Design sShRNA a sSRNA

Teoreticky Uvod ke cviceni a veSkeré potfebné informace pro design shRNA a gRNA
sekvenci byl podan na uvodni pfednasce, kterd je soucasti studijnich materiald k predmétu
Bi16405 Metody molekularni biologie - cviceni. Jako modelovy piipad byl vybran lidsky gen
MYBL2 (Gene ID 4605, B-MYB).

Kodujici sekvence genu MYBL2 s vyznacenymi cilovymi sekvencemi pro shRNA (Zluté) a
gRNA (modrte).

atgtctcggcggacgcgctgcgaggatctggatgagctgcactaccaggacacagattcagatgtgeccggagcag
agggatagcaagtgcaaggtcaaatggacccatgaggaggacgagcagctgagggccctggtgaggcagtttgga
cagcaggactggaagttcctggccagccacttceccctaaccgcactgaccagcaatgeccagtacaggtggectgaga
gttttgaatccagaccttgtcaaggggccatggaccaaagaggaagaccaaaaagtcatcgagctggttaagaag
tatggcacaaagcagtggacactgattgccaagcacctgaagggccggctggggaagcagtgecgtgaacgctgg
cacaaccacctcaaccctgaggtgaagaagtcttgctggaccgaggaggaggaccgcatcatctgcgaggeccac
aaggtgctgggcaaccgctgggccgagatcgccaagatgttgccagggaggacagacaatgctgtgaagaatcac
tggaactctaccatcaaaaggaaggtggacacaggaggcttcttgagcgagtccaaagactgcaagcccccagtg
tacttgctgctggagctcgaggacaaggacggcctccagagtgecccagecccacggaaggeccagggaagtettetg
accaactggccctccgtceccecctectaccataaaggaggaggaaaacagtgaggaggaacttgcagcageccaccaca
tcgaaggaacaggagcccatcggtacagatctggacgcagtgcgaacaccagagcecccttggaggaatteccgaag
cgtgaggaccaggaaggctccccaccagaaacgagcctgecttacaagtgggtggtggaggcagctaacctecte
atccctgctgtgggttctagectctctgaagecctggacttgatcgagtecggaccctgatgettggtgtgacctyg
agtaaatttgacctccctgaggaaccatctgcagaggacagtatcaacaacagcctagtgcagctgcaagecgtca
catcagcagcaagtcctgccacccecgeccagecttecgecctggtgeccagtgtgaccgagtaccgectggatgge
cacaccatctcagacctgagccggagcagccggggcgagctgateccccatectecceccagcactgaagtecgggggce
tctggcattggcacaccgccctectgtgectcaagecggcagaggaagaggcgtgtggectcectgteccecctgtcactgag
aatagcaccagtctgtccttcecctggattcctgtaacagecctcacgecccaagagcacacctgttaagaccctgecce
ttctcgccecctecccagtttectgaacttectggaacaaacaggacacattggagectggagageccecctecgectgacatcece
accccagtgtgcagccagaaggtggtggtcaccacaccactgcaccgggacaagacacccctgcaccagaaacat
gctgcgtttgtaaccccagatcagaagtactccatggacaacactccccacacgccaacccecgttcaagaacgcec
ctggagaagtacggacccctgaagcccctgccacagaccccgcacctggaggaggacttgaaggaggtgetgegt
tctgaggctggcatcgaactcatcatcgaggacgacatcaggcccgagaagcagaagaggaagectgggetgegg
cggagccccatcaagaaagtccggaagtcectcectggcectcecttgacattgtggatgaggatgtgaagctgatgatgtcece
acactgcccaagtctctatccttgccgacaactgccccttcaaactctteccagectcaccctgtcaggtatcaaa
gaagacaacagcttgctcaaccagggcttcttgcaggccaagcccgagaaggcagcagtggecccagaagecccga
agccacttcacgacacctgcccecctatgtccagtgecctggaagacggtggectgcggggggaccagggaccagcett
ttcatgcaggagaaagcccggcagctcctgggeccgcectgaagcecccagccacacatcteggaccctecatettgtece
tga



Pouzivané plazmidy
lentiCRISPRv2
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Priprava klonované sekvence sSRNA a shRNA

shRNA:
siRNA proti sekvenci lidského genu B-myb

GCCATGGACCAAAGAGGAALt

BEERRNENENEENEREEN
tt CGGTACCTGGT TTCTCCT T

Konstrukt pro shRNA B-myb, pro vklonovani do pRNA U6.1/Neo plazmidu

Oligonukleotid A:
5" GATCCGGCCATGGACCAAAGAGGAATTCAAGAGATTCCTCTTTGGTCCATGGCTTTTTT GG AAA3
| Antisense | Loop | Sense | Termination Signal

Oligonukleotid B:
5’AGCTTTTCCAAAAAAGCCATGGACCAAAGAGGAATCTCTTGAATTCCTCTTTGGTCCATGGCCG 3¢

BamH |
5’- GATCCGGCCATGGACCAAAGAGGAATTCAAGAGATTCCTCTTTGGTCCATGGCTTTTTT GGAAA
GCCGGTACCTGGTTTCTCCTTAAGTTCTCTAAGGAGAAACCAGGTACCGAAAAAACCTTTTCGA - 57
Hind II1

Jednotlivé nasyntetizované fetézce oligonukleotidli, které jsou k sob& komplementarni, je
potieba spojit ve dvoufetézec, ktery je nasledné ligovan do vektoru pRNA U6.1/Neo
Stépeném BamHI/HindIll.

gRNA:
cilova sekvence v lidském genu B-myb

TCTGGATGAGCTGCACTACCAGG
Oligonukleotidy:

CACCGTCTGGATGAGCTGCACTACC a AAACGGTAGTGCAGCTCATCCAGAC

Jednotlivé nasyntetizované fetézce oligonukleotidd, které jsou k sobé komplementarni, je
potieba spojit ve dvouretézec, ktery je nasledné ligovan do vektoru lentiCRISPRv2 §tépeném
Esp3l.

5’- CACCGTCTGGATGAGCTGCACTACC -3’

EENNNIREINERNENIREES
3'- CAGACCTACTCGACGTGATGGCAAA -5’

Postup (stejny pro shRNA i gRNA oligonukleotidy):
1. Ptipravte 20 pl reakéni smési, kterd obsahuje:
2 pl (1 pg) oligonukleotidu A
2 ul (1 pg) oligonukleotidu B
1 ul 20x SSC
doplnit vodou do 20 pl

analogicky pfipravte i kontrolni reakce, kde bude pouze jeden ze dvou oligonukleotidii



2. Inkubujte smés 5 minut pii 94 °C

3. Nechte reak¢ni smes chladnout 30 min pii pokojové teploté — probiha renaturace a spojeni
komplementarnich oligonukleotidii do dvouietézce

4. 10 ul reakéni smési smichejte s nanaSecim pufrem v poméru 5:1 a proved'te agardézovou
elektroforézu na 3% gelu. Zbylych 10 ul reakéni smési si ponechte pro ligaci (na ledu).

Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

Pii ligaci cizorodé DNA do vektoru je Zadouci, aby frekvence vektorovych molekul
obsahujici za¢lenénou cizorodou DNA byla co nejvyssi. Idealni je situace, kdy lze jak
cizorodou DNA, tak i vektor S$tépit soucasné 2 restriktizami, po jejichZ stépeni
nevznikaji komplementarni konce. V tomto pripadé po ligaci a transformaci ziskavame
prakticky pouze klony obsahujici vektor s cizorodou DNA zaclenénou v poZadované
orientaci.

V ptipadé, Ze jak cizorodd DNA, tak linearizovany vektor maji zatupené konce nebo
komplementarni konce po restrikénim Stépeni, ziskame po ligaci a transformaci velké
mnozstvi klon obsahujicich vektorovou DNA bez zaclenéné cizorodé DNA. Abychom
zabranili této ,,self-ligaci® vektoru, je mozné linearizovanou vektorovou DNA defosforylovat
na 5’konci pomoci alkalické fosfatdzy. Ligaci takto modifikované vektorové DNA
s cizorodou DNA vznika oteviena kruznicova molekula, ktera je schopna transformace do E.
coli.

Riizné restrikéni endonukledzy vétSinou poskytuji takova zakonceni fragmentl, ktera nejsou
vzajemné kompatibilni a jejich spojeni ligaci neni mozné. Ligaci pak lze provést pouze v tom
pfipad¢, Ze se odstrani jednotetézcové precnivajici useky DNA, ¢imz se konce dsDNA zatupi.
Tento typ modifikace lze provést dvéma zpisoby: 1) polymerazovou reakei, kdy se chybéjici
usek DNA dosyntetizuje nebo 2) nukledzovou reakci, kdy se pfecnivajici jednotetézec
odstepi.

Pro modifikaci ptecnivajiciho 5° konce lze pouZit obé techniky — zpravidla se pouZziva
Klenowtiv fragment DNA polymerazy I nebo nukledza Mung Bean. Pro modifikaci
ptrecnivajiciho 3" konce lze pouzit pouze nukledzovou reakci. Nej€astéji pouZivanymi enzymy
jsou T4 DNA polymeraza, Klenowiv fragment DNA polymerazy I, nukledza S1 nebo
nukledza Mung Bean.

V naSem piipadé€ byl postup navrzen tak, aby odpovidal ideélni situaci popsané vyse (tuny
text). Tedy, pii klonovani do pRNA U6.1/Neo plazmidu jsou BamHI a Hindlll konce
nekomplementarni a k ligaci tak mtze dojit pouze po zaclenéni inzertu kodujiciho shRNA.

V ptipadé klonovani do vektoru lentiCRISPRvV2 je situace ponékud odlisnd. Enzym Esp31
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Esp3l:

cleavage
5, .CGTCTCN....3°
3. . GCAGAGNNNNN. ... 5°
ram;ritinr
site cleavage

Klonovaci misto vektoru lentiCRISPRv2 vSak obsahuje 2 rozpoznavaci mista pro Esp31 mezi
kterymi je jedinecnd sekvence. Po Stépeni tohoto plazmidu tak dojde k vyStépeni této
sekvence a vznikne linearni plazmid, ktery nemé komplementarni konce. K ligaci tak mtze
dojit pouze po zaclenéni inzertu kodujiciho gRNA

cPPT

pasiv RRE 2 kb filler EFS

Splasy FLAG P2A Puro WPHE

ﬁjbﬁ[f-;_ﬂ

lentiCRISPRvZ

BsmB! Bsmdl

Postup:
1A (shRNA). Ptipravte 30 pl reakéni smési, kterd obsahuje:

1 ng plazmidu pRNA_U6.1/Neo
3 pl 10x restrikéniho pufru R
2 x 1 pl restrikéniho enzymu (BamHI a HindlIII)
doplitte vodou do 30 pl
analogicky pfipravte i neStépenou kontrolu a kontroly pouze s jednim enzymem

1B (gRNA). Pfipravte 30 ul reakéni smési, kterd obsahuje:
1 pug plazmidu lentiRISPRv2
3 pl 10x restrikéniho pufru H
1,5 pl restrikéniho enzymu (Esp31)
dopliite vodou do 30 pl
analogicky pfipravte 1 neStépenou kontrolu

2. Inkubujte restrik¢éni smési 75 minut pii 37 °C
3. Reak¢ni smés smichejte s nanaSecim pufrem v poméru 5:1 a proved’te agar6zovou

elektroforézu.

Purifikace frasmenti dna z agarozového gelu pomoci Top-Bio Kitu pro extrakci DNA
z agarozového gelu

Celou tadu riznych metod lze vyuzit pro purifikaci fragmentii DNA z agarozovych
geli. Mezi nejCastéji pouzivané metody patii eluce DNA z gelu na membranu, nasledné
uvolnéni DNA z membrany do roztoku a jeji purifikace. Druhou moZznosti je solubilizace ¢asti
gelu obsahujici fragment DNA a jeho nasledné ptecisténi béZznymi postupy.



Princip:

Metoda vyuziva vysokych koncentraci chaotropnich soli (pufr L1) k naruSeni

vodikovych vazeb mezi cukernymi zbytky v agarozovém gelu, ¢imz umoziuje jeho
solubilizaci. Vysoka koncentrace soli navic odstraiiuje z DNA fragmenti DNA-vazebné
proteiny. Po solubilizaci jsou fragmenty DNA adsorbovany na povrch silica ¢astic odkud jsou
po promyti (pufr L2) uvolnény 10mM roztokem Tris-Cl, pH=8,5 (pufr L3). Pro purifikaci
fragmentti DNA z gelu bude vyuzit Column DNA Lego kit (Top-Bio).

Postup (stejny pro shRNA i gRNA):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Rozdé€lte restrikéni fragmenty elektroforézou, dokud nejsou od sebe dostatecné
oddé€leny. Vyftiznéte pomoci skalpelu co nejmensi prouzek gelu obsahujici
pozadovany fragment DNA (St€peny vektor) a vlozte jej do zkumavky. Ptidejte 700 pl
pufru L1.

Inkubujte pii 55 °C dokud nedojde k tpIné solubilizaci agarozového gelu.

Kolonku vsad'te do zkumavky. Po Uplné solubilizaci agarozového gelu naneste 700 ul
roztoku obsahujiciho rozpusSténou agarézu a DNA na kolonku.

Centrifugujte 13000g/1 minutu/pokojova teplota.
Roztok prosly filtrem kolonky odstraiite a kolonku znovu umistéte na stejnou sbérnou
zkumavku. Naneste zbytek roztoku obsahujiciho rozpusténou agarézu a DNA na

kolonku a opakujte centrifugaci (krok 4).

Roztok prosly filtrem kolonky odstraiite a kolonku znovu umistéte na sbérnou
zkumavku. Naneste 700 ul promyvaciho pufru P2.

Centrifugace 13000g/1 min.

Roztok prosly filtrem kolonky vyhodit a opakovat promyvaci krok. Tento krat pfidat
500 ul pufru P2.

Roztok prosly filtrem kolonky opét vyhodit, kolonku znovu umistit na sbérnou
zkumavku a centrifugovat 13000 g/1 min pro odstranéni zbytkového promyvaciho
pufru.

10) Kolonku pteneste do Cisté zkumavky, na kolonku naneste 25 ul elu¢niho pufru (L3).

Nechte 2 minuty stéat pii pokojové teploté.

11) Centrifugace 13000g/1 min.

12) Kolonku odstrante. Roztok prosly kolonkou obsahuje ¢istou DNA (Stépeny plazmid)

vhodnou pro ligaci.



Ligace vektoru s cizorodou DNA

Tvorba fosfodiesterové vazby mezi 3- OH a 5'- P fragmenti DNA nebo RNA za
ucasti kofaktort (pf. ATP) je katalyzovand ligdzami. Ligazy se in vivo ucCastni procesu
replikace, rekombinace ¢i DNA reparace. In vitro jsou pak vyuzivany k tvorbé
rekombinatnich DNA molekul. Mezi nejCastéji pouzivané ligazy patii ligdzy produkované
bakteriemi nebo bakteriofagy: napt. T4 DNA ligaza, E. coli DNA ligaza, termostabilni DNA
ligazy. V soucasné dobé existuje nckolik zpiisobli vyjadieni ligazové aktivity. Komercni
firmy obvykle jednotku definuji jako mnozstvi ligdzy, které je potfebné pro ligaci koheznich
koncti DNA (urcity cas, teplota a urcitda DNA Stépena urcitou restriktdzou). Pouzivaji se vSak
rovnéz 1 dalsi jednotky: napt. Weissova jednotka = mnozstvi ligazy, které katalyzuje vymeénu
1 nmol 2P mezi pyrofosfiatem a ATP za 20 minut pfi 37 °C.

Postup (stejny pro shRNA i gRNA):

ul). Dilezitym parametrem je molarni pomér plazmidové a inzertované DNA. V pfipadé, ze
molekula plazmidu mé tupé nebo komplementarni konce, by pii nadbytku plazmidové DNA v
ligani sméesi mohl vznikat nadbytek transformatti obsahujicich pouze plazmidovou DNA bez
zaSlenéné klonované molekuly DNA. V nasem piipad¢ vSak by takovéto molekuly DNA mély
vznikat jen ojedinéle.

1. Pii ligaci je zapotiebi provadét i kontrolni reakce. Obvyklou kontrolou je reakce
s nastépenou DNA bez zacleniované DNA a také reakce bez DNA ligazy.

2. Pted michanim reakce si spojené oligonukleotidy nafedime 50x vodou.

3. SloZeni kompletni reakce: 10x liga¢ni pufr (jiz obsahuje ATP) 1 ul
vektorovd DNA 100 ng
zaclenovana DNA 10 ng
T4 DNA ligaza (400 U/ul) 0,1 pl

doplnit vodou do 10 pl
4. Pt pipetovani postupujeme tak, Ze do mikrozkumavky napipetujeme nejprve vodu a
DNA fragmenty, zahfejeme 5 minut na 45 °C, zchladime na ledu a pfiddme zbytek
liga¢ni reakce.

5. Inkubujte reakéni smés hodinu pii 20 °C (1épe vSak 16 °C ptes noc)

6. Transformujte kompetentni buiiky E. coli.

Priprava kompetentnich bunék Escherichia coli DH5q

Byla popsana fada metod umoznujici ucinny pienos plazmidové DNA do bun¢k E.
coli. Pomineme-li pfenos metodou elektroporace (pfenos DNA pomoci kratkych impulst
vysokého napéti) patii mezi nejpouzivanéjSi metody navozeni kompetence bakteridlnich
bun¢k pomoci vychlazenych roztoki dvojmocnych iontlh kovl. Tato metoda byla poprvé
popsana jiz na pocatku osmdesatych let (Hanahan, J Mol Biol 1983:166,557-580) a v raznych
modifikacich je pouzivana dodnes. Pomoci této metody lze dosdhnout Gi¢innosti transformace
5x10° transformovanych kolonii/pug superhelikalni plazmidové DNA. Uéinnost transformace



je vyrazné ovliviiovdna cistotou pouzitych pufrti a laboratorniho skla a také podminkami
pestovani bakterialni kultury.

Pro rutinni pfipravu kompetentnich bunék v laboratotich je dnes nejéastéji pouzivana
zjednodusena modifikace ptivodni Hanahanovy metody, kterd umoznuje dosahnout ucinnosti
transformace 10’ transformovanych kolonii/ug superhelikdlni plazmidové DNA, coZ je
dostateCné pro klonovani plazmidi v béznych aplikacich. Kompetentni bunky piipravené
touto metodou 1ze dlouhodobé uchovavat pii -80°C.

Postup:

1. Naockujte 1 kolonii bunék E.coli kmene DH5a do 1 ml ristového média LB a
kultivujte pfes noc na tiepacce pii 37°C.

2. Druhy den pouzijte 0,5 ml této kultury pro inokulaci 100 ml LB. Inkubujte na tfepacce
pii 37°C do dosazeni ODsso = 0,5. Pfi méfeni absorbance pouzijte médium LB jako
blank.

3. Po dosaZeni poZzadované hustoty kulturu promichejte a ponoite do ledové 14zn€ na 10
minut.

4. Centrifugujte po 25 ml pti 2700g/10 minut/4°C v 50 ml sterilnich zkumavkach.

5. Opatrné odstraiite supernatant a suspendujte pelet v 5 ml vychlazené¢ho 0,1 M roztoku
MgCls sterilni pipetou. Preneste suspenzi do 15 ml sterilnich zkumavek.

6. Centrifugujte pii 2700g/10 minut/4°C.

7. Opatrné odstrante supernatant a suspendujte pelet v 1 ml vychlazeného 0,1 M roztoku
CaCly . Pidejte dalSich 5 ml vychlazeného 0,1 M roztoku CaClz, opatrné promichejte
a inkubujte v ledové 14zni 20 minut.

8. Centrifugujte pti 2700g/10 minut/4°C.

9. Odstrante supernatant a opatrné suspendujte pelet v 1,2 ml vychlazeného
zamrazovaciho pufru (22,5 ml 0,1M CaCl; plus 3,5 ml sterilniho glycerolu)

10. Rozdélte po alikvotech 200l do sterilnich mikrozkumavek a zamrazte pii -80°C.

Transformace kompetentnich bunék E. coli

Pro klonovani cizorod¢é DNA se vyuziva kmend E. coli, které byly metodami genového
inZenyrstvi upraveny tak, aby byly schopny s vysokou ucinnosti pfijimat cizorodou DNA,
umoziovaly jeji replikaci a udrzovaly jeji plivodni strukturu (tj. nezpiisobovaly vyStépovani ¢i
rekombinaci naklonované DNA) a dovolovaly selekci rekombinantnich plazmidii. Vlastni
navozeni kompetence (schopnosti pfijmout cizorodou DNA) spociva ve vystaveni bunék
prislusného kmene E. coli v exponencialni fazi ristu vychlazenym roztokiim dvojmocnych
iontl (CaClz, MgClz). Promyvani a inkubace bun€k v téchto roztocich vede ke zménam
v metabolismu bun€k a slozeni jejich bunééné stény, které jim umoziuji pfijmout cizorodou
DNA (viz. postup ptipravy kompetentnich bunék E.coli).

Postup (stejny pro shRNA 1 gRNA):

1. Na ledu pozvolna rozmrazte mikrozkumavku s kompetentnimi buiikami, ptidejte 2 pL
ligaéni smési, promichejte a inkubujte na ledu 30 minut.
Inkubujte smés 30 sec minuty pii 42 °C a poté ji umistéte na 2 minuty opét na led.
Ptidejte 1 ml ristového LB média a inkubujte 45 minut pii 37 °C.
Smés centrifugujte 6000 rpm/1 minuta/RT.
Odlijte supernatant vyjma cca 40 pl, ve kterych resuspendujte bakteridlni sediment.
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6. Suspenzi pieneste na agarovou plotnu obsahujici 50 pg/ml ampicilinu a rozetfete
bakteriologickou hokejkou.

7. Inkubujte ptes noc pii 37 °C.

8. Druhy den pieoCkujte jednotlivé rezistentni kolonie kiizovym roztérem na nové
agarové plotny s ptislusSnym antibiotikem a inkubujte opét pies noc pii 37 °C.

9. Misky lIze poté uchovat n¢kolik tydnti pii 4°C.

Ovéreni zaclenéni klonované sekvence do vektoru

O tom, ze se nam podafilo pfipravit pozadovany plazmid se néasledné presvéd¢ime pomoci
sekvenace. Pro sekvenaci pouzivame primer doporuceny vyrobcem daného vektoru.
Vzhledem k nizkym cendm sekvenacnich reakci a rychlosti dodani vysledki dnes vétSinou
vyuzivame sluzeb komerc¢nich firem. Pfed odeslanim vzorkii danému komer¢nimu subjektu,
se 1ze o uspésném zaclenéni klonované sekvence do vektoru presvédcit i jinym zptisobem —
restrikénim St€penim ¢i pomoci PCR. Druhou variantu si ukdZeme na piikladu klonovéni
sekvence shRNA pro B-Myb.

PCR detekce inzerce sekvence pro shRNA do vektoru pRNA-UG6.1 neo

Princip.

Primery pro detekci byly navrzeny tak, aby sekvence forward primeru byla
komplementarni k sekvenci U6 promotoru, jenz je soucéasti vektoru pRNA-U6.1 neo.
Sekvence reverse primeru je pak komplementarni k sekvenci, jez je lokalizovand za
klonovacim mistem Hindlll-BamHI. V piipadé¢ PCR pro samotny vektor pRNA-U6.1 neo je
ocekavana délka produktu 282 bp. V ptipadé€, ze doslo k zaclenéni sekvence pro shRNA do
vektoru je oCekavan produkt o velikosti 350 bp.

Postup:

SloZeni PCR reakce: Priibéh PCR reakce:
destilovana voda 16,5 uL 1. 94°C — 2 minuty
10x PCR pufr 2,5 uL 2.959C -30s

10mM smés dNTP 0,5 uL 3.550C-30s

20uM forward primer 2uL 4.72°C-30s

20uM reverse primer 2 uL 5. bod 2-4 opakuj 30x
100 ng plazmidové DNA 1 pL 6. 72°C — 7 minut
Tagq polymeraza (5U/ uL) 0,5 pL 7.10°C — 1 minuta
celkem 25 ul

Pti pipetovani PCR smési se obvykle postupuje tak, Ze nejprve se zhotovi smes vSech slozek
(mimo plazmidové DNA) spocitanad pro vSechny vzorky + negativni kontrolu (PCR reakce
bez plazmidové DNA) +1, ptfi¢emz jednotlivé slozky se pipetuji ve vySe uvedeném potadi.
Jednotlivé vzorky plazmidové DNA se napipetuji do 0,5ml zkumavek a piida se k nim
odpovidajici mnozstvi PCR smési. Zkumavky s PCR smési se poté umisti do termocykléru a
spusti se dany program.

Mame-li ovéfeno, Ze se ndm podafilo pfipravit spravny plazmid, miizeme pfistoupit
k otestovani jeho uc¢inku v eukaryotickych bunkach. Pro tento ucel jsme zvolili mysi
nadorovou bunééno linii 4T1.



Transfekce plazmidia metodou lipofekce do bunécéné linie 4T1

V soucasné dob¢ existuje velké mnozstvi metod pro pirenos DNA (RNA) do
eukaryotickych buné€k. Volba pouzité metody zavisi na typu bunék, pozadované u¢innnosti
transfekce a v neposledni fad¢ také na moznostech laboratote. Pii lipofekci dochazi nejprve
k vytvotfeni komplexii zaporné nabité plazmidové DNA s kationickym lipidovym ¢inidlem.
Takto vytvofené komplexy jsou schopny pronikat ptes lipidovou membranu do
eukaryotickych bun¢k.

V realné situaci bychom do bunék piendseli vySe ptipravené vektory. Abychom ale
v ramci cviceni jiz druhy den mohli vyhodnotit uspéSnost transfekce, budeme do buné¢k
prenaset plazmid pcDNA3.1 (Invitrogen, kontrola), respektive plazmid pcDNA3.1-GFP, ktery
nese gen pro zeleny fluorescen¢ni protein (GFP). Druhy den tak budeme moci vyhodnotit
uspésnost transfekce pod fluorescenénim mikroskopem, ptipadné pomoci pratokové
cytometrie.

Postup:

1. Do 2 mikrozkumavek napipetovat 200 pul média OPTI-MEM (Invitrogen). Do jedné
pfidame 2 pg plazmidové DNA. Do druhé mikrozumavky piiddme 4 pl ¢inidla PEIL.

2. Obég smési inkubujeme 5 minut pii RT, poté je smichdme a ponechdme 15-20 minut
pti pokojové teploté.

3. Prikapapeme tuto smés k bunikam 143B a umistime je na 24 hodin do CO; inkubatoru.
Po 5 hodindch vyménime médium (odstranéni komplexti Lipofectamine-DNA snizi
cytotoxicitu).

4. Po 24 hodindch vyhodnotit Wc¢innost transfekce pomoci fluorescencnho
mikroskopu/pritokového cytometru a nasledné¢ buiiky sklidit a pfipravit bunécné
lyzaty pro SDS-PAGE.

Elektroforéza proteinu a immunobloting

V ptipad¢ postranskripéniho uml¢ovani genii pomoci siRNA/shRNA vyhodnocujeme expresi
cilového genu na Grovni proteinu obvykle 24-96 hod po transfekci. Tento ¢as je mimo jiné
zavisly na tom, jak je dany protein v buiice ,stabilni®, tedy za jak dlouho po syntéze na
ribozomu dochazi kjeho degradaci. V piipadé mutageneze pomoci CRISPR/Cas9
selektujeme po transfekci buiiky na rezistenci k antibiotiku (v naSem ptipadé puromycinu).
Rezistentni buniky nasledné klonujeme metodou limitniho fedéni do 96-jamkovych desticek,
abychom ziskali klony vzniklé zjedné jediné buiky. Tyto klony expandujeme a expresi
cilového proteinu stanovime pomoci SDS-PAGE a imunoblotingu.

Postup:
Ptiprava vzorku:

Bunky 4T1 promyt v PBS a inkubovat cca 1 mins ImM EDTA v PBS. Poté buiiky ptenést do
15mL zkumavky a centrifugovat 400g/5 min. Odsat supernatant, suspendovat sediment v 1
mL PBS a znovu centrifugovat pii 400g/5 min. Odsat dokonale supernatant a sediment
lyzovat v 2xCSB pufru neobsahujicim merkaptoethanol ani bromfenolovou modf, 4 minuty
povaftit (vzorky lze poté uchovavat pti —20 °C). Zméfit koncentraci proteinti ve vzorcich DC
Protein Assay kitem (Biorad). Vzorky upravit na stejnou koncentraci, smichat s kompletnim
2xCSB pufrem v poméru 1:1 a nanést na SDS-PAGE.




Meéfeni koncentrace proteint (DC Protein Assay Kit):

Na mikrodesticku pipetovat 5 pl kazdého vzorku ve tiech opakovanich. Ke vzorkiim piidat 25
ul roztoku A" (obsahuje 20 pl roztoku S na 1 mL roztoku A). Pfidat 200 pl roztoku B, zbavit
vzorky bublin a ponechat 15 minut stat. Analogicky piipravit i vzorky standardu (BSA o
koncentracich 0,1; 0,5; 1; 1,5; a 2 w/ul). Poté zméfit absorbanci na ELISA readeru pti 750 nm
a pomoci koncentracni fady BSA vypocitat koncentrace proteint v ptipravenych lyzatech. Na
zaver urcit vhodné fedéni vzorkd tak, aby na SDS-PAGE bylo naneseno stejné mnozstvi
proteinti od kazdého vzorku.

Ptiprava gelu:

1.

2.
3.

4.

S pouzitim rukavic vycistit skla, promyt pod tekouci vodou, umyt detergentem,
proplachnout vodou, oplachnout ethanolem a utfit.

Sestavit skla se spacery a sevfit je svorkami.

Ptipravit roztok pro dolni gel, jemné promichat a nalit mezi ptfipravena skla asi do 2/3.
Prevrstvit gel slabou vrstvou destilované vody. Nechat polymerovat 30 minut.

Slit horni vrstvu destilované vody, pfipravit roztok pro horni gel, nalit jej na dolni gel,
vsunout hiebinek a nechat polymerizovat 45 minut.

NanéSeni vzorku a elektroforéza:

1.

2.

3.

4.

Skla s gelem umistime do elektroforetické aparatury, dolijeme elektroforeticky pufr a
opatrn¢ vytdhneme hiebinky.

Na gel nanaSime 10-20 pl vzorku (mnoZzstvi zavisi na koncentraci proteini
v bunéénych lyzatech).

Pfipojime aparaturu ke zdroji. Pro prichod hornim gelem aplikujeme 80 V, poté
zvySime napéti na 120 V.

Elektroforézu zastavime v moment¢, kdyz hrana barvicky opousti gel.

Sestaveni blotovaci aparatury:

l.

2.
3.

7.

8.

Nasttihame 4 kusy papiru Whatman 3MM a nitrocelul6zovou membranu stejné
velikosti jako je proteinovy gel.

Navlh¢ime papiry Whatman a porézni podlozky v transferovém pufru.

Plastikovou svorku umistime do vanicky s transferovym pufrem ¢ernou plochou dolt.
Na ni polozime pérezni podlozku a vytla¢ime bubliny.

. Na podloZzku umistime 2 navlhéené filtra¢ni papiry Whatman 3MM a opét vytla¢ime

bubliny.

. Na papiry Whatman polozime gel a na n¢j opatrné¢ navlh¢enou nitrocelulézovou

membranu.

Na membranu pak opét polozime dva papiry Whatman, vytla¢ime bubliny a na né
druhou p6rézni podlozku. Opét vytlacime bubliny.

Takto sestaveny sendvi¢ sevieme do plastikové svorky a umistime do vanicky
s transferovym pufrem a chladitkem.

Blotujeme 1 hod pti 100 V.

Detekce proteinti na membrané pomoci protilatek:

1.

2.

Po skonceni blotingu promyjeme nitrocelulézovou membranu v 5% roztoku suseného
mléka v TBS-Tween po dobu 30 minut pii pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.
Inkubujeme membranu s primdrni protilatkou anti-B-Myb fedénou 1:1000 v 5%
roztoku suseného mléka v TBS-Tween 1 hod pii pokojové teploté nebo ptes noc pii 4
0,

C.

3x promyjeme v TBS-Tween (cca 7 minut kazdé promyti).



4. Inkubujeme membranu 1 hod se sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou
peroxidazou fedénou 1:10000 v TBS-Tween pii pokojové teploté.

oW

Promyjeme dvakrat TBS-Tween a dvakrat TBS.
Oplachneme membranu v destilované vodé a osusime ubrouskem.

7. Ptipravime 2 ml ECL substratu (Pierce™ ECL Western Blotting Substrate) a nakapeme jej

na membranu.

8. Po 5 minutdich membranu osuSime a signaly exponujeme na film v temné komote.
9. Nakonec membranu obarvime na proteiny inkubaci s roztokem amidoblacku a
nasledné odbarvit odbarvovacim roztokem.

Pouzité roztoky

Transferovy puft: TBS: TBS-Tween:

48 mM Tris 50 ml 1M Tris-Cl pH=8.0 pridat 1,5 ml Tween 20 do 2 litrd TBS
39 mM glycin 57,6 ml 5SM NaCl

20%methanol doplnit vodou do 2 litra

Odbarvovaci roztok:

Tris-glycin elektroforeticky pufr (ph=8.3):

500 ml metanolu 25 mM Tris
400 ml destilované vody 250 mM glycine
100 ml kyseliny octové 0,1% (w/v) SDS

Pufr pro alkalickou fosfatdzu:

Iml 1M Tris-CL, pH=9

200 pl 5M NaCl
50 ul 1M MgCl

doplnit destilovanou vodou do 10ml

Barvici roztok: (barveni proteinii na membran¢)
0,1% amidoblack v odbarvovacim roztoku

Dolni (délici) gel — 10% (10ml) Horni (zaostfovaci) gel — 4% (7.5ml)

H>O 4,9 ml

H>O 5,62 ml

40% Akrylamid 2,4 ml 40% Akrylamid 0,79 ml
1,5M Tris-Cl (pH=8,8) 2,5 ml1,5M Tris-Cl (pH=6,8) 0,94 ml

10% SDS 0,1 ml

10% SDS 75 pl

Ammonium persulfate 75 gyl Ammonium persulfate 30 pl

TEMED 7,5 pl

2xCSB lyzaéni pufr
6,9 ml H,O
2 ml glycerol

TEMED 10 pl

1,2ml 1M Tris pH=6,8
0,4 ml 0,2% Bromfenolovd modf v 1M Tris pH=6,8

2ml 20% SDS

+ pted pouZitim ptidat 100 pl beta-merkaptoethanolu k 900 pl 2x CSB

Protilatky:

krali¢i monoklonalni anti-B-Myb protilatka (sc-724, Santa Cruz)
anti-krali¢i IgG konjugovana s HRP (A4914, Sigma Aldrich)



Po ovéfeni, ze po piechodné transfekci plazmidem exprimujicim pozadovanou shRNA doslo
k utlumeni exprese cilového genu, miizeme nasledné piistoupit k fenotypové charakterizaci
bun¢k pro posouzeni vyznamu utlumené¢ho genu na ndmi studovany fenotyp. V ptipadé
mutageneze pomoci metody CRISPR/Cas9 ziskame v idedlnim pfipadé vySe uvedenym
postupem klony buné¢k, které neexprimuji nami studovany protein. |V dalsim kroku je
zapotiebi piesné¢ popsat mutace, které vtomto klonu wvznikly po transfekci B-Myb-
lentiCRISPRvV2 plazmidu. Nejprve tedy musime tento klon expandovat a izolovat genomovou
DNA. K tomu vyuzijeme GenELUTE Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit od firmy
Sigma.

Izolace genomové DNA

Postup:
1) 5x 10° bunék MDA-MB-231 promyt v PBS a inkubovat cca 1 min s roztokem

trypsin/lmM EDTA.

2)  Buiky pfenést do 15mL zkumavky a centrifugovat 400g/5 min. Odsat supernatant,
suspendovat sediment v 200 pl Resuspension solution.

3)  Ptidej 20 pl roztoku Rnazy A a inkubuj 2 minuty pfi pokojové teploté.

4)  Pridej 20 pl roztoku proteinazy K a 200 pl lyzac¢niho roztoku C, vortexuj 15 sekund a
inkubuj 10 minut pii 70 °C.

5) Prenes 500 pl Column Preparation Solution do GenElute kolonky a centrifuguj
12000g/1 min.

6) K lyzatu pridej 200 pl etanolu, vortexuj 10 s.
7)  Prenes lyzat na GenElute kolonku. Centrifuguj 6500g/1 min.

8)  Promyj kolonku 500 pl promyvaciho roztoku obsahujicim etanol, centrifuguj 6500g/1
min.

9)  Promyj kolonku 500 pl promyvaciho roztoku obsahujicim etanol, centrifuguj 12000g/3
min a pfenes kolonku do ¢isté zkumavky.

10) Ptenes 200 pl eluéniho pufru do centra kolonky, ponech stat 5 min pii pokojové teploté
a poté centrifuguj 6500g/1 min.

11) Zméf koncentraci genomové DNA na Nanodropu.

Analyza mutac¢niho statutu genu B-Myb

Po izolaci genomové DNA musime pomoci PCR namnozit usek DNA s primery
ohranicujicimi misto, kde ofekavame vznik mutace (obvykle 3-4 nukleotidy pted sekvenci
PAM). Na 5" konce téchto primeri pfipojime rozpoznavaci mista pro restrikéni



endonukledzy, které nasledné vyuzijeme pro klonovani do vybraného plazmidu. Pouzit
muzeme libovolny plazmid, ktery méa vhodné restrikéni mista a ze kterého miizeme nasledné
sekvenovat klonovany usek genomové DNA cilového genu. Pro nd$ modelovy ptipad
pouzijeme primery

GAGCCTCGAGAAGTGAAGCAGAAGTGCCTATG
GAGCAAGCTTACCTCCTAGCAGTCAAAAGGC

Podtrzené sekvence jsou komplementarni ke genomové DNA genu B-Myb, barevné oznacené
jsou rozpoznavaci sekvence pro restrikéni endonukledzy X%ol a BamHI. PCR produkt po
precisténi v agarozovém gelu Stépime souCasné¢ obéma enzymy a klonujeme do plazmidu
pGL3 (Promega), ktery rovnéz St€pime témito enzymy. Takto pfipravené plazmidy nasledné
sekvenujeme. Vzdy sekvenujeme vice plazmida ziskanych z téhoz klonu bun€k, ve kterych
jsme provedli mutagenezi, neb kazdy gen je v buiikkach pfitomny ve dvou alelach (pozor,
napt. nddorové bunécné linie jsou Casto polyploidni a mohou tedy mit vice alel cilového
genu) a abychom tedy pokryly celé spektrum vzniklych mutaci (alel). Na zavér ovétime
vyznam zji§ténych mutaci pro syntézu funkéniho polypeptidu (napf. pomoci
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder, viz. Gvodni pfednaska ke cviceni). Bunéné klony
s vhodnym spektrem mutaci nasledné pouzijeme pro fenotypové analyzy.

Lokalizace cilového mista pro nas§ navrzeny CRISPR v genomové sekvenci genu MYBL2
(modfe) - primery jsou oznaceny podtrzené, exon je Sed€, nebarevné jsou introny):

aagtgaagcagaagtgcctatgtcttaaaaagaagaaaaagtaagagcctctctcceccccagacctttecctaggg
tgggctggccgctgcecctacacgttctccattatgtaaaacatatggacacaccatccttgacccttggectgett
tccccatagcgaggatctggatgagectgcactaccaggacacagattcagatgtgeccggagcagagggatagcaa
gtgcaaggtcaaatggacccatgaggaggtgagtgccatggggaagagagggttgatggcagctgggggectgtcec
agaggaactgagcctggagtgtatttgatgtctcatcagatgggatgaagaggaggagccggtgaaggaagggat
gggtcctctgattgtcctcatgcecctcecttctcagagcattctgggggattctcaattttgaggactcagtgggtgg
gaaggggatgtgtgtcctagacctcagggcccattgtgtctecctgagcagctgccatgttctatgtcatggacat
tgattgtgctttttgccttttgactgctaggaggtttggccaaatctgtaactceccecccacectttttttttttt
tttttttgagacagagtttcgctcttgtcacccaggctagagggcaatggcataatctcagctcactgecaaccte



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

