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ABSTRAKT

Bazové editory jsou pomérné novou metodou zalozenou na systému CRISPR
Cas9, zavadgjici cilené zmény na konkrétni misto v genomu. V této praci byly
navrzeny komplementarni gRNA ke Ctyfem cilovym usekim leZicim na
spliceozomalnich stranach exonll a introni white genu u octomilek (Drosophila
melanogaster). Nasledné byla zkoumana efektivita Ctyf vybranych bazovych editort
Target-AID; nos-BE3; nos-ABE7.10 a nos-AID a enzymu Cas9. Celkem bylo
v teplotach 18, 25 a 28 °C sledovano 116 556 samcu. I kdyz se efektivita pohybovala
v fadu procent, tak bylo nasbirano 1906 mutantd. Ackoli nukleaza Cas9 vykazovala
vyssi ucinnost editace, ve vétSiné piipadi dochazelo k vétsim zménam (inzerce a
delece), zatimco bazové editory byly velmi precizni. Pro specifikaci zmén v DNA byli
vybrani bélooci a mozaicisni jedinci, ktefi byli genotypizovani a sekvenovani. Jediny

editor, u kterého nebyli zaznamenani zadni mutantni samci je nos-AID.
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ABSTRACT

Base editors are a relatively new method based on the CRISPR Cas9 enzyme
introducing targeted changes to a specific site in the genome. In this work,
complementary gRNAs have been designed to four target regions located on the
spliceosomal sides of exons and introns of the white gene in the fruit fly Drosophila
melanogaster. Subsequently, the efficiency of four selected base editors Target-AID;
nos-BE3; nos-ABE7.10 and nos-AID and the nuclease Cas9 were investigated. A total
of 116, 556 males were monitored at 18, 25 and 28 °C. Although efficiencies were in
the order of percents, 1906 mutants were collected. Even though the Cas9 nuclease
showed higher editing efficiency, the base editors provided way more precise changes
in targeted regions. It also contained a higher number of unwanted indels, in contrast
to single nucleotide changes generated using base editors. Selected white eyed and
mosaic individuals were genotyped and sequenced. The only editor for which no

mutant males were observed is nos-AID.
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Seznam zkratek

A-adenin

AAG-alkyl adeninova DNA glykosylaza

ABE-adeninové bazové editory
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bp-bazovy par

CBE-cytosinové bazové editory

C-cytosin

cDNA-komplementarni DNA

CRISPR-pravidelné usporadané kratké palindromickeé repetice
crRNA-kratké crispr RNA

dCas9-katalyticky neaktivni Cas9

DNA-deoxyribonukleova kyselina

DSB dvouvlaknové zlomy

dsDNA-dvouvlaknova DNA

E. coli-Escherichia coli

FACS-tfidéni bunek aktivovanych fluorescenci

fw primer-pifimy primer

GFP-zeleny fluorescen¢ni protein

G-guanin

gRNA-vedouci RNA

hAID-lidska aktivaci indukovana deaminaza
ChIP-seq-chromatinova imunoprecipitace nasledovana sekvenovanim
nCas-Cas nikaza

ng/pl-nanogram na mikrolitr

NHEJ-nehomologni spojovani koncti

NUC-nukleova cast Cas9

ORF-otevreni cteciho ramce

PAM-motiv piilehly k protospaceru

PCR-polymerazova fetézova reakce



PmCDA1-cytidindeaminazal exprimovana z Petromyzon marinus
pre-crRNA-primarni transkript kratkych crRNA
REC-rozpoznavaci ¢ast Cas9

RNA-ribonukleova kyselina

RNP-ribonukleoproteinovy komplex bazového editoru

rv primer-zpétny primer

SaCas9-nukleaza pochazejici od Staphylococcus aureus
sgRNA-jednotlivé gRNA

SNP-jednonukleotidovy polymorfismus

SpCas9-nukleaza pochazejici od Streptococcus pyogenes
ssDNA-jednovlaknova DNA

TadA-tRNA adenin deaminaza

TAE pufr-roztok obsahujici smés Tris baze, kyseliny octové a EDTA
Ta-teplota nasedani

tractRNA-trans-aktivaéni crRNA

T-thymin

UGTI-uracil glykosilovy inhibitor

UNGe-uracilova DNA glykosilaza

U-uracil



1 UVOD

Kratké, pravidelné uspotradané palindromatické repetice (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats, (CRISPR)) jsou sekvence DNA, nachéazejici se
v genomu nékterych prokaryot. Behem vyvoje si bakterie a archaea vyvinuly fadu
obrannych mechanismu, aby se mohly branit svym virovym predatorim (Jansen et al.,
2002; Doron et al., 2018). CRISPR funguje tak, ze uklada zaznamy o predchozich
invazich a poskytuje imunologickou pamét’ pro rychlou a robustni reakci na nasledné
virové infekce (Zheng et al., 2020). CRISPR-Cas systém obsahuje témét 40 % vSech
bakterii a jedna se o velmi raznorody systém ovliviujici editaci DNA (Doudna et

Charpentier, 2014).

Poprvé byly CRISPR sekvence nalezeny a popsany v roce 1987 v bakterii
Escherichia coli (Ishino et al., 1987). V roce 1993 byla CRISPR sekvence poprvé
pozorovana u archei, konkrétné u druhu Haloferax mediterranei (Mojica et al., 1993).
V roce 2012 byla publikovana studie, ve které byl vyuzit CRISPR-Cas9 systém jako
genetické nizky a byla popsana moznost editace gent (Jinek et al., 2012; Doudna et
Charpentier, 2014). Nastroje odvozené od CRISPR-Cas systému, a jeho modifikace,
se povazuji za efektivni a nejbéznéji vyuzivané metody v genovém inzenyrstvi (Jinek

et al., 2012; Doudna et Charpentier, 2014; Rees et Liu, 2018).

Editace genomu je proces, pii kterém dochézi k cilené zméné v sekvenci DNA
vybraného organismu. Momentalné se pro editaci genomu nejvice vyuzivaji techniky
odvozené od CRISPR-Cas systému a jejich rizné modifikace, s cilem zlepsit uCinnost
editace (Jia et al., 2019; Khan, 2019). Od metody CRISPR-Cas9 jsou odvozeny bazové
editory (BE), diky kterym je mozné provadét velmi piesné a cilené nukleotidové
substituce v genomu bez nutnosti vzniku dvouvlaknovych zlomi. V soucasné dobé
jsou bazové editory povazovany za velmi elegantni formu upravy genetické informace
a do jejiho dalsiho rozvoje jsou vkladany velké nadéje. Editory by mohly potencialné
korigovat tisice patogennich jednonukleotidovych polymorfisma (SNP) spojenych s
dédicnymi chorobami. Editace genomu modelovych organismi je nezbytna pro

analyzu funkce gent, a proto ma zasadni vyznam pro ¢lovéka (Jia et al., 2019).

Bazové editory jsou pomérné novym nastrojem molekularni biologie, diky

kterym muzeme cilené editovat DNA na konkrétnim misté. Ackoliv je



D. melanogaster znama jako vyborny geneticky model, u¢innost BE u ni nebyla
v minulosti popsana. Proto jsme se rozhodli u octomilky in vivo otestovat efektivitu
nejbézngjsich editort pro upravu bazi, jako jsou nos-BE3; nos-ABE7.10; Target-AID;

nos-AlD.



1 LITERARNI PREHLED

1.1 Opravy DNA

Zakladnim principem editace genomu je docilit v DNA dvouvlaknovych zlomt
,double-strand breaks® (DSB), které indukuji rizné zpisoby opravy, ¢imz lze
genetickou informaci editovat na pfesném misté (Choulika et al., 1995). Mezi
nejcastéj§i opravné mechanismy fadime opravu pomoci homologni rekombinace ¢i
nehomolognim spojovanim konct (NHEJ). Tyto mechanismy mohou zpusobovat
ruzné mutace, inzerce Ci delece (Bassett et al., 2013; Rees et Liu, 2018). CRISPR Cas
systém byl prizptsoben ke vzniku dvoufetézcovych zloma napiiklad v lidskych (Cong

etal., 2013) a mysich (Wang et al., 2013) burikach, ¢i u zebfi¢ek (Hwang et al., 2013).
1.1.1.1 Homologni rekombinace

Oprava zlomu pomoci homologni rekombinace je pifitomna ve vSech
organismech. Tento opravny mechanismus pracuje s vysokou presnosti, ale li§i se v
zavislosti na druhu. Pro spravné fungovani a presnou Upravu DNA je nutné dodat
templat donorové DNA, jenz koduje pozadovanou zménu. Oprava fizena homologni
rekombinaci pak vede k zaclenéni sekvence z templatu exogenni DNA do mista DSB
(Krejci et al., 2012; Bassett et al., 2013). Templat mtuze byt v podobé kratké
jednovlaknové DNA (,single-strand® DNA (ssDNA)), ¢i dvouvlaknové DNA
(,double-strand* DNA (dsDNA)), zde se obvykle jedna o PCR produkty nebo plazmid.
Je to flexibilni nastroj se schopnosti provadét presné inzerce, delece nebo jakékoliv
jiné pozadované bodové mutace. Problémem je do znacné miry omezenost na G2 a
S fazi bunécného cyklu, coz omezuje efektivitu na pouze aktivné se délici buiiky. Proto
je homologni rekombinace funkéni pouze pokud byl usek genomu piedem replikovan

(Komor et al., 2016; Rees et Liu, 2018).

Proces homologni rekombinace je zalozen na vyméné nukleotidovych sekvenci
mezi dvéma molekulami DNA, které sdileji podobné nebo identické sekvence.
V meiodze zprostiedkovava vymeénu informaci mezi matetskymi a otcovskymi alelami
v prekurzorovych buikéach gamet, ¢imz vytvafi rozmanitost mezi potomstvem (San

Filippo et al., 2008).



1.1.1.2 Nehomologni spojovani volnych koncti (NHEJ)

NHE]J je velmi rychly a flexibilni zptsob opravy dvouvlaknovych zlomu a
muze byt aktivovan v jakémkoli stadiu bunécného cyklu. Dalsi vyhodou je, Ze neni
zavisly na homolognim templatu. Tato metoda vSak tvofi pomérné mnoho chyb.
Vlivem téchto nahodnych indela jsou vysledky editace nespolehlivé (Burma et al.,
2006; Bassett et al., 2013).

Na konce DNA, vytvorené pii zlomu, se vaze protein Ku a nasledné je
navazana DNA ligaza D, ktera konce upravi tak, aby mohlo dojit k ligaci bez potteby
pfitomnosti neporusené sesterské chromatidy (Brissett et al., 2007). Kvuli tomu je
NHEJ reparacni drahou prvni volby predevsim v G1 a brzké S fazi bunééného cyklu

Takovym zpiisobem mohou vznikat rizné delece nebo inzerce (Pitcher et al., 2007).

1.1.2 CRISPR-Cas

V blizkosti CRISPR sekvenci byly objeveny geny koédujici Cas proteiny. Jedna
se o velmi rozmanitou skupinu proteinti pisobici jako nukleazy, helikazy a RNA
vazajici proteiny, ¢imz interaguji s genetickou informaci (Makarova et al., 2011b). Cas
geny byly objeveny pouze u prokaryot obsahujicich CRISPR lokusy. Spole¢nym
vyznamnym znakem jsou palindromické repetice a jejich délka se nachazi obvykle v
rozmezi 21 bp — 48 bp. DalSim znakem jsou mezerniky (,spacers‘). Jedna se o
sekvence cizorodé DNA mezi jednotlivymi CRISPR repeticemi. PocCet mezerniki se u
jednotlivych druha lisi a lze jich nalézt od jednotek az po stovky (Jansen et al., 2002).
Diky témto sekvencim umi bakterie, po op&tovném infikovani, faga rychle rozpoznat
a pomoci CRISPR-Cas komplexu ho eliminovat. Na mezernikové prekurzory piiléhaji
2 az 5 nukleotidi dlouhé motivy (PAM) diky kterym je komplex schopen spravné
rozpoznat cizorodou nukleovou kyselinu (Cong et al., 2013; Amitai et Sorek, 2016;
McGinn etal., 2019). Bé&zné strategie doruc¢eni DNA, kodujici cilovy protein, probihaji
prostfednictvim virové infekce, elektroporace ¢i pfimé mikroinjekce mRNA
(Chadwick et al., 2017; Kim et al., 2017a). Poté dochazi k transkripci a translaci v

cilové burice a nasledné produkci pozadovaného proteinu (Ma et al., 2018).



Systémy CRISPR-Cas jsou klasifikovany do tfi typu (I, II a IIT). Nékteré Cas
proteiny (Casl, Cas2) jsou vysoko konzervovany a vyskytuji se ve vSech typech
systému. Jinak se tyto tfi systémy podstatné lisi ve funkci a signalnich genech
(Makarova et al., 2011a). Molekularni charakteristika Cas proteinti probiha pomoci
elektronové mikroskopie a rentgenové krystalografie. Ke stanoveni poCtu a typu
vazebnych mist Cas9 na chromozomu je vyuzivana chromatinova imunoprecipitace a

vykonné sekvenovani pomoci ChIP-seq (Doudna et Charpentier, 2014).

1.1.2.1 Mechanismus ptisobeni

Obecné je pusobeni CRISPR-Cas systému rozdéleno do tfi fazi. Adaptace,
prvni faze, nastava po infikovani bakterie cizorodou genetickou informaci, kdy
se mezernik integruje mezi CRISPR lokusy. Na procesu se podileji dva konzervativni
proteiny — Casl a Cas2. Ty spolu vytvareji komplex a rozpoznaji PAM sekvenci, ¢imz
dojde k zaclenéni sousedici sekvence do CRISPR lokusu (Makarova et al., 2011a;
Doudna et Charpentier, 2014).

Ve druhé fazi dochazi vlivem Cas proteint ke katalyzaci endoribonukleaz, coz
ma za nasledek transkripci a Stépeni primarniho transkriptu (pre-crRNA), ktery je
zpracovan na kratké crispr RNA (crRNA). Kazda molekula crRNA tak obsahuje
mezernikovy motiv a cast repetitivni sekvence (Bassett et al., 2013; Doudna et

Charpentier, 2014).

Ve teti fazi je zrala crRNA vazana proteiny, ¢imz vytvari komplex, ktery je
schopny rozeznat a zneSkodnit cizorodou RNA/DNA. Je navadén crRNA, kterd po
rozpoznani PAM mista s piislusnou sekvenci hybridizuje a zpisobuje zlom. Proteiny,
ucastnici se druhé a treti faze, seli§i v zavislosti na typu CRISPR-Cas systému (Bassett

et al., 2013; Doudna et Charpentier, 2014; Amitai et Sorek, 2016).

1.1.3 CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas9 je zatazen do systému II typu, jelikoz vyzaduje pouze jediny
protein, a to Cas9 endonukleazu pro rozpoznani a Stépeni DNA, ¢imz zpusobuje
dvouvlaknové zlomy. Tento typ CRISPRu je povazovan diky jednoduchosti

efektorového komplexu za velmi uziteCny, a proto se k editaci genomu vyuziva



nejcastéji (Doudna et Charpentier, 2014; Abadi et al., 2017; Jiang et Doudna, 2017).
Dtvodem flexibility Cas9 komplexu je skuteCnost, ze nejméné devét nukleotidi
vlakna DNA neni usporadano a sparovano pii tvorbé Cas9:gRNA:DNA komplexu
zvaného jako ,R-smycka‘. Diky tomu neni jejich pohyb zcela omezen (Doudna et

Charpentier, 2014; Komor et al., 2016; Niehrs et Luke, 2020).

Pro spravnou funkci je nezbytna trans-aktivacni crRNA (tracrRNA) spolu
s kratkymi crRNA. Tyto dvé slozky spolu vytvareji efektorovy komplex, ¢imz vznika
vedouci RNA (,guide RNA‘ (gRNA)), kterda ma dvé hlavni funkce. 5' konec urcuje
cilové misto v DNA pomoci Watsonova-Crickova parovani bazi a na 3' konci
dvouvlaknovou strukturu gRNA, ktera se vaze na protein Cas9. Déale komplex vyhleda
komplementarni PAM motiv, kde se navaze a vlivem konformacni zmény dojde
k rozpleteni dvousroubovice a napojeni gRNA na cilové misto (Doudna et
Charpentier, 2014; Champer et al., 2017). PAM je kriticky pro pocatecni vazbu DNA,
jelikoz v jeho nepfitomnosti nejsou proteiny Cas9 rozpoznany. A to ani v piipadé plné
komplementarni cilové sekvence s gRNA (Doudna et Charpentier, 2014). Za PAM
sekvenci je nejdulezitéjSich prvnich 8-10 bazi gRNA, kde vytvareji editaéni okno,
jelikoz mutace v tomto kratkém useku vyrazné snizuji pravdépodobnost zlomu.
Nasledné prob&hne sestfih pomoci Cas9 endonukledzy se dvéma doménami, kdy
kazda z nich stfiha jeden fetézec (Sternberg et al., 2014; Jiang et Doudna, 2017).
Obvykle jsou vsechny komponenty (Cas9, crRNA, tracrRNA) klonovany do jednoho
plazmidu. Po preneseni do hostitelskych bunék spolu tyto komponenty formuji Cas9
komplex, ktery je schopny specificky se vazat na cilové misto a zptisobit DSB (Bassett

et al., 2013; Chen et al., 2019).

Protein Cas9 je slozen ze dvou casti — rozpoznavaci (REC), kterd je
zodpovédna za rozpoznani nukleové kyseliny, a nukleové ¢asti (NUC). Nukleova cast
obsahuje HNH doménu a RuvC nukledzy, které stépi vlakno DNA a formuji duplex
s druhym vldknem. Mutaci bud HNH nebo RuvC domény vznika varianta proteinu s
jednotetézcovym Stépenim DNA. Dale NUC ¢ast obsahuje koncovy tusek C, ktery
integruje s PAM mistem (Doudna et Charpentier, 2014; Mir et al., 2018).

Fylogenetické studie ukazuji, ze pfirozené¢ se vyskytujici ortology Cas9
predstavuji rozsahly zdroj systémt pro mnohocetné cileni gent (Chylinski et al., 2013;
Fonfara et al., 2014). V soucasné dobé se k editaci genomu vyuziva nékolik nukleaz z

raznych bakterialnich druht jako je Streptococcus pyogenes, oznaCovany jako
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SpCas9, ¢i Staphylococcus aureus (SaCas9) (Ran et al., 2015). Kazda nukleaza
rozpoznava svou specifickou PAM sekvenci a poskytuje tak moznost volby Stépnych
mist (Qi et al., 2013). Pro editaci se nejCastéji pouziva Cas9 systém organismu
Streptococcus pyogenes kvuli jeho jednoduchému PAM motivu (5'-NGG-3') (Jinek et
al., 2012; Qi et al., 2013). Ke snizeni pravdépodobnosti vzniku nechténych mutaci
v necilovych pozicich bylo vytvofeno nékolik modifikaci CRISPR-Cas9 systému.
Mutace nukledzovych domén proteinu Cas9 vytvaii nikazu Cas (nCas), nebo

katalyticky neaktivni ,dead Cas9 (dCas9) (Jiang et Doudna, 2017).

1.1.3.1 dCas-9

Jedna se o inaktivni formu bez endonukledzové aktivity, ktera byla vytvorena
pomoci mutace v sestfthovych doménach Cas9. V tomto pifipade jsou ob& nukleazové
domény (AsplOAla a His840Ala) inaktivni. Nejvétsi vyhodou dCas9 je, ze
nepotiebuje zadny opravny mechanismus a zachovava si schopnost vazat gRNA, ale
nestépi DNA (Komor et al., 2016; Calvo-Villamafian et al., 2020). Tyto katalyticky
inaktivované nukleazy jsou uzite¢né jako DNA vazebné proteiny pro cilové lokusy
DNA, ¢imz dochazi ke zvySeni efektivity. Navic také generuje zarez v needitovaném
fetézci DNA, ¢imz indukuje bunky k jeho opravé dle Sablony upraveného fetézce

(Hess et al., 2017; Rees et Liu, 2018).

Upraveny protein je pouzivan jako transkripcni faktor a vytvari CRISPRa a
CRISPRI systémy. CRISPRa systém indukuje transkripci a patii tak mezi transkripcni
aktivatory, avSak jeho ucinnost je pomérné nizka (Sanson et al., 2018). CRISPRi
systém se vaze na specificky lokus a inhibuje transkripci ¢i elongaci. UmlCeni gent
pomoci tohoto systému ma vysokou uCinnost a specifitu, diky Cemuz je Siroce
vyuzivan (Gilbert et al., 2014). Hojn€ se vyuziva k umlCeni genti prokaryot misto RNA

interference (Sanson et al., 2018).

1.1.3.2 nCas-9

Jedna se o Cas9 nikazu, ktera se li§i v jednonukleotidové mutaci domény RuvC
(D10A nebo H840A). Tim dochazi k inaktivaci jedné ze st€pnych domén, takze mohou
vznikat pouze jednovlaknové zlomy. Jeji pouziti zvySuje specificitu celého systému

(Liu et al., 2020). Pro zprostfedkovani dvouzetézcového zlomu je zapotiebi dvou



sgRNA. V pfipadé¢ soubézného donorového templatu s homolognimi rekombina¢nimi

rameny dochazi k vysokému vyskytu homologni rekombinace (Caruso et al., 2022).

Tyto modifikované Cas proteiny mohou byt dale propojeny s katalytickou
doménou jinych enzymu, jako je cytidindeaminaza, ktera je dilezita pro spravné

fungovani metylace DNA a editaci bazi (Komor et al., 2016; Nishida et al., 2016).

1.2 Editace bazi

Editace genomu je aktualné nejvice uskutecCfiovana pomoci editace bazi, jelikoz
nevyzaduje donorovy templat, a hlavné dochazi k eliminaci vzniku dvouvlaknovych
zlomt. Navic umoziiuji vyssi acinnost substituce jednotlivych cilovych nukleotidi.
Jejich siroké vyuziti je omezeno v ramci editacniho okna vzdaleného nékolik part bazi

od kanonického PAM motivu (Kim et al., 2017b; Wu et al., 2019).

Na rozdil od CRISPR-Cas metody obsahuje nékolik enzymu, diky kterym
probihd jednotlivda editace béazi. Ktomuto uCelu jsou vyuzivany Kkatalyticky
inaktivované Cas proteiny a deaminacni enzymy. Nicméné editace bazi je limitovana
schopnosti produkovat pouze transverze, ¢imz dochazi k nahrazovani purinové baze
za purinovou (adenin (A) <—> guanin (G)) a pyrimidinovou za pyrimidinovou (cytosin
(C) <—> wracil (U (thymin (T))). Editory bazi jsou schopny deaminovat cytosinové i

adeninové baze. Proto se rozdé€lyji na cytosinové a adeninové bazové editory.

Mnoho studii probihalo na urovni bunéénych kultur, ¢i u rostlin. V jinych
probihala editace bazi in vivo napiiklad prostrednictvim adeninového vektoru
doru¢eného do mysich jater (Chadwick et al., 2017), didle pomoci RNP
(ribonukleoproteinového komplexu bazového editoru a sgRNA) vnitiniho ucha mysi
(Rees et al., 2017) i mySich embryi (Kim et al., 2017a; Liang et al., 2017), ktera byla
nasledné¢ implementovana do téla ndhradni matky, coz meélo za nasledek vznik
upravenych potomkt. Bazové editory byly také aspésné pouzity u zebficek (Rees et
al., 2017; Zhang et al., 2017). Ze srovnani cetnostti mimocilovych mutaci
generovanych vlivem bazovych editorti a St€penim aktivni nukleazou Cas9 vyplyva,

ze editace bazi je vice specificka (Kim et al., 2017a).



1.2.1 Cytosinové editory

Cytosinové bazové editory (CBE) zamériuji pomoci deaminace exocyklického
aminu cytosin na uracil a poté thymin v cilovych lokusech bez dvoufetézcového
zlomu. CBE vykazuji podstatné vyssi ucinnost editace nez pomoci konven¢ni
endonukleazy Cas9 a zprostfedkovanou homologicky fizenou opravou (Rees et Liu,

2018; Lee et al., 2020).

Za normalnich podminek by byl uracil diky opravnému mechanismu nahrazen
puvodni bazi, vlivem nespravného parovani. Av§ak CBE vyuziva uracil glykosilovy
inhibitor (UGI), ktery zabraiiuje zpétné pfemeéné uracilu na cytosin. Pro spravnou
funkci potfebuji bazové editory dva hlavni komponenty, a to Cas enzym a ssDNA,
které navadi komplex k cilovému mistu v genomu. Vysledkem je aktivace ,mismatch
repair® systému, coz ma za nasledek zaménu UG paru za uracil-adeninovy par. Uracil
je nakonec pfeménén na thymin (Komor et al., 2016; Rees et Liu, 2018). Nevyhodou
soucasnych CBE vsak je to, ze mohou editovat i vedlejsi cytosiny v ramci edita¢niho
okna v délce cca 5 nukleotidd, coz muize také vést k vedlejsim nezadoucim mutacim

(Lee et al., 2020).

Cytosinové editory by mohly potencialné korigovat vice nez 5000 patogennich
jednonukleotidovych polymorfismti (SNP) spojenych s lidskymi dédi¢nymi
chorobami, jez byly zapficinény substituci T na C (Komor et al., 2016; Wang et al .,
2019). CBE dosahuji vysoké trovné konverze SNP s nizkou urovni indelti u mnoha
bunécnych typt a organismt. Dé&je se tak navzdory tomu, ze se mohou editory bazi
vazat na necilové lokusy vykazujici vysokou sekvenéni homologii s cilovym

protospacerem (Rees et al., 2017; Doman et al., 2020; Liu et al., 2020).

APOBEC enzymy zprostfedkovavaji u obratlovci obranu proti retrovirim
nebo retrotranspozontim tim, Ze deaminuji cytosin na uracil ve virové komplementarni
DNA (cDNA) (Harris et al., 2002). APOBEC1 (BE3, ziskany od potkana) a PmCDAI
(CDAL1, odvozeny od mihule moftské) jsou dva pfirodni a nejmodernéjsi enzymy, které

jsou §iroce vyuzivany cytosinovymi bazovymi editory (Luo et al., 2020).



1.2.1.1 Target-AID/ PmCDAI1

U bazového editoru Target-AID (aktivaci indukovana deaminaza) bylo
prokazano, ze indukuje mutace v rostlinach. Dlouho vSak zustavalo nejasné, zda
funguje 1 u savci. Poprvé byla prokazana funkce u sav€ich bunék (mysich zygot)
(Sasaguri et al., 2018). Uginnost cytosinového BE a deaminizy PmCDAI byla
zkoumana napftiklad u raj¢at (Shimatani et al., 2017; Veillet et al., 2019).

V praxi dochazi k fuzi nikazy D10A a nékolika variant Streptococcus pyogenes
Cas9 (SpCas9) s cytidindeaminazoul (PmCDA1) exprimovanou z lymfocyti mihule
moftské (Petromyzon marinus) a inhibitorem uracilové DNA glykosylazy (UGI)
(Rogozin et al., 2007; Nishida et al., 2016; Wu et al, 2019).

1.2.1.2 nos-BE3/ BE3

Jednim z nejvice pouzivanych cytosinovych bazovych editori je BE3 tfeti
generace, odvozeny od deaminazy rAPOBECIpl (rAl), nCas9 nikazy obsahujici
mutaci v AsplOAla (D10A), ktera zabranuje Stépeni dsSDNA a UGI, ¢imz potlacuje
bazovou excisni opravu (Komor et al., 2016). Tento editor je omezen nizkou trovni
editace a vysokou aktivitou sousedicich cytosini v editaénim okné (Kim et al., 2017b).
Tento editor byl pouzit k zavedeni predCasného stop kodonu a ukonCeni genové
exprese (Kuscu et al., 2017). Timto zpusobem dochazi k bezpecnéjsi a mnohem
presnéj§i knockoutové strategii, nez pomoci NHEJ zprostfedkovaného pomoci Cas9

(Kim et al., 2017b; Komor et al., 2017).

Apolipoprotein B mRNA editac¢ni katalyticka podjednotka 1 (APOBEC1) je
ustredni slozkou RNA editosomu podmirfiujici deaminaci. APOBECT je katalytickou
slozkou komplexu pro editaci RNA a vykazuje homologii s proteinem AID, jehoz
funkci je zesileni diverzifikace gent (Harris et al., 2002; Jinek et al., 2012; Qi et al.,
2013). Navic pfijima ssDNA jako substrat, ale neni schopna ptisobit na dsDNA (Rees
et Liu, 2018).

BE3 wginkuje v necilovych oblastech nezavisle na jednotlivych sgRNA. Editor
byl pouzit naptiklad u zygot mysi (Mus musculus) (Zuo et al., 2019), ¢i ryze (Oryza
sativa) (Jin et al., 2019). Dle Komor et al. (2016) m¢l 15-75% uc¢innost editace bazi s

minimalni tvorbou indeld. P¥i nadmérmé expresi cytosinovy BE3 indukuje nahodné
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mutace v celém genomu s primérnou frekvenci 5x1078 az 5,3x1077 na bp, coz je
nizs$i mutacni rychlost nez mira spontdnni deaminace u mysi (Zuo et al., 2019; Doman
et al., 2020). Byly vytvoreny modifikace jako YEX-BE3, R33A-BE3, které ve srovnani
s BE?® vykazuji podstatné nizsi urovefi indel@i a transkriptomové editace RNA mimo

cil (Koblan et al., 2018; Doman et al., 2020).

1.2.2 Adeninové editory

Adeninové editory (ABE) jsou vyuzivany keditaci eukaryotickych
i prokaryotickych bunék. Adenosin deaminaza (ADA) katalyzuje pfeménu adeninu na
inosin v jednovlaknové smycce tRNA-Arg. Inosin je rozpoznan jako guanin, ¢imz

ovliviiuje purinovy metabolismus (Gaudelli et al., 2017; Hao et al., 2019).

ADA neni zdaleka tak vyuztelna jako cytosin deaminaza, jelikoz striktné
pasobi pouze na RNA duplex ¢i RNA/DNA hybridy s chybnou dvojici bazi misto
jednovlaknové DNA (Yan et al., 2018). Dle studii by meély adeninové editory
vykazovat minimum necilenych editaci, jelikoz dfive nebyly zaznamenany na rozdil

od cytosinovych BE (Losey et al., 2000).

Vlivem relativné vysoké miry spontanni deaminace cytosinu (100-500
deaminacnich udalosti na buiiku za den) dochézi k mutaci paru bazi G-C na A-T. Proto
byla vyvinuta deoxyadenosin deaminéza. ktera pfijima ssDNA vychazejici z enzymu
TadA u Escherichia coli, ¢imz umoziiuje opravu nejbéznéjsiho typu patologickych

mutaci (Gaudelli et al., 2017; Rees et Liu, 2018).

1.2.2.1 nos-ABE7.10/ ABE

Editor ABE7.10, obsahujici 14 aminokyselinovych zamén v katalytické
doméné TadA*, je nejefektivnéjsim nezavislym ABE, ktery byl doposud popsan (Rees
et Liu, 2018). Sedma verze heterodimeru ABE7.10 je nejcastéji zkoumana v bakterii
Escherichia coli (Komor et al., 2016). tRNA adenin deaminaza (TadA), je jedinym
enzymem, ktery muze vyvolat substituci A-G v DNA a interagovat s RNA substraten.
Heterodimer TadA je fizen Cas9/sgRNA komplexem do cilového mista, kde adenin
deamindza pfemeéfiuje adenin na inosin, coz nasledné vede k mutaci béhem opravy ¢i

replikace DNA (Losey et al., 2006; Luo et al., 2020).
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Pomoci nCas9, ziskané od Streptococcus pyogenes, a tRNA adenin deaminazy
byl zkonstruovan ABE systém, kde ADA zpusobila do¢asnou formaci hypoxantinu.
Po replikaci DNA byl hypoxantin trvale zménén na guanin. Tim dochazi ke konverzi
paru AT na GC. Uginnost tohoto systému se napiiklad u E. Coli pohybovala v rozmezi
66-100 % (Zhang et al., 2020). ABE7.10 byl uspésné pouzit v kosternim svalu mysiho
modelu Duchennovy svalové dystrofie, kde korigoval vznik pfed¢asného stop kodonu

(Ryu et al., 2018).

1.2.3 nos-AID/ TAM Duhovy editor

TAM editor je slozen z Sp dCas9 nukleazy, jejiz C konec je fuzovan s lidskou
aktivaci indukovanou deaminidzou hAID* P182X. Tento editor méni cytidiny a
guaniny nezavisle na dalSi tfi baze, ¢imz vytvaii S§iroky repertoar variant v
pozadovanych lokusech. Sklada se zcytidin deaminazy AID, zodpovédné za
diverzifikaci protilatek, ktera prevadi cytidiny na uracily, coz vede k zdménam C/G.
Po bazové excizi dochazi k opravé neshod, kdy uracilovda DNA glykosilaza (UNG)
odstraniuje uracil a zanechava zde abazicka mista, kterd podléhaji somatické
hypermutaci na A ¢i T. Inhibice UNG vede vyhradné ke konverzim C na T nebo G na
A. Ve spojeni s UGI lze prevadét cilené cytidiny vyhradn€ na tyminy, ¢imz dochézi

ke specifické bodové mutaci (Ma et al., 2016).

Poprvé byl TAM pouzit pro fluorescenci GFP, coz vedlo k pfed¢asnému stop
kodonu u 2 % bunék. Jednalo se vyhradné o nukleotidové substituce, indely se
vyskytovaly s Cetnosti 0,5 % (s Cas9 proteinem vice nez 40 % indeld). Poméry
nukleotidovych substituci byly vyrovnané u cytidinu (4T:3G:3A) i guaninu
(5A:3C:2T) (Ma et al.,, 2016). Vlivem téchto vlastnosti je TAM jedineCny
screeningovy nastroj umoziujici zvySené vytvareni substituci, coz by mohlo vést ke

zlepSeni generovani funk¢nich variant proteind.
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2 CILE PRACE

Cilem diplomové prace bylo

1)
2)

3)
4)
5)

Zpracovat literarni reSersi o bazovych editorech.

Navrhnout strategii pro mutagenezi genu white octomilek (Drosophila
melanogaster) pomoci bazovych editora.

Ptipravit patficny konstrukt kodujici potfebné gRNA k editace genu white.
Otestovat u¢innost bazovych editorti v octomilkach.

Vyizolovat DNA vybranych jedinci a pomoci PCR metody, elektroforézy a

sekvenace specifikovat zmény v DNA.
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Izolace genomoveé DNA

Pouzity matenal: ,squishing® pufr: 10 mM Tris-Cl pH 8.2, | mM EDTA, 25 mM NaCl,

proteinaza K: 20 mg/ml (Invitrogen)

Do nadepsanych 2,5 ml mikrozkumavek byli jednotlivé vlozeni vybrani jedinci
octomilek. Nasledné byl pfipraven zasobni pracovni roztok. Na kazdou octomilku bylo
potteba 50 pl ,squishing® pufrua 5 pl proteinazy K o koncentraci 20 ng/ml. Vysledny
roztok byl pfidan do jednotlivych mikrozkumavek a poté byly octomilky
homogenizovany. Smeés byla inkubovana pii 37 °C po dobu 30 minut. Po uplynuti
doby byly mikrozkumavky na 2 minuty vlozeny do termostatu vyhtatého na 95,5 °C,
aby byla inaktivovana proteinaza K. Vysledny extrakt byl pouzit jako templat pro

polymerazovou fetézcovou reakci (PCR).

3.2 PCR

Pouzity materidl: PCR zkumavky, forward a reverse primer, genomova DNA,
deionizovana PCR voda (Top-Bio, s.r.0.), PPP Master Mix (pH 8,8; 150mM Tris-HCl;
40mM (NH4)2SO04; 5mM MgCly; 400uM dATP; 400uM dCTP; 400uM dGTP; 400uM
dTTP; 0,0 2 % Tween 20; 100 U/ml Taq-Purple DNA polymerazy, aditiva (Top-Bio,

S.r.0.)).

Nejprve bylo do PCR zkumavek napipetovano 5 ul namichaného Master Mixu,
3 ul deionizované vody, 0,5 ul forward a 0,5 pl reverse primeru. Jeden vzorek, do
kterého byla namisto templatu pfidana pouze voda, slouzil jako negativni kontrola.
Nakonec byl do smési pfidan 1 ul extrahované DNA, aby vysledny objem ¢inil 10 pl.
Nasledné byla smés zvortexovana a kratce centrifugovana. Poté byly zkumavky

vlozeny do termocycleru

3.2.1 PCR genu white

Molekularni charakterizace mutantnich jedinci byla provedena pomoci
specifickych primera pro sledovany gen white. Jelikoz byl tento gen editovan na tfech

specifickych mistech, bylo nutné navrhnout tfi sady komplementarnich primert.
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Kazdy vzorek tak musel byt amplifikovan pomoci tii nezavislych reakci

v termocycleru.

Amplifikaéni programy zahrnovaly nasledujici kroky, opakujici se ve
28 cyklech. Rozdilna velikost amplikoni méla vliv na délku extenze a odlisna stavba
na teplotu nasedani primerd. Fragment 1 mél délku 472 bp, Cili extenze probihala

29 sekund.

Fragment 1 Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 2,5 minuty
Denaturace 94 °C 30 sekund
Nasedani primera 49 °C 30 sekund
Extenze 72 °C 29 sekund
Finalni extenze 72 °C 10 minut
Chlazeni 18 °C 0

Tabulka ¢.1: Amplifikacni program fragmentu 1

Na fragmentu Cislo 2 se nachazela cilova mista 2 i 3. Proto je tento fragment o
nékolik kb delsi a bylo nutné znac¢né prodlouzit délku extenze. Amplikon byl dlouhy
876 bp.

Fragment 2 Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 2,5 minuty
Denaturace 94 °C 30 sekund
Nasedani primera 51°C 30 sekund
Extenze 72 °C 53 sekund
Finalni extenze 72 °C 10 minut
Chlazeni 18 °C )

Tabulka €.2: Amplifikacni program fragmentu 2

Treti program byl navrzen pro posledni cilové misto 4. Extenze WT4Fw2 a

WT4Rv2 primert trvala 29 sekund, jelikoz vysledny produkt mél délku 477 bp.
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Fragment 3 Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 2,5 minuty
Denaturace 94 °C 30 sekund
Nasedani primera 52°C 30 sekund
Extenze 72 °C 29 sekund
Finalni extenze 72 °C 10 minut
Chlazeni 18 °C 0

Tabulka ¢€.3: Amplifikacni program fragmentu 3

3.2.2 PCR béazovych editorti, Cas9 a gRNA konstruktu

Pomoci primert komplementarnich ke ctyfem druhiim bazovych editort, Cas9
komplexu i primert specifickych pro nami vyrobeny gRNA konstrukt, byla provedena
genotypizace mutantnich jedinct. Jednotlivé primery bazovych editora, Cas9
komplexu 1 gRNA konstruktu se liSily v zavislosti na teplot¢ nasedani (Ta) a délce
extenze. SpoleCnym znakem byla denaturace pti 94 °C, opakovani kroku dva az Ctyfi

28x a finalni desetiminutova extenze.

Produkt primert pro cytosinovy bazovy editor Target-AID mél délku 310 bp.
Extenze tedy probihala po dobu 19 sekund pii teploté 53 °C pomoci CD1Fw a

CDAIRYv primera.
Target-AID Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 2,5 minuty
Denaturace 94 °C 30 sekund
Nasedani primera 53°C 30 sekund
Extenze 72 °C 19 sekund
Finalni extenze 72 °C 10 minut
Chlazeni 18 °C 0

Tabulka ¢.4: Amplifikacni program editoru Target-AID

Primery APOB1Fw2 a APOBIRV?2, které cili na cytosinovy BE? editor, méli

amplikon dlouhy 311 bp. Komplementarni nasedani primera probihalo pii 52,5 °C.

Nasledna extenze trvala 19 sekund.
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BE3 Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 2,5 minuty
Denaturace 94 °C 30 sekund
Nasedani primert 52,5°C 30 sekund
Extenze 72 °C 19 sekund
Finalni extenze 72 °C 10 minut
Chlazeni 18 °C )

Tabulka ¢.5: Amplifika¢ni program cytosinového editoru BE3

K amplifikaci adeninového ABE7.10 editoru byly pouzity primery TadA1Fw

Teplota nasedani primera Cinila 53,5 °C.

a TadA1Rv. Produkt mél velikost 291 bp, tudiz extenze probihala po dobu 18 sekund.

ABE7.10 Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 2,5 minuty
Denaturace 94 °C 30 sekund
Nasedani primert 53,5 °C 30 sekund
Extenze 72 °C 18 sekund
Finalni extenze 72 °C 10 minut
Chlazeni 18 °C )

Tabulka ¢.6: Amplifikacni program adeninového editoru ABE7.10

Pritomnost TAM-AID editoru byla potvrzena pomoci primerd hAIDFw2 a

vysledna délka produktu byla pouze 171 bp.

hAIDRv2.Nasedaci teplota dosahovala 52 °C. Extenze trvala 11 sekund, jelikoz

TAM-AID Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 2,5 minuty
Denaturace 94 °C 30 sekund
Nasedani primera 52°C 30 sekund
Extenze 72 °C 11 sekund
Finalni extenze 72 °C 10 minut
Chlazeni 18 °C )

Tabulka ¢.7: Amplifikacni program duhového editoru TAM-AID
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Cas9 komplex byl amplifikovan pomoci nos-Cas9Fw a nos-Cas9Rv primeru.
Jejich amplikon mél délku 190 bp a proto k extenzi stacilo pouze 12 sekund. Nasedani

primert probihalo pfi teploté 54 °C.

Cas9 Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 2,5 minuty
Denaturace 94 °C 30 sekund
Nasedani primera 54 °C 30 sekund
Extenze 72 °C 12 sekund
Finalni extenze 72 °C 10 minut
Chlazeni 18 °C 0

Tabulka ¢.8: Amplifikacni program komplexu Cas9

Nami vyrobeny konstrukt gRNA byl amplifikovan pomoci U63seqfwd a
pCFDseqrev primert. Velikost produktu byla 964 bp, proto extenze trvala 58 sekund.

gRNA konstrukt Teplota Cas
Pocatecni denaturace 94 °C 2,5 minuty
Denaturace 94 °C 30 sekund
Nasedani primera 53°C 30 sekund
Extenze 72 °C 58 sekund
Finalni extenze 72 °C 10 minut
Chlazeni 18 °C )

Tabulka €.9: Amplifikacni program konstruktu gRNA

3.3 Gelova elektroforéza

Pouzity material: 1x TAE pufr (40mM Tris-acetate, ImM EDTA), agardza, Quick-
Load 1 kb Extend DNA Ladder (Bio Labs Inc., koncentrace 50 pg/ml), barvivo Gel
Red 10 000x (Biotium), transiluminator (UVP).

Byl pfipraven 1 % agar6zovy gel z 1x TAE pufru a agarézy. Smeés byla
zahfivana v mikrovinné troubé a casto promichavana. Pred nalitim do formy
s vlozenymi hfebeny byl gel obarven barvivem Gel Red a opét dikladné promichan.
Po ztuhnuti gelu byly vyndany hiebinky a nosi¢ byl zcela zalit 1x TAE pufrem. Do
krajnich jamek bylo napipetovano 1,5 pl Quick-Load 1 kb Extend DNA ladderu a do
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dalsich jamek po 2 ul amplifikovaného produktu, v€etné negativni kontroly. Intenzita
napéti byla nastavena na 90 V po dobu 50 minut, do doby, kdy viditelné doslo k
separaci fragmenti. Nakonec probéhla vizualizace fragmenti DNA pomoci

transiluminatoru a poté byl pofizen snimek vysledného gelu.

3.4 Mgéfeni Cistoty produktii a pfiprava sekvenacni reakce

Koncentrace DNA v izolovaném vzorku byla meéfena pomoci pfistroje
NanoDrop 1000 Spectrophotometr (Thermo Fisher Scientific). 1 ul méfeného vzorku

byl nanasen na ¢idlo pfistroje a pomoci softwaru byla zji§téna koncentrace cDNA.

Amplifikované produkty s dostateCnou koncentraci byly podrobeny
enzymatickému Cisténi pomoci ExoSAP-IT™ (Thermo Fisher Scientific), kdy byly v
jediném kroku hydrolyzovany prebyte¢né primery a nukleotidy. Pro tyto ucely byly
pouzity 2 ul ¢inidla ExoSAP-IT™ a 8 ul PCR produktu. Smeés byla zvortexovana a
vlozena do termocycleru na jeden cyklus viz. tabulka ¢. 10. Purifikované vzorky byly

odeslany na sekvenaci (Eurofins Genomics/GenSeq).

Teplota Cas
Inkubace 37°C 40 minut
Denaturace 80 °C 10 minut
Chlazeni 4°C )

Tabulka ¢.10: Denaturacni program enzymatického Cisténi pomoci

ExoSAP-IT™

3.5 Vybeér cileného mista a design vhodnych gRNA

Cilem bylo poskozeni genu white pomoci bazovych editord, které se projevi
jasné viditelnym fenotypem, kdy by mély mit octomilky bilé oci. Nejuniverzalnéjsi
misto umoznujici pusobeni vSech nami testovanych bazovych editord jsou donorova a
akceptorova mista sestfihu white mRNA. PoSkozenim donorového mista sestfihu by
nemélo dojit k vystépeni intronu a vznikly transkript by tak obsahoval pred¢asny stop
kodon pravé v intronové oblasti. Naopak cileni na akceptorové misto sestfihu na 3°
konci intronu by mohlo mit za nasledek vynechani exonu, a tudiz jeho neprepsani do

proteinu. V obou vyse uvedenych piipadech by mél byt protein white zcela nefunkcni.
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Byly navrzeny takové komplementarni gRNA, aby spliovaly délku 23bp a
zaroven zacilily na vybrané misto adeninové i cytosinové BE. Nejdulezit€]si kritérium
predstavovalo, aby byl PAM v podob& NGG, 10 az 18bp daleko od cilového mista a
aby se nachazel maximalné na hranici exonu 5. Tim by doS$lo k poskozeni transkripce
white genu. Obsah guaninovych — cytosinovych part se pohyboval v rozmezi 40-60
%. Nasledné byla v pocitaci zkontrolovana specifita a G€innost sestavenych gRNA

pomoci internetovych nastroji jako je Crispor (http:/crispor.tefor.net/).

3.6 Klonovani vektoru pro ziskani mnohocetného gRNA
konstruktu

tRNA RNAL tRNA JRANA 2 tRNA JRNA3 RINA JRANA4
Bbs/e Bos/e

attB

vermilion AmpR

Obrazek ¢.1: pCFDS5 vektor pro expresi vice gRNA vlivem zpracovani
lemujicich tRNA pod kontrolou promotoru RNA polymerazy III, U6:3. AmpR
je promotorem rezistence k ampicilinu (upraveno, prevzato z www.

crisprflydesign.org; Supplementary Methods pCFDS5 cloning protocol)

Fragmenty obsahujici gRNA byly vytvotfeny pomoci AccuPrime™ systému.
Spolu s restrikéné St€épenym plazmidem pCFDS5 byl pomoci Gibsonova klonovani
postaven mnohocetny konstrukt skladajici se ze ctyt gRNA, jelikoz jsme se rozhodli
targetovat vybrany gen na Ctyfech raznych sestfihovych mistech. Vektor byl
transformovan do kompetentnich bun€k Escherichia coli. Ziskané kolonie byly

podrobeny PCR, uspésné klony identifikovany a plazmidova DNA byla vyizolovana.
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3.6.1 Vyroba fragmenti obsahujicich gRNA

Po zvoleni vhodného mista byly navrzeny komplementarni primery ve sméru
5'-3'. Po jejich ziskani, byly amplifikovany pomoci AccuPrime™ Taq DNA
polymerazového systému. Protilatky Anti-Taq DNA polymerazy inhibuji aktivitu
polymerazy a poskytuji automaticky ,hot start‘, ktery snizuje pfitomnost nezddoucich
produktt a dimert v disledku nespecifické amplifikace DNA. Navic vazba protilatky
s AccuPrime™ proteinem zlepSuje specificitu PCR a dvakrat zvySuje vérnost Taq
polymerazy. Nasledn¢ probéhly tfi PCR reakce, pii kterych doslo ke spojeni
jednotlivych gRNA o délce 48 bp. Fragment 1 po skoneni programu obsahoval gRNA
1 a gRNA 2. Fragment 2 obsahoval gRNA 2 a gRNA 3. Posledni fragment obsahoval
3 a4 gRNA.

PCR 1 |fw primer cilového mista 1

rv primer cilového mista 2

PCR 2 | fw primer cilového mista 2

rv primer cilového mista 3

PCR 3 |fw primer cilového mista 3

rv primer cilového mista 4

Tabulka ¢.11: Vizualizace tii PCR programt obsahujici primery pro Ctyfi

cilova mista

Byly vytvoreny tfi reakéni smési pro tfi amplifikované fragmenty o objemu

50 pl, a to pro fragment 1, fragment 2-3 a fragment 4.

Reagencie Objem (ul)
10x AccuPrime ™ pufr1 | 5

Fw primer 1

Rv primer 1

DNA polymeraza 1

PCR H20 41

Templat 1

Tabulka ¢.12: Reak¢ni smés pro vyrobu fragmenta obsahujicich cilené gRNA
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Poté probehly individualni PCR pro vSechny tfi fragmenty, kde plazmid slouzil
jako templat. Nasedaci teplota primert byla 61 °C a zvySovala se kazdym opakovanim

00,35 °C, nez dosahla 72 °C po dobu 32 cykla.

Teplota Cas
Pocatecni denaturace | 94 °C 2 minuty
Denaturace 94 °C 30 sekund
Nasedani primert 61 (1 0,35) °C | 30 sekund
Extenze 68 °C 16 sekund
Chlazeni 4°C o0

Tabulka ¢.13: Amplifika¢ni program fragmentt obsahujicich cilené gRNA

Nasledné byly vzorky vlozeny do elektroforézy na 1 % agardzovy gel.
Ocekavané velikosti prvniho a tfetiho fragmentu byly 224 bp a druhého fragmentu
194 bp. Produkty spravné velikosti byly vyfiznuty z gelu a byla provedena extrakce
pomoci QIAquick PCR purifika¢ni sady (Qiagen). Nejdiive byl vyfiznuty kus
inkubovan 30 minut pii 50 © C a poté byl 1 minutu centrifugovan pii 13 400 otackach
za minutu. Supernatant byl nanesen na kolonu QIA quick spin (Roche Diagnostics),
k ¢emuz byl pfidan trojnasobek objemu pufru QG. Roztok se poté centrifugoval pri
13 400 otackach za minutu, ¢imz se DNA adsorbovala na kfemicitou membranu
kolony. Poté bylo na kolonku pidano 750 pl pufru PE a smés byla znovu
centrifugovana 1 minutu pit 13 400 g. Dale byla kolonka umisténa do nové
mikrocentrifugacni zkumavky, a poté na ni bylo naneseno 50 pl EB pufru, jenz slouzil
k eluci DNA z povrchu kolony. Smés byla znovu centrifugovana 1 minutu pfi
13 400 g, ¢imz byla ziskana purifikovand DNA. Nasledné byla zméfena koncentrace

vSech tii fragmentt.

3.6.2 Stépeni plazmidu pomoci restrikéniho enzymu

Jako wvektor byl vybran plazmid pCDFS, jelikoz obsahuje vermilion
transformacni marker, diky kterému je snadnéjsi selekce transgennich much. Vektor
usnadiiuje expresi n€kolika gRNA ohraniCenych tRNA. Systém je zaloZen na
uvoliiovani vice funkénich gRNA zpracovanim lemujicich tRNA z jediného
prekurzorového transkriptu vjadie, coz umozfiuje vysoce ucinnou mutagenezi

zalozenou na Cas9. Exprese v zarode¢nych buikach je fizena promotorem U6:3 RNA
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polymerazy III. Nejprve byl plazmid pCFDS5 stépen restrikénim enzymem Bbsl typu
High Fidelity (NEB). Byla vytvofena reakcni smés o objemu 50 pl.

Reagencie Objem (ul)
Cut Smart pufr (10x) 5

Vektor (plazmid pCFDS) 30

Bbsl restrikéni enzym 2

PCR H>O 13

Tabulka ¢.14: Reakéni smés pro sté€peni plazmidu pCDF5 pomoci Bbsl

restrikéniho enzymu

Plazmid byl Stépen v inkubatoru po dobu 90 minut pii 37 °C., kdy enzym
vytvati prilnavé konce, které umoziuji bezproblémové klonovani gRNA. Nastépené
vzorky plazmidu byly vlozeny do elektroforézy na 1 % agarézovy gel po dobu
60 minut pfi 85 V. Po skonceni programu byl vytiznut produkt odpovidajici velikosti
6447 bp a DNA byla purifikovana opét pomoci komerc¢ni QIA quick purfikacni

soupravy (Qiagen). Nakonec byla u vzorku zméfena koncentrace.

3.6.3 @Gibsonovo klonovani

Poté bylo provedeno Gibsonovo klonovani (Bio Labs, Inc), pfi kterém se
v ramci jedné isotermalni reakce pospojovaly tii fragmenty (1,2-3,4) obsahujici gRNA
a plazmid vjeden usek. Ke koncim klonovanych usekd byly navrzeny vhodné
primery, které docilily prekryti koncti obou fragment. Celkovy objem vzorku byl
20 ul a nasledna inkubace trvala 60 minut pfi 50 °C. Poté byla smés pies noc

inkubovana pii 4 °C.

Reagencie Objem (pl)
Gibsoniv Master Mix 10

Vektor 5
Fragment 1 1
Fragment 2-3 1
Fragment 4 1
Deionizovana H.O 2

Tabulka ¢.15: Reakéni smés Gibsonova klonovani
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gRNA 2 BRNA 3

BRNA 1 X X 8RNA 4

Obrazek ¢.2: Vizualizace pCFDS5 vektoru s komplementarnimi useky
gRNA (upraveno, pifevzato z www. crisprflydesign.org; Supplementary

Methods pCFDS5 cloning protocol)

3.6.4 Transformace vektoru

Vektor pCFDS5:vermillion_white-targeting._ mgRNA_construct, obsahujici
pozadované gRNA a gen rezistence na antibiotika, byl transformovan do
kompetentnich bunék Escherichia coli. Nejprve byly pfipraveny agarové misky
zahfatim agaru, pifi jeho chladnuti na 50 °© C byl pfidan ampicilin s koncentraci
100 pg/ul a 200 pg/pl. Poté bylo rozmrazeno 100 pl kompetentni E. coli, ktera byla
pfidana do zkumavky spolu s 5 ul expresniho vektoru gRNA. Smés byla ponechana
30 minut na ledu a nasledné byla podrobena teplotnimu Soku pii 42 °C na 45 sekund.
Posléze byl roztok ponechan 2 minuty na ledu, nac¢ez k nému bylo pfidano 250 ul SOC
média. Ten byl inkubovan v tfepacce 1 hodinu pii 37 ° C. Po skonceni bylo na agarové
misky sterilné naneseno 50ul transformované smeési kompetentnich bunék, ty byly pres

noc inkubovany piti 37 °C.

3.6.5 PCR bakterialnich kolonii

Jednotlivé kolonie byly odebrany Spickou pipety a rozpustény v 10 pl
bakterialniho kultivaéniho média obsahujiciho amplicilin. 1 pl tohoto média poslouzil
jako templat pfi PCR reakci, jejiz primery byly komplementarni k cilenému useku.

Nejprve byly v malych PCR zkumavkach ptipraveny reakéni smési skladajici se z 5 pl
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Master Mixu, 4 ul deionizované vody, 0,5 pl forward a 0,5 reverse primeru. Nasledné
byl pfidan 1 pl bakterialniho média do pfipravené PCR smési. Poté byl roztok jemné

promichan a vlozen do termocycleru. Program byl nasledujici:

Teplota | Cas
PocateCni denaturace | 95 °C | 3 minuty
Denaturace 95°C | 30 sekund
Nasedani primera 49°C | 20 sekund
Extenze 72°C | 75 sekund
Finalni extenze 72 °C 10 minut
Chlazeni 14°C |

Tabulka ¢.15: Amplifika¢ni program pro PCR bakterialnich kolonii

Vysledny produkt byl poté elektroforeticky rozdélen a byla urCena jeho
velikost na 1 % agar6zovém gelu. Kolonie, ktera davala produkt spravné velikosti (tfi
gRNA, 1013 bp) byla kultivovana v 5 ml média pres noc a bylo provedeno nasazeni

miniprepu.

3.6.6 Izolace plazmidové DNA

K izolaci plazmidd z miniprepu byla pouzita komercni sada High Pure Plasmid
Isolation Kit (Roche Diagnostics). Kolonie E. coli byly z agaru pieneseny do
zkumavky s 3 ml LB média. Z toho bylo 1,5 ml média centrifugovano pii 8 000 g po
dobu 90 sekund pii 4 °C, ¢imz byl oddélen supernatant od peletizovanych
bakterialnich bun€k. Po vyliti supernatantu bylo do vysledného peletu ptidano 250 pl
,suspension‘ pufru a smés byla inkubovana po dobu 5 minut. Nasledné bylo pfidano
250 pl lyzacniho pufru, smés byla lehce promichana a ponechana opét inkubovat pii
pokojové teploté S minut. Posléze bylo ptidano 350 ul vychlazeného ,binding* pufru
a po Sminutové inkubaci byl vzorek centrifugovan pii 4 © C a maximalni rychlosti.
Vysledny supernatant byl pfenesen na filtratni membranu sbérné zkumavky a
centrifugovan dalsi minutu pii 13 400 g. StoCeny odpad byl odstranén a na membranu
bylo pfipipetovano 700 pl ,washing® pufru II predtim, nez byl vzorek znovu
centrifugovan pifi maximalni rychlosti 1 minutu. Nasledn€ byl vzorek znovu sto¢en

kvali odstranéni zbytkového ,washing® pufru II. Filtra¢ni kolona byla poté prenesena
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do nové sbérné zkumavky spolu s 25 pl ,elution® pufru. Ten byl inkubovan 3 minuty
na membrané a poté byl vysledny vzorek stoCen opét pii 13 400 g. Posléze byla

zmeéfena koncentrace DNA v roztoku, ta se méla pohybovat okolo 50-100 ng/pl.

3.7 Chov a kfiZzeni linii Drosophila melanogaster

Utinnost bazovych editord byla zkoumana u octomilek Drosophila
melanogaster, jelikoz se jedna o ukazkovy geneticky model, diky nenaro¢né kultivaci
v termostatu Jeji nejvetsi prednosti je kratka generacni doba, ktera trva 10 dni pfi
teploté 25 °C, pocetné potomstvo a pomeémeé maly genom, ktery Cita asi 14 000 gentd
a Ctyfi chromozomy.

Nejprve probehlo kiizeni, kdy byly samci octomilek genotypu @ ; % ,
kfizeni s divokymi pannami genotypu Canton-Special. Cilem bylo vycistit pohlavni
chromozom X, jelikoz prave tam se gen white nachazi. Na 3 chromozomu se nachazely
balancery PrDr (zajiStuje hlavné deformaci o¢i) a TM6C (kratké Stétinky), diky

kterym byla patrna fenotypova zména u cilovych jedincu.

. 2 y®cho®v! gRNA v + o+
Kizen 1: & —m—; x ¥ —iT
¥ TMeC + +
Vybirany genotyp: i@ . i: +
R G Y ' TM6C
3 ¥ + + » 4+ 4+
Kien 28 4 F.PPrxy I+ Kiteni 2B 4 =, x 2 L=
Y“+l—++ YTMGCl +'+
ea . ) + + PrDr . ) o o+ +
Vybirany gemotyp: T2l J' Vybirany genotvp: T TMec
wre  c oo + PrDr e
Fizent 3 oy Ty X T Firmec

+ PrDr ¥ + PrDr

V' TM6eC + ' TM6C

\ J
|

+ PrDr
+/¥ ' TM6C

Vybiranv genotyp: A

Vytvofeni zasoby potomstva:

Obrazek ¢.3: Schéma kiiZeni ¢isténi chromozomu X
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Nasledné byly panny octomilek z prvniho kfizeni jednotlivé v tzv. single
crossech’ kiizeny se Ctyfmi druhy samcu, ktefi jiz obsahovali jeden ze ¢tyf druhd
bazového editoru a to 1) TAM/ nos-AID/ ,Rainbow’ editor; 2) nos-ABE 7.10/ABE
adeninovy editor, ¢i dva cytosinové editory 3) Target-AID/ PmCDAI1/ a
4) nos-BE3/BE3. Tito samci byli vyrobeni pracovniky Laboratofe molekularni
chronobiologie, Entomologického ustavu, Biologického centra AV CR v.v.i.
Vysledkem kiizeni byl sbér jedinci s TM6C balancerem, ale bez PrDr markeru, coz
zapfi€inilo normalni velikost o¢i vybiranych jedinct. Jedinci s Cistymi pohlavnimi
chromozomy, bazovym editorem a balancerem 7M6C na tfetim chromozomu byli

ponechani, aby vytvofili stabilni populace.

2.2 1
. vecho“v BE v 4+ PrDr
Kigeni - 72 LS00V, x € =
¥ TM6C + TMeC
Vybirany genotyp: - i BE
Y 'TM6C
+ BE w + PrDr
Kiiveni 2 - L. x O —;
¥ TM6C X X +'TMé6C
Vybirany genotyp: A + BE ; i: BE
TMeC + TMeC

+ BE

WVytvoteni zasoby potomstva: _
+/Y ' TM6C

Obrazek ¢.4: Schéma kiizeni Cisténi chromozomu X bazovych editora

Jelikoz ndm octomilky, s ndmi vyrobenym konstruktem, byly zpét zaslany

s balancerem TM6B, museli jsme ho pomoci tfetiho kiizeni zménit na TM6C. Pro tyto

ucely byli jedinci s gRNA kiizeni opét s pannaml " Byly vytvoreny uniformni

TM6C

+ gRNA
zasoby potomstva — 9
+/Y’ TM6C’
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Kieni 1: 7 Y-cho®v' gRNA s + PrDr
Y 'TMeB —~ T T TMeC

l

Vybiranv genotyp: - iﬂ

V' TM6C

v
e r . + gRNA w T+ PrDr
Kieni 22 7 2% x U —,——
Y TM6C +'TM6C

L J
+ gRNA  » + gRNA

Wybiran? genotyp: —. - Y ;
Y TMeC + TMeC

|

+ gRNA

Vytvofeni zasoby potomstva: —
+/Y ' TM6C

Obrazek ¢.5: Schéma kiizeni zmény balanceru TM6B na TM6C

V dal§im kroku doslo ke kiizeni samcii s gRNA konstruktem a pannami
s bazovymi editory. Spojenim téchto dvou slozek doslo k bunécné expresi a bylo

mozné Stépit genom v pozadovaném misté. Cilem tohoto kfizeni bylo vybrat

+/+* E , v v
+/+ grna Panny, ve kterych mohla, ¢i nemusela, probéhnout mutace.

Kigeni 1: o 1+ 9RNA o > T BE
v’ TM6C

v« +/+* BE
T  +/4*" gRNA

Vybirany genotyp:

Obrazek ¢€.6: Schéma kiizeni bazovych editori a gRNA

Tyto panny byly dale kfizeny s Canton-Special divokymi samci, abychom
ziskali samce s viditelnou fenotypovou zménou, ktera se projevila deformaci

v , . ;. o +* BE +* +
cerveného pigmentu. Byly vybirany dva typy samct, a to Yo Ay grNa

V tomto

ptipadé sejiz bazovy editor a gRNA nemusi nachazet na stejném chromozomu, jelikoz
editace genomu probehla pfi kiizeni Cislo 4. Tito jedinci byli podrobeni molekularni

charakterizaci viz. kapitola 4.1-4.4.
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Kiigeni 1: 7 .° x ¥ I, BE
¥ + T 47 gRNA
rae . +* BE +* +
Vybirany genotyp: I —— i —
v+ v ' gRNA

Obrazek ¢.7: Schéma kiizeni pro zisk deformovanych jedincu

V dalsi Casti experimentu jsme se zabyvali i€innosti Cas9 nukleazy v cilovych
mistech genu white. Proto byly se samci gRNA ktizeny jednotlivé panny Cas9, jako
tomu bylo ve 4. kiizeni misto panny bazového editoru. Tyto panny byly ziskany od
pracovnikli Laboratofe molekularni chronobiologie, Entomologického ustavu,
Biologického centra AV CR v.v.i.. Zjejich potomstva byly vybrany panny, a ty
kiizeny s Canton-S samci, stejn€ jako tomu bylo pfi kiiZeni s liniemi bazovych editora
ve kfizeni 5. Efektivita bazovych editori tak mohla byt porovnana s efektivitou

nukleazy Cas9, ziskanou za uplné stejnych podminek.
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4 VYSLEDKY

4.1 Design konstruktu kodujiciho gRNA

Ve spliceozomalnich oblastech whife mRNA byla hledana nejvhodné;si
donorova a akceptorova mista sestiihu v rozmezi exonu 1 az 5.Vysledkem m¢l byt
zcela nefunkéni protein white. Podminkou byla délka okolo 23 bp vcetné vhodného
PAM motivu, ktery se mél vyskytovat v podobé NGG. Dalsim kritériem byla vysoka
urovei specifity, schopnost nevytvaret necilové mutace a stabilita gRNA, ktera zavisi
na poméru GC-AT pard. Dale muselo byt editaéni okno, tedy rozmezi cca péti
nukleotida, ve kterém dochazi k editaci bazi, univerzalni pro oba typy bazovych

editoru.

Prvni par primerd WT1Fw-WTI1Ryv cilil na 5° donorovou stranu sestfihu exonu
1 a intronu 1, jejich produkt daval velikost 472 bp. Set primerd WT2/3Fw-WT2/3Rv,
s amplikonem dlouhym 876 bp cilil na 3° misto akceptorové strany spliceozomalnni
oblasti jak exonu 2, tak exonu 3. Posledni par primerd WT4Fw a WT4Rv byl
komplementarni 5° donorovou stranu sestfihu exonu 3 a intronu 3.

1 500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3,500 4,000 4,500 5,000
WT1Fw

WT2-3Fw WT2-3Rv WT4Rv
L I-WT1Rv | || wraFw |
— — P N
! e A
1 | 514 6 7 8
Target 1 3‘, 2 Target 3 Target 4
Target 2

Obrazek &.8: Cast sekvence cileného white genu

5 donorova strana sestiihu exonu 1 a intronu 2 byla vybrana jako prvni cilové
misto. Vhodna gRNA 1, dlouha 23bp, byla navrzena dle vySe zminénych kritérii a
kvuli vhodné umisténému PAM motivu byla syntetizovana v opacném (reverse)

smeéru.
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) 220 230 2f10

CTGCCGAGCATCTGAACAATGTGAGTAGTACATIC
@ —5' splice donor site
[ (- 3 F—

Obrazek ¢.9: Spliceozomalni oblast exonu 1 a intronu 2

s komplemenarné navrzenou gRNA1

Druhé cilové misto bylo vybrano na hranici intronu 2 a exonu 2 white genu.
gRNA s délkou 23 bp vEetné PAM motivu (CGG), byla specificky navrzena ve

sméru 5° — 3°.

3‘3|30 3,340 3.3]50 3

CTATCATTGCAGGGTGACAGCGGAGCGGCTTCG

il
— — L e

3' Splice acceptor site

Obrazek ¢.10: 3° misto akceptorové strany spliceozomélnni oblasti

intronu 2 a exonu 2 s komplemenarni gRNA2

Druhy cil paru primerd WT2/3Fw-WT2/3Rv, byl opét na 3° misté akceptorové
strany spliceozomalnni oblasti, tentokrat intronu 3 a exonu 3. gRNA s celkovou délkou

21bp byla komplementarni v opaéném sméru 3° — 5°.

3670 3,680 3,690

ATTACCAATTTGAAACTCAGTTTGCGGCGT

3' Splice Acceptor Site

Obrazek ¢.11: Spliceozomalni oblast intronu a exonu 3

s komplemenarné navrzenou gRNA3

Poslednim cilovym mistem byla vybrana 5° donorova strana sestfihu exonu 3
aintronu 4. 24 bp dlouhd gRNA 4 byla opét v revese sméru vlivem vhodné umisténého
NGG PAM motivu (v naSem piipadé GCC komplementarni a nasledné prepsané do
AGQG).
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4,320 4,330 4,340 4,350

AAGCCGTCGACTTCTTTTCCTAGTGAGT TCGAT

P
i Target A )

5' Splice Donor Site

Obrazek ¢.12: Spliceozomalni oblast exonu 3 a intronu 4

s komplemenarni gRNA4

4.2 Klonovani vektoru pro ziskani mnohocetného gRNA
konstruktu

Navrzené primery, zaslany od Generi Biotech, byly pomoci AccuPrime ™ Taq
DNA systému amplifikovany a spojeny tak, aby tvofily tfi fragmenty obsahujici

komplementarni sekvence k vybranym spliceozomélnim oblastem.

PCR 1 | fwd | GCGGCCCGGGTTCGATTCCCGGCCGATGCAACTCAC
ATTGTTCAGATGCTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

rev | CTCCGCTGTCACCCTGCAATTGCACCAGCCGGGAAT
CGAACCC

PCR 2 | fwd | ATTGCAGGGTGACAGCGGAGGTTTTAGAGCTAGAA
ATAGCAAG

rev | ATTTGAAACTCAGTTTGCTGCACCAGCCGGGAATCG
AACCC

PCR 3 | fwd | GCAAACTGAGTTTCAAATGTTTTAGAGCTAGAAATA
GCAAG

rev | ATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAACTCGACTTC
TTTTCCTAGTGAGTGCACCAGCCGGGAATCGAACCC

Tabulka ¢.16: Seznam primert obsahujiicich vybrané gRNA (zlut€)
Po amplifikaci byly fragmenty vizualizovany pomoci elektroforézy a nasledné
byly vyfiznuty, aby mohly poté podlehnout extrakci pomoci extrakéni gelové soupravy

Qiagen. Dale byla zméfena koncentrace PCR produkta.
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Obrazek ¢.13: Vizualizace vSech tii fragmentd genu white. Délka
prvniho fragmentu byla 224 bp. Délka druhého fragmentu obsahujiciho cilové
misto 2 a 3 Cinila 194 bp a tfeti fragment méfil opét 224 bp.

Koncentrace 2607280
1,54
Fragment 1 | 36,5 ng/ ul
1,60
Fragment 2 | 70,7 ng/ ul
Fragment 3 | 69,5 ng/ ul 1,61

Tabulka ¢.17: Vysledky méfeni koncentrace fragmentti obsahujici
cilové useky

4.2.1 Restrik¢ni $t€peni enzymu

Nejprve byla zmétena Cistota pCDFS5 plazmidu na 263 ng/ul. Po par pokusech
jsme dosli k nazoru, ze k naslednému klonovani bude zapotrebi 8 ng plazmidu. Proto
bylo do smési s restrikénim enzymem piidano 30 pl vektoru. Po vyfiznuti nastépené¢ho

fragmentu z elektroforézy byla naméfena koncentrace 20 ng/pl.
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Obrazek ¢.14: 6447 bp dlouhy restrikéné stépeny vektor pCFDS
s laddery po obou stranach

4.2.2 Gibsonovo klonovani

Pro spravny prubéh Gibsonova klonovani je nutné dodat pétkrat vice insertu

nez vektoru. Proto musela probéhnout nasledna kalkulace dle vzoreCku

vaha v ng x 1000

nasledovné:
délka v bp x 650d

20 x1000

Bbsl-dig-Pcfd5: —————
6447 X 650

=0,0047 pmol — 5 pl — 5 x 0,0047 = 0,024 pmol/pl

5 x vice inzertu nez vektoru tedy: 5 x 0,024 = 0,12 pmol/ul od kazdého fragmentu

36,5 x 1000 T .

Fragment 1: rys—— 0,24 pmol — natedéni 1 pl: 1 ul H,O0 — 0, 125 pmol/pl
70.1 x 1000 T .

Fragment 2: Torxeso - 0,53 pmol — natedéni 1 pl:2 ul H,O — 0, 176 pmol/ul
36,5 x 1000 T .

Fragment 3: rys—— 0,46 pmol — natedéni 1 pl:2 ul H,O0 — 0, 153 pmol/ul

S takhle upravenymi koncentracemi bylo nadale mozné pokraCovat
v experimentu a dalsi den probé¢hla transformace vektoru dle standartniho protokolu.
Po naristu kolonii probéhla jejich izolace a vizualizace pomoci elektroforézy. Ty
fragmenty, které by mohly vykazovat spravnou velikost sestaveného konstruktu, byly
odeslany na sekvenaci, kde mohla byt potvrzena pfitomnost vSech Ctyf spravné

zaklonovanych gRNA.
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4.2.3 PCR bakterialnich kolonii

Pomoci dvojice primera U63Fw a pCFD5Rv byla provedena PCR pro amplifikaci
insertu. Dale byla provedena vizualizace délky jednotlivych klond. Kolonie ¢islo 15
byla shledana tou, ktera davala produkt spravné velikosti dlouhy 1013bp. Plazmidova
DNA byla vyizolovana a jeji koncentrace byla 105,7 ng/ul, coz bylo dost na to, aby
byla odeslana na sekvenovani. Sekvenace potvrdila pifitomnost vSech ¢ty gRNA na
spravném misté, proto byly z plazmidové DNA vytvofeny glycerolové zasobni

roztoky o koncentraci 76,3 ng /ul, které byly skladovany pfti -80 °C.

L5 Ll O e ) L L O L LB

L&

Obrazek ¢.15: Vizualizace kolonii 12 az 23, kde 15 kolonie odpovida
spravné dlouhému produktu (1013 bp)

4.3 Klfizeni a Cetnost mutageneze Drosophila melanogaster

y%cho®*v' PrDr
Y "TM6C

Po zkiizeni jiz vlastnénych samci octomilek genotypu

s divokymi pannami genotypu Canton-Special ({ ;E ) bylo ve tfech krocich ziskana

uniformni populace s vy¢€isténymi pohlavnimi chromozomy a vybranymi balancery na

+ PrDr
3. chromozomu —;

v Thec Toto potomstvo bylo nasledné zkfizeno s danym bazovym

+ BE

editorem, ktery nahradil misto balanceru PrDr (+ ¥ Thec

).

Po vlozeni nami vyrobeného konstruktru byly octomilky zaslany zpét do

laboratofe spolu s balancerem TM6B a y?cho?v! na pohlavnim chromozomu, jenz
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y*cho?*v' gRNA
Y "TM6B

zapficinuje tmavou barvu oci ( ). Proto jsme museli pomoci dalsi série

ktizeni opét vycistit pohlavni chromozom a pozménit balancer z TMCB na TM6C. Pro

tyto ucely bylo nezavisle a simultanné kiizeno Sest ziskanych jedinci obsahujicich

gRNA konstrukt s E ;% pannami. Tyto linie byly dale pojmenovany jako gRNA 1

az 6. Ze dvou vybranych linii (gRNA 2 a gRNA 4) vysledného potomstva byli vybrani

.+ gRNAZ2/4
samc1;;u

. .. N + BE® + PmCDA
, ati byli jednotlivé kiizeni se Ctyfmi druhy panen —; 3= ;
TM6C +’ TM6C +’ TM6C

+ ABE _+ AID
+’TM6C’ +’ TM6C

ziskanymi pfi kiizeni Cislo 2. Simultanné byly kiizeny panny Cas9

y?cho? v! nos—Cas9
+ ’ Sb.Tb

+ gRNA1/2/4/6
Y’ TM6C

se samci obsahujici konstrukt gRNA . Z vysledného

potomstva byly vytvoteny cetné zasoby, z nichz byly vybrany panny, jez obsahovaly
gRNA konstrukt i dany bazovy editor, a mohlo tak dojit k bunééné expresi. Toto
ktizeni bylo provedeno ve tech rozdilnych teplotach a tov 18,25 a 28 °C. Cilem bylo

pozorovat, zda ma teplota vliv na ucinnost bunécné exprese.

Panny byly jednotlivé oplodnény ve finalnim kfizeni samci Canton-Special
(g;z) v jejichz potomstvu byla sledovana Cetnost mutantnich samcu s viditelnou

deformaci Cerveného pigmentu, ktera znacCila zménu v cileném white genu. Diky
fenotypové zméng¢ jinak bézné Cervenych oci, bylo snadné odhalit efektivitu bazovych
editorti a Cas9 senzoricky, bez nutnosti molekularni charakterizace pomoci PCR a

sekvenace.

Ve vsech trech jiz zminénych teplotach bylo zalozeno 20 jednotlivych kiizent,
skladajici se z jedné panny, obsahujici bazovy editor i gRNA 2 ¢i gRNA 4 konstrukt,
a dvou samcu Canton-Special. Efektivita bazovych editori byla méfena dvakrat.
Efektivita nukleazy Cas9 jednou, ale rovnou se ¢tyimi liniemi gRNA samcti (gRNAT;

gRNA2; gRNA4; gRNAG6), aby byl zachovan stejny pomer s vysledky BE.

Z Obrazku €. 16 lze vycist, ze Cetnost mozaicisnich jedinct je ve vétSiné
piipadd umeérna teploté. Nejvyssi efektivitu vykazovala nukleaza Cas9 a poté Target-
AID. V nejvyssi méfené teploté vykazoval cytosinovy BE3a adeninovy ABE7.10
editor nasobné vyssi efektivitu. Z grafi mazeme vycist, ze Cetnost mozaicisnich a

bélookych jedinct byla velmi podobna.
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A Cetnost bélookych jedincii B Cetnost mozaicisnich jedinct

4 4+

w
1

% of mosiac flies
N
1
1 \

% of white flies

s s 2 IETTTTTETS

T
18°C 25°C 28°C

-o— nos-BE3 -e- nos-ABE7.10 -+ nos-PmCDA -+ nos-Cas9

Obrazek ¢.16: Graf A, vyjadiujici Cetnost bélookych jedinct. Graf B vyjadiuje

mnozstvi detekovanych jedinct trpicich mozaicismem

4.3.1 Efektivita BE pi128 °C

Pti teploté 28 °C trvala generacni doba zhruba 10 dni, coz mélo za nasledek
mnohacetné potomstvo za relativné¢ kratky cas. Nejvyssi ucinnost vykazoval
cytidinovy editor Target-AID, ktery dal vzniknout v priméru 4,38 % mutantnich
samcu. Ztoho byla vice nez tfetina mozaicisnich jedinci. V obou simultannich
ktizenich byl zaznamenan vyskyt zlutookych jedinct s deformovanym white genem.
Jedinci vykazujici mozaicismus byli zaznamenani i1 u adeninového editoru, jinak se
efektivita pohybovala v rozmezi 0,56 a 1,44 %. U cytosinového editoru BE3 nebyli

zaznamenani zadni mozaicisni jedinci.
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Pocet

mutantnich
jedincu
Pocet Pocet Pocet (efektivita) | Pocet
S vitalnich | ziskanych | editovanych | ze vSech mozaicisnich

Bazovy editor, gRNA | yxi5eni | samedt | kiizeni jedincti jedincti
Target-AID, gRNA2 20 2295 18127 (5,33 %)| 50+ 9 zluta
Target-AID, gRNA4 19 2679 17| 923,43 %)| 31+ 6zluta
BE3, gRNA2 18 2500 8 251,00 %) 0
BE3, gRNA4 20 2863 8| 20 (0,70 %) 0
ABE7.10, gRNA2 17 2499 7| 36 (1,44 %) 4
ABE7.10, gRNA4 19 2481 71 14 (0,56 %) 5
TAM-AID, gRNA2 16 2023 0 0 0
TAM-AID, gRNA4 18 2110 0 0 0

Tabulka ¢€.18: Vysledky namétrenych hodnot BE pii 28° teploté

4.3.1.1 Opakovani meteni efektivity BE ve 28 °C teploté

Opakovanim pokusu za této teploty bylo potvizeno, ze nejvyssi efektivitu

vykazuje editor Target-AID a to 2,88 a 4,41 %. Opét valnou Cast tvorili mozaicisni

jedinci. Téméf totozné hodnoty byly naméfeny u kiizeni cytosinového BE3 editoru, a

to v priméru 1,25 %. Rozdilné vysledky byly zjistény u ABE7.10, kdy komplex

s gRNA2 vykazoval témér 3x vyssi efektivitu nez komplex s gRNA4. U TAM editoru

nebyla ani na druhy pokus zaznamenana u pozorovanych jedinci zadna fenotypova

zména.

38




Pocet

mutantnich
jedincu
Pocet Pocet Pocet (efektivita) | PocCet
S vitalnich | ziskanych | editovanych | ze vSech mozaicisnich

Bazovy editor, gRNA | yxi5eni | samedt | kiizeni jedincti jedincti
Target-AID, gRNA2 16 1943 11| 56 (2,88 %) 26
Target-AID, gRNA4 16 1926 11| 85(4,41 %)| 36+ 3 zluta
BE3, gRNA2 15 1749 8| 22(1,26 %) 2
BE3, gRNA4 16 1856 8| 23 (1,24 %) 2
ABE7.10, gRNA2 14 1621 11| 43 (2,65 %) 15
ABE7.10, gRNA4 16 1696 6| 150,88 %) 3
TAM-AID, gRNA2 16 1857 0 0 0
TAM-AID, gRNA4 16 1900 0 0 0

Tabulka €.19: Vysledky ziskané pti opakovani pokusu BE ve 28 °C

4.3.2 Efektivita BE pii 25 °C

V 25 °C teploté byl opét nejvice Ucinny cytosinovy editor Target-AID, u

kterého jsme zaznamenali 28 fenotypové odlisnych jedinci v podobé bélookych

octomilek ¢i samcu trpicich mozaicismem. Druhym nejucinnéjsim editorem byl opét

cytosinovy BE3. U toho bylo pozorovano 16 bélookych a 8 mozaisicnich jedinci. Tu

adeninového editoru byl pozorovan vznik mutantnich jedinct, avsak jeho efektivita

dosahovala u¢innosti v pruméru 0,12 %. U duhového editoru AID nebyli pozorovani

zadni jedinci s deformovanym pigmentem.
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Pocet

mutantnich
jedinctu
Pocet Pocet Pocet kiizeni | (efektivita) |Pocet
S vitalnich | ziskanych |s GspéSnou | ze vSech mozaicisnich

Bazovy editor, gRNA | pseni | samedr editaci jedincti jedincti
Target-AID, gRNA2 17 2018 21 7(0,35 %) 3
Target-AID, gRNA4 18 2665 91 210,79 %) 8
BE3, gRNA2 17 2194 3] 30,14 %) 0
BE3, gRNA4 19 2541 6| 15(0,59 %) 1
ABE7.10, gRNA2 20 2295 41 50,20 %) 2
ABE7.10, gRNA4 17 2508 1| 10,04 %) 0
TAM-AID, gRNA2 20 3633 0 0 0
TAM-AID, gRNA4 21 4465 0 0 0

Tabulka ¢€.20: Vysledky BE z 25 °C teploty

4.3.2.1 Opakované meéreni efektivity BE ve 25 °C teploté

Pii opakovaném kiizeni bylo zjisténo, ze nejvyssi ucinnost vykazoval opét

bazovy editor Target-AID a to v priméru 1,55 %. Druha nejvys$§i zaznamenana

efektivita byla adeninového editoru (ABE 7.10), ktera se pohybovala v rozmezi

0,21-0,41 %. V potomstvu cytosinového editoru BE3 byl zaznamenan pouze jediny

belooky samec.
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Pocet

mutantnich

Pocet Pocet Pocet jedinct Pocet

vitalnich | ziskanych |editovanych | (efektivita) ze | mozaicisnich
Bazovy editor, gRNA | kfizeni |samcu ktizeni vsech jedinct |jedinct
Target-AID, gRNA2 15 1384 11 21 (1,52 %) 13
Target-AID, gRNA4 15 1328 12|  21(1,58 %) 16
BE3, gRNA2 14 1209 1 1 (0,08 %) 0
BE3, gRNA4 15 1350 0 0 0
ABE7.10, gRNA2 20 1438 3 3 (0,21 %) 2
ABE7.10, gRNA4 17 1447 5 6 (0,41 %) 0
TAM-AID, gRNA2 20 1447 0 0 0
TAM-AID, gRNA4 21 1511 0 0 0

Tabulka ¢.21: Vysledky z opakovani pokusu BE pii 25 °C

4.3.3 Efektivita BE pi1 18 °C

Generacni doba octomilky v teploté 18 °C trva 14 az 18 dni, kdy zalezi na stafi

kiizenych pannen a dalSich faktorech. Mutantni jedinci byli zaznamenani pouze u

cytosinového editoru Target-AID, a to prumeérné u 1,60 % populace. Témeért v poloviné

piipadi se jednalo o mozaicisni jedince. V jednom piipadé byl detekovan zlutooky

jedinec, ktery byl nasledné podroben genotypizaci. Dalsi fenotypovée odlisni jedinci

nebyli pozorovani.

41




Pocet

mutantnich
jedincu
Pocet Pocet Pocet (efektivita) |Pocet
vitalnich | ziskanych | editovanych | ze vSech mozaicisnich
Bazovy editor, gRNA | kiizeni |samcl kiizeni jedinca jedincu
Target-AID, gRNA2 24 2011 17|34 (1,69 %)| 13+ 1 zluta
Target-AID, gRNA4 24 1800 12|27 (1,50 %) 14
BE3, gRNA2 22 1565 0 0 0
BE3, gRNA4 23 1620 0 0 0
ABE7.10, gRNA2 23 1722 0 0 0
ABE7.10, gRNA4 24 1861 0 0 0
TAM-AID, gRNA2 22 1439 0 0 0
TAM-AID, gRNA4 22 1397 0 0 0

Tabulka ¢.22: Vysledky BE ziskané ve 18 °C teploté

4.3.3.1 Opakovani méteni efektivity BE pii 18 °C teploté

Ani pfi opakovani pokusu nebyli detekovani zadni fenotypové odlisni jedinci

editori BE3, ABE7.10 ani TAM-AID, coz se shoduje s vysledky prvniho méfeni.

Cytosinovy Target-AID editor vykazoval efektivitu v rozmezi 1,67-1,93 %. Mezi

mutantnimi samci byli opét jedinci vykazujici mozaicismus.

42




Pocet

mutantnich
jedincu
Pocet Pocet Pocet (efektivita) |Pocet
vitalnich | ziskanych | editovanych | ze vSech mozaicisnich
Bazovy editor, Grna | kiizeni |samcu kiizeni jedincu jedinctu
Target-AID, gRNA2 15 1349 8126 (1,93 %) 5
Target-AID, gRNA4 16 1501 8125 (1,67 %) 9
BE3, gRNA2 16 1600 0 0 0
BE3, gRNA4 16 1649 0 0 0
ABE7.10, gRNA2 16 1655 0 0 0
ABE7.10, gRNA4 16 1696 0 0 0
TAM-AID, gRNA2 15 1445 0 0 0
TAM-AID, gRNA4 16 1596 0 0 0

Tabulka ¢.23: Vysledky BE zazanemané pii opakovaném meéteni v 18 °C

4.3.4 Efektivita Cas9 nukleazy ve sledovanych teplotach

Z vysledki vyplyva, ze teplota ma vyznamny vliv na efektivitu proteinu Cas9.

Ve 28 °C teploté byla zaznamenana efektivita v rozmezi 4,01-7,08 %. Zadny

markantni rozdil nevykazovala, o tfi stupné niz§i, 25 °C teplota. Ta se pohybovala

v rozmezi 3,44-6,32 %. gRNA4 ve 25 °C vykazovala dokonce vétsi efektivitu nez ve

vyssi teploté o vice jak pual procenta. Velkym rozdilem ale byla efektivita Cas9

nukleazy v 18 °C, ktera se pohybovala v rozmezi 2,92-4,15 %, coz je téméf o polovinu

niz§i Cetnost. Ve vSech teplotach byl zaznamenan vyskyt mozaicisnich jedinci, a to v

rozsahu 39,2 az 48,8 %. Jedinou vyjimkou byl piipad Cas9, gRNA2 v 18 °C, ktery

vykazoval 27,7 % Cetnost jedinct trpicich mozaicismem. Ve vSech tfech teplotach byli

detekovani zlutooci jedinci, 1 kdyz v minimalnim poctu.
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Pocet

mutantnich

Pocet Pocet Pocet jedinct Pocet

vitalnich | ziskanych |editovanych | (efektivita) ze | mozaicisnich
Teplota; Cas9, gRNA |kiizeni |samcu ktizeni vsech jedinct |jedinct
28 °C; Cas9, gRNALI 20 2400 15| 170 (7,08 %) 82
28 °C Cas9, gRNA2 19 2280 13| 117 (5,13 %) 57+2zluta
28 °C; Cas9, gRNA4 19 2172 15| 87 (4,01 %) 38
28 °C; Cas9, gRNA6 17 1897 13| 121 (6,38 %) 53
25 °C; Cas9, gRNALI 20 2326 14| 80 (3,44 %) 39
25 °C Cas9, gRNA2 15 1820 12| 115(6,32 %) 47+27luta
25 °C Cas9, gRNA4 21 2664 15| 120 (4,53 %) 47
25 °C Cas9, gRNA6 20 2361 17| 143 (6,06 %) 67+1zluta
18 °C; Cas9, gRNAI 19 1187 12| 393,29 %) 17
18 °C; Cas9, gRNA2 20 1301 14| 54 (4,15 %) 15
18 °C; Cas9, gRNA4 20 1371 13| 433,14 %) 21
18 °C; Cas9, gRNA6 20 1440 13| 422,92 %) 19+1zluta

Tabulka ¢.24: Vysledky Cas9 namétené v 18, 25, 28 °C teploté

4.4 Molekularni charakterizace pomoci sekvenace

Mutantni jedinci byli vlozeni do 2,5 pl zkumavek a uchovani v mrazdku pfi

-80 °C. Cilem bylo u péti bélookych a péti mozaicisnich jedinct, jednotlivych typt

bazového editoru, osekvenovat vSechny tfi fragmenty, obsahujici cilové oblasti, z

kazdé sledované teploty (18,25,28 °C). V nekterych teplotach nebylo nasbirano ani pét

pozadovanych jedinct. Proto byli nahrazeni jedinci z jiné teploty, aby byl vysledny

pocet osekvenovanych jedinca 15. Dale byli sekvenovani i vybrani zlutooci jedinci.

4.4.1 Design primert

Vhodny primer by mél mit délku okolo 18-24 bazi a obsahovat 40-60 % G/C

part. Od toho se odviji i teplota tani, ktera se zvysuje diky trojité vazb€ mezi guaninem

a cytosinem. Ta by se méla pohybovat okolo 50-62 °C. Teplota tani forwad a reverse

primerd by se neméla navzajem liSit o vice nez 5 °C. Dale by primery mély byt

specifické a nebyt komplementarni k necilovym mistim v DNA.
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WT1 |Fw |20 nt | TGCTGTGCCAAAACTCCTCT

rev |22 nt | AATGAGGACTTCATGGTAAGCT

WT2/3 | fwd |21 nt | GGCTGGGCTAGATTTATGCAC

rev |20 nt | AAGCTCCTGGATCACCTGAT

WT4 |fwd |20 nt | GACTGGACTCCTTTACCGCC

rev |20 nt | CCCACTTGCGTGAGTTGTTG

Tabulka ¢.25: Seznam primert komplementarnich ke

tfem diagnostikovanym fragmentim

4.4.2 Sekvenace bélookych jedinct

Sekvenace potvrdila, ze vSichni vybrani jedinci byli editovani, ale ne vzdy v na
cilenych pozicich (viz. kapitola 5.1). Neéktefi vykazovali ocekavané jednotlivé

substituce, jini zase rozsahlé delece Ci inzerce.

Vsech 15 jedinct linie Target-AID obsahovali aspoii jednu zménu v cilovych
oblastech. Drtiva vétSina (12/15 samci) byli targertovani v prvni cilové oblasti.
V 10 ptipadech se jednalo o substituce a ve dvou pripadech o rozsahlé delece dlouhé
20 a 51bp. Tyto delece se vykytovali u jedinct z 28 °C teploty. U zbylych tii jedinct
byli zmény zjiStény na poslednim cilovém misté Cislo ¢tyfi. U dvou z nich, z 18 °C
teploty, byly prokazany jednotlivé substituce. U posledniho samce, z 28 °C, byla
detekovana 19bp delece. Jediny samec vykazoval zmény na dvou cilovych pozicich,
kdy jsme u jedince €. 2 z 25 °C detekovali substituci nukleotidi na cilovém misté 1 i

deleci dlouhou 18 bp na cilové pozici 2.

Nazloutli jedinci byli pozorovani pouze u bazového editoru Target-AlID.
Z 18 ziskanych samct byla u sedmi z nich vyizolovana DNA a zaslana na sekvenaci.
Z vysledku 1ze pozorovat, ze dva jedinci obsahovali 22 a 28 bp dlouhé delece, coz se
ale nikterak zasadné nelisi od mutaci vzniklych u bélookych samcti. U zbylych péti
samcu lze pozorovat jednonukleotidové substituce. Na prvni pohled je patrné, ze
bélooci samci vykazovali v nékterych piipadech vice substituci nez ti s nazloutlyma

o¢ima. I to by mohl byt davod rozdilného fenotypového projevu.

45



2,00 Whlte
Compleme!

CAAACACCCATCTGOCEAGE ATCTGAACAATGT GAGTAGT ACA

§=n= trimmed for editing

CARACACCCATCTGOCGAGE ATCTRAACANT!

TEAGTAGTACA

3,18°C Pmeda 1(1.1; g2)
Complement

4,18°C Pmcda 3(23.1;82)
Compler

3125 2012
6,18° CPrncda 4(2.3; g4)

CARACACCCATCT BCCBAGTATETGAACANTET GAGTAGTACA
GTTTGTGGaTAGAL GGE TCGTAGACT TGT T ACACTC ATCATST ACACGTATET A

CAARCACCCATCTROCEAGEATCTaAACAATRTIARTAGTACATG T
GTTTGTGEETAGACGEE TeaTAGACT TETT Al il aTcAT uT,,cACuTA

CAAACACCOATCT GO0 GAG AT TokACAK TRTRATAGT ACAT

TGEATACATETTAAGTTCACTTGATET
GACGGL TOETAGACT TGT T ACACTCATCATGTACACGTATGT AGAATTCAMGTGAACTAGA CT

TECATACATCTTAMGTTCACTTGATCT
GTTTGTGOGTAGAC GG TOGTAGACT TGT TACACTCATCATET ACACGTATGT AGAAT TCAAGTGAAC TAGA
STGEATACKTCTTAMGTTCACTTGATET
GAATTCAMGTGAAC TAGA
CATACATCTTAMSTTCACTTGATCT &
&, ETEAACTAGA,

TGCATACATCTTAMGTTCACTTGATCT

A T G TATCAT TG AGEETACAGCEEAGL T TR ACAD
GATAGTAAC G TCCCACTATCOEC TCRLCRARGLETETE:

SAGATCCCCTATCATTEC AGGETEACAGCGEAGCGOCTTCEEAGAD
CTCTAGEEGEATAGTAMCGTECCACTGTEGCC TOGCCEARGERTCTE

GAGATCCCCTATCATTGE AGGETGACAGCGEAGEGECTTCA AGAG
CTCTAGGEGATAGTAACGTECCACTGTEGCC TORCCRARAGEETCTE

EATCCCCTATCATTGE AGGETGACAGC GCTTCGCAGAT
CTCTAGGGGAT AGT AL GTECCACTGTE GECTCGECGAAGCETCTE

AT ECTATCAT T MGG T ACA

TTCGCAGAS

Complem: s 5ottt sl s e i
118 pm(das(mg ) AT T AT AT ACATETGEATH A TETTAASTTCACTOATE GAGATCECCTATEAT TG A TSR CAGCEEASEG T TESCASAS
ompleme; s aacas T A ATC AT ST ACACGTATT A TGAACTAGA CTCTAGGESATAGTAACGTCCCACTGTLOCCTCRECEARGERTCTS
g zsvc PrnCDAﬂ‘H 282 CAAACACCCATCTGCCGAGEATET m.cmﬂ»lmn.c,« STGEATACATCTTAMGTTCACTTRATCT GAGATCCCCTATCATTOO AGSGTGACAT TTCaCAGAS
omplm " TR T AT AT A S Te L CALTETC oL TR CaANGEBTETE
825 pmcDAz 16.1; 22 CAAACACCEATCT G 0E BAGE ATE TEAACAAT, TOCATACATETTAAGTTEACTTEATET BolcoacTTosCARAS
Comple (161 82) TTTETGOT AGACGEL TCRTASACTTETTACARTIIATCATAT ACAC GTATETAGAAT TC AASTGAAL TAGA - —
10, 25uc PmCDA 3093 g4) A AT TG AR AT oA BRI TAGT ACAT ST GCATACATCTTASTTEACTTATE T SAGATCCCCTATCAT TG AGE TOACAGCSRAGESC TTCGEACAS
Zomplement GTTTOTGOT AGACGRC TCOTAGACTTOTTARMITC ATCATOT ACAC GTATGTAGAT TCAASTGAACTAGA  CTCTAGGGGATAGT AA G TECCAC TGTCGEC TCBLCGARGEETCTE)
1. 25°C PCDA (136, g¢) CAARCACCEATETGCCGAGE ATETEAACAATITRAGTAGT ACATETGEAT ACATCT TAASTTCACTTGATET GAGATCCECTATCATTGE AGGBTAACABCEOAGE A TTCSEAGAS
Comple TTTOTGAT AGACSRC TCATASACTTATTABMITC ATEAT AT ACAC GTATATAGATTCAASTGAACTAGA  CTCTAGGGGATAGT AAC G TCCCAC TGTC GECTCRCCGARGEGTCTD)

CAAACACCCATCTGOCEAGE ATETGAACAT!

STGANTAGTACA

12.25°C PmCDA 5(17.1;g4)
Complement

TECATACATCTTAMGTTCACTTGATCT GAGATCCCCTATCATTGEASGATRACAGE
GTTTGTGOGTAGALGGL TCGTAGACTTGTTACACTIIATCATGT ACACGTATGT AGAAT TCAMGTGAAC TAGA.

GCTTCGCAGAT
GTCOCCTCGECGARGCGTCTE

CTCTAGGGEATAGT AACGTCCCAC

TeT

13.zs'c PmCDA1(112,g2)

STTTGTGOGTAGALGG
CARACACCCATCTGCCGAGER
S TTTGTGGGTAGACGGCTC

14 28'( PmCDA 2(5.1; g4)
Complement
15.28°CPmCDA 3(15.2; g4)
Complement
16. 28°C PmCDA 4(17.2; g2)
Complernent
17. 28°C PmCDA 5(8.5; g4)
Complement
(oxellow 28°C PmCDA 24,82

low 18°C PmCDA 6.5,
Xeolw'lEﬂ m .sz

ST
S

CAMACACCCATCTGOCGAGE ATCTOAACAATITIART AGTACATET

CAAACACCCATCTGOCGAGE ATE TanACAs TR TAGT ACATET G
GTTTGTGGAT AGACGGC TCETAGACT TGTT ARMITIlATCATOT ACACGTATET At

CARACACCCATCTGOCEAGCATC TGAACANTGT GAGTAGTACA
GTTTGTGGETAGAC GECTOGTAGACT TGTTACACTCATEAT!

CARACACCCATCTGOCEA-
STTTGTGGGTAGACGGLT

CAAACACCCATCTGOCGAGEATETEAACAATETIIAG

TGGETAGACGECTCGTAGACTT: TACHCET)

g\.Domplemen(
2?. yellow 18°C PmCDA 16,3,g2
oinplement

;2. yelluw 1 E“C PmCDA232g2
omplem

STTACACTIIATCAT:
GATAGTACA

CAAACACCCATCTGOCEAGE ATETGAACAATET!
GTTTGTEG

CARACACCCATCT GCCGAGTATCTGAACANT!

oAl TAGTACA

A AT A AT T A TGS TAGT ACATETGCATACATCT TAASTTCACTTGATE
-

2{_3 yelluw 23 CPmCDAB.9,gd rstorymaletuia - focH o siiosai GTAACTAGA

omplement

CAAACACCEATCT 600G AGC ATETGAACAKTGT GASTAGT ACATGT GEATACATCTT AMGT TEACTTGATET
o

24 y!llm 23 CPmCDA10.6,g4 T T T GOGT AGACGOE TCRTAGACT TOT TACAL T ATCATGT ACALGTATT AGAATTCAAGTGAAL TAGA
Coimplement

GTTTGTGGET AGAL GGL TOETAGACT TGTTACACTIIATCATETACACSTATET AGAL

FCATACATET TASGT TCACT TEATET
aTa ETEAACTAGA

GEATACATCTTAASTTCACTTEATET
GTTTGTGEETAGACGGL TCGTAGACT TGT T AR ATCATGT ACACGTATGT AGRAT TCAMGTGAAC TAGA.
ATHGATCTTAMTTGHGTTEATCT
STGAACTAGA

TRCATACATCTTAAGTTCACTTGATCT
TACACATATATAGMTTCAMGTEAACTAGA ©
GOBTACATETTAAGTTCACTTRATET G
TGTAGAATTCAAGTGAAL TAGA
TGCATACATETTAAGTTCACTTGATCT GAGATCCCCTATCATTOCAGEGTOACAGE
st -achioc i ssap b sns

: A AT T A ATC TGAACATGT A TACTACATGTGCATACATETTAAGTTCACTTGATCT
yellow 18°C PmCDA 9.1,2 o T T AGAATTCANGT GAAL TAGH
STGCATACATCTTAAGTTCACTTGATET
T AGALGGLTCETAGACTTGTTACACTIATCATET ACACGTATGT AGMAT TCAAGTGARC TAGA, ©
TGCATACATETTAMGTTCACTTGATET GAGATCCCCTATCATTOCAGGETGACAT
TTCAAGTEAACTAGA

TaGA £TC

T SMGATCOCCTATCATTOCASITGACALD GECTTCGCAGAS
AT AGT AN B TCC LA ToTEGEE TORECBARGEGTETE)

GAGATCCCCTATCATTGC AGGGTEA
CTCTAGGEGEATAGTAMCGTECCALT,

CAGCOGAGCOOCTTCGEAGAS
GTCOCCTCRCCGARGCRTCTO

GATCCCCTATCATTGE AGGETGACAGCGRAGE GOCTTCEE AGAT
5

GATCCLCTATCATTGCAGEETGACAGC GCTTCGCAGAS
CTAGGEGATAGTAM GTCCCACTGTEGECTCGECGARGCETCTE

GAEATOCCCTATCATTECAGGTEACAGCEEASCLCTTOECACAD
™ AT AGT AN G TCCCAC TGTCOCETCRECGANGEGTCTO

GATCCCCTATCATTGE AGGETGACAGC GCTTCGOAGAG
CTCTAGREGEATAGT AALGTCCCACT GTCGCCTCGCCGARGEETCTE.

GCTTCGCAGAT
GTCOCCTCGECGARGCGTCTE

CTCTAGGGEATAGT AACGTCCCAC

AT A TCAT TR AGEETEACAGCEEAGT CT TORCACAS
cTe AT AGT AAC G TCCCAC TETCOECTCRECEAAGEGTCTD

CAGCOGAGCOOCTTCGEAGAS
GTCOCCTCRECGAAGCRTCTO

GAGATCCCCTATCATTGE AGGGTGA
TCTAGGEGAT AGT AMC GTECCAL

TTCGCAGAS
i

CTCTAGGGEATAGT AACGTECCAT

EAGATCCCCTATCATTECAGGETGACAGCGEAGEGECTTCREAGA
AT AGT AAC 6 TCC AL TGTCGOCTCGECRARGCGTCTO)

MG AAGCC BTCRACTTCTTTTCC TAGTGA
s

AGCGAAGCCGTCGACTTCTTTTEC TATAGTTCGA!
TEGCTTCERCAGC TanAEA A NG 6 ATRART CngeTRCA
ABCEAAGCC GTCGACTTETTTTCC TARAGTTCGATETG
TEGLTTCS AcassscoaTRARTCAAGCT ACAC

BB AAGCC GTCGACTTCTTTTCC TAGTG:
e

VBB AAGCE GTCRACTTETTTTCC TAG TGAGTTCGATETG

ICCTTEGGCAGE TGAAGALAMGEATC ACTCAAGCTACAT

AT TOGAC TG TTTES AT
== P

ABEEAMGCCGTCRACTTETTTTCC TAGTGAGTT!
S s

AGCEAAGCE GTCGACTTETTTTCC TAGTGAGTTCGA
G TTEGOCAGE TEAAGAAMBEATLACTCAAGCTACAC

GGG TG TR T TCS TAGTGAETTCGATITE
== CAGCTEAAGAARMGEATCACTCAAGCT ACAC

BB AAGCC GTCRACT TCTTTTCE TAG TGAGTTCGA
ICECTTCGGCAGE TGAAGARAAGEAT CACTCARGETACAC

BB AAGCC GTCGACTTCTTTTCC TAGTG:
e

VBB AAGCE GTCRACTTETTTTCCTAGTS
s e

AR TOGNCTTCTTTTCR THE TEAGT TGN
CECTTE AAARASEATCACTCAABCTACAL

VB AAGCCGTCRACTTETTTTCCTAGTG:
S s

MGG AAGCE GTCRACTTETTTTCCTAGTGAGTTCGA
ICECTTCGGCAGE TEAAGAARMGEATCACTCANGETACAC

NGEGAAGCEGTCE:
ICECTTCGRCAGE -

BB AAGCC BTCRACTTCTTTTCE TAG TGAGTT!
ICECTTCGGCAGE TGAAGARAAGEAT CACTCARGETACAC

BB AAGCC BTCRACT TCTTTTCE TAG TGAGTTCGA
e

A AT OGN TCTTTTCR THE
== S

ABCGAMGCCGTCGACTTCTTTTCC TAGTGAGTT!
e

GG OGN THC TV T THRTGARTTO
reECTTE RGO ATCACTCAAGET AT

GGG TG TR T TCS TAGTGAETTCGATITE
== CAGCTEAAGAARMGEATCACTCAAGCT ACAC

MGG AAGCE GTCRACTTETTTTCCTAGTGAGTTCGA
ICECTTCGREAGE TEAAGAARMGEATCACTCANGETACAC

TG

Obrazek ¢.17: Priblizené osekvenované useky editovanych jedincti pomoci

Target-AID ve kterych aspon v jednom piipadé doslo k editaci

-

A STATGT AGARTTE AT GICTAG

AacTETS

GATAGT AACGTCCCACTGTCREETERECE

A G TCTCINNINCCCAGG TTAR TGO TTARAC TTTGAGTCAAS

CAMACACCCATCT GCCGABCATE TGAACARTGTGAGTAGTACATI

STGCATACATCTT AAGT TEACTTGATC TATAGGAACNANNNEGC TTG TAGTTGAT

TTeAGATEE

CCTATCATTGCAGGG TG

o CaCAC GEANNINGEG TCGC TTC GACABET

AATTACCAATTTGAMETCAGTTTGEGECT

AAGGATCACTCAAGETACAS

S THANCC CAGE GARGECBTEGACTTCT TTTCC TAl MAGT TCGH

GTTTGTGOGT AGAL GOC TEGTAGACTTGTTAGAC TCATCATGTACACGTATGT AGAT TCAAGT GUACTAGAT ATCC T TGNNHNNGE GAACAT CAAC TATAAACTC TAGEEGAT AGT AAC GTCCC) o TAATGGTTARAETTTI TCos CARGETACAC
A T TS AT oA CHA TS TGS TASTACATSTGCATACATCTT TTOTASTIGATATTTGAGATCCCCTATCATIGE AGGE ACCAATTTS Tracgec sacrrerrTrecTAlBAaTTCaATaTs
CAAACA CCATET 6 CCGARCATE TGAACAN TR T T AT ACATET GCATACATCTT A, ™ TTaTAG rGaGATe TACCAATTTGA s = 5 TeAGT o1e
o TE T AT T AR A TCA T ST ACAC T AT T ACAAT TCAAST A ETAGAT ATCC T TCHNNNSE GAACAT CAACTATAAACTCTA TaTCoreTeaees ATGGTTARACTTTGAG o ARG TCAAGETACAE

AT TGSCEARATE e AT TAGTACATE TG TACA T TTASTTCA T AGTTGATATTTGAGATCECETATEATTG TTTSA TreCGecs BACTTCTTTTCCTAGTGAGTT
AcacsacTeaTAsACTTSTTARAEATC AT TAGAAT TC AT GAAC TAGAT ATCC T TN G AT AR TAT AMACTE TR AT AGT AR GTCE CACTETE G TC6EC TAATGG TTARAETTTEAG TCoa o TeMGETACHE

TATETAGAATTCARGT AL TAGAT

CTTGNAMNNGCGAAC AT CAACT,

LGATAGT AACGTCCE

TCAAGETACHT

TaTCaCTCRCEs

SracuTacATCTT recceTaTes s TeAGT o1e
-4 A TOTA AR AT A TAGAT TCCT TN GAAE AT AT AT AGTAACGTCCCACTGTEGECTCRCCGAGE G TCTCGHNARINCEC) ACGCEaCA TCGACAGE TEAAGAAAAGGATC AL TCARGETACAC
AT AT AT ACATETGCATAGA TCTTAGT TEALTTGATC TTRTAGTTEA TACCAATTTSA TreCGecs BACTTCTTTTCCTAGTGAGTT
ST o1 ACATRATEATSTACACaTA TaT AGAAT TEAAGTGHAC TAGAT AT cARCTAT) jocca TAATGGTTARAETTTEAS TCaa o TCMGETACHE
GAACITETIASTAGTACATGTGCATACATCTT GAGLTCCCCTATCATTGCAGSE TrTEs s 5 s TeAGT ata
T T A A TEAT 6T ACAE A TaT AGAKT T AT GAAE TG ATEC T TONNBNGE SAAEATC AT AT AL TETAGS6SATAGT AAC S TCE A TETELETEREEE ATGGTTARACTTTGAG a ARG TCAAGETACAE
TC TG ACAN TR TG T AT ACA BT GCAT ACA T CTTAAGT TCAC TTGATC TATAGG AAC RN S TT B TA G TTGATATTTGAGATCC CCTATCATTGE AGG 6 TGACAGCEEA GCaGH I TCC AT TACCARTT TGAAAC TCAGTT TG AAGCCGTCGACTTCTTTICCTAGTGAGTT
e aAcT 1T TABA A TeATGTACACSTATSTAGAA T oA GAA TAGAT ATCC T TN GAACAT AR TAT AMAC TE TAGS AT AGT AR G T CAC T e TEs TAATGGTTARAET reMGETACHE
AT T AR AT TOARCANTAT AT AGTACATGT UCATACATCTT ST TEACTTGATCTAT. TTATAGTTGATATTTRAGATCCCCTATEATTS s TACCAATTTGA Tracgec s TITTCCTAGTEAGTTEGATGTE
GaCTCGTAGACTTATT ACAC HATCAT: TGN GAACAT CAACTAT {GATAGT AAC GTCCCACTGTCGEE TCRECS: TOGTTAAACTTTEAG o canang TCanGETACHC
CAMACACCEAT ™ TTGTAGTTEA TCCCCTATEATTSEAGSS TACCAATTTGA s s 5 TeAGT o1e
FTTTATGOATAGACSS - cascT, SATAGT AACGTCCCACTGTEGEETERECE: ATGGTTARACTTTGAG o ARG TCAAGETACAE
CAAACACCEATCTGCCGAGEAT- TETECATACATCTTARGT TEACTTGATCT TTETAGTTGATATTTGAGATECCCTATCATTCAGES TACCAATTTGA TreCGecs BACTTCTTTTCCTAGTRAGTTEGATSTE
T GTGGET AGACGAC TEG TACACGTATGT AGAT TCAAGT GAACTAGAT ATCC T TGNNHNNGE GAACAT CAAC TATAAACTCTAGRGEATAGT AAC GTCCCAC TGTCEEE TCREES, TAATGG TTARAETTTEAG TCoa GAAAAG TCAAGETACAT
T aTGGAT AGACGAC TERTAGA AR oA Ak AT KT TR GAAE KT A T AT AT ETAGR GG TAST ARG S TCE AL TETE S TCRECE ATGGTTAAACTTTGAT o aARARG TCAAGETACHT
A AL CCATET 6 CCBARCATE T oA CAN TR TIART AT ACA TET GCATACATCTTAAGT T A ™ TTETAG GAGATCCCCTATCATTS TACCAATTTGA 5 s s TeAGT o1e
TTTTEOTAGAC G TCGTAGACT TGTT ABARTEA TCAT T ACAC ST AT AGAAT TC AT A TAGAT ATCC T TGN GAAC AT CAACTAT AAACTCTAGG GGATAGT A 6 TCC CAC TG CGEC TCGECEAAGE 6 TC TCGANANING EAGST TAR GG TTAAAC TTTEAGTEARACGCCGCA TCGACAGE TEAAGAAAAGGATC AL TCARGETACAC
A CACCCATCT GCCGABCATE TEAACANTGTGAGT AGTACATGTGCATAGATCTTAAGTT AGTTGATATTTGAGATCECCTATCATTSC AGSS TTTSs TrecGecs THlTeTe
e e e s s TaTCeEETeRCCS TAATGGTTARAETTTEAS ARBracac
CaRACAECERT Terr ATCTAT, TraTAG raaGATEE TACCAATTTGA s 5 s TeAGT ata
. CaTAGACGAC AT T AGAA T T A AT GAAC TAGAT ATCC TTGRNNNNGE GAAC AT CAAC TAT ARACTETAL TaTcaccTeaCes ATGGTTARACTTTGAG a ARG TCAAGETACAE
A A A AT A T AT AT T ARG TEAL T TATAGGA AN TG Ta G TTGATAT TTGAGATICCE T AT GACAGCGGAGCEGCTTCGCAGA I TCC AT TACCARTT TGAAAC TCAGTT TG AAGCCGTCGACTTCTTTICCTAGTGAGTT
TTTATGGET AGAC GRC TERTARACTTTTACAB TCATCATST A AR T AT GHAE TAGAT AT T TN GAAEAT LA TATARACTETH ST AACGTCCCACTRTCGEE TERECE TAATGGTTARAET TCos ARARG reMGETACHE
AT AT A ACANTIT S R AT ACATUTO AT ACATET TTOTASTIGATATTTGAGATCCCCTATEATT TACCAATTTGA Tracgec s TITTCCTAGTEAGTTEGATGTE
CAAACACCCATET GECOAGEATET oA ‘I ATACATETRGATAGATCTTA TECCCTATCATTSCAGSS CAATTTEA s = 5 TeAGT o1e
T T oA AGAE B0 TG AT T TACAC A TOAF ST ACALGTATTAGAKT T AT S ETABAT e TTCNMNHREE G AT E AT, GATAGT &ACGTCCC ACTGTEGEETERECS: ATGGTTARACTTTGAG o ARG TCAAGETACAE
A AT TG GARCA T TG AN TE TG A TAGTACATE LA TACATCTTASGTTCA T AGTTGATATTTGAGATEECCTATEA TACCAATTTSA TrecGece BACTTCTTTTCCTAGTGAGTT
T TG AGA o TCaTAGHCT T TACAC A TOATGTACALTATT AGAAT TCAAGT GAAC TAGAT ATCC T TN G AT AR TAT AMACTE AT AGTARG GTCE CACTT G TE6EC TAATGG TTARAETTTEAG TCoa o TeMGETACHE
O AT P ST ACAB T AT oA T o AL G PG TAGANT P AAET AL TAE AT KT TR AN KT AR T AT A FETAGRaKTART ARG S TCE EAETETE S TCRECE ATGGTTAAACTTTGAT o aARARG TCAAGETACHT
A AT TG CCOARATE T SAACATOTOASTAGTACATGTCATACATETT ™ AT CaaTTTEN : s s TeAGT o1e
e SCCTCRECGAAGCETCTER TAATGE TTARACTTTGAGTCARA TCGACAGE TEAAGAAAAGGATC AL TCARGETACAC

Obrazek ¢.18: VSechny ctyfi

cilové useky,

editovanych jedinct pomoci Target-AID v délce 245 bp

Jelikoz nebyl v 18 °C teploté detekovan zadny fenotypove

a jejich blizké okoli,

odlisny jedinec

z linie cytosinového BE3, sekvenovali jsme z 25 °C sedm samci, a z 28 °C zbylych

osm. Ve 14-ti piipadech byly detekovany cilené substituce v prvni cilové pozici, na 5°

donorové stran¢ sestfihu exonu 1 a intronu 1 white genu. U jedno samce doslo k 25 bp

dlouhé deleci. Jinak zde nedoslo k vyskytu necilovych substituci, jako u editoru
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Target-AID. Vyznamnym zjisténim je také fakt, ze u zadného jedince nebyla

detekovana zadna jina mutace na ostatnich tfech cilovych mistech.

. . AAACACCCATCT G CTGAA
2. 00 White gene trimmed srrrotsastes
Complemen

CHMMNNCGC TTET AGTTGATAT TTGAGATCCOCTATOAT
GNNNNNGE GAMC A TCAAC TAT AAAC TC TAGGSEAT AGTA

ACATCTTANGTTE
ATTCA,

CHMNNCGCTTGTAGT TGATATTTGAGATCCOCTATCAT
3.25°CBE1(5.1;g2) T TENNNNNGE GANC ATCARC TAT AAACTC TAGGOGATAGTA
Complement
4,25°CBE2(15.1; g2)
Complement
5.25°C BE 3 (9.4; g4)
Complement
6.25°CBE4(12.1; g4)
Complement
7.25°C BE5(16.1; g4)
Complement
8.25°C BE6(2.1; g4)
Complement
0,25°C BE7(5.1; g4)
Complement
10.28°C BE 1(7.3; g2)
Complement
11.28°C BE 2(15.2; g2)
Complement
12, 28°C BE 3(6.1; g4)
Complement
13, 28°CBE4(11.1;g2)
Cormplement
14, 28°C BE 5(9.2; g2)
Complement
15, 28°C BE 8(5.1; g4)
Complement
16. 28°C BE9(1.2; g2)
Complement
17.28°CBE10(12.2;g4)  omicis
CDITT|J|EI11EI1[D{ g } ITTTGTGGE TAGAC

TTGATATTTGAGATCCOCTATOAT
TCAMCTATAALCTC T SATAGTA

GTTGATATTTGAGATCCOCTATOAT

ATGTACACE

TTGATATTTEAGATCCCCTATOAT
TCABCTATAMCTCTA SATAGTA

TTGATATTTEAGATCCCCTATOAT
TCABCTATAMCTCTA SATAGTA

T TTGATATTTEAGATCCCCTATOAT
CTTGHINNNGE GAMCATCAMC TATAAACTC TAGGGEATAGTA

= TRTELGTAG
AGACTTGETTARAlTCATCATGET,

Obrazek ¢.19: Prvni cilovy usek bélookych jedincti BE3 ve kterém editace

probéhla u 100% pripadd v prvni cilové oblasti

Obrazek ¢. 20: VSechny ctyfi cilové useky, a jejich blizké okoli,
editovanych jedinct pomoci BE3 v délce 245 bp

Vlivem malého poc¢tu bélookych jedinct linie editoru ABE7.10 bylo 11 z nich
vybrano z 28 °C a zbyli Ctyfi z 25 °C. Polovina jedinct z 25 °C teploty obsahovali na
druhém cilovém misté identickou deleci dlouhou 38 bp a v tésné blizkosti dalsi
nukleotidové substituce. U ostatnich 13-ti mutantd bylo pozorovano 7 cilenych
substituci v cilovém misté 1 a dalSich 7 v cilové oblasti 2, na 3° misté akceptorové
strany spliceozomalnni oblasti exonu 2. To znamena, ze pouze u jediného samce

probéhla editace na dvou cilovych mistech najednou.
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00 White gene trimmed ... STAGACTTC GTACACE : GAACTAGH GNNNNGE GAAC ATEAACTAT
Complemer

3.25°C ABE 1(1.1; g2)
Complement

4,2 1.2
Complement[ &)
5.25°C ABE 3(3.1; g4)
Complement

[ 4(10.1;

Co m|3|ement 82
7.28°C ABE 1(9.4; g2)
Complernent

8, 28°C ABE 2(15.3; g2)
Complernent

9. 28°C ABE 3(16.2; g4)
Cnmplemen[

10.2 E 4(5.3; g2)
Cnmplemenl

11. 28°C ABE 5(2.1; g4)
CnmpIEmEn

12.28° E6(1.3, g2)
Complement

13.28°C ABE7(2.4; g2) S ——— 7ol “ CATAL TTCACTIGATCTA HANHNCGE TTETAGTTGATATTTS

C omp Iem ent GHINMNNGE G AAC ATCAACTAT AAACTC

14, 28° E8(3.1;g2)
Complement

15.28°C ABE 9(10.4; g2)
Complement

16.28°C ABE 10(11.4; g4)
Complement

17. 28°C ABE 11(15.1; g4)
Complement

NINNGE A ATC AR TATARAC

Obrazek ¢.21: Vysledky sekvenace prvnich dvou cilovych mist editovanych
jedinct pomoci ABE7.10

CGT GG CTHNNNNCCCAGE GAAGE

TCTNARINCE

Obrazek ¢.22: VsSechny cilové tuseky, a jejich blizké okoli,
editovanych jedinci pomoci ABE7.10 v délce 245 bp

V liniich Cas9 bylo detekovano vice mutantnich jedinct, at’ uz bélookych, ¢i
mozaicisnich nez u bazovych editorti. Dva jedinci, generovani pii 18 °C, obsahovali
11-12 bp dlouhé inrezce, kterym piedchazeli ndhodné substituce, jez se nachézeli ve
vzdalenosti 10 bp pfed prvnim cilenou spliceozomalni oblasti. I u dalich péti jedincti
byly pozorovany substituce, pohybujici se v rozmezi jednoho az dvou nukleotidi. U
dalsich jedincu byly pozorovany delece dlouhé 1,8 a 10 bp, ty se, avSak nachazely také
cca 10 bp pred prvnim cilovym mistem. Jen u dvou jedinca probéhla pozadovana
jednonukleotidova substituce pfesné na hranici exonu 1 aintronu 2. Pouze Ctyfi jedinci

z 16 nebyli editovani v okoli prvniho cilového mista. U téch byla detekovana naptiklad
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8 bp dlouha inzerce, nebo nekolika nukleotidové substituce cca 12 nukleotida pred
¢tvrtou cilenou pozici. Byl sekvenovan i jeden zlutooky jedinec, Ten vykazoval
substituci Sest a deset nukleotidii za cilovym mistem 2 a nasledné¢ osm bp dlouhou

deleci, ¢imz se nijak vyznamné nelisil od ostatnich bélookych jedinci.

CAAA
2. 00 White gene trimmed | GTTTGTGEGTAGA
Complement

3,18°C Cas96.1:g1 E
Complerment I
4,18°C Cas93.1;82 B
Complement .
5.18°C Cas812.1;g2 c
Complement .
. 18°C Cas92.1;g4 c
Complement .
7.18°C Cas95.1;g6 c
Complement
8.25°C Cas08.1;g1 E
Complement
9.25°C Cas9 10.4;g2 :
Complement
10.25°C Cas916.2;g4 E
Complerment
1.25°C Cas93.1;g4 :
Complement
12.25°C Cas811.1;g6 E
Complerment ¢
3.28°C Cas99.1;g1 C
Complement C
14.28°C Cas83.1;g2 E
Complement f
15, 28°C Cas0 1.1;g4 c
Complement L
16.28°C Cas92.1;g6 C
Complement C
17.28°C Cas94.1,g6 :
Complement E
[

18. yellow 28°C Cas9 3.7;g2
Complement c

Obrazek ¢.23: Priblizené sekvenované useky editovanych jedincii pomoci

nukleazy Cas9, ve kterych aspori v jednom piipade doslo k editaci
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Obrazek ¢.24: VSechny ctyfi cilové useky, a jejich blizké okoli,
editovanych jedinct pomoci Cas9 v délce 245 bp

4.4.3 Sekvenace mozaicisnich jedinci

Nakonec probé€hla genotypizace mozaicisnich jedinci. Devét mutantd bylo
zaslano na sekvenaci, abychom mohli porovnat vysledky s bélookymi jedinci. Ve
vzorku byly ofekavany dva rozdilné genotypy z jednoho organismu. Genotypizace

probihala pouze u jedinct ziskanych v prvni ¢asti pokusu. Proto ji byl podroben pouze
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jeden jedinec z linie BE3 trpici mozaicismem. Ten obsahoval vice substituci pfed prvni
cilovou oblasti. Jediny jedinec linie Target-AID z 25 °C (8.3, gRNAZ2) byl editovan na
mnoha mistech sekvenované oblasti v podobé jednotlivych substituci i rozsahlych
deleci ¢i inzerci. Zbyli mozaicisni samci linii Target-AID a ABE7.10 neobsahovali
zadné editované baze, ackoliv byli fenotypové odlisni od zbytku cervenookych
jedincu.

I )

2, 00 White %ene trimmed for editing :,;...
Complemen

3, mozaic 18°CPmCDA 1.1, g4
Complement

4, mozaic 18°CPmCDA 131, g4
Complement

5, mozaic 25°C PmCDA 13.2, g4
Complement

6. mozaic 25°C PmCDA 14.1, g4
Complement

7.mozaic 25°C PmCDA 8.3, g2
Complement

8, mozaic 25°CBE 8.1, g4
Complement

9. mozaic 28°CABE 1.5,g2
Complement

10, mozaic 25°CABE 4.1, g2
Complement

11 mozaic 25°CABE 8.1, g2
Complement

TCT 1T
ACTTETTACACTCATCATET S

Obrazek ¢.25: Piiblizené Gseky mozaicisnich jedincti ve kterych doslo alespori

v jednom pfipadé¢ k editaci

Obrazek ¢.26: Vsechny Ctyfi cilové useky, a jejich blizké okoli, editovanych

jedinct pomoci Cas9 ve sledované délce 245 bp

Nekteti samci F2 méli zieteln€ mozaikovité rozlozeni pigmentu ve slozenych
ocich. Fenotypovy projev mozaicismu se pohyboval od nejmensich defektti Cerveného
pigmentu, az po uplny projev jednoho bilého a druhého cerveného oka (viz. obr. 27).
Pro co nejvyssi moznou detekci defektnich octomilek bylo nutné se podivat na obé

o¢i, a v piipad¢ potfeby samce otocit.
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Obrazek ¢.27: Fotografie vybranych mutantnich vykazujicich mozaicismus.
A,B jsou jedinci Target-AID z 28 °C. Na C,D Ize pozorovat samce linie Cas9. E je
genotypizovany jedinec ABE7.10. Na poslednim obrazku (F) se nachézi samec linie

BE3.

4.5 Genotypizace mozaicisnich jedinct

Jelikoz byla béhem experimentu zaznamenana velka cast jedinct vykazujici
mozaicismus, rozhodli jsme se detekovat, zda obsahuji gRNA konstrukt ¢i bazovy
editor. Schematické znazorneéni genotypu samcti bylo objasnéno pomoci transgenove
specifické PCR. K tomuto ucelu byly pouzity primery specifické pro nami vyrobeny
konstrukt gRNA, Ctyfi bazové editory a protein Cas 9 (viz. kapitola 3.2.2). Opét bylo

posuzovano, zda méla teplota na ¢etnost néjaky vliv.

¥ of

A X"MEW )| -bézovy editor x Y . 1Il- gRNA
XHEW 11 _bazovy editor X1 - gRNA

= X hitewt - gRNA % X . 111 - wild type
XHEW T _ bazovy editor XPIEWT 11 - wild type

ISR

fenotypizace samct
Y Il - gRNA / BE / Cas9
X Whitemut? "y il type
1

Cc

PCR a sekvenace cilovych oblasti

Obrazek ¢.28: Schématické znazornéni zisku mutantnich samcu

Genotypizace jedinct vykazujicich mozaicismus byla provedena na agarézovém

gelu. Na obrazku 27 muzeme pozorovat genotypizaci mozaicicnich jedinci Target-
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AID. V prvnich dvou jamkach je NTC-negativni kontrola obou transgend. Fragmenty
W4 jsou pozitivni kontrolou pfitomnosti genu white (oranzove), konktrétné fragmentu
obsahujici ¢tvrtou cilovou pozici. V prvnim tfadku jsou vizualizovani Ctyfi jedinci
obsahujici Traget-AID (zeleng) a dalsi dva, co obsahuji gRNA konstrukt (modfe).

V druhém radku naopak pozorujeme Ctyti samce s gRNA a dva s bazovym editorem.

gRNA gRNA gRNA gRNA

" w4 V4 W4 V4 V4 V4 (W4
- ‘LT-AID - lr J,“.. J,T..AID :
: -

Obrazek ¢.29: Vizualizace genotypu jedinci vykazujich mozaicismus linie

Target-AID na agar6zovém gelu

Jelikoz bazovy editor Target-AID vyprodukoval 224 mozaicisnich jedinci,
rozhodli jsme se molekularné charakterizovat pouze sto z nich. Z tabulky ¢. 26 lze
vycist, ze témér 40 % jedinct obsahovalo bazovy editor a 60 % gRNA konstrukt, coz
je stejna Cetnost, jako u druhého cytosinového editoru, BE3. I 29 ze 31 samci
adeninového ABE7.10 bylo genotypizovano. U linii Cas9 bylo detekovano 502
jedincu trpicich mozaicismem. Nakonec jsme se rozhodli jich genotypizovat také sto.
V tomto pfipadé bylo zaznamenano témét stejné zastoupeni BE a gRNA konstruktu
1:1. V nekolika pfipadech byla zaznamenana pfitomnost obou transgent v jedinci a to
vo6,8al7 %.

Target-AID |BE3 ABE7.10 | Cas9

BE transgen 37 (39,8 %) |3 (60 %) 8 (33,3 %) |47 (51,1 %)
gRNA transgen |56 (60,2 %) |2 (40 %) 16 (66,7 %) | 45 (48,9 %)
Oba transgeny |6 0 5 8

Tabulka ¢.26: Vysledné poméry genotypizovanych mozaicisnich jedinca linie

Target-AID, BE3, ABE7.10 a Cas9
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5 DISKUZE.

Jako prvni prokazali Komor et al. (2016) potencialni vyuziti bazovych editort
korekci mutaci souvisejicich s Alzheimerovou chorobou v astrocytech mysich linii
rakoviny prsu. Jest€ vyssi diraz na porozumeéni deaminaz klade fakt, ze dle expresnich
studii se nékteti clenové rodiny APOBEC mohou prednostné objevovat v nadorovych
tkanich a jejich bunécnych liniich. Tyto vysledky naznacuji, ze aktivita nekterych
proteini APOBEC muze hrat roli v evolu¢nich zménach sekvence genomu (Harris et
al., 2002). Nekteré bodové mutace by mohly zlepsit mnoho funkci, naptiklad eidtace
ALS genu by poskytovala odolnost vi¢i herbicidim (Shimatani et al., 2017). Dale
Kang et al. (2018) nedavno popsali zmény generované transfekci ABE7.10 u brukve
tepky (Brassica napus), coz mélo za nasledek fenotyp pozdniho kveteni. Modifikace
CRISPR-STOP pouziva BE3 k u¢innému generovani pred¢asnych stop kodonu, ¢imz
ucinn€ zpusobuji inaktivaci gent (Kuscu et al., 2017). Sasaguri et al. (2018) také
manifestoval, ze pomoci jednonukleotidové substituce 1ze dosadhnout zasadnich zmén
v genomu, jelikoz diky zmén€ parovani dosahli zamény prolinu za leucin, coz mélo
vliv na translaci proteinu. Dfive byly aktivni Cas9 a CRISPRi systémy cileny na mista
sousedici se zesilovaCi genu za ucelem identifikace dilezitych regulac¢nich prvku
fidicich genové procesy (Gilbert et al., 2014). Diky tomu mohou byt BE systémy také
vhodné pro zkoumani vztahii mezi sekvenci a funkci nekodujicich oblasti. BE rozsituji
schopnost a ucinnost editace genomu pro zavadéni bodovych mutaci. I kdyz je
vyznamné dale vyvijet vysoce ucinné BE pro pfesnou editaci, tak je velmi dulezité
posoudit potencialni necilové ucinky na urovni genomu i transkriptomu. Spole¢nost
nadale klade diraz na opatrnost, dukladné prezkoumani a uvazeni nasledka editace

genomu.

Pro vyssi efektivitu prace byl vytvoren systém HRMA, ktery v injekované
generaci (GO) pomoci vysokorozliSovaci analyzy tani u¢inné detekuje vzniklé indely.
Ve studii Bassett et al. (2013) bylo takto rozpoznano 100 % mozaicisnich jedinct Zluté
¢i bilé barvy od homoduplext needitovanych linii. To otevira moznosti nové generaci
velkoplosnych metod genetického screeningu mozaicnich jedinct. Dal§im piikladem
je naptiklad selekce editovanych blastomer tfidénim bunék aktivovanych fluorescenci

(FACS), ¢imz lze efektivné Setiit Cas v prubeéhu experimentu (Zuo et al., 2019).
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Funk¢ni optimalizaci deaminazy muzeme dosahnout minimalizace necilové
editace. Dikazem je modifikace YEE-BE3, ktera vykazuje niz§i aktivitu k DNA (Jin
et al., 2019). Tim snizila pocet nezddoucich substituci generovanych v blizkosti
cilového mista. Vysledkem bylo ztzeni editacniho okna na jednu az dvé baze (Kim et
al., 2017b). Dalsi generace po BE3, BE*, ma na C konci del§i UGI, coz vyvolava
presngj§i konverzi bazi. UGinnost TAM editoru by bylo mozné zdvojnasobit
odstranénim C-konce AID (AIDx), ktery obsahuje jaderny exportni signal omezujici
aktivitu AID. Sekvenovani cilového lokusu experimentu Ma et al. (2016) odhalilo
frekvence mutaci GFP vyssi 20 % jak pomoci tranzici, tak transverzi cytidinu a

guaninu na ostatni tfi baze.

Soucasné pristupy ke korekci bodovych mutaci byvaji neucinné, protoze
obvykle vyvolavaji hojnost bodovych mutaci i indelt v cilovém lokusu. Vlivem
ucinnosti bazovych editora pouze v editaénim okné, piiblizn€ 4-8 bp daleko od PAM
motivu, je jejich efektivita omezena pouze na nekteré useky DNA. Pomoci modulace
katalytické aktivity deamindazy lze z0zit velikost okna aktivity. Pro tyto ui€ely pouzivali
Kim et al. (2017b) pevnéjsi linkery mezi Cas9 a deminazou. Na rozdil od toho Tan et
al. (2020) odstranili nedulezit¢ deaminazové sekvence, ¢imz také dosahli zuZeni
editacniho okna. Mohli tak systematicky zvySovat pfesnost editace jednotlivych
nukleotidi bez ohledu na blizké sekvencni kontexty. Nesmime vSak zapominat na

pozadavek vhodné umisténého PAM motivu, coz také znacné€ omezuje pouziti BE.

Ptima pfeména bazi DNA na jinou, bez nutnosti DSB, by mohla zvysit u¢innost
genové korekce, aniz by doslo k nadmérnému vyskytu nahodnych indeld. Dalsim
plusem editace bazi, ve srovnani s opravou pomoci homologni rekombinace, je fakt,
ze je mnohem jednodussi zkonstruovat vektor pro BE nez generovat plazmid pro
homologni rekombinaci. Proto nabizeji BE velky potencial pro Slechténi plodin (Li et
al., 2017). Zajimavosti zustava, ze citlivé celogenomové metody (GUIDE-seq,
BLESS) detekujici necilové editace, spoléhaji na dvouvlaknové zlomy. Diky tomu

nejsou kompatibilni s BE.

I kdyz je dle Komor et al. (2016) nejvice pouzivanym editorem BE3, tak
cytosinovy Target-AID v naSem experimentu vykazoval vy§si u€innost editace. Proto
by bylo vhodné prohloubit znalosti a vytvofit jesté efektivnéjsi modifikace. Editace
Target-AID rajcete se pohybovala v rozpéti od 26,2 do 53,8 %. Frekvence mutaci
mimo cil byla pfiblizné 0,14-0,38 %, coz znamena, ze byly nalezeny jen zfidka
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(Shimatami et al., 2017). Nishida et al. (2016) ptenesl pomoci lipofekce Target-AID
do ovaridlnich bunek kiecka. Bylo cileno na gen HPRT, jehoz naruseni zpusobilo
rezistenci u cca 2 % bun€k. Zaznamenali také, Zze editace baz je v nékterych mistech
méné presna. Navzdory pouZziti podobného Target-AID konstruktu je mira indelt u
plodin vyrazné vyssi (Shimatani et al., 2017) nez u kvasinek, nebo sav¢ich bunék
(Nishida et al., 2016). To naznacuje, ze se mechanismus tpravy DNA in vivo muze

li8it od mechanismu v kultivovanych bunkach (Jia et al., 2019).

Studie prokéazaly, ze transkripce in vitro a nasledna purifikace mRNA kodujici
BE3, v kombinaci s gRNA, muZze byt spoleéné dopravena do jednobunééné zygoty
mys$i (Liang et al., 2017), cloveéka (Li et al., 2017), krysy (Ma et al., 2018) ¢i zygoty
zebfiCky (Rees et al., 2017, Zhang et al., 2017). Dale byly u ryze komplexné
pozorovany mimo cilové mutace pomoci Siroce vyuzivanych editord BE3, HF1-BE3,
a ABE7.10. Ve studii Jin et al. (2019) byl ujednoho vzorku, editovaného BE3, naméfen
vysoky pocet SNV. To se shoduje s nasimi vysledky u sekvenovaného BE? jedince,
trpiciho mozaicismem. Ten vykazoval vicero substituci v prvni cilové oblasti. To je v
souladu s pfedchozimi studiemi, které ukazuji, ze nadmeérna exprese riiznych deaminaz
vede ke zvySené aktivité¢ mutaci C — T u Escherichia coli, kvasinek i1 ¢loveéka (Harris
et al., 2002; Rogozin et al., 2007; Nishida et al., 2016). Navic inhibitor
uracilglykosylazy (UGI), piitomny v BE3 i jeho modifikacich, zvysuje konverzi C—T
v celém genomu, coz vysvétluje vyssi Cetnost nahodnych mutaci (Radany et al., 2000).
Naproti tomu adeninovy BE je odvozen od RNA adenosin deaminazy, ktera ma
schopnost vazat DNA, na rozdil od BE3. Navic nevykazuje nadmérnou editaci bazi,
¢imz se uspésné vyhyba vzniku mimo cilovych mutaci A—G. Divodem by mohla byt
slab$i schopnost bun€k odstranit inosin z DNA nez uracil (Lau et al., 2000). DalSim
divodem vysoké presnosti adeninovych BE muze byt nedostatek alkyl adeninové
DNA glykosylazy (AAG) enzymu, ktery rozpoznava a odstranuje inosin v DNA. Tyto
vysledky souhlasi se studiemi Rees et al. (2017); Koblan et al. (2018), kdy byla
frekvence indelt u ABE vyrazné pod 1 % jak pro rostliny, tak pro bunky oSetfené
v kultute. Nizky vyskyt necilovych mutaci byl pozorovan také u mysich blastomer,
starych 14 a pul dne, které byly editovany pomoci ABE7.10 a Cas9 (Zuo et al., 2019).
To, na druhou stranu, nesouhlasi s nasimi vysledky, jelikoz jsme pozorovali fadu
necilovych mutaci vzniklych vlivem Cas9 nukleazy. Naproti tomu cytosinové BE, dle

studie Zuo et al. (2019) vyvolavaly necilovou editaci s vice nez 20x vyssi frekvenci.
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Naopak v naSem experimentu nebyly pomoci cytosinovych Target-AID a BE3
pozorovany zadné necilové mutace. Tyto markantni rozdily mohou byt vysvétleny
velkymi anatomickymi a morfologickymi rozdily mezi mys§imi blastomerami a F2

populaci octomilek.

Utinnost editace bazi in vivo byla sledovana u cytosinovych BE? a Target-AID
na mysich zygotach. Uginnost editace BE® se pohybovala v rozmezi 10,0-62,8 %.
Avsak 26,9 % mysi vykazovalo indely. Target-AID vykazoval niz§i u¢innost editace,
a to 3,4-29,8 %. Na druhou stranu pouze 2 ze 36 mysi (5,6 %) obsahovaly indely po
injekci Target-AID. Tyto vysledky studie dle Sasaguri et al. (2018) naznacuji, ze BE3
ma vysokou schopnost editace bazi, ale s mensi pfesnosti, zatimco Target-AID
upravuje méné ucinné, ale s relativné vysokou presnosti. To odporuje nasim
vysledkim, jelikoz jsme u BE3 nezaznamenali zadné indely v sekvenovanych
oblastech genu white. Target-AID obsahoval delece v 8 ptripadech z 27 (29,6 %).
Navic jeden mozaicisni jedinec vykazoval inzerci dlouhou 8 bp. Kim et al. (2017a)
rovnéz zaznamenali tvorbu indelti u mysi generovanych pomoci BE3 s podobnou
frekvenci jako v predchozi studii (1/9 cileni na gen Dmd (11,1 %) a 2/7 mysi na Tyr
(28,6 %)). Po mikroinjekci BE3 mRNA a sgRNA byla embrya transplantovana
nahradnim matkam, ¢imz byli ziskani potomci s odliSnym fenotypem. P&t z deviti mysi
neslo bodové mutace téchto dvou genli v cilovém misté. Jedna mutantni mys méla 20
bp dlouhou deleci, nikoliv bodovou mutaci. Jedna se o velmi rozdilné vysledky
v porovnani s na$i studii. Mizeme zde avSak podotknout skutecnost, Ze ve zminénych

studiich bylo experimentu podrobeno mnohonasobné méné jedinct.

Jediny bazovy editor, u kterého jsme nezaznamenali zddného mutanta je
duhovy TAM-AID. Jako jediny obsahoval dCas, ktery slouzi k navedeni a usmérnéni
cileni proteinu na specifické misto v DNA. Ostatnim tfem BE byla vracena katalyticka
funkce v podobé nCas9, coz umoznilo proteinu fungovat jako nikéza a stfihat proteiny
Cas9. To zajistuje BE ucinnéjsi indukci editace bazi na ukor generovani indelt, coz
pravdépodobné piispélo k pozorovanym zménam fenotypu u Target-AID, BE3 a
ABE7.10. V prilomové studii Komor et al. (2016) byly porovnavany riizné enzymy
cytiditindeaminazy napiiklad hAID, rAPOBEC1, a PmCDAT1 a hodnocena deaminace
in vitro. Z jejich vysledka vyplyva, ze enzym rAPOBECI1 vykazoval za testovanych
podminek nejvyssi efektivitu, jelikoz jeho spojeni s N-koncem, zachovava dCas9

deaminazovou aktivitu. Cytosinovy editor BE3 je ve srovnani s BE2 az Sestkrat
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ucinngjsi, jelikoz narusuje fosfodiesterové vazby needitovaného vlakna. To zvySuje
efektivitu editace, pfi¢emz se konverze C—T pohybovala okolo 37 %. Vykazuje také
mirné zvySenou frekvenci indeld, ta dosahovala v priméru 1,1 %. Komor et al. (2016)
také sledovali cilenou u€innost Cas9 komplexu, kterd byla vyrazné niz§i, a to pouze

0,5 %. Zato tvorba indelti byla mnohem vyssi — dosahovala 4,3 %.

Béhem experimentu byl prekvapivé detekovan znacny podil mozaicisnich
jedinct, ackoli inkriminovani jedinci nemohou obsahovat oba konstrukty pro gRNA a
bazovy editor (detailni schéma na obrazku €. 26). Aby vznikl mozaicisni jedinec, musi
byt obé slozky (BE 1 gRNA) pfitomny u samce. Ten ma ale pouze jeden chromozom
X a tudiz by mél obsahovat pravé jeden ze zminénych dvou konstrukti. Po zkfizeni
linie BE a gRNA jsme ziskali heterozygotni samice F1. Tyto panny jsme poté zkiizili
s divokymi samci, ¢imz vznikli heterozygoti v F2 populaci. Pritomnost obou slozek
v F2 generaci 1ze vysvétlit tak, ze nezdédény z konstruktd je do samct pienesen od F1
matek pomoci materidlniho prenosu jiz jako produkt a druha slozka byla normalné
endogenné exprimovana. Ve vét§iné€ piipada se jednalo o podobné zastoupeni obou
slozek napii¢ vSemi teplotami. V nékterych pfipadech byla pomoci genotypizace
prokazana piitomnost obou konstruktd, ale ve vétSiné piipadd byl potvrzen pouze
jeden z nich (viz tabulka ¢. 26). Bassett et al., (2018) uvadi, ze se snizovanim
koncentrace gRNA klesal i podil mozaikovych dospélcti. Neschopnost generovat
mutantni potomstvo muze byt zptisobeno vysokou ucéinnosti indukce dvoufetézcovych
zlomu, ktera mize mit za nasledek toxicitu nebo sterilitu. To naznacuje, Ze je tfeba
optimalizovat koncentraci injektované RNA na zéklade ucinnosti St€peni. Pii vyvoji
implementace systému pro editaci bazi je nutné brat v uvahu kli¢ové paramenty jako
je efektivita 1 Cistota editace, ¢i aktivita v editacnim okné. Je také nutné vybrat
vhodnou cilovou sekvenci, jelikoz je dle Li et al. (2017) praveé na ni G€innost tpravy
baze zavisla. Jejich skupina tuspésné zavedla presné bodové mutace do tfi cilovych
mist v ryzi. To se li8i od nasi studie, ve které doslo témét ve vSech piipadech k editaci
pouze jednoho cilového mista. Faktem zlstava, ze v zadném jedinci nebyla potvrzena

editace na vice nez dvou cilovych mistech.

Nejefektivnéj§im mistem pro editaci je zacatek ¢teciho ramce (ORF) cilového
genu, ¢imz dojde kjeho posunu. To vyrazné snizuje nebo vylucuje funkci genu.
Nékteré indely zptisobi pouze malou ztratu ¢i zménu AMK, coz nasledné€ vede ke slabé

ztraté funkce alely. Kromé toho zménény genom jiz neodpovida sekvenci sgRNA, a
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proto je odolny vici dalSimu §tépeni. Z tohoto divodu je obecné lepsi pouzit vice
gRNA. Z jednoho transkriptu lze ucinné€ zpracovat az Sest sgRNA spojenych
prekurzory tRNA (Port et Bullock, 2016). Bazové editory lze zaklonovat do
mnohocetného konstruktu, ktery by mohl u¢€inné cilit na mnoho mist napfi¢ celym
genomem. Tim bychom mohli ziskat mutanty s diametralné odliSnym fenotypem. Ve
studii Port et Bullock (2016) byly také pouzity vektory na bazi tRNA pro vyrobu
vicenasobnych kratkych sgRNA zjediného transkriptu RNA polymerazy u octomilky.
Systém, ktery je zaloZzen na uvoliiovani sgRNA zpracovanim doprovodnych tRNA,
kdy dochazi ke zpracovani vice sgRNA z jediného prekurzoru v jadre. To umoziiyje
vysoce efektivni mutagenezi zalozenou na Cas9. V nékterych piipadech byly
pozorovany 10-20 bp dlouhé delece, podstatné vétsi nez ty, které obvykle indukuyje
Cas9 (Port et Bullock, 2016). Naopak v nasi studii jsme u Cas9 mutantti pozorovali

delece i 10 bp dlouhé.

Nasim cilem bylo narusit donorové misto 5' sestfihu a akceptorové misto 3'
sestithu, ¢imz by doslo ke znic¢eni hranice exon-intron. Tim by doslo ke zméné ORF a
protein by nahle skoncil stop kodonem v intronické oblasti. Bassett et al. (2013)
provadél podobnou studii jako my, kde vstfikoval smés Cas9 mRNA a sgRNA do
embryi octomilek ve stadiu blastodermu. gRNA cilily dvoufetézcovym zlomem na
zacatek druhého exonu genu yellow, ¢imz dochazelo, stejné jako u nas, k ucinné ztraté
pigmentace u samcu, jelikoz je gen také vazany na chromozom X. Studie ukazala, ze
vstiikovani RNA do embryi Drosophila melanogaster muze vyvolat vysoce ufinnou
mutagenezi pozadovanych cilovych gent. Celkem 34,5 % vSech potomkii obsahovalo
mutaci v genu yellow. Dale Bassett et al. (2013) zacilili dalsi dvé sgRNA na gen white.
Ten vykazoval velmi odliSnou uUCinnost Stépeni. Zatimco u genu yellow byla
pozorovana Cetnost mozaicisnich jedinct 75 a 88 %, u white bud’ 0 anebo 25 %
v generaci FO. Prekvapivé to u genu yellow zahrnovalo i samicky, které vyzaduji
mutaci obou alel. Bohuzel byla studie Bassett et al. (2013) provedena pouze u osmi
samcu, coz neni zrovna relevantni ¢islo pro délani zaveéri. Navic byli tito jedinci
pozorovani v generaci FO, na rozdil od F2 generace pozorované v nasi studii a Bosch
et al. (2021). To odporuje vysledkim Gratz et al. (2013), ktefi zaznamenali 10x az
100x nizsi efektivitu u injektovanych octomilek. Ti generovali deleci gent pro Zlutou
a razovou barvu o¢i pomoci CRISPR/Cas9 s podstatné nizsi Cetnosti mutantniho

potomstva. Naptiklad Zluty fenotyp byl detekovan u 1,4 % potomki.
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V poslednich letech byla vyvinuta metoda velmi podobna bazové editaci zvana
primarni editace. Ta se od BE lisi pouze v tom, Ze je nCas9 spojena s upravenou
reverzni transkriptazou. Primarni editace rovnéz vyuziva modifikovany enzym
perRNA, ktera ma, stejn€ jako gRNA, vodici funkci. Ve studii Bosch et al. (2021) byly
uspesné zavedeny predcasné stop kodony napiiklad u genu white a ebony octomilek.
Utinnost editace ebony se pohybovala okolo 6 %, a white 2,5 % v somatickych
bunkach octomilek, pfi¢emz gen ebony byl Gspésné zarode¢né predan do F2 generace
s uspésnosti 36 %. Stejné jako u sav&ich bunék systém PE3 zpusobil nizké procento
indelt a to 0,86 % (Bosch et al., 2021). Ackoliv byla t¢innost editace mnohem nizsi
nez u sav¢ich bunék, bylo dokéazano, ze je primarni editace je u octomilky mozna, a i
podobné ucinna jako bazova editace. Dale byla u experimentu zaznamenana vyssi

efektivita pii 29 °C nez ve 25 °C teploté. To se shoduje s nasimi vysledky.

Jelikoz jsou octomilky studenokrevné, a teplota pro n€ hraje v jejich vyvoji
zasadni roli, provedli jsme proto experiment ve tfech r iznych teplotach. Pii pohledu
na vysledky je patrné, ze teplota ma nezanedbatelny vliv na efektivitu BE. Na rozdil
od toho pii experimentu Randall et al. (2021) nebyl zistén zadny vyznamny rozdil
v ucinnosti editace bazi. Nesmime zde opomenout fakt, ze tento experiment probihal
u rajcete (Solanum lycopersicum). Pouzivali podobné modifikace t€ém nasim, a to
hAID-BE3 a PmCDA1-BE3 pfi teplotach 22 °C, 28 °C a 32 °C. Dle Sasaguri et al.
(2018) je nejvhodngjsi teplota pro pouziti Target-AID pravdépodobné kolem 25 °C,
jelikoz deaminaza PmCDA pochazi z mnika motského. To by mohlo vysvétlovat
nizkou, ¢i zadnou, Cetnost mutantnich samcu octomilek v 18 °C v nasi studii, nebo
také naptiklad nizkou efektivitu BE pozorovanou u mySich embryi, kterd byla

inkubovana pfi 37 °C (Kim et al., 2017a).

V nasi studii byla prokazana funk¢nost a efektivita tfi vybranych bazovych editort
in vivo u Drosophila melanogaster. Uéinnost se sice pohybovala ve viech piipadech
v fadu procent, i presto jsme pozorovali stovky mutantnich samct octomilky. Prvni
zminky o pouziti BE u octomilky se objevily teprve v nedavné dob¢, kdyz uz byl nas
experiment v procesu. Ve studii dle Marr et Potter (2021) prob&hla editace bazi in vitro
pomoci modifikace zalozené na cytosinovém BE? ktery se také sklada z fuzniho
proteinu cytidindeaminazy, dCas9 a UGI. Konverze C—T dosahla az 100 % t¢innosti
na nékterych pozicich v editaénim okné. Z 30 cilovych mist bylo 15 uspésné

editovano. Divodem pouziti BE? byla generace bazi bez indeld, na rozdil od BE3,
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ktery jich vykazuje mnohonasobné vice (Marr et Potter, 2021). Soucasné byly pouzity
dvé gRNA zameérfené na genomové oblasti vzdalené 50 bp od sebe, coz vedlo k
mutacim mezi obéma cilovymi gRNA. Podstatnym rozdilem citované prace je ale to,
ze Marr et Potter (2021) sledovali editaci v somatickych buiikach. NasSe studie cilila

na ziskani dédi¢nych zmén, a proto data a ucinnosti nelze zcela srovnavat.
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6 ZAVER

V této praci byly uspésné pouzity molekularni nastroje tak, ze bylo mozné
zaznamenat efektivitu editace bazovych editori in vivo. Ta byla sledovana u
fenotypoveé odlisnych samct s deformovanym white genem, ve tfech teplotach.
Z vysledka vyplyva, ze teplota ma u octomilky vyznamny vliv na efektivitu BE.
V nejniz§i méfené teploté bylo zaznamenano bud’ podstatné mén€ mutantnich jedinct
anebo vubec zadni. Navrzenim specifické gRNA je mozné v Drosophila

melamogaster vytvatet Sirokou Skalu pfesnych modifikaci genomu.

I kdyz je dle Komor et al. (2016) nejvice pouzivanym editorem BE3, tak
cytosinovy Target-AID v naSem experimentu vykazoval nejvyssi uCinnost editace
(5,33 %). Proto by bylo vhodné prohloubit znalosti a vytvofit jesté efektivng;si
modifikace, jelikoz je toto prvni zaznamenany piipad pouziti Target-AID u octomilky.
Efektivita byla rovnéz prokadzana v niz§i mife u adeninového BE ABE7.10 i
cytosiného BE3. Efektivita editace BE byla porovnana s editaci Cas9 nukleazy. Ta
vykazovala vys$si produkci fenotypové odlisSnych samct s deformovanym white
genem, avSak vétSina editaci probéhla mimo cilova mista, vzdalena vice nez 10 bp
daleko. Navic byly pozorovany rozsahlé delece i inzerce, na rozdil od vétSiny

jednotlivych substituci dosazenych pomoci bazovych editoru.

Genové inzenyrstvi, a tedy 1 pouzivani zminénych metod, je velmi rychle se
rozvijejici odvétvi. Souhrnné lze fict, ze BE predstavyji uziteCnou alternativu editace
genomu, ktera se vyhyba dvoufetézcovym zlomim a z nich vyplyvajicich indela.
Jednoduchost genti zaloZenych na CRISPR systému umoziiuje generovat nové mutace
ve vybraném genu béhem nékolika tydni. Octomilka je dilezitym modelem diky své
snadné genetické manipulaci a a¢ malému, tak pomérné bohatému genomu pro
genetiku in vivo. Proto je pravdépodobné, ze nové nastroje zalozené na systému
CRISPR budou mit Siroky dopad na editaci genomu tohoto organismu, jelikoz

poskytuje nové prilezitosti pro studium funkce gent.
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