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Seznam pouzitych zkratek

(d) = deoxy

Ado = adenosin

AdoR = adenosinovy receptor

adoR = mutace v genu AdoR

ADP = adenosindifosfat

AMP = adenosinmonofosfat

ATP = adenosintrifosfat

Cas9 = s CRISPR asociovany protein 9

cdN = cytosolicka 57(3") deoxyribonukleotidaza

CMP = cytidinmonofosfat

cN = cytosolicka 5 -nukleotidaza

cN-111B = cytosolicka 5" -nukleotidaza 111B

CRISPR =z angl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
crRNA = CRISPR RNA

DIC = diferencidlnim interferencnim kontrastem
dNTPs = deoxyribonukleotid trifosfat

e-Ado = extracelularni adenosin

EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova

eN = ekto- 5’-nukleotidaza

ENT = ekvilibrativni nukleosidovy transportér

Gal4 = transkripéni aktivator vazajici se na ,,upstream‘ aktivacni sekvenci
Gal80 = teplotné senzitivni represor Gal4

gRNA =, guide” RNA

hpi = hodiny po infekci

mM’GMP = 7-methylguanosin

MdN = mitochondrialni 5°(3")-deoxyribonukleotidaza,
NT5E = ekto-5"-nukleotidaza

PAGE = polyakrylamidovy gel

PAM = sekvence rozpoznavana Cas9 3-4 nukleotidy ,,downstream* od mista st¥ihu



PBS = fosfatovy pufr

PCR = polymerazova fetézova reakce

RNAI = RNA interference

RP49 = Ribosomalni protein 49

RT-gPCR = kvantitativni PCR spojena s reverzni transkripci
SIRNA = dvouvlaknova RNA o délce 20-25 nukleotidi
Srp = Serpent

TBE = Tris-borat-kyselina ethylendiamintetraoctova
TMP = thymidinmonofostat

UAS = ,,upstream‘ aktivacni sekvence

UMP = uridinmonofosfat

w = white



R 07 e TP 1
1.1 Octomilka jako MOdElOVY OTZANISITIUS .....vvviivriiiiiieiiiiieiiiie e srr e 2
1.2 Imunitni systém OCtOMILKY .....cvovviiiiiiiiiiiici s 2
1.3 Infekce parazitoidni VOSICKOU .......ccviiiiiiiiiiiiic s 3
1.4 Distribuce energie pii imunitni 0dpovEdi .......cccvvviiiiiiiiiiiiiiie e 4
1.5 EXtracelularni adenOSin. .......cccuiiuieiiiiiieiiie ittt 5
1.6 Adenosin a metabolicky PIeSMYK ........ooiiiiiiiiiiiiii i 5
1.7 5= NUKICOTIAAZY ...vveiivviieiiiie ettt b e nnb e e nnneeens 6

L7 LCN-HIB L 6
1.8 Nastroje molekularni biologie vyuzitelné u octomilky..........cccooeviiiiiiniiiiiinece 8
1.8.1 Balanceroveé ChrOmMOZOMY .......ccviiuiiiiiieiciieie e 8
L8.2UAS-GAA ... e 8
1.8.3 RNA INLEITEIENCE ..o 8
1.8.4 CRISPR-CAST......cciiiiiiiiieiee e 9

05 1S o T TSRO P PR OPRPRPO 10
- MaAterialy @ MELOAY .. .cuveiieeiii e 11
3.1 ChoV OCIOMIIEK ..o e 11
3.2 KFIZENT 1ot 11
3.2.1 Vychozi linie 0Ctomilek .........cooviiiiiiiiiiiiici e 11
3.2.2 KFZENT A (RINAT) .c.tiitiiiieiiiet ettt 12
3.2.3 Kfizeni B (CRISPR-CAS9) .....coiiiiiiiiiiiiisieniee e 12
3.3 Infekce a poCitdni 1ameloCytll.......cocvviiiiiiii e 14
3.4 NavrZeni @ teSt PIIMETT .......eeirieieiiiieiee e e e e re e e e e nne e 15
AL PCR e 15
3.4.2 Gelova leKtroforéza .........oooviiiiiiiiiieci e 16
3.5 Kvantitativni PCR spojena s reverzni transkripci (RT-PCR) .......ccoovviiiiiiiiinieen, 16
3.5.1 SBEr hemOoLymIEY ....c.coviiiiiiic 17
3.5.21Z01ACE RINA ...t 17
3.5.3 ReVerzni tranSKIIPCE. .. ..ccuiiiieieie ittt e 17
S5 4 gPCR et 18
3.6 Ovéreni somatické mutageneze pomoci tkanove-specifické CRISPR-Cas9................ 19
3.6.1 HeterodupleX MODIITY ASSAY .....cceeiiiieiiiiiie e 19
3.6.2 1zolace genomove DINA .......ccoiiiiiiiiii e 20

3.7 Statistické ZpracoVANT dat ...........coiiiiiiiiiiiii e 20



4. VYSIEAKY et 22

4.1 RNA interference cN-IIIB ma vliv na tvorbu [amelocytd ..........cccovvvverieienciencnennne 22
4.1.1 Zavedeni primer pro RT-0PCR .........ccoiiiiiiiiie e 22
4.1.2 Konstrukt RNAi snizuje expresi cN-I111B v hematopoetické linii............cccvreenee. 23
4.1.3 Pocty lamelocytli se ptfi cN-IIIB RNA1 ZmMenSuji.......ccooveiiiiiiienininecseec e 24

4.2 cN-I11B CRISPR-Cas9 ma vliv na tvorbu lamelocytl...........cccceviviiiiiiniiieniiie e 26
4.2.1 Optimalizace primert pro Heteroduplex Mobilty ASSay .......cccccvvviveiiiieeiiieesinnen. 26
4.2.2 CRISPR-Cas9 pro cN-111B v hemocytech vytvari mutace.........cccovevevvvveiiiensnnen. 27
4.2.3 Pocty lamelocytt se pii inaktivaci cN-I1IB pomoci CRISPR-Cas9 zmensuji ....... 28

5. DIHSKUZE ... 33
0. ZZAVET ..ttt R e R et b et e b et e b et e na b e e nR b e e e b e e nr e e e 36

T LB AIUIA .o, 37



1. Uvod

Veskeré biologické procesy jsou slozitou souhrou mnoha krokt, které ultimatné vedou
k tvorbé efektorovych molekul, nejcastéji proteind. Zaroven, veskeré informace potiebné
k fungovani téchto kroki a informace o stavbé efektorovych molekul jsou zakddované
v DNA. Diky modernim genetickym nastrojim, které jsou schopné manipulovat s pfenosem
informaci z DNA i s DNA samotnou, vznikl reverzni pfistup ke genetice. Experimentalni
biolog zna sekvenci genu o neznamé nebo ne zcela zname funkci a pomoci vysledki genové
manipulace tuto funkci zjistuje. Ktomu je ale taktéz zapotiebi znalost genomu. A zde
pfichazeji do hry tzv. modelové organismy se znamym genomem, které jsou intenzivné
vyuzivané pro studium a popsani obecnych procest aplikovatelnych i na jiné organismy.

Jednim z nejznamé&jsich modelovych organismia je Drosophila melanogaster,
Vv poslednich letech hojné vyuzivana pro studium bunééné imunity. Jako stimulant imunitni
reakce se Casto vyuziva infekce parazitoidni vosi¢kou, prevazné Leptopilina boulardi. Uginna
imunitni odpovéd’ vyzaduje velké mnozstvi rychle dostupné energie, a tedy i pfesnou regulaci.
StéZejni roli v regulaci metabolismu pii metabolickém stresu hraje adenosinova signalizace
(Bajgar et al., 2015). V bunce pievysi spotfeba ATP jeho produkci, hromadi se AMP, které je
za pomoci 5 nukleotidaz pfeménovano na adenosin (Fenckova et al., 2011). Role konkrétnich
5'nukleotiddz v produkci adenosinu neni doposud zcela objasnéna. Kandidatem byly ekto-5’
nukleotiddzy, ale jejich zvySend produkce béhem infekce parazitoidni vosickou nebyla
prokézéana. Transkriptomické data vSak ukazala zvySenou produkei cytosolické nukleotidazy
cN-IIIB (Dolezal, nepublikovano). Cilem této prace je ovéfit, zda se 5 nukleotidaza cN-111B,
identifikovana u ¢lovéka i octomilky, podili na pfeméné AMP na adenosin a tim na regulaci

bunécné imunitni odpovedi.



1.1 Octomilka jako modelovy organismus

Drosophila melanogaster (nové&ji Sophophora melanogaster), ¢esky octomilka
obecna, je béznym hmyzem tadu Diptera (dvoukfidli). Diky fadé svych vlastnosti je octomilka
jiz od pocatku 20. stoleti, kdy byla poprvé pouzita T. H. Morganem, jednim z nejlepSich
modelt komplexnich biologickych procest. K témto vlastnostem patii rychla generacni doba,
velké mnozstvi potomki, pomérné maly genom, snadné kiizeni nebo nenaro¢ny chov. Dalsi
vyhodou je jejich teplotni citlivost, kdy nizsi teplota nez optimalnich 25°C zpomali jejich
Vyvoj.

Zivotni cyklus octomilky trva za standartnich podminek pfiblizné 9-10 dni. Za¢ina
nakladenim vajicka, ze kterého se za 24 hodin lihne prvni larvalni stddium (prvni instar). Za
dalSich 24 hodin se larva svlékne a méni se v druhé larvalni stddium (druhy instar). Stejné tak
po dalSich 24 hodinach vznika tteti larvalni stadium (tfeti instar), ve kterém larva ptetrva 48
hodin do doby zakukleni. K zakukleni vétSinou dochézi na suchém, bezpecném misté. Po
¢tyfech dnech, béhem kterych dochazi k drastické prestavbé téla a rozvoje imaginalnich disk,
sami¢ky aZ po 12 hodinach. Cerstvé vylihli jedinci jsou snadno identifikovatelni diky napadng
vetsi velikosti, svétlé barvé a Casto jesté¢ nerozvinutym kiidlim. To umoziuje ziskat
neoplodnéné samicky a snadné vybrani partnera.

Octomilky maji 4 pary chromozom, z toho prvni par gonozomu s variantou X a Y

stejné jako u Cloveéka a 3 pary autozomul oznacované 2., 3. a 4. chromozom.

1.2 Imunitni systém octomilky

Hmyz je Casto volenym modelem pro studium obrannych mechanismi nespecifické
imunity. Jednim z diivodl je absence protildtkami zprostfedkované adaptivni (specificke)
imunity. Imunitni systém octomilky se skladd z dvou hlavnich komponentii, bunééné imunity
a humoralni imunity (Sackton et al., 2007).

Bunéénou imunitu zprosttedkovavaji hemocyty, buniky hemolymfy, které maji
receptory rozpoznavani vzori na bunééném povrchu patogent (Schlenke & Begun, 2003).
Samotna likvidace patogenu pak probiha fagocyt6zou nebo enkapsulaci a melanizaci vétSich
parazitl, jako jsou naptiklad vajicka parazitoidni vosicky (Sackton et al., 2007). Velké ploché
bunky schopné enkapsulace se nazyvaji lamelocyty. Jsou jednim za tfi typt zralych hemocytt.
Zralé hemocyty muzeme rozdélit na plazmatocyty (>95%), krystalové bunky (<5%) a
lamelocyty (<1%) (Paddibhatla et al., 2019). Lamelocyty vznikaji pfeménou plazmatocyti az

pfirozpoznani napadeni parazitem, ve zdravém jedinci pfitomné nebyvaji. Nachazeji se pouze



Vv larvalnim stadiu (Vanha-aho et al., 2015). Enzymatické reakce, které produkuji melanin,
jsou katalyzovany profenol oxidazou (Crozatier & Meister, 2007). Krystalové buriky obsahuji
parakrystalické inkluze. Hraji roli pfi hojeni ran a imunitni reakci (Rizki & Rizki, 1959).
Iniciuji melanizaci uvolnénim profenol oxidazy degranulaci bunky (Vlisidou & Wood, 2015).
Plazmatocyty jsou makrofagim podobné buiky, schopné fagocytézy. Slouzi k eliminaci
bakterii, cizorodych c¢astic a apoptickych bunék (Crozatier & Meister, 2007; Lemaitre &
Hoffmann, 2007).

Humoralni odpovéd’ zahajuje rozpoznani patogenné specifickych molekul, jako jsou
lipopolysacharidy, peptidoglykany nebo p-1,3-glukany. Centrum humoralni imunity je tukové
téleso (Schlenke & Begun, 2003). Rozpoznani patogenu vede k spusténi fady signalizaci
(ptedevsim Toll a IMD), které stimuluji tukové téleso k tvorbé antimikrobidlnich peptidi
uvolnovanych do hemolymfy (Sackton et al., 2007).

Mnoho z téchto rGznorodych imunitnich odpovédi je analogickych vrozenym
imunitnim reakcim savct, predev§im co se tyce stejnych komponentl a signaliza¢nich cest.
Vyzkum z poslednich let ukézal, Ze urcitd mira specifické imunity existuje i u hmyzu a jinych

bezobratlych (Pham et al., 2007). Nicmén¢ nespecificka imunita hraje u hmyzu hlavni roli.

1.3 Infekce parazitoidni vosi¢kou

Infekce parazitoidni vosickou je Casto pouZzivany model ke studiu bunééné imunity
Vv larvé octomilky. Tyto vosi€ky jsou pfirozenym nepfitelem octomilky. Vosicka naklade do
larvy jedno ¢i vice vajicek. Pokud larva vc¢as vajicko neznici, parazitoid ji postupné bude
konzumovat, dokud se nevylihne dospéla vosicka, coz pro larvu znamena smrt (Keebaugh &
Schlenke, 2014). Nejéastéji pouzivanou vosickou je Leptopilina boulardi (Small et al., 2012).

Geneticky zaklad obrany proti vosicce je zatim jen Casteéné prozkouman (Carton et
al., 2008). K uspésné obrané je tieba spoluprace vSech tii typt zralych hemocytt. Vapnikova
signalizace aktivuje plazmatocyty, které za¢nou migrovat k vajicku (Mortimer et al., 2013).
Vaji¢ko obali a vytvoii tak prvni vrstvu mnohovrstevné kapsule (Russo et al, 1996). Radou
specifickych signali dojde kiniciaci diferenciace plazmatocyti a/nebo prohemocyti
v lymfatické zlaze. Vyzkum Markus et al. (2009) identifikoval plazmatocyty z tzv.
hematopoetické kapsy pod kutikulou jako hlavni zdroj lamelocytd pifi imunitni reakci.
Plazmatocyty cirkulujici v hemolymf€ se také méni v lamelocyty, ale az na samotném vajicku
(Anderl et al., 2016). Lamelocyty pak tvoii vné&jsi vrstvu kapsule (Sorrentino et al., 2004;
Zettervall et al., 2004).



Poslednim krokem tspésné obrany je melanizace zplisobend degranulaci krystalovych
bunék ve spolupraci s lamelocyty, ktera vaji¢ko usmrti (Nam et al., 2008).

Vajicko je rozpoznano do pfiblizné 2 hodin po infekci (zkr. hpi, z angl. hours post
infection), to zptsobi produkci lamelocyti do 24 hpi. Nakonec je do 48 hpi vajicko

enkapsulovano a zni¢eno (pfi Gspésné obran¢) (Bajgar et al., 2015).

1.4 Distribuce energie p¥i imunitni odpovédi

Imunitni odpovéd’ je energeticky velice naro¢ny proces. Imunitni buniky po aktivaci
preferuji glykolyzu, i kdyz je dostupné dostatecné mnozstvi kysliku na pribéh oxidativni
fosforylace (Delmastro-Greenwood & Piganelli, 2013). Glykolyza je mnohem méné
energeticky vyhodny proces (2 moly ATP na jeden mol glukozy pfi glykolyze oproti 32
molim ATP na jeden mol glukézy pii oxidativni fosforylaci). Tato zména preference je
podobna tzv. Warburgovu efektu, metabolické adaptaci, kterd byla poprvé popsana u kvasinek
a rakovinnych bun¢k (Warburg, 1925), nedavno pak také u sav¢ich imunitnich bunék (Mills,
2015). Warburgiv efekt je stav, kdy burniky preferuji glykolyzu i pies dostatek kysliku a
potlacuji mitochondrialni oxidativni metabolismus. Slouzi k rychlé proliferaci a je pozorovan
i u nékterych nadorovych bunék (Penny et al., 2016).

Vyhoda glykolyzy spociva v jeji vysoké rychlosti. Aby byla kompenzovana mala
vytéznost tohoto procesu, je nutné preménit velké mnozstvi glukozy (Pfeiffer, 2001).

Ukladani gluk6ézy je hormonaln€ kontrolovany proces. ZajiStuje ho inzulin.
Ukladanim glukézy se snizuje jeji mnozstvi v obéhu, coZ neni vhodné pii procesech
vyzadujicich velké mnozstvi glukozy. Studie DiAngelo et al. (2009) na D. melanogaster
ukazala, ze aktivace vrozené imunity S Sebou piinasi snizeni inzulinové signalizace, lokalné
vedouci k potlaceni rustu a ukladani glukozy. Redukce inzulinové signalizace ma stézejni
vyznam v tukovém télese, centru humoralni imunity a zaroven poskytovateli energie pro
imunitni bunky.

Aktivované imunitni buiiky upravi svilj metabolismus (podobné Warburgovu efektu)
a produkuji signdly, které zabrani vyuZivani energie jinymi procesy neZ imunitou. Tento
metabolicky pfesmyk imunitnich bunék je nutny k uc¢inné imunitni odpovédi (Dolezal et al.,
2019). Jak ukazali Bajgar et al. (2015) nebo Bajgar & Dolezal (2018), aktivace imunitniho

systému vede k celkovému systémovému metabolickému pfesmyku v organismu.



1.5 Extracelularni adenosin

Adenosin (Ado) je nukleosid skladajici se z purinové baze, adeninu, navazané N-
glykosidickou vazbou na péti-uhlikaty cukr, ribézu. Je jednou ze zakladnich stavebnich
jednotek nukleovych kyselin (DNA i RNA) a molekul energetického metabolismu (ATP, ADP
atd.). Nachazi se v buiice i mimo ni (extracelularni adenosin — e-Ado).

V organismu hraje fadu roli. Jednou z nejvyznamnéjsich je role stresového signalu.
Vznika v buiice béhem metabolického stresu, kde hladina ATP rapidné klesne diky jeho velké
spotieb¢ a v butice se naopak hromadi AMP. Ado je pteménén z AMP pomoci 5 -nukleotidaz
a ekvilibrativnimi nukleosidovymi transportéry (ENT) vypustén mimo bunku, kde slouzi jako
informacni signal o stresu pro cely organismus (Antonioli et al., 2008) (Fenckova et al., 2011).
Které konkrétni 5 nukleotiddzy a jak velkou roli hraji v metabolickém pfesmyku neni doposud
zcela objasnéno.

Ado miize vznikat v mezibunééném prostoru z ATP vyteklého z poskozenych bunék
pomoci ektoenzymil, které preménuji ATP na ADP, AMP az nakonec na Ado. Pfeménu z ATP
na ADP a z ADP na AMP zprostiedkovavaji dva typy enzymi — CG42249 (z rodiny ekto-5"-
nukleotidaz) a CG5276 (vapnikem aktivované nukleotidazy), z AMP na Ado pak dva piibuzné
enzymy NT5E-1 a NT5E-2 (CG30104) (Fenckova et al., 2011). Kandidatem pro vznik e-Ado
béhem imunitni reakce proto byly ekto-5'-nukleotidazy, ale jejich zvySena produkce v

hemocytech béhem infekce parazitoidni vosickou se nepotvrdila.

1.6 Adenosin a metabolicky presmyk

Bé&Zznou reakci organismu na zvySené hladiny adenosinu je zpomaleni metabolismu
K ptekonani stresu. Béhem infekce jsou buriky ve velkém metabolickém stresu, a i mechanické
poskozeni bunék je pravdépodobné. To naznacuje roli Ado v systémovém metabolickém
presmyku (Dolezal et al., 2019).

Vyznam role Ado v metabolickém pfesmyku demonstruje Dolezal et al. (2005) na
adoR mutantnich octomilkach, kterym chybi adenosinova signalizace diky mutaci v AdoR
receptoru. AdoR je jedinym receptorem spojenym s adenosinovou signalizaci (Dolezelova et
al., 2007). Za normalnich podminek adoR mutace nijak octomilku neovliviiuje (Bajgar et al.,
2015) (Bajgar & Dolezal, 2018). Avsak blokovanim e-Ado signalu pii infekci parazitoidni
vosickou vedlo k drastickému sniZeni rezistence proti vosi¢ce. Misto pfesmerovani energie do
obrany, vyvoj a rist pokracovali normalni rychlosti jako by infekce neexistovala. To
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imunitnich bunék. Aktivované lamelocyty byly plné€ schopné rozpoznat a enkapsulovat



vajicko, ovSem nebylo jich dostate¢né mnozstvi na uspésné potlaceni infekce (Bajgar et al.,
2015).

Hyperglykémie, ktera je taktéz spojovana s metabolickym ptresmykem, se u adoR
mutantd nevyskytovala (Bajgar & Dolezal, 2018). To nastinilo mozZnost, ze hlavnim
problémem u adoR mutanti je nedostatek energie, protoze nejsou schopni zvysit hladinu
cirkulujici glukézy. Potvrdil to pokus na adoR larvach, které byly krmeny vysokocukernou
stravou (12% glukézy misto 5%). U téchto larev bylo pfi infekei signifikantné vice
aktivovanych lamelocytii nez u predchozich pokust (Bajgar et al., 2015).

Zaroven Bajgar et al. (2015) identifikovali imunitni bunky, které se diferencuji, jako
dalezity zdroj Ado signalu pro metabolicky pifesmyk. Vyzkum provedli na octomilkach se
zablokovanym transportérem adenosinu ENT2 v hematopoetické linii. Zabranili tak pfenosu
Ado ven ze stresovanych bun¢k. Toto zjisténi potvrzuje koncept “sobeckého imunitniho
systému‘ poprvé navrzeny Straubem v roce 2014. Imunitni buniky sami vytvaieji signal, ktery

jim dava energetické privilegium nad zbytkem organismu (Dolezal et al., 2019).

1.7 5"-nukleotidazy

Nukleosid monofosfat fosfohydrolazy, nazyvané také 5'-nukleotidazy, jsou enzymy
katalyzujici defosforylaci nukleosid monofosfati na nukleosid a anorganicky fostat (Bianchi
& Spychala, 2003). U ¢lovéka bylo charakterizovano 7 riznych 5°-nukleotidaz lisicich se
substratovou specifitou, subcelularni lokalizaci a tkanove specifickou expresi. Substratova
specifita jednotlivych 5’-nukleotidaz se prolina, ale jejich afinita k riznym substratim je
rozdilna (Hunsucker et al., 2005).

Podle subcelularni lokalizace je miizeme rozdé€lit na 5 cytosolickych, jmenovité
cytosolicka 5'-nukleotidaza IA (cN-IA), cytosolicka 5 -nukleotidaza IB (CN-IB), cytosolicka
5’-nukleotidaza II (cN-I1), cytosolicka 5 -nukleotidaza IITA (CN-IIIA; dfive nazyvana cN-111)
a cytosolicka 5'(3")-deoxyribonukleotidaza (cdN), jednu mitochondrialni (mitochondrialni
5(3")-deoxyribonukleotidaza, mdN) a jednu extracelularni (ekto-5"-nukleotidaza, eN)
(Monecke et al., 2014).

1.7.1cN-11IB

V roce 2012 byl identifikovan novy ¢len cytosolickych 5 -nukleotiddz pozorovany jak
u Cloveka, tak i u octomilky. Byl pojmenovan cN-III like protein, pozdé€ji zménéno na cN-
I1IB. Lidsky cN-111B vykazuje 59 % sekvenéni podobnost s lidskym cN-1IIA. T pies

vyznamnou sekvencni podobnost maji rizné specifity substratu. cN-I1IA defosforyluje



(d)CMP, (d)UMP a (d)TMP. V porovnani s CN-IITA ma cN-IIIB $irsi substratovou specifitu.
Velice dobie defosforyluje CMP a UMP, s vyrazné nizsi uinnosti pak 1 GMP a AMP
(Buschmann et al., 2013).

Pozoruhodna je vysoka schopnost cN-IIIB vazat modifikovany purin 7-
methylguanosin monofosfat (m’GMP). m’GMP je univerzalnim meziproduktem degradace
MRNA ¢epicky a je tedy produkovan pii vSech degradacich eukaryotického mRNA (Monecke
et al., 2014). Enzymy odstépujici ¢epicku odstiihnou od mRNA m’GDP z dlouhych
oligonukleotidii (napf. enzym Dcp2), které je dale pieménéné na m’GMP nebo rovnou
m’GMP z kratkych oligonukleotidii, katalyzovano enzymy DpcS (Monecke et al., 2014).

7-methylguanosin v DNA, ktery muZze byt generovan prostiednictvim
neenzymatického methylového pfenosu z toxind nebo bunéénych metaboliti, je predmétem
vystiihavani. Ackoli opravné mechanismy pro 7-methylguanosin v RNA nebyly doposud
popsany, je pravdépodobné, ze jeho zaclenéni do RNA bude narusovat jeji funkci. Proto se
predpoklada existence evolu¢niho tlaku na buriky, aby zabranovaly zallenéni 7-
methylguanosinu do nukleovych kyselin tim, Ze bude ptimo likvidovan. cN-IIIB muze tedy
byt povazovana za m’G-specifickou nukleotidazu, ktera chrani buiiky pied nezadoucim
hromadénim m’GMP a jeho potencionalniho za¢lenéni do nukleovych kyselin (Buschmann et
al., 2013).

Jelikoz konkrétni 5°- nukleotiddzy hrajici roli v metabolickém piesmyku
preménovanim AMP na adenosin nejsou doposud znamé a cN-ll1IB se pomérné silné
exprimuje v hemocytech, zda se byt moznym kandidatem. M4 afinitu k AMP, i kdyz je slabsi
nez kK m’GMP. Diky velké spotieb& ATP v buiice, kterd je v metabolickém stresu, by slabsi
afinita mohla byt kompenzovana velkym mnozstvim dostupného substratu v podobé
hromadiciho se AMP. Cilem mé prace je pomoci infekce parazitoidni vosi¢kou a geneticke
manipulace ovéfit, zda cytosolicka nukleotidaza ¢cN-IIIB hraje roli pti imunitni odpovédi u
octomilky. Kromé potencionalni role v tvorbé adenosinu miize alternativné i aktivita cN-111B
v degradaci RNA c¢epicky zastavat vyznamnou ulohu pfi aktivaci imunitnich bungk, kterd je
spojena s rozsahlou zménou exprese mnoha gent, a tudiz i s tvorbou a degradaci mRNA. Bez
CN-IIIB muze dochdzet k hromadéni 7-methylguanosinu, universadlniho meziproduktu
degradace RNA cepicky, a jeho zaclenovani do nukleovych kyselin, které mize naruSovat
jejich funkci a tim negativné ovliviiovat bunky.

Za danych ptedpokladii by se zdsah do produkce cN-IIIB m¢l projevit snizenou

efektivitou imunitni odpovédi a snizenim poctu aktivovanych lamelocytt.



1.8 Nastroje molekularni biologie vyuzitelné u octomilky
Nasledujici cast obsahuje vysvétleni nékterych molekuldrnich nastrojii pottebnych

k pochopeni praktické ¢asti.

1.8.1 Balancerové chromozomy

Balancerové chromozomy jsou chromozomy s mnohadetnymi inverzemi, které
znemozinuji homologni rekombinaci. Jsou navic opatfené fenotypové rozpoznatelnymi
markery a recesivné letadlni mutaci. To umoziuje lehce rozpoznat jedince nesouciho balancer
a zabranuje vzniku homozygotli se dvéma balancery. Jde o velice napomocny nastroj pro
udrzovani recesivné letdlni mutace na homolognim chromozomu, protoze nedochazi

k rekombinaci pii kiiZeni.

1.8.2 UAS-Gal4

Brand a Perrimon v roce 1993 publikovali nastroj cilené exprese genu u octomilky,
UAS-Gal4 systém. Gal4 je transkrip¢ni faktor piivodem z kvasinek, ktery se vaze na UAS
regulaéni sekvenci (z angl. Upstream Activating Sequence). To umoziuje téméf libovolnou
regulaci exprese genu spojené¢ho s UAS. K cilené expresi je potieba mit jednu linii octomilek
se zkoumanym genem za UAS sekvenci a druhou linii s tkanovée specifickym promotorem pro
Gal4 transkripéni aktivator. Ktizeni téchto linii vede u potomkd k tkanove specifické expresi

genu zajmu (Brand & Perrimon, 1993) (Fischer et al., 1988).

1.8.3 RNA interference

RNA interference (RNAI) je mechanismus post-transkripéni genové regulace, ktery se
nachdzi u mnoha organismi. Vyuziva nekoédujici useky RNA, které jsou komplementarni
k cilové RNA. Prvnim krokem je navazani dvouvlaknové RNA (dsRNA) na enzym Dicer,
ktery ji naStipa na 21-25 nukleotidti dlouhé seky zvané siRNA (z angl. short interfering
RNA). Antisense vlakno siRNA se pak stane soucéasti komplexu RNA a proteintll, zvaného
RISC komplex, kde slouzi jako vzor. Podle tohoto vzoru RISC komplex vyhledava mRNA a
katalyzuje jeji $tépeni a degradaci (Agrawal et al., 2003). RNAI se ve v&dé pouziva jako
nastroj uml¢eni genu pomoci umélé tvorby nebo dopraveni siRNA komplementarni s cilovou

mRNA do bunky.



1.8.4 CRISPR-Cas9

CRISPR (z angl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)-Cas
(CRISPR-associated) systém je adaptivni imunitni obrana bakterii a archei proti virim a
plazmidim. K nalezeni a Stépeni cilové DNA pouziva tento systém sekvencné specifické
kratké RNA tzv. CRISPR RNA (crRNA). Samotny CRISPR obsahuje spacer DNA, ktera
odpovidd DNA viru nebo plazmidu. Kazdy spacer je unikatni. Cas geny jsou v operonu
uspotadané helikdzy a endonukledzy. Cas9 endonukledza byla identifikovana jako
zodpovédna za dvouvldknovy zlom iniciovany timto systémem. Pfi infekci novym virem nebo
plazmidem, CRISPR-Cas zprostiedkuje za¢lenéni kusu DNA tohoto ,,vetfelce” do vlastni
DNA pfiblizné€ na konci CRISPR oblasti. Pak nastava faze exprese a interference. Z CRISPRu
transkripci vznikne pre-crRNA, kterd je enzymaticky rozStépena na crRNA. Ta nésledné
vytvori komplex s Cas proteiny, které zajisti rozpoznani a uml¢eni cizich sekvenci (Jinek et
al., 2012) (Gratz et al., 2015).

Tento systém byl upraven a adaptovan v jednoduchy, ale vysoce uc¢inny néstroj genové
manipulace. Lze ho pouzit k naruseni, odstranéni, nahrazeni, oznaceni a upravé jakéhokoli
znamého genu. Nejbéznéji pouzivanym je systém z bakterie Streptococcus pyogenes. Zahrnuje
Cas9 protein a chimérickou RNA zvanou guide RNA (gRNA). Jedinym zndmym pozadavkem
pro potenciondlni misto Stépeni je pfitomnost tifi bazové sekvence zvané PAM, kterou Cas9

rozpoznava. PAM lze také modifikovat podle cilové DNA (Gratz et al., 2015).



2. Cile prace
1. Pomoci RNA interference deaktivovat cN-111B v hematopoetické linii
2. Pomoci CRISPR-Cas9 somatické mutageneze deaktivovat cN-111B v hematopoetické linii

3. Infekci parazitoidni vosi¢kou zjistit vliv absence cN-111B na buné¢nou imunitni odpovéd'.
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3. Materialy a metody

3.1 Chov octomilek
Veskeré octomilky, uzité na experimenty, byly chovany ve sklenénych vialkach nebo
plastovych lahvic¢kach na standartni kukufi¢né dieté (kukufi¢na mouka 8%, agar 1%, instantni

kvasnice 4%, sacharoza 5%) pti pokojové teploté (25°C).

3.2 K¥izeni
K ziskani potiebnych experimentalnich jedinct bylo nejprve zapotiebi fady kiizeni

linii, které jiz byly k dispozici.

3.2.1 Vychozi linie octomilek

Tab. 1. Seznam vychozich linii octomilek
Cislo Piivod Popis Genotyp Chromozom
1586 Tomas Srp Gal4 w*; Srp-Gal4 3
Dolezal
1499 BL-36304 TRIP y[1] V[1]; 3
background P{y[+t7.7]=CaryP}attP40
1729 BL-64593 cN-111B RNAI ylsc* vi; 3
P{TRiP.HMC05628}attP40
1661 Tomas double balancer | w*; Sco/CyO GFP; adgf- 2+3
Dolezal a[kar]/TM6B
1728 BL-77019 cN-111B ylsc* vi; 3
CRISPR P{TKO.GS00793}attP40
1544 BL-54595 UAS-CAS9 W[1118]; P{y[+17.7] 3
w[+mC]=UAS-
Cas9.C}attP2
1663 Tomas double/triple w*; Sco/CyO0; adgf- 2+3
Dolezal balancer a[kar]/TM6B/TM3 GFP
Ser
1666 Tomas Srp Gal80 w*; Srp-Gal4 Gal80/TM6B | 3
Dolezal




3.2.2 KriZeni A (RNAI)

Toto kiiZeni bylo provedeno k ziskani experimentalnich jedinct aktivujicich RNAI pro
cN-IIIB v hematopoetické linii (cN-111B RNAI / Srp-Gal4). Driver Srp-Gal4 se exprimuje
v hemocytech.

Ktizily se linie 1586, obsahujici Srp-Gal4, s linii 1729, obsahujici konstrukt cN-111B
RNAI. Ke kontrole byly vyuZiti jedinci vznikli kiizenim linie 1586 (Srp-Gal4) s linii 1499,
kterd ma genetické pozadi shodné s 1729, ale neobsahuje konstrukt cN-111B RNAI.

3.2.3 K¥izeni B (CRISPR-Cas9)

Timto kiizenim byli ziskdni experimentalni jedinci indukujici mutagenezi cN-111B
pomoci CRISPR-Cas9 v hematopoetické linii a kontrolni jedinci, ktefi prosli stejnym kiiZenim
amaji tedy stejné genetické pozadi. Kiizeni obsahovalo n€kolik krokti. Pouziti samci a samice

(panny) byli vzdy na kratkou chvili uspani pomoci COx.

Krok €. 1: K#izeni samcu linie 1661 a samic linie 1728.

. TKO—cN-IIIB _ +
' TKO—cN—-I1IIB ' +

. . Sco | adgf-a
P dw; CyO0 GFP ' TM6B Hu X 2y

{

F1: W CyO GFP . +

" TKO—cN—-11IB ' TM6B Hu

Krok €. 2: Kfizeni samcu linie 1544 a samic linie 1663.

.+ ,UAS—Cas9 . Sco , adgf-a
y X 9 W ] ]
+ UAS-Cas9 Cyo ' TM3 GFP Ser

{

. + . UAS-Cas9
' Cyo ' TM3 GFP Ser

P: dw

F1:

Krok €. 3: Pomoci markert balancert byli z kroku 1 vybrani jedinci heterozygotni pro
TKO-cN-IIIB na druhém chromozomu a balancer na tfetim chromozomu. Podobné¢ byli z
kroku 2 vybrani vyse schematicky popsani jedinci heterozygotni pro balancer na druhém

chromozomu a pro UAS-Cas9 na tfetim chromozomu. Tito jedinci byli zktizeni.
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CyO GFP i + X 9 e + . UAS-Cas9
TKO—cN—-IIIB ' TM6B Hu " Cyo ' TM3 GFP Ser

{

e Cyo . UAS-Cas9
" TKO—cN-I1IIB ' TM6B Hu

Z tohoto kiizeni byli vybrani jedinci heterozygotni pro TKO-CN-IIIB na druhém

P:dyv;

F1:

chromozomu a zaroven heterozygotni pro UAS-Cas9 na tietim chromozomu. Taktéz se vybrali

potomci E CyO GFP _ UAS—Cas9

n ey kteii slouzili jako kontrola.

Krok €. 4: Vybrani potomci z kroku 3 byli nadale kiizeni mezi sebou tak, aby vznikli

homozygoti.
Cyo UAS—-Cas9 CyO GFP A UAS—-Cas9
P:dXxQwW; Y : kontrola: &' x @ w ;=% ;
TKO—-cN-IIIB = TM6B Hu + TM6B Hu
Fl w - TKO—cN-IIIB , UAS—Cas9 .+ . UAS-Cas9
" "TKO-cN-IIIB ' UAS—Cas9 " + ' UAS-Cas9

Krok €. 5: Homozygoti hlavniho kiiZeni z kroku 4 byli kiiZeni zpocatku s linii 1586
(Gal4/UAS systém) a poté s 1666 (Gal4Gal80/UAS systém) pro zavedeni CRISPR-Cas9 do
hematopoetické linie. Teplotné senzitivni Gal80 umoziiuje docasnou represi Gal4 a tim
pozdéjsi produkci Cas9 v hemocytech. Diivodem je Castd toxicita asociovana s vysokymi

hladinami Cas9 spojené s Gal4/UAS (viz vysledky) (Port & Bullock, 2016).

S linii 1586

. TKO—cN-IIIB , UAS—-Cas9 .+ . Srp—Gal4

P.&dw -

dw; TKO—cN—-IIIB ' UAS—Cas9 W + ' Srp—Gal4
TKO-cN-IIIB . UAS—Cas9

F1: W, ;

+ Srp—Gal4
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S linii 1666

. TKO—cN—-IIIB , UAS—-Cas9 9 .+ . Srp—Gal4 Gal80
" TKO—cN—-1IIB ' UAS—Cas9 4! TM6B

{

. . TKO—cN—-IIIB , Srp—Gal4 Gal80
F1: W ;
+ UAS-Cas9

P: 4w

Kontrolni jedinci byli zkfizeni stejnym zpusobem.

3.3 Infekce a pocitani lamelocyti

K infekci za ucelem vybuzeni imunitniho systému bylo vybrano vzdy 120 larev
brzkého ttetiho instaru (72 hodin staré). Vyjimkou byly larvy vzniklé kiizenim s linii 1666,
které byly 72 hodin ponechany v 18°C a poté ptiblizn€ 32 hodin v 25°C. Divodem je teplotni
senzitivita Gal4Gal80/UAS systému. Infekce probihala v plastovém valci na Petriho misce se
110 samickami (plus 30 samecky) parazitoidni vosi¢ky Leptopilina boulardi po dobu 45
minut. Poté byly infikované larvy ponechany 18 h v inkubatoru (25°C).

Po 18-24h by m¢ly byt lamelocyty jiz vyvinuté, ale stdle ne nalepené na vajicku
vosi¢ky. V tomto intervalu probihalo pocitani lamelocyti. Nejprve byla larvicka omyta a
premisténa na sklenénou desticku s jamkami obsahujicimi 15 pul PBS. Nésledn¢ byla pod
binolupou (Olympus SZX12) pomoci dvou mikropinzet roztrZzena a vylita. Pro maximalni
vytézek je potieba vylit veSkerou hemolymfu nejlépe pievracenim kutikuly naruby a
rozvinutim stiev (stfeva se ovSem nesmi poskodit). Smés hemolymfy s PBS byla né€kolikrat
promichana mikropipetou. 10 pl smési se pieneslo na hemocytometr (typ improved
Neubauer), na kterém byly pod DIC (diferencialnim interferenénim kontrastem) mikroskopem
(Olympus 1X71) pocitany lamelocyty larvicek, jez obsahovaly 3 a vice vajicek vosicky
(povazovano za dostate¢nou infekci).

Pocitaci komora hemcytometru se sklada z 9 velkych ¢tverct o strané 1 mm. Prostiedni
velky Ctverec je pak rozdéleny na 25 stfednich ctvercti, které se skladaji z 16 malych ¢tvercti.
Pro pocitani lamelocytl byl pouzit prostiedni velky ¢tverec. Tekutina na hemocytometru pod
sklickem dosahuje vysky 0,1 mm. Pogitany &tverec mé tedy objem 1 x 1 x 0,1 = 0,1 mm?® =
10 ml. Hemolymfa larvi¢ky byla rozpusténa 15 pl PBS. Spo¢itany byly lamelocyty na objem

0,1 ul, proto je tfeba ¢islo vynasobit 150, aby pocet bunék odpovidal celé larvicce.

14



3.4 NavrZeni a test primert

Sekvence genu byla ziskana z databaze FlyBase a pomoci programu Geneious 8.1.6.
byly navrzeny primery. Dvojice forward a reverse primeri pro cN-I111B z cDNA (pozorovani
vlivu RNAI mnozstvim mRNA piepsané reverzni transkripci do cDNA) a dvojice forward a
reverse primerti pro CN-111B z genomové DNA (CRISPR-Cas9 pisobi v genomové DNA).
Pozadovana délka produktu byla 100-150 bp s podobnou teplotou nasedani.

Primery pro RP49 (Ribosomalni protein 49) jiz byly k dispozici.

Tab. 2. Primery

Nazev Oligonukleotidova sekvence Teplota nasedani
qCN-I1IB_r1 5 -GAACTC CCT GCG GGA ATT ATA-3' 55°C
qCN-11B_f1 5 -GACCACGTAGAAGCCAACAT -3 54.9°C
CNIIbCRISPRfwl | 5'-GCT GGACGAGACTGCTC-3 57.7°C
CNIIbCRISPRr1 5-CGAACTTGATGATGCGC-3 56.9°C
CNIIbCRISPRfw2 | 5'-CTC AGC TGC TGG ACG AGA AG - 3 57.7°C
CNIIbCRISPRr2 5 -GTT GAT GAT GCG CTCCACCT -3 57.9°C

qRP49 fw 5"- AAGCTGTCGCACAAATGGCG - 3’ 61.4°C

qRP49 rev 5"- GCACGTTGTGCACCAGGAAC - 3’ 59.3°C

3.4.1PCR

Funk¢nost primerti byla testovana pomoci PCR a nasledné elektroforézy. K uspané
musce (W) v mikrozkumavce bylo pfidano 50 pl squishing pufru [10mM Tris-Cl (pH 8.2),
ImM EDTA, 25 mM NaCl] a 0,5 ul proteinkinazy K (200 pg/ml). Nasledné se muska rozdrtila
pomoci sterilni pipetovaci $pi¢ky. Smés byla dale inkubovana ve 37°C po dobu 30 minut a
poté v 95°C 3 minuty (Biometra TB1 Thermoblock).

Na jednu PCR reakci 0 objemu 20 pul bylo za potiebi 10 ul 2x PPP Master Mix (dNTPs,
PCR pufr, DNA polymeraza, loading dye) (Top-Bio), 1 pl forward primeru (20 uM), 1 pul
reverse primeru (20 pM), 7 ul Ultra PCR H20 (Top-Bio) a 1 pul templatové DNA. Reakce
probéhly v termocykleru (Biometra T3000 Thermocycler) dle nasledujicich protokol.
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Protokol gradientové PCR pro primery qCN-11I1B (produkt 169 bp)

95°C 3 min denaturace, aktivace polymerazy
95°C 30s denaturace

52.8°C, 55.7°C, 57.1°C, 30s nasedani primer

58.6°C, 61.0°C 30 x

72°C 30s elongace

72°C 10 min finalni elongace

Protokol PCR pro primery CNIHIbCRISPR (produkt 150 bp)

95°C 3 min denaturace, aktivace polymerazy
95°C 30s denaturace

57°C 30s 30 x nasedani primert

72°C 30s elongace

72°C 10 min finalni elongace

3.4.2 Gelova elektroforéza

Velikost produktu byla ovéfena na gelové elektroforéze. Na 1% gel o objemu 50 ml
bylo zapotiebi 50 ml 1 X TBE pufru [vyroba 5 X TBE na 1l — 54g Tris baze, 27,5 g kyselina
borita, 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0)] a 0,5 g agardzy (Roth). Smé&s se zahtivala v mikrovinné
troub&, dokud se vloCky agardzy nerozpustily. Poté se schladila proudem studené vody z
kohoutku na cca 60°C a ptidalo se 5 pl ethidium bromidu. Smés byla nasledné nalita do
elektroforetické aparatury s hiebinkem a ponechana polymerizovat pii pokojové teploté cca
30 minut. Po zatuhnuti se gel zalil 1 X TBE. Do prvni jamky bylo napipetovano 4,5 ul DNA
ladderu (marker molekulové hmotnosti, 100bp nebo 1kb+; NEB) a do zbylych 7 ul
jednotlivych PCR produktd. Posledni jamka obsahovala negativni kontrolu, kde byl templat
nahrazen dH20. Gel bézel po dobu cca 45 min pii konstantnim napéti 75 V (5-8 V na 1 cm

vzdalenosti od anody ke katod¢).

3.5 Kvantitativni PCR spojena s reverzni transkripci (RT-qPCR)

Pomoci RT-gPCR je mozné kvantifikovat mnozstvi sledované RNA (respektive
cDNA) v kazdém cyklu PCR porovnanim s amplifikaci genu, u kterého je piedpokladana
stejnd koncentrace (je stejné exprimovan) v kontrolnim 1 experimentalnim vzorku (nejlépe
“house keeping genu) a z toho tedy i zjistit uinnost RNA interference. Mutanti cN-I11B

RNAI / Srp Gal4 (1586x1729) aktivuji RNAi v hematopoetické linii, proto bylo potieba
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izolovat RNA z hemocytt. Ke kontrole byly vyuziti jedinci vznikli kiizenim linie 1586 (Srp
Gal4) s kontrolni linii 1499.

3.5.1 Sbér hemolymfy

Hemolymfa byla sbirana ve dvou riznych vyznamnych ¢asovych bodech: 0 hodin
(brzky tieti instar, 72 h staré), 18 hodin bez infekce a 18 hodin s infekci. Pro kazdy ¢as bylo
provedeno 5 biologickych replikati (pro RNAi mutanty i kontrolu).

60 mutantnich larev bylo vypitvano pod binolupou na parafilmem opatfeném sklicku
na ledu. Hemolymfa se pienesla mikropipetou do mikrozkumavky (Neptune) s 200 pl trisolu
(TRIzol, Ambion). Smés byla vortexovana, scentrifugovana a homogenizovana mechanickym

homogenizatorem. Vzorky se skladovaly v - 80°C do doby pouziti (izolace RNA).

3.5.2 Izolace RNA
RNA byla izolovana pomoci izola¢niho Kitu Direct-zol RNA kit (ZYMO Research)
dle instrukci vyrobce. Vysledna RNA byla rozpusténa v 15 ul ,,RNase free“ H.O. Na

spektrofotometru se zméfila koncentrace vyextrahované RNA v ng/ml.
3.5.3 Reverzni transkripce
Prace probihala na led¢ v prostiedi bez RNas s RNase free chemikaliemi. Bylo tfeba

piipravit dvé smési na jeden vzorek (Tab. 1 a Tab. 2).

Tab. 3. Smés 1 (10 pl)

Oligo dT primer (50 uM, 5°- 1 ul
d(TTTTTTTTTTTITTITTTTITT)-3")

dNTPs (10 uM) 1l
Templatova RNA 1 pug

DEPC H20 Doplnit do 10 pl

Po smichani byla zahfata 5 minut na 65°C a nasledné okamzité schlazena na ledu.

Tab. 4. Smés 2 (10 pl)

5x PrimeScript Buffer (Takara) 4 ul
PrimeScript Reverse Transcriptase (Takara) 0,5 ul
DEPC H,0 55ul
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Ob¢ smési byly smichany a inkubovany v termocykleru 10 minut v 30°C, 60 min v
42°C (optimum pro aktivitu reverzni transkriptazy) a nakonec 15 minut v 70°C. Poté se

vysledna cDNA dala chladit na led a byla Ultra PCR H,O (Top-Bio) nafedéna 10 krat.

3.5.4 gPCR

Nejprve byla ovéiena ucinnost primeri (efektivita amplifikace) kifivkou fedici fady
kontrolniho templétu larvalni cDNA. Kontrolnim genem pro porovnani kiivek amplifikace byl
RP49. Templatova DNA byla zfedéna 2x, 10x, 100x, 1000x a 10 000x. PCR smés byla
ptipravena z 0,48 pul forward primeru (20 uM), 0,48 pl reverse primeru (20 uM), 7,5 ul SYBR
Green (Top-Bio) a 4,02 ul Ultra PCR H20 (Top-Bio). Ke v§em jednotlivym fedénim byly
provedeny 3 technické replikaty pro cN-IIIB RNAi primery i pro RP49 primery. Byly pouzity
96 jamkové PCR desti¢ky (BioRad). Do kazdé jamky se napipetovaly 3 pl vzorkua 12 ul PCR
smési. Reakce probihala v Real-Time PCR termocykleru (BioRad).

Samotnd qPCR probihala na dvou 96 jamkovych destickach, kdy na jedné byly
pouzity cN-IIIB RNAi primery a na druhé RP49 primery. Ke kazdému biologickému
opakovani byly provedeny 3 technické replikaty (viz Tab. 5, biologické replikaty jsou
oznaceny 1-5, technické replikaty jsou oznaceny a-C). PCR smés byla totozna se smési pro
kontrolu u¢innosti primeri. Do kazdé jamky bylo opét napipetovano 12 ul PCR smési a 3 pl

vzorku.

Tab. 5. qPCR replikaty

Technické replikaty
Oh 18 h bez infekce 18 h s infekci
. la 1b 1c la 1b 1c la 1b 1c
E 2a 2b 2c 2a 2b 2c 2a 2b 2c
g 3a 3b 3c 3a 3b 3c 3a 3b 3c
.—fi” 4a 4b 4c 4a 4b 4c 4a 4b 4c
E 5a 5b 5c 5a 5b 5c 5a 5b 5c

Vzor uvedeny v tabulce byl pouzit pro RNAi mutanty a jejich kontrolu, a to pro cN-
I11B RNAI primery i pro RP49 primery.
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3.6 Ovéreni somatické mutageneze pomoci tkanové-specifické CRISPR-Cas9

Nasledujici kroky byly provedeny k ovéreni funkce CRISPR-Cas9 v hematopoetické
linii.

3.6.1 Heteroduplex Mobility Assay

Tato metoda vyuziva heteroduplexu, ktery se tvoii béhem nasedani primert (PCR
annealing) na DNA s moZnymi mutacemi. Po mutagenezi pomoci Cas9 je ve vzorku smés
DNA templatt s riznymi mutacemi v misté $tépeni Cas9 (Obr. 1). Po PCR jsou tam tedy i
ruzné produkty, které mezi sebou tvoii heteroduplexy. V mistech, kde komplementérni fetézce
nejsou totozné, se tvoii bubliny. Tento heteroduplex je poté vizualizovatelny pomoci citlivého
polyakrylamidového gelu (PAGE), protoze se v gelu pohybuje pomaleji kviili vzniklé bubliné
(Zhu et al., 2014) (Foster et al., 2019).

A
I I
g_ g_
wr 3 E— :::} 21 E— } Homoduplexy
| b ————
PCR
X . X .
Y O Y O
Mut
- — ::} - — } Homoduplexy
W W
X .
W
B T — } Heteroduplexy
WT Mut y -
—
} Heteroduplexy
== = } Homoduplexy
PAGE

Obr. 1: Identifikace inserci a deleci vzniklych mutagenezi CRISPR-Cas9 na polyakrylamidovém
gelu. WT znac¢i nemutantni jedince (z angl. wild type). Mut zna¢i mutanty pro CRISPR-Cas9.

A) Tlustraéni obrazek tvorby heteroduplexti pii PCR denaturaci a nasedani primert. Cerné prouzky
znaci vlakna DNA, ab — nemutantni vlakna, xy a zw — rizné mutace vzniklé opravou dvouvlaknového

zlomu zptsobeného Cas9 (rtizovy obdélnik jedna mutace, modry obdélnik jina mutace). Po PCR
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denaturaci a naseddni primerd vznikd vice riznych heteroduplexii, vzniklych parovanim vlaken
S rliznymi mutacemi. Vznika i vice riznych homoduplexii. B) Heteroduplexy se diky vzniklé bubliné
pohybuji v gelu pomaleji nez homoduplexy. Na 15% polyakrylamidovém gelu (PAGE) jsou snadno
rozpoznatelné, protoze nestihnou doputovat tak daleko jako homoduplexy (upraveno dle Zhu et al.,
2014).

3.6.2 Izolace genomové DNA
DNA pro Heteroduplex Mobility Assay byla ziskdna metodou fenolové extrakce.

v , T o TKO—-cN-I1IB UAS-Cas9
Krom¢ DNA mutantnich jedinct ( w ; ;

) byla izolovana i DNA

+ Srp—Gal4
, 1 e 1e o T .+ . Srp—Gal4
kontrolnich jedinct v podobé linie 1586 (3 X Q W ; T Srp_cals ).

K hemolymf€ z 60 larev bylo ptidano 400 ul SNET bufferu [na 10 ml - 1M Tris-Cl
(pH 8.0) 200 ul, 0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 pl, 5 M NaCl 800 pl, 10 % SDS 1000 ul + 7,9 ml
H20] a 8 ul proteinazy K (20mg/ml). Smés byla inkubovana v 55°C ptes noc. Nasledovalo
opakované precisténi DNA separaci fenolové faze (vzdy v mnozstvi odpovidajicim mnozstvi
vzorku - 1. Fenol:chloroform:isoamylalkohol v = poméru  25:24:1, 2.
chloroform:isoamylalkohol v pomé&ru 24:1, 3. isopropanol) a alkoholova precipitace DNA
(75% ethanol). Ziskana DNA se rozpustila v 15 ul Ultra PCR H20. Koncentrace DNA byla
nasledné zmétfena na spektrofotometru a kvalita ovéfena pomoci jednoduché gelové
elektroforézy.

Dale byla ziskana DNA amplifikovanad pomoci PCR (protokol viz. 3.4.1; primery
CNIIbCRISPRfw1, CNIIDbCRISPRrl), pti které doslo ke vzniku heteroduplext. Jejich
pfitomnost se ovétila na PAGE gelu.

Polyakrylamidovy PAGE gel [30% akrylamid-bisakrylamid (29:1, w/w) 3 ml, 1x Tris-
borate-EDTA (TBE) 3ml, 10% ammonium persulfat 100 pl, TEMED 5 ul] s 5 ul PCR
produktu v kazdé jamce bézel 2 hodiny pii konstantnim napéti 150 V a nasledné byl 10 min
barven pomoci GelRed (5ul na 50ml) (Biotium).

3.7 Statistické zpracovani dat

Data byla statisticky a graficky zpracovana v programu GrafPad Prism 8. Pro
vyhodnoceni pocti lamelocytl byl uzit Mann-Whitney test. Pro analyzu qPCR dat byla
nejprve uzita metoda AACT, ktera porovnava amplifikaci referenéniho a zkoumaného genu.

Vznikla data byla vyhodnocena pomoci neparametrické ANOVY (Kruskal-Wallis test).
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Vysledky qPCR byly zpracovany pomoci AACt testu. Z qPCR byly ziskany Ct (z angl.
cycle threshold) hodnoty pro vSechny vzorky (viz Tab. 5). Ct je ¢islo cyklu, kdy se objevila
méfitelna fluorescence. Z Ct jednotlivych technickych replikati byl spocitan aritmeticky
prumér, takze kazdy biologicky replikat reprezentuje jedna hodnota. Poté bylo spoc¢itano delta
Ct (ACt) z téchto hodnot reprezentujicich biologické replikaty. ACt bylo pocitdno u vSech
biologickych replikatt pro mutanty cN-111B i kontrolu.

ACt = Ct (gen zajmu cN-111B) — Ct (housekeeping gen RP49)

Nasledné¢ byl spocitan aritmeticky primér vSech hodnot ACt kontroly. Tento primér
byl vyuzit ke spocitani AACt. AACt bylo opét pocitano u vSech biologickych replikatl pro
mutanty cN-111B i kontrolu.

AACt = ACt (vzorek) — ACt (priamér kontroly)

K odstranéni negativni hodnoty bylo ¢islo 2 umocnéno na - (AACt).

Fold change = 2"*- (AACY)

2"- (AACY) se anglicky nazyva fold change (fold gene exprese). Hodnota fold change rovna
jedné znamena, ze exprese sledovaného genu v experimentalnim vzorku je rovna 100%

exprese v kontrole. Takze mezi experimentalni skupinou a kontrolni skupinou nedochazi k

zadné zmeéné. Hodnoty nad 1 znac¢i zvySenou expresi oproti kontrole a pod 1 snizenou expresi.
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4. Vysledky

4.1 RNA interference cN-111B ma vliv na tvorbu lamelocyti

Cilem tohoto pokusu bylo utlumeni genu cN-111B v hematopoetické linii pomoci RNA
interference. K zavedeni RNAi konstruktu do hemocyti byl pouzit Gal4/UAS systém. Driver
Srp-Gal4 se exprimuje v hemocytech. K¥izily se linie 1586, obsahujici Srp-Gal4, s linii 1729,
obsahujici konstrukt ¢cN-I111B RNAI. Ke kontrole byly vyuziti jedinci vznikli kiiZzenim linie
1586 (Srp-Gal4) s linii 1499, ktera ma genetické pozadi shodné s 1729, ale neobsahuje
konstrukt cN-111B RNAI. Funkce konstruktu RNAi byla ovétena pomoci RT-qPCR.

4.1.1 Zavedeni primeri pro RT-gPCR

V programu Geneious 8.1.6. byly navrzeny primery forward a reverse (QCN-111B_r1,

gCN-111B_f1) pro cN-I1I1B z cDNA. Jejich funk¢nost byla ovétena na larvalni cDNA
pomoci gradientové PCR a nasledné elektroforézy. Tim byla determinovana optimalni

teplota nasedani primert.

Obr. 2: Agarozovy gel ovérujici funkci primeri pro cN-111B z ¢cDNA tvorbou poZadovaného
PCR produktu. L znac¢i 100 bp ladder, pismena A-E znaéi rizné teploty nasedani primert: A=
52.8°C, B=55.7°C, C=57.1°C, D= 58.6°C, E= 61.0°C, NK znaci negativni kontrolu. Produkt je
dlouhy 169 bp.
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Jelikoz primery fungovaly dobfte pti vSech zvolenych teplotach, jako optimalni teplota
bylo zvoleno 60°C. Tato teplota je nejbliz teploté nasedani primerd pro qRP49, které byly
pouzity pti amplifikaci kontrolniho genu (viz ¢ast Metody, 3.4. Tab. 2)

4.1.2 Konstrukt RNAI sniZuje expresi cN-111B v hematopoetické linii

RT-gPCR byla provedena k ovéieni funkce RNAi konstruktu. RT-gPCR umoziuje
kvantifikovat sledovanou RNA (respektive cDNA) v kazdém cyklu PCR porovnanim s
amplifikaci genu, u kterého je predpoklddana stejnd koncentrace (je stejné¢ exprimovan)
Vv kontrolnim i experimentalnim vzorku. Kontrolnim genem pro porovnani kiivek amplifikace
byl RP49.

Nejprve byla ovétena uc€innost primert (efektivita amplifikace) kiivkou fedici fady
kontrolniho templatu larvalni cDNA. Templatova DNA byla ziedéna 2x, 10x, 100x, 1000x a
10 000x.

Uginnost primert byla vyhodnocena jako 110,1%. Vyssi, neZ stoprocentni u¢innost
muze byt déna kontaminaci vzorku inhibitory DNA polymerazy, chybou v pipetovani,
nespecifickymi produkty nebo primerovymi dimery. Z vysledku kiivky tani se v tomto
ptipadé pravdépodobné jedna o vznik primer dimert. U&innost 90% az 110% je povazovana
za optimalni.

Vysledky qPCR byly zpracovany pomoci AACt testu. Porovnani 2~ (AACt) hemocytl
z kontrolnich jedinct a jedinct s indukovanou RNAi vypovida o mnohem mensi expresi CN-
I1IB po RNAI (Obr. 3). Potvrzuje tedy funkci RNAI konstruktu v hemocytech. Statisticky
vysel tento rozdil prikazné (hodnota p (p value) = 0,0004; poéitano Kruskal-Wallis testem).

Nejvyssi hodnoty exprese byly naméteny v 0 hodinach. Pfi porovnani hodnot RNAi a
kontroly v 0 h pomoci Mann-Whitney testu vysel rozdil pritkazn€ na hladin¢ signifikance * p

< 0,05 (p = 0.0317).
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Obr. 3: Graf porovnani exprese cN-111B v hematopoetické linii cN-IIIB RNAi mutanti a
kontrolnich jedinci. Kazdy bod reprezentuje jednu 2”- (AACt) hodnotu. Zkratka RNAI znaci jedince
s konstruktem cN-IIIB RNAi aktivnim v hematopoetické linii, “kontrola“ znaéi kontrolni jedince se
stejnym genetickym pozadim, ale bez cN-IIIB RNAi konstruktu. Horizontalni Cara reprezentuje
median. Vzorky byly odebirany v 0 hodinach (0 h), v 18 hodinach bez infekce (18 h) a v 18 hodinach
s infekei (18 hpi). Analyza (Kruskal-Wallis test) ukazuje rozdil mezi kontrolou a mutantnimi jedinci

prikazny na hladin€ signifikance *** p < 0,0005.

4.1.3 Pocty lamelocytu se p¥i cN-111B RNAI zmensuji

Jedinci s indukovanou RNAI pro cN-11IB a kontrolni jedinci byli v brzkém tfetim
instaru infikovani parazitoidni vosic¢kou Leptopilina boulardi. Infekce vede Kk vybuzeni
imunitni odpovédi a iniciaci metabolického piesmyku organismu. Bez metabolického
pfesmyku nejsou hemocyty schopné se v dostate¢ném mnoZzstvi ménit na lamelocyty, buiiky,
které enkapsuluji vajicko parazitoidni vosicky a bojuji tedy s infekci. Ma-li cN-111B vliv na

adenosin, signdlni molekulu metabolického pfesmyku, projevi se pii infekci snizenym poctem
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lamelocytt. Lamelocyty byly pocitany mezi 18 a 24 hodinami od infekce. V tomto intervalu
by se aktivované lamelocyty jiZ mély nachazet v hemolymf¢€, ale nemély by pln¢ enkapsulovat
vajicko.

U larev s aktivni cN-IIIB RNAi byly pfi infekci pozorovany vyrazné mensi pocty
lamelocytt nez u kontrolnich jedinct (Obr. 4). Statisticky vysel tento rozdil velice prikazné

(p = 0,0001).
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Obr. 4: Pocty lamelocyti mutanti pro c¢N-111B RNAIi v hematopoetické linii a kontrolu pri
infekei prazitoidni vosickou. Kazdy bod reprezentuje individualni larvu. Lamelocyty byly pocitany
mezi 18 a 24 hodinami od infekce. Horizontalni ¢ara uprostied reprezentuje aritmeticky pramér a zbylé
dvé ¢ary smérodatnou odchylku priméru (SEM, z angl. standard error of mean). Pro otestovani
signifikance byl pouzit Mann-Whitney test. Analyza ukazuje rozdil mezi kontrolou a mutantnimi

jedinci pritkazny na hlading signifikance *** p < 0,0005.
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4.2 cN-111B CRISPR-Cas9 ma vliv na tvorbu lamelocytu

Cilem tohoto pokusu bylo taktéz utlumeni genu cN-I1IB v hematopoetické linii, ale
tentokrat pomoci mutageneze indukované CRISPR-Cas9. K zavedeni CRISPR-Cas9 do
hemocytl byl zpocatku uzity Gal4/UAS systém a poté Gal4Gal80/UAS systém. Jak driver
Srp-Gal4 tak Srp-Gal4Gal80 se exprimuji v hemocytech. Homozygoti TKO-cN-111B; UAS-
Cas9 vznikli kiizenim n¢kolika linii byli dale kiiZeni nejprve s linii 1586 (Srp-Gal4) a pozdéji
s 1666 (Srp-Gal4Gal80). Ke kontrole byli vyuziti jedinci bez TKO-cN-IIIB. Funkce
konstruktu CRISPR-Cas9 byla ovéiena pomoci Heteroduplex Mobilty Assay.

4.2.1 Optimalizace primera pro Heteroduplex Mobilty Assay

V programu Geneious 8.1.6. byly navrzeny dva forward a dva reverse primery
(CNIIbCRISPRfw1, CNIHIDbCRISPRr1, CNIHIbCRISPRfw2, CNIIIbCRISPRr2) pro cN-111B
z genomové DNA, kde CRISPR-Cas9 piisobi. Jejich funkce byla ovéiena pomoci PCR a
nasledné gelové elektroforézy. Podle vysledku elektroforézy byla vybrana u¢innéjsi dvojice

pro nasledné pouzivani.

Obr. 5: Agarézovy gel ovéfujici funkci primeri pro cN-111B z genomové DNA tvorbou
pozadovaného PCR produktu. L znaci 100 bp ladder, ,,A* znaci pouziti primert CNIIIbCRISPRfw1,
CNIIbCRISPRrl. ,,B“ zna¢i pouziti primerd CNIIIbCRISPRfw2, CNIIIbCRISPRr2. Ocekdvana
délka produktu je 150 bp.

26



K dalgimu uzivani byly vybrany primery CNIIIbCRISPRfw1, CNIIIbCRISPRrL (A).

Druha dvojice primert (B) tvofila vice neZ jeden produkt.

4.2.2 CRISPR-Cas9 pro cN-111B v hemocytech vytvari mutace

K ovéteni funkce konstruktu CRISPR-Cas9 byla uzita metoda Heteroduplex Mobilty
Assay. Metoda sleduje heteroduplexy vzniklé pisobenim Cas9. Heteroduplexy se pohybuji
v PAGE pomaleji, kvuli bubling¢ vzniklé nesparovanymi bazemi (viz Obr. 1 z 3.6.1).
Homozygoti TKO-cN-111B; UAS-Cas9 byli ktizeni s linii 1586 (Srp-Gal4). Ke kontrole byla
vyuzita linie 1586 (Srp-Gal4).

Vysledek Heteroduplex Mobilty Assay dokazuje tvorbu heteroduplexti u mutantt pro
cN-111B CRISPR-Cas9 v hemocytech (Obr. 6, draha ,,Mut®). Heteroduplexy se na PAGE
projevuji jako fada prouzkii nad hlavnim prouzkem pro cN-IIIB. Potvrzuje to tedy funkci
konstruktu v hemocytech.
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Obr. 6: Polyakrylamidovy gel ovéirujici tvorbu heteroduplexii u mutanti pro cN-111B CRISPR-
Cas9. L znaci 1kb+ ladder. WT znac¢i nemutantni (wild type) kontrolu v podob¢ linie 1586. Mut znaci
CRISPR-Cas9 mutanty. Slabsi prouzky nad hlavnim prouzkem pro cN-111B u Mut jsou heteroduplexy

vzniklé jako disledek mutageneze CRISPR-Cas9 (oznacené ¢ervenou Sipkou).
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4.2.3 Pocéty lamelocyti se pri inaktivaci cN-IIIB pomoci CRISPR-Cas9 zmensuji

Mutanti pro cN-11IB CRISPR-Cas9 a kontrolni jedinci byli v brzkém tietim instaru
infikovani parazitoidni vosickou L. boulardi k vybuzeni imunitni odpovédi, stejné jako cN-
I11B RNAI mutanti. Lamelocyty byly opét pocitany mezi 18 a 24 hodinami od infekce.

Mutanti i kontrolni jedinci byly zpocatku kiizeni se Srp-Gal4 (linie 1586). U téchto
CRISPR-Cas9 mutantti byly pozorovany velmi nizké pocty lamelocytt, stejné jako u RNA1
mutant. OvSem u kontroly, ktera v hemocytech exprimuje pouze Cas9 bez gRNA, byly také
prekvapivé malé pocty téchto bun€k. Velmi Casto se pohybovaly kolem nuly (Obr. 7). Pti
srovnani s mutanty nebyl na prvni pohled jasny prikazny rozdil. Divodem muize byt genetické
pozadi s Cas9 nebo miize jit o disledek kiizeni. Nicmén¢ ani jednu z téchto teorii nelze ovefit.
Jediny mozny ¢aste¢né napravitelny diivod je negativni vliv samotné Cas9 na burnky.

Proto bylo rozhodnuto kiizit mutanty i kontrolu namisto se Srp-Gal4 (linie 1586) s linii
obsahujici Srp-Gal4Gal80 (1666). Gal80 je represorem Gal4. Je také teplotné senzitivni,
funguje pouze v nizsich teplotach, nez je standardni pro vyvoj octomilky (25°C). To umoziuje
docasné& blokovat Gal4 v embryu a larvé.

Nakladend vajicka z tohoto kiizeni byla ponechana 3 dny v 18°C, aby Gal80 spravné
fungovalo. Poté byly vylihnuté larvy 34 - 38 hodin inkubovany v 25°C k aktivaci Gal4 a
nasledné infikovany béznym zpiisobem (viz 3.3).

Vysledné pocty lamelocytl byly u kontroly znatelng vice variabilni neZ u jedinct se
Srp-Gal4 (Obr. 8). Také u mutantnich jedinct se pocty lamelocyti zvedly (pro srovnani Obr.
9). Statisticky vySel rozdil mezi kontrolou a mutanty prikazné¢ s p = 0,0266 na hladiné
signifikance * p < 0,05 (viz Obr. 8).

Tyto vysledky naznacuji negativni vliv Cas9 na tvorbu lamelocytii. Také potvrzuji
vysledky ziskané v pfedchozim kroku blokovani cN-I1IB pomoci RNA1, ze cN-IIIB ma vliv
na tvorbu lamelocyt (Obr. 10). MiZeme tedy fict, Ze blokovani cN-11IB v hemocytech pii

infekci parazitoidni vosi¢kou snizuje jejich schopnost se aktivovat a pfeménit na lamelocyty.
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Gal4 cN-llIB CRISPR/Cas9
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Obr. 7: Poéty lamelocyti mutanti pro Gal4 c¢cN-111B CRISPR-Cas9 v hematopoetické linii a
kontrolu p¥i infekci parazitoidni vosi¢kou. Kazdy bod reprezentuje individualni larvu. Lamelocyty
byly pocitany mezi 18 a 24 hodinami od infekce. Horizontalni ¢ara uprostied reprezentuje aritmeticky
prumér a zbylé dvé ¢ary smérodatnou odchylku praméru (SEM). Byl pouzit Mann-Whitney test.
Analyza ukazuje rozdil mezi kontrolou a mutantnimi jedinci jako nepritkazny na hlading signifikance

0,05 (ns p > 0,05).
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Gal4Gal80 cN-llIB CRISPR/Cas9
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Obr. 8: Po¢ty lamelocytii mutantii pro Gal4Gal80 cN-111B CRISPR-Cas9 v hematopoetické linii
a kontrolu pri infekci parazitoidni vosickou. Kazdy bod reprezentuje individualni larvu.
Lamelocyty byly pocitdny mezi 18 a 24 hodinami od infekce. Horizontalni ¢ara uprostied reprezentuje
aritmeticky primér a zbylé dvé Cary smeérodatnou odchylku priméru (SEM). Byl pouzit Mann-
Whitney test. Analyza ukazuje rozdil mezi kontrolou a mutantnimi jedinci na hlading signifikance * p

<0,05.
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Gal4Gal80 x Gal4 cN-llIB CRISPR/Cas9
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Obr. 9: Porovnani pocti lamelocytii mutanti pro Gal4Gal80 cN-111B CRISPR-Cas9 a Gal4 cN-
I1IB CRISPR-Cas9 a jejich kontroly. Kazdy bod reprezentuje individualni larvu. Prazdné kolecko
zna¢i kontrolu a plné mutanty. Lamelocyty byly pocitany mezi 18 a 24 hodinami od infekce.
Horizontalni ¢ara uprostied reprezentuje aritmeticky prumeér a zbylé dvé ¢ary smérodatnou odchylku
pruméru (SEM). Rozdil mezi kontrolou a mutantnimi jedinci Gal4Gal80 je prukazny na hladiné
signifikance * p < 0,05. Rozdil mezi kontrolou a mutantnimi jedinci Gal4 je neprukazny na hlading
signifikance 0,05 (ns p > 0,05). Pro zhodnoceni rozdilu mezi skupinami Gal4Gal80 a Gal4 byl pouzit
Mann-Whitney test. Analyza ukazuje rozdil mezi kontrolou Gal4Gal80 a Gal4 jako prikazny na
hlading¢ signifikance * p < 0,05. Rozdil mezi mutantnimi jedinci Gal4Gal80 a Gal4 je prukazny na

hladinég signifikance ** p < 0,005. To naznacuje, ze Cas9 ma sama efekt na buiky.
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cN-IlIB RNAi x Gal4Gal80 cN-llIB CRISPR/Cas9
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Obr. 10: Poéty lamelocytid mutanti pro Gal4Gal80 cN-111B CRISPR-Cas9 v hematopoetické linii
s kontrolou a mutanti pro cN-11I1B RNAI v hematopoetické linii s kontrolou p¥i infekci
parazitoidni vosickou. Kazdy bod reprezentuje individualni larvu. Lamelocyty byly pocitany mezi 18
a 24 hodinami od infekce. Horizontalni ¢ara uprostfed reprezentuje aritmeticky primér a zbylé dvé
¢ary smeérodatnou odchylku priméru (SEM). Byl pouZzit Mann-Whitney test. Analyza ukazuje rozdil
mezi kontrolou a mutantnimi jedinci Gal4Gal80 cN-111B CRISPR-Cas9 prukazny na hladiné
signifikance * p < 0,05. Rozdil mezi kontrolou a mutantnimi jedinci CN-11IB RNAI je prikazny na
hlading signifikance *** p < 0,0005. Rozdil mezi CRISPR-Cas9 kontrolou a RNAi kontrolou vysel
neprukazné na hlading signifikance 0,05 (ns p > 0,05). TaktéZ rozdil mezi mutanty CRISPR-Cas9 a
RNAI vySel nepritkazné na hladiné signifikance 0,05 (ns p > 0,05).
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5. Diskuze

Data ziskana v této praci naznacuji vyznam role cytosolické nukleotidazy cN-I11B
vV metabolickém presmyku, stézejnim d&ji aktivace bunécné imunity proti nefagocytovatelnym
patogenim u Drosophila melanogaster. Bylo ukéazano, ze inaktivaci cN-I1IB
v hematopoetické linii pii infekci parazotoidni vosi¢kou Leptopilina boulardi dojde ke snizeni
poctu aktivovanych imunitnich bunék bojujicich s infekci, lamelocyti.

K ovéteni tlohy byla ¢N-11IB v hemocytech inaktivovana dvéma zplsoby. Prvnim
zpisobem byla RNA interference, kterd se fadi mezi posttranskripéni mechanismy genové
regulace. Gen je intaktni a mRNA tedy stale vznikd, ale je posttranskripéné degradovana.
Proto byla jako druhy zplsob uzitd regulace pomoci CRISPR-Cas9, kterd plsobi jiz
v genomové DNA a gen zdjmu je tedy inaktivovan. Druhd metoda inaktivace také slouzila
k ovéteni vysledkt z prvni metody.

RNA interference byla indukovana v hemocytech pomoci Srp-Gal4 driveru. Bez
problému fungovala a zplsobila znatelné snizeni poctu lamelocytli pfi infekci, a tedy i
pravdépodobné zna¢né sniZeni odolnosti larvy proti vetielci; odolnost je tieba ovérit. Mann-
Whitney test ukazal rozdil mezi kontrolou a mutantnimi jedinci prikazny na hladiné
signifikance 0,0005 (p < 0,0005).

V hemolymf€ se pfi infekci vyskytovalo pomérné velké mnozstvi hemocyti v riiznych
fazich premény v lamelocyty, které se jest¢ za lamelocyty nedaly povaZovat. Pfi pocitani
lamelocytt v case bliz§imu 24 hodindm od infekce se prubézné zdalo byt vice lamelocytt, nez
v Case bliz§Simu 18 hodinam od infekce. To by mohlo naznacovat, ze negativni dopad absence
cN-111B na hemocyty je zpomaleni jejich schopnosti se ménit v lamelocyty. Nicméné& tuto
teorii by bylo nutné dale ovétit napiiklad porovnanim poéti lamelocytd mutantl pro cN-111B
v 18 hodinach od infekce s pocty ve 24 hodinach od infekce a to celé srovnat s kontrolou v 18
a 24 hodinach od infekce.

Druhym zptsobem inaktivace cN-IIIB byla jeji mutace pomoci CRISPR-Cas9 opét
zaveden¢ho do hematopoetické linie pomoci driveru Srp-Gal4. Dle piedpokladu byly pfi
infekcei pocty lamelocyti u mutantnich jedinct velice nizké. OvSem problém nastal u kontroly,
kde byly pozorovany pocty lamelocytti podobné malé, jako u mutanta. Statisticky byl rozdil
mezi kontrolou a mutanty taktéz nepriikazny na hlading signifikance 0,05 (viz Obr. 7), proto

byl u€inén pokus o nalezeni diivodu téchto vysledki.
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Potencionalnim vinikem mohla byt Cas9. Vysoké hladiny Cas9 spojené s Gal4/UAS
byly ¢asto pozorované jako toxické pro bunky (Port & Bullock 2016). Gal4 se v hemocytech
exprimuje jiz od embrya, a tudiz i Cas9. Zda se tedy, Zze by v buiikach mohly byt vysoké
hladiny Cas9, ktera tak i bez gRNA muze $tépit genomovou DNA na mnoha mistech a tim
zpusobovat nestabilitu genomu. To muze ovliviiovat diferenciaci lamelocyti nezavisle na cN-
I11B. Proto jsme k do¢asnému blokovani Gal4 v hemocytech pouzili Gal4Gal80/UAS systém,
kdy teplotn¢ senzitivni Gal80 blokoval Gal4 pti 18°C v embryu a larve.

A skute¢né se zda, ze tento zdsah pomohl. Rozdil mezi mutantnimi a kontrolnimi
jedinci pti pouziti Srp-Gal4Gal80 byl statisticky prikazny na hlading signifikance * p < 0,05.
Pocty lamelocyti pii infekci se zvedly jak u kontroly tak 1 U mutantni jedincti a to statisticky
prikazné¢ na zdkladé Mann-Whitney testu, kdy rozdil mezi kontrolnimi jedinci pfi pouziti Srp-
Gal4Gal80 a kontrolnimi jedinci pii uziti Srp-Gal4 vySel jako prukazny na hlading
signifikance * p < 0,05. Rozdil mezi mutantnimi jedinci pii pouziti Srp-Gal4Gal80 a
mutantnimi jedinci pfi pouZiti pouze Srp-Gal4 je prukazny na hlading signifikance ** p <
0,005 (viz Obr.9). To naznacuje, Zze Cas9 opravdu sama o sob&é ma negativni vliv na tvorbu
lamelocytt.

Nicméngé i pies zlepsené vysledky v porovnani s vysledky lamelocytt u cN-111B RNAI
a jeji kontroly jsou i tyto poCty v priméru pon€kud mensi. Statisticky vySel rozdil mezi
kontrolou RNAI a kontrolou CRISPR-Cas9 nepritkazné (p > 0,05). Vizualné je ale rozdil
znatelny. Infikovana TRIP kontrola pro RNAi1 ma hodnoty vice rozloZené s nejvétSim
mnozstvim dat uprostfed grafu, kolem primérné hodnoty, jak je to u nemutantnich jedinct
bézné. U infikované CRISPR-Cas9 kontroly bez gRNA mizeme vidét nejvice hodnot na bazi
grafu, pod primérnou hodnotou (viz Obr.10). Tato distribuce naznacéuje, ze bud’ genetické
pozadi s Cas9 nebo exprese Cas9 ovliviiuje pocet lamelocytd. Rizné linie octomilek jsou také
riznou mirou schopné produkovat lamelocyty (Leitdo et al., 2019). Genetické pozadi
octomilek s cN-11IB RNAI a s cN-I11IB CRISPR-Cas9 a jejich kontrol neni stejné, je tedy
mozné, Ze tyto niz§i pocty lamelocytll jsou ovlivnény genetickym pozadim linii. OvSem
nerovnomérna distribuce poc¢tu lamelocytl spiSe naznacuje vliv Cas9, kdy u nekterych larev
se Cas9 projevila vice (nizsi poCty lamelocytil) a u jinych méné (dosahuji vysSich hodnot,
béznych pro dané genetické pozadi). Gal80 totiz ani v 18°C nezabrani expresi Gal4
v hemocytech na 100%, a tudiz se jiz od embrya stale trochu exprimuje Cas9. Tato exprese
ovSem muzZe byt u kazdého jedince trochu jina, a proto vznika nerovnomérna distribuce poctu

lamelocytt.
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Diky pouziti Gal80 se pocet lamelocytt ptiblizil béznym kontrolnim hodnotam a tento
vysledek tak demonstruje UspéSné pouziti regulovatelné somatické mutageneze pomoci
CRISPR-Cas9 v hematopoetické linii octomilky, ale také upozoriiuje na problém pfilisné

exprese Cas9, ktery je mozné fesit pravé kombinaci s Gal80.

Stézejnim regulatorem metabolického presmyku je extracelularni adenosin uvolnény
z imunitnich bun¢k. Signalizuje celému organismu, aby piesméroval energii ze zasob, ristu a
vyvoje do imunitniho systému. Bez tohoto piesunu energie nejsou hemocyty schopné se
v dostate¢ném mnozstvi pfeménit v lamelocyty (Bajgar et al., 2015) (Dolezal et al., 2019).
Kromé jiného, adenosin také vznika defosforylaci AMP. Jelikoz cN-IIIB je schopna
vazat AMP a jeji deaktivace pfi infekci parazitoidni vosickou sniZila pocty lamelocytli, mohla
by se opravdu podilet na pteméné AMP v adenosin. Tim by mohla vyznamné ovlivnit
vyplaveni adenosinu z aktivovanych imunitnich bunék a celkovy metabolicky presmyk.

Nicméné cN-IIIB ma4 nejvétsi substratovou preferenci 7-methylguanosinu (m’ GMP),
univerzalniho meziproduktu degradace RNA ¢&epic¢ky (Buschmann et al., 2012). Pfi aktivaci
imunitniho systému dochazi ke zméné exprese celé fady gend, a tedy i k velké produkci a
degradaci mRNA. Je tedy mozné, Ze bez cN-IIIB, ktera by m’ GMP degradovala, je hromadici
se m’ GMP zacletiovan do RNA, potenciondlné i do DNA, coZ je nezddouci. m’GMP miize
po zaclenéni naruSovat funkci RNA i DNA a tim negativné ptisobit na buiiky. Tato lloha cN-
II1B by tedy mohla byt zasadni pro efektivni diferenciaci lamelocyti bez téchto nezadoucich

ucinkd.

Z vysledkii této prace jsme schopni determinovat, Ze cN-IIIB hraje ulohu
vV hemocytech a ma tak vliv na aktivaci imunitni odpovédi proti parazitoidni vosicce. V tuto
chvili ovSem jesté nejsme schopni rozlisit, ktera z vySe uvedenych potenciondlnich roli je
adenosinu a m’GMP v hemocytech nebo volné glukézy pomoci hmotnostni spektrometrie u
jedinct s normalné fungujici cN-IlI1B a s jeji potlacenou funkci po infekci vosi¢kou. To by
mohlo pomoci rozlisit, zda se jednd o vliv nedostate¢né tvorby adenosinu, a tedy hladiny
adenosinu i volné glukozy by mély byt nizsi nez u kontroly, nebo zda jde o vliv hromadiciho

se 7-methylguanosinu.
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6. Zavér

Konstrukt RNA interference i CRISPR-Cas9 somaticka mutageneze pro cN-111B byly
pomoci driveru Srp-Gal4 nebo Srp-Gal4Gal80 tspésné zavedeny do hematopoetické linie.
Avsak vysledky naznacuji, ze ptiliSna exprese Cas9 1 bez gRNA mitize mit negativni vliv na

aktivaci lamelocytt, kterému se da ¢aste¢né vyhnout pouzitim systém Gal4Gal80/UAS.

Rozdil mezi pocéty lamelocytt jedinci s blokovanou cN-I1IB a jejich kontrolou vysel
statisticky priakazn¢ u RNA interference i u CRISPR-Cas9. To znamena4, Ze se tato cytoSolicka
nukleotiddza podili na aktivaci bunécné imunity proti parazitoidni vosi¢ce a potencionaln¢ i
na metabolickém presmyku. Nicméné z téchto vysledki nelze v tuto chvili s jistotou urcit, zda
se neptritomnost cN-IIIB projevuje negativné na mnozstvi aktivovanych lamelocytt kvili
nedostatku adenosinu, a tedy nedostate¢nému signalu pro metabolicky pfesmyk a aktivaci
lamelocyti nebo zda se jedna o vliv hromadiciho se 7-methylguanosinu, ktery milize byt
zaCleniovan do nukleovych kyselin a narusovat jejich funkci. Pro odd¢€leni téchto vlivi je

potieba provést dalsi vyzkum.
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