 °C/2 min

35x cyklus

DENATURACE 98 °C/ 10s

ANNEALING 56 °C/15 s

ELONGACE 72 ° C/2 min 30

S
Zaveérecna elongace 72 ° C/ 5 min
Chlazeni 10°C/ 0




2.1.5. Izolace PCR produktu z gelu

2.1.5.1. Gelova elektroforéza nukleovych kyselin

V molekularni biologii se nejbéznéji k separaci nukleovych kyselin a proteinu vyuziva
elektroforézy. Ta vyuziva pohybu nabitych molekul v elektrickém poli, pficemz hlavni naboj
je dan zaporn¢ nabitymi fosfatovymi skupinami.

Elektroforéza nukleovych kyselin nejéastéji probiha v gelovém nosici z agardézy nebo
polyakrylamidu, pfi¢emz gel tvoii tzv. molekularni sito, v némz se molekuly pohybuji
rychlosti zavislou na jejich molekulové hmotnosti. Agar6zové gely se v praxi pouzivaji

k separaci molekul o velikosti 100 bp az n€kolik kb, polyakrylamdové gely pak pro mensi
molekuly o velikosti 10-1 000 bp. Také plati, ze ¢im je gel koncentrovanéjsi, tim vyssi je
separacni citlivost, tedy lze odliSit molekuly o mens$im rozdilu v molekulové hmotnosti.
Rychlost pohybu je rovnéz zavisla na konformaci DNA, ptfi¢emz kruznicové molekuly
(plazmidy) se v gelu pohybuji rychleji nez linearni molekuly o stejné délce.

Elektroforéza probiha pfi ur¢itém napéti, a to v prosttedi elektroforetického pufru, ktery
zajistuje optimalni iontové prostfedi. Aby bylo mozné se mezi separovanymi fragmenty
orientovat, probiha elektroforéza spolecné s tzv. hmotnostnimi standardy (standardy
velikosti). Jedna se o smés fragmentli znamych velikosti stanovenych sekvenovanim, které se
v pfisluSném mnoZstvi nanesou do jedné ¢i vice jamek gelu. Po prob¢hnuté elektroforéze jsou
fragmenty nukleovych kyselin vizualizovany napt. pomoci etidiumbromidu, ¢erveného
barviva, které se zachytdva mezi sousedni baze DNA a které po ozareni UV svétlem (o vinové
délce 240-260 nm) fluoreskuje. Moderni pfistupy vyuzivaji netoxickych komercnich barviv.

Elektroforéza také slouzi napt. pro ovéteni vzniku fragmentl DNA pfi restrikéni analyze
nebo produktu PCR a lze pomoci ni sledovat 1 zménu mobility DNA fragmentl pfi interakci
s proteiny. [1]

2.1.5.2. Ptiprava gelu

1 % agar6zovy gel byl pfipraven rozvarenim 1 g agar6ézy ve 100 ml pufru TBE v mikrovlince,
po zchladnuti bylo pfidano 5 pul MidoriGreen (Nippon Genetics) a gel byl nality do pfipravené
aparatury a do néj byl vloZen hiebinek. Gel byl ponechan tuhnout pii pokojové teploté
pfiblizné 30 minut, poté byl gel umistén do elektroforetické aparatury s pufrem TBE, byl
vytahnuty hiebinek, do vytvofenych jamek byl vnesen vzorek (v tomto ptipadé roztok po
prob&éhnuté PCR) smichany s nanaSecim pufrem 1:5 (New England Biolabs), poté byla
aparatura zapojena do zdroje. Elektroforéza poté probihala po dobu pfiblizné 30 minut pii
napéti 90 V. Nasledné byl gel vizualizovan v transluminatoru (obrazek 4).
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Obrazek 4: PCR MEGF10-fotka gelu

Pozadovany DNA fragment (v tomto ptipad€ produkt PCR reakce o pozadované velikosti,
znazornéno Sipkou) byl ziskan vytiznutim z agar6zového gelu pomoci skalpelu pod UV
zafenim. Vytiznuty Gsek byl zvaZen a ptidan do €isté zkumavky. Izolace DNA prob&hla
pomoci kitu QIAquick Gel Extraction (Qiagen). K vyfiznutému gelu byl pfidan pufr QC
Buffer o objemu v ml odpovidajicimu ¢iselnému trojnadsobku jeho hmotnosti v mg a nasledné
byl inkubovan pti 50 °C po dobu piiblizné¢ 10 minut (dokud se gel zcela nerozpustil). Poté byl
k roztoku pfidan isopropanol (o objemu v ml odpovidajicimu ¢iselné hodnoté hmotnosti
vyfiznutého gelu v mg). Nésledné byl vzorek ptenesen na kolonku a probéhla centrifugace
(17900¢g/ 1 min). V dalSim kroku byla DNA pfecisténa pomoci 750 pl promyvaciho pufru PE,
ktery byl ptidan do kolonky, inkubovan po dobu 2 minut pfi pokojové teploté. Nasledné byl
vzorek centrifugovan (17900g/1 min), poté byl odstranén zbytek pufru a pak probehla znovu
centrifugace (17900 g/1 min) pro disledné odstranéni pufru. Kolonka byla umisténa do nové
zkumavky. DNA byla centrifugaci uvolnéna do 30 pl elu¢niho pufru (17900g/1 min).



2.1.6. Izolace plazmidu

Prvni den bylo naoCkovano ptiblizné 10 ul bakteridlni suspenze nesouci pozadovany plazmid
do 5 ml média LB obsahujiciho selek¢ni antibiotikum ampicilin v koncentraci 100 ug/ml.
Nasledujici den byl z narostlé bakteridlni kultury plazmid izolovan pomoci kitu (ZymoPURE
Plasmid Miniprep Zymo Research).

Bakteridlni kultura byla nejprve centrifugovana pii 2500g/5 min. Pelet byl nasledné
rozsuspendovan ve 250 ul pufru ZymoPURE ™ P1. Poté bylo ptidano 250 ul lyza¢niho pufru
ZymoPURE ™2, smé&s byla jemné promich4na pievracenim v ruce a ponechdna pii pokojové
teploté do kompletni 1yze bakterii (zprihlednéni roztoku), maximalné vSak 3 minuty. Poté byl
piidan neutraliza¢ni pufr ZymoPURE ™ 3 a smés byla znovu pfevracenim promichana do
ukonceni neutralizace. Nasledné prob¢hla centrifugace pti 16000g/5 min a piesné 600 ul
supernatantu bylo odebrano a pieneseno do Cisté zkumavky. K supernatantu bylo piidano 260
ul ZymoPURE ™ Binding Buffer a smés byla dtikladné promichéna na vortexu po dobu 15
sekund. Na kolonku Zymo-Spin™2-PX Column umisténou do sb&rné zkumavky byla
pfenesena celd smés a inkubovéna pii laboratorni teploté po dobu jedné minuty, poté probéhla
centrifugace pii 16000g/1 min. Roztok prosly ptes kolonku byl odstranén a k DNA navazané
na kolonce byly postupné ptidany promyvaci pufry. Nejprve bylo piidano 800 ul ZymoPURE
™ Wash 1 a centrifugovano pii 16000g/1 min, poté bylo piiddno 200 ul ZymoPURE ™ Wash
2 a znovu centrifugovano pti 16000g/1min. Roztoky proslé pres kolonku byly pokazdé
odstranény. Pro Gplné odstranéni zbylého roztoku probéhla centrifugace bez promyvaciho
pufru a kolonka byla nasledn¢ premisténa do €isté zkumavky. Sem bylo poté ptidano 25 pl
ZymoPURE ™ Elution Buffer a inkubovano po 2 minuty pii laboratorni teploté. Poté
probéhla posledni centrifugace pfi 16000g/1 min, pii niz byla plazmidovd DNA uvolnéna

z kolonky do roztoku. Koncentrace izolované plazmidové DNA byla zmétfena na
spektrofotometru Nanodrop 2000. Béhem méfeni byla ovéfena také jeji Cistota.

Koncentrace vysledného plazmidu byla 200 ng/pl.



2.1.7. Stépeni restrikénimi endonukledzami Nhel a EcoRV

Izolovany plazmid a cDNA genu MEGF 10 namnozena pomoci PCR (kapitola 2.1.4.) byly
poté Stépeny restrikénimi endonukleazami Nhel a EcoRV (New England Biolabs). Slozeni
reakce je popsano v tabulkach 6 a 7. Stépeni probihalo pii 37 °C/1 h.

Tabulka 6: Slozeni reakéni smési pii St€peni plazmidu.

10x rCut buffer 2 ul
Plazmid Sul
Nhel 1l
EcoRV 1l
NF H2O 11 ul

Tabulka 7: SloZeni reakéni smési pii §t€peni produktu PCR — cDNA genu MEGF10.

10x rCut buffer 2,5 ul
PCR produkt 15 ul
Nhel 1 pul
EcoRV 1 pul
NF H20 5,5ul




PCDNA3S.1

MEGF10 PCR -
Nhel-HF Nhel-HF Nhel-HF
EcoRV-HF : EcoRV-HF FcoRV-HF

Obrazek 5: Stépeni pcDNA3.1 a MEGF10 PCR restrikénimi endonukleazami Nhel a EcoRV

Po stépeni byl cely reakéni objem vizualizovan pomoci agar6zové elektroforézy (kapitola
2.1.5.1.) a sté€peny plazmid 1 kodujici sekvence genu MEGF'10 byly izolovany z gelu (kapitola
2.1.5.2.) a nésledné¢ ligovany.



2.1.8. Ligace

Ligace ptedstavuje vlozeni inzertu (produktu PCR) do §tépeného plazmidu a spojeni téchto
dvou usekltt DNA do jedné kruznicové molekuly pomoci enzymu ligazy.

SloZeni reakce a postup jsou popsany v tabulce 8.

Tabulka 8: Ligace st€peného produktu PCR a plazmidu.

NF H;O 14ul
Plazmid $tépeny Nhel, 1 ul
EcoEV

Produkt PCR §tépeny 2 ul
Nhel, EcoEV

ponechédna 5 minut 45 °C

piemisténa na led

10 x pufr T4 2 ul

Enzym T4 DNA ligéza 1 ul

Inkubace pii pokojové 10 min
teploté




2.1.9. Transformace kompetentnich bakterii

Liga¢ni smés byla pouzita k transformaci bakterii, v nichz je vytvofeny konstrukt (plazmid
s inzertem) uchovavan a amplifikovan. Pro dal$i pouziti pak maze byt plazmid opét izolovan
(viz kapitola Izolace plazmidu 2.1.6.). NejcastéjsSim bakteridlnim piijemcem je Escherichia coli,
pfi transformaci jsou bakterialni buiiky nejprve ptivedeny vyhladovénim do stavu kompetence,
ve kterém jsou schopny pii teplotnim Soku pfijimat z roztoku exogenni DNA.

Postup:

Smichani 10 ul bakterialni suspenze kompetentnich E. coli (New England Biolabs) a 1 ul
liga¢ni smési na ledu a poté inkubovéno s teplotnim Sokem pii podminkach uvedenych
v tabulce 9.

Tabulka 9: Podminky teplotniho Soku pfi transformaci bakterii.

30min | led
40 s 42 °C
5 min led

Poté bylo k suspenzi ptidano 950 pl ristového média SOC (New England Biolabs) a bakterie
byly kultivovany na ttepacce pii 37 °C/220 rcf po dobu 60 min. Nésledné byla kultura stocena
na centrifuze (500g/1 min) a bylo odebrano 900 ul média. Pelet byl rozsuspendovan ve zbytku
média, pfenesen na plotnu s tuhym LB obsahujicim ampicilin o koncentraci 100 ug/ml a
bakterialni hokejkou rovnomérné rozetien. Plotna byla inkubovéna ptes noc pii 37 °C. Pres
noc narostly na plotn¢ s LB médiem obshujicim ampicilin jako selek¢éni marker kolonie
bakterii nesouci plazmid pcDNA3./MEGF10.

Jedna kolonie byla naokovana do tekutého LB média s ampicilinem, kultivovéana pfes noc pii
37 °C/220 rcf. Nasledujici den byla ¢ast bakterialni suspenze zamrazena k uchovani pii — 80 °C
a zbyla cast byl centrifugovana pii 20000 g/5 min. Z peletu byl izolovan plazmid postupem
uvedenym v kapitole 2.6. a zaslan do spolecnosti SeqMe pro ovéifeni sekvence vlozeného
insertu.



Sekvenacni primery jsou uvedeny v tabulce 10.

Tabulka 10: Sekvenacni primery

CMV Fw CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG

MEGF10 553Fw | GAGCAGGGCACCTATGGTAA

MEGF10 1147Fw | ATGTCTGGAGAGTGTGCCTG

MEGF10 _1751Fw | CCCTGCCCTGCTACTGTAAA

MEGF10 2352Fw | ACGGCACTGTGAGCAGAAGT

MEGF10 2958Fw | GAAACATGGCGGCTACCTC

Sekvenovani potvrdilo, Ze byl vytvofen expresni plazmid s kddujici sekvenci genu MEGF10
shodnou se referen¢ni sekvenci uvedenou v datdbazi Narodniho centra pro biotechnologické

informace Spojenych stati americkych. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

CDS (kodujici oblast) genu MEGF10:

ATGGTTATTTCTTTGAACTCATGCCTGAGCTTTATTTGTTTATTGTTATGCCACTGGA
TTGGGACAGCATCACCTCTGAATCTTGAAGACCCTAATGTGTGTAGCCACTGGGAA
AGCTACTCAGTGACTGTGCAAGAGTCATACCCACATCCCTTTGATCAAATTTACTAC
ACGAGCTGCACTGACATTCTAAACTGGTTTAAATGCACGCGGCACAGAGTCAGCT
ATCGGACAGCCTATCGACATGGGGAGAAGACTATGTATAGGCGCAAGTCTCAGTGT
TGTCCTGGATTTTATGAAAGCGGGGAAATGTGTGTCCCCCACTGTGCTGATAAATG
TGTCCATGGTCGCTGTATTGCTCCAAACACCTGTCAGTGTGAGCCTGGCTGGGGAG
GGACCAACTGCTCCAGTGCCTGCGATGGTGATCACTGGGGTCCCCACTGCACCAG
CCGGTGCCAGTGCAAAAATGGGGCTCTGTGCAACCCCATCACCGGGGCTTGCCAC
TGTGCTGCGGGCTTCCGGGGCTGGCGCTGCGAGGACCGCTGTGAGCAGGGCACCT
ATGGTAACGACTGTCATCAGAGATGCCAGTGCCAGAATGGAGCCACCTGCGACCA
CGTCACGGGGGAATGCCGCTGCCCACCAGGATACACCGGAGCCTTCTGTGAGGAT
CTTTGTCCTCCTGGTAAACATGGTCCACAGTGTGAGCAGAGATGCCCTTGTCAAAA
TGGAGGAGTGTGTCATCACGTCACTGGAGAATGCTCTTGCCCTTCTGGCTGGATGG
GCACAGTGTGTGGTCAGCCTTGCCCCGAGGGTCGCTTTGGAAAGAACTGTTCCCA
AGAATGCCAGTGCCATAATGGAGGGACGTGTGATGCTGCCACAGGCCAATGTCATT
GCAGTCCAGGATACACAGGGGAACGGTGCCAGGATGAGTGTCCTGTTGGGACCTA
TGGCGTTCTCTGTGCTGAGACCTGCCAGTGTGTCAACGGAGGGAAGTGTTACCAC
GTGAGCGGCGCATGCCTCTGTGAAGCAGGCTTTGCTGGCGAGCGCTGCGAAGCAC
GCCTGTGTCCTGAGGGGCTCTACGGCATCAAATGTGACAAACGGTGTCCCTGCCA
CCTGGAAAACACTCATAGCTGTCACCCCATGTCTGGAGAGTGTGCCTGCAAGCCG
GGCTGGTCAGGACTCTACTGTAATGAGACATGTTCTCCTGGATTCTACGGGGAAGC


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

TTGCCAGCAGATCTGCAGCTGCCAAAATGGGGCAGACTGTGACAGTGTGACTGGA
AAGTGCACCTGTGCCCCAGGATTCAAAGGAATTGACTGCTCTACCCCATGCCCTCT
GGGAACCTATGGGATAAACTGTTCCTCTCGCTGTGGCTGTAAAAATGATGCAGTCT
GCTCTCCTGTGGACGGGTCTTGTACTTGCAAGGCAGGCTGGCACGGGGTGGACTG
CTCCATCAGATGTCCCAGTGGCACATGGGGCTTTGGCTGTAACTTAACATGCCAGT
GCCTCAACGGGGGAGCCTGCAACACCCTGGACGGGACCTGCACGTGTGCACCTG
GATGGCGCGGGGAGAAATGCGAACTTCCCTGCCAGGATGGCACGTACGGGCTGAA
CTGTGCTGAGCGCTGCGACTGCAGCCACGCAGATGGCTGCCACCCTACCACGGGC
CATTGCCGCTGCCTCCCCGGATGGTCAGGTGTCCACTGTGACAGCGTGTGTGCTGA
GGGACGCTGGGGCCCCAACTGCTCCCTGCCCTGCTACTGTAAAAATGGGGCTTCAT
GCTCCCCTGATGATGGCATCTGCGAGTGTGCACCAGGCTTCCGAGGCACCACTTGT
CAGAGGATCTGCTCCCCTGGTTTTTATGGGCATCGCTGCAGCCAGACATGCCCACA
GTGCGTTCACAGCAGCGGGCCCTGCCACCACATCACCGGCCTGTGTGACTGCTTG
CCTGGCTTCACAGGCGCCCTCTGCAATGAAGTGTGTCCCAGTGGCAGATTTGGGA
AAAACTGTGCAGGAATTTGTACCTGCACCAACAACGGAACCTGTAACCCCATTGA
CAGATCTTGTCAGTGTTACCCCGGTTGGATTGGCAGTGACTGCTCTCAACCATGTC
CACCTGCCCACTGGGGCCCAAACTGCATCCACACGTGCAACTGCCATAATGGAGC
TTTCTGCAGCGCCTACGATGGGGAATGTAAATGCACTCCTGGCTGGACAGGGCTCT
ACTGCACTCAGAGATGTCCTCTAGGGTTTTATGGAAAAGATTGTGCACTGATATGC
CAATGTCAAAACGGAGCTGACTGCGACCACATTTCTGGGCAGTGTACTTGCCGCA
CTGGATTCATGGGACGGCACTGTGAGCAGAAGTGCCCTTCAGGAACATATGGCTAT
GGCTGTCGCCAGATATGTGATTGTCTGAACAACTCCACCTGCGACCACATCACTGG
GACCTGTTACTGCAGCCCCGGATGGAAGGGAGCGAGATGTGATCAAGCTGGTGTT
ATCATAGTTGGAAATCTGAACAGCTTAAGCCGAACCAGTACTGCTCTCCCTGCTGA
TTCCTACCAGATCGGGGCCATTGCAGGCATCATCATTCTTGTCCTAGTTGTTCTCTT
CCTACTGGCATTGTTCATTATTTATAGACACAAGCAGAAGGGAAAGGAATCAAGCA
TGCCAGCAGTTACCTACACCCCTGCTATGAGGGTCGTCAATGCAGATTATACCATTT
CAGGAACCCTTCCTCACAGCAATGGTGGAAACGCTAATAGCCACTACTTCACCAAT
CCCAGTTACCACACGCTCACCCAGTGTGCCACATCCCCTCACGTCAACAACAGGG
ACAGGATGACTGTCACGAAGTCAAAAAACAATCAACTGTTTGTGAATCTTAAAAA
TGTGAACCCTGGGAAGAGAGGCCCTGTGGGGGACTGCACTGGGACATTGCCGGCT
GACTGGAAACATGGCGGCTACCTCAACGAGCTCGGTGCTTTTGGACTTGACAGAA
GCTATATGGGAAAATCCTTAAAAGACCTGGGAAAGAATTCTGAATATAATTCAAGT
AACTGCTCCCTAAGCAGTTCTGAGAACCCATATGCCACTATTAAAGACCCACCTGT
ACTTATCCCGAAAAGCTCAGAGTGTGGTTATGTGGAGATGAAATCGCCGGCACGA
AGAGATTCCCCATATGCAGAGATCAATAACTCAACTTCAGCCAACAGGAATGTCTA
TGAAGTTGAACCTACAGTGAGTGTTGTCCAAGGAGTATTCAGCAATAATGGGCGTC
TCTCCCAGGATCCATATGACCTCCCAAAGAACAGTCACATCCCTTGTCATTATGACC
TGCTGCCAGTCCGAGACAGTTCATCCTCCCCTAAGCAAGAGGACAGTGGTGGTAG
CAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAGTGAATGA



2.2. CILENA MUTAGENEZE V GENU MEGF 10
2.2.1. Mutace

Mutace jsou zmény genotypu vedouci ke vzniku novych genovych forem, tzv. alel, které
v kone¢ném diisledku nemusi vykazovat zddny nebo jen miniméalni vliv na fenotyp, nebo
mohou zavaznym zptisobem narusit fungovani bunky. [1]

K mutacim dochazi v malé frekvenci spontanné, jejich vyskyt je nahodny a velmi nizky napf.
&etnost spontannich mutaci se odhaduje na 107 az 107'° pro jeden gen za jednu generaci, nebo
mohou byt indukovéany nejriiznéjsimi faktory, tzv. mutageny. Cetnost mutaci se lisi podle
druhu organismu, je zavisla na prostfedi, v némz se organismus vyskytuje, a izce souvisi téz
s rychlosti rozmnozovani, Zivotnimi podminkami a zdravotnim stavu organismu. [1]

Mezi fyzikalni mutageny patii vSechny typy ionizujicich zafeni (UV zafeni, rentgenové
zateni), z chemickych mutagent (chemomutagenu) jsou znadmy jiz tisice anorganické a
organické povahy (aromatické chlorované derivaty, alkaloidy, peroxidy). [3]

Genové mutace zahrnuji zmény struktury jediného genu, méni se struktura DNA, ale
nenarusuje se celistvost stavby chromozomu, pfi¢inou miize byt: [4]

- zadména paru nukleotidd jinym

- ztrata nukleotidového paru

- vyskyt nadbyte¢ného paru

- vyskyt nefunkéniho nukleotidu (s pozménénou chemickou strukturou)

Vétsina genovych mutaci své nositele poskozuje. Cast mutaci je v daném prostiedi bez
vyznamu a nepatrna ¢ast mutaci je pro nositele vyhodna v daném prostiedi. V tomto piipadé
jsou mutace vnitfnim zdrojem dédi¢né proménlivosti, zvysuji pfizptisobivost druhu a vytvareji
tak jeden ze zakladnich pfedpoklada evoluce. [3]

Cilen4d mutageneze umoznuje na rozdil od spontanni mutageneze pozménit pomoci
molekularné biologickych metod zcela konkrétni misto v genomu. Cilem této prace bylo
vytvofit specifické mutace v genu MEGF10 — ¢.1562G>C (mutace nalezena u chlapce M. R.)
a ¢.2320 T>C (znama patogenni mutace zplisobujici nemoc EMARDD), jak je schematicky
znazornéno na obrazku 6. Pro mutagenezi byl vyuZit plazmid pcDNA3.1MEGF10 ptipraveny
v prvni ¢asti prace.
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Obrazek 6: Schéma cilené mutageneze v CDS genu MEGF'10.



2.2.2. Mutageneze

K cilené mutagenezi byl pouzit kit Q5 Site-Directed Mutagenesis (New England Biolabs).
Nejprve byla provedena PCR s mutagennimi primery, které do genu MEGF 10 zanesly
pozadované mutace. Jako templat byl pouzity plazmid pcDNA3.1MEGF'10 vytvoieny v prvni
casti prace. Slozeni a podminky reakce a sekvence primert (€. 1: ¢.1562G>C, €. 2: ¢.2320
T>C) jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach 11, 12, 13, 14.

Tabulka 11: Slozeni reakce PCR pro cilenou mutagenezi.

5x EliZyme pufr S5ul

10 uM primer fw 1/2 1 ul

10 uM primer rev 1/2 1 ul

Plazmid 0,5 ug 0,8 ul
Polymeraza EliZyme 0,5 pul
HIFI

NF H;O 16,7 ul

Tabulka 12: Podminky reakce PCR pro cilenou mutagenezi.

Inicia¢ni denaturace 95°/2 min
30x cyklus

Denaturace 95°/15 s
Annealing 68°/15 s
Elongace 72°/5 min
Zaveérecna elongace 72°/5 min
Chlazeni 10°/00




Tabulka 13: Sekvence primert pro mutagenezi ¢.1562G>C/p.R521P.

Primer fw 2

GATGGCCGGGGAGAAATGC

Primer rev 2

CAGGTGCACACGTGCAGGTCC

Tabulka 14: Sekvence primerti pro mutagenezi ¢.2320 T>C/p.C774R

Primer fw 1

GCAGCGTACTTGCCGCACTGG

Primer rev 1

CCAGAAATGTGGTCGCAGTCAGC




2.2.3. KLD reakce

Po probéhnuti PCR byl produkt reakce vyuzit k nasledné ,,KLLD* reakci. Pismena K, L a D
oznacuji enzymy (kindza, ligaza a enzym Dpnl), které umoznuji ligaci nové syntetizovanych
molekul DNA s vnesenou konkrétni mutaci zpét do kruznicového plazmidu a odstranéni
puvodniho plazmidu s nemutovanou sekvenci. Slozeni reakce je popsano v tabulce 15.

Tabulka 15: SloZeni KLLD reakce.

PCR Product 1 ul

2x KLD Reaction Buffer Sul

10x KLD Enzyme Mix 1l

Nuclease-free Water 3ul

Takto pfipravend smes byla ponechana 10 min pti pokojové teploté a ihned poté vyuzita pro
transformaci bakterii. 2 ul KLD smési byly pfidany k 10 pl kompetentnich bakterii, samotna
transformace a nasledna izolace plazmidi byly provedeny podle postupt popsanych

v kapitolach 2.8. a 2.6. Izolované plazmidy byly poté zaslany do spolecnosti SeqMe, ktera
sekvenaci potvrdila uspésné vneseni pozadovanych zmén v CDS genu MEGF10, jak je
ukéazéno na obrazcich 7 a 8.



GCTCTACCOCATOCOCTCTOOGANCCTATOGGAT AMCTGT TOCTCTOOCTGTOOC TGTAAAAT GAT GCAGTCTACTCTOCTGT GGAC GOGT CTTGT ACT TG ANGGCAGOCT GOCACGOOGT GGACTGCTOCATCAGAT
2 2 70 2

) 2 200 L 290

150 160 170 180 190 200 M1 20 pL L 240 2%

N A Vo A o o e M

COCAGTGOCACATGGGOCT TTOOCTGT AACT TAACAT GOCAGTOCCTCAACGOGGGAUCT QCACACCCTGGACOOGACCT QEACGTGTGCACCT GGATOOCCCOGOAGAGAMT (CGAACTTOCCT GOCAOGATGOCACT
W0 3 20 30 o S0 ) o %0 90 00 410 A4 430

VA VWY Y S o A e VA Y W

TACGOGCTGANCTGTGOT GAGCOCT GOGACTOCAGOCADGCAGAT GOCTGOCACCCT ACCACGOGC CATTGOCGCTGOC T COCCGGATOGTCAGGT GTCCACTGT GACAGUGTGNGTGCTGAGOOACCE TGOOOOCCCANCTG
440 4% 460 47 480 490 S0 S0 20 $30 S0 sso 0 s

Y Y Yo Y A Y N Y Y Y M

COCTOCOCTOCTACTGTAAAATGGOOCTTCATGCTOCCCTGATGAT GAUAT CTOOGAGTGT GEAC CAGGCTTCCGAGGCACCAC TTGTCAGAGGATCTGCT COOCTOGTT T TTAT GGGCATCGUTGEAGOCAGACATGOC
580 590 600 6l 020 650 o 00 70 7

630 640 650 66 670

.nml.ml.um.u.m.m.uuuM.mhAmhJm.hmmAhu.luumml.uuuhumumLmnh.uh..lm.dmuu

CACAGTGOGT TCACAGEAGOOGGOOCTGOCACCACATCACOGOCCTAGTAT GACTOCTTOOCT QGCTTCACAGOC GOOCT CTGCAAT GAAGTGTGTOOC AGTGGCAGATTT OO0 AMAACTGTGC MIGAATTT GTACCT G|
70 740 750 760 ™ 750 ™0 #00 810 820 530 L 850

Pt M Y A o M e e e e M

Obrazek 7: Vysledek sekvenace plazmidu pcDNA3.1MEGF10 s mutaci ¢.1562G>C
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Obrazek 8: Vysledek sekvenace plazmidu pcDNA3.1MEGF10 s mutaci ¢.2320T>C

YV v

V druhé ¢asti prace tedy byly cilenou mutagenezi uspésné vytvoreny plazmidy
pcDNA3.IMEGF10 c.1562G>C a pcDNA3.IMEGFI10 ¢.2320T>C.



3. ZAVER

Pomoci metod genového inzenyrstvi se nam podaftilo vytvofit tii plazmidy. V prvni ¢asti prace
byl vytvoten plazmid se standardni variantou genu MEGF10 a ve druhé ¢astii vyzkumu byly
vytvofeny dva plazmidy, které nesou specificky mutované varianty genu MEGF10. Jedna z
téchto variant genu MEGF'10 byla objevena u pacienta M.R.jako dosud nepopsana mutace,
ktera je klasifikovana jako varianta s nezndamym vyznamem. Druhy plazmid nese variantu
genu, kterd je jiz znama svou patogenitou, a miize proto slouzit jako kontrola pfi ovéfeni
patogenniho dopadu mutaci v tomto genu.

Vytvareni expresniho plazmidu, ktery nese gen s konkrétni mutaci, se velmi ¢asto pouziva

k ovéfovani patogenecity mutaci. Vytvofené expresni plazmidy jsou pfeneseny do bunéénych
linii a poté je sledovan vliv exprese konkrétniho mutovaného proteinu na bunééné procesy.
Také patogenicita varianty genu MEGF10 ¢.2320T>C byla ovétena podobnym zplsobem ve
studii, kterd vyuzivala cilenych genovych manipulaci v myoblastech promodelovéani dopadu
patogennich mutaci v téchto bunikach a zkoumani mysich modelt k dal$i charakterizaci
bunéénych funkci MEGF 10 ve svalech. Autofi této prace zjistili, Ze MEGF10 ma velky
vyznam na proliferaci a migraci myoblastli a tyto funkce mohou byt v ohrozeni pii lidském
svalovém onemocnéni EMMARD. [7]

Plazmidy vytvotené pfi vypracovavani této prace budou proto slouzit k pozorovani vlivu
mutace ¢.1562G>C v genu MEGF 10 nalezené u pacienta M. R. na proliferaci a migraci
myoblastli. Plazmidy se standardni variantou tohoto genu a plazmid s mutaci ¢.2320T>C
budou slouzZit jako kontroly normalni funkce proteinu (standardni varianta) a patologické
funkce proteinu (varianta ¢.2320T>C). Tyto kontroly jsou potieba také proto, ze nékteré
bunécné procesy mohou byt ovlivnény nejenom expresi studovaného proteinu, ale i
samotnym procesem vneseni plazmidu do bunék.
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