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Zkratky

AD
AK
CDK
DSB
DSBR
EBD
eGFP
GMR
HR
LR
NHEJ
NLS
RPA
RVD
SDSA
SSA
TAL
TALEN
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ZFN

activator domain

aminokyselina

cyclin dependent kinase

double strand break
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enhanced green fluorescent protein
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1. Uvod

Zjistovani funkce urcitého genu v organismu se neobejde bez kvalitnich
genetickych nastroju, kterymi je mozné expresi genu efektivné manipulovat, nebo tplné
zrusit. U modelového organismu Drosophila melanogaster probihal v tomto ohledu bouftlivy
vyvoj — pocinaje insercni mutagenezi prostrednictvim P-elementd, pfes mutagenezi
homologni rekombinaci, RNA interferenci, az k mutagenezi programovatelnymi nukledzami.
Kazdy z téchto pristupl s sebou ale pfinasi specificka Uskali a mize mit na organismus veétsi
vliv, nez pouze ovlivnéni exprese zkoumaného genu, coZz mlze komplikovat interpretaci
vysledk(. Naptiklad u RNA interference je znamy tzv. off-targetovy efekt, pfi kterém anti-
sense RNA cilend proti mRNA urcitého genu muzZe na zakladé neuplné komplementarity
potlacovat expresi i jinych mRNA. Tak, jako je dobrou praxi v tomto pfipadé pouzit vice
RNAI konstrukt( proti jednomu genu, jsme chtéli zajit jesté ddal a vyzkouset novy pfistup -
zkusit, jestli by bylo mozné geny tkanoveé specificky vypnout pomoci TAL nukleaz. V pfipadé,
Ze by se tento zpUsob ukazal jako funkéni, Slo by o nové vyuziti genetického nastroje, které
by mohlo pomoci rozklicovat problémy, ve kterych naptiklad RNAi neni vhodnym

nastrojem, nebo by je mohl uvést do SirSiho kontextu.

TAL nukleazy se dnes u Drosophily bézné pouzivaji k mutagenezi v zarodecéné linii —
do embryi je injikovana mRNA kddujici TALEN, kterd je v embryu translatovdna a provadi
Stépeni v urcitém genu. Poté nasleduje screening na pritomnost mutace v genomu,
nakonec se ziska linie, kde kazda burika nese konkrétni mutaci. Nas ptistup se lisi tim, Ze je
TAL nukledza kddovana v genomu Drosophily pod UAS promotorem, coZz umoznuje jeji
tkanoveé specifickou aktivaci pomoci riiznych Gal4 driverd. Vlastni mutageneze by tedy méla
probihat pfimo béhem vyvoje a teoreticky tvofit mozaiku bunék s rlznymi mutacemi

v konkrétnim genu, spolu s burikami, kde mutageneze nebyla Uspésna.

1.1 TAL efektory

Transcription activator-like effectors, neboli TALE, jsou nové popsana skupina DNA
vazebnych proteind, které byly objeveny u patogennich bakterii rostlin rodu Xanthomonas.
Tyto proteiny jsou bakteriemi vstfiknuty do bunék pomoci sekre¢niho systému typu Ill a

jsou translokovany do jadra, kde se vazi na promotorové sekvence cilovych gen(. Tim pfimo



moduluji genovou expresi hostitelské rostliny, coz vede k jejimu onemocnéni, pfipadné k

aktivaci resistence vici bakterii (Bogdanove, Schornack, and Lahaye 2010).

TAL efektory se vdzou na DNA pomoci centralni domény, kterd se sklada
z tandemovych opakovani 33-35 AK dlouhych peptid( uzavienych jednim zkrdcenym
opakovanim o délce 20 AK, struktura TAL efektoru je na obrazku 1.1 (Cermak et al. 2011).
Kazdé opakovani se vaze na jeden nukleotid cilové sekvence, pficemz specifita k urcité bazi
je uréena dvojici aminokyselin na pozicich 12 a 13 v kazdém opakovani, nazyvanyou repeat-
variable di-residue (RVD) (Boch et al. 2009). Bylo objeveno mnoho rlznych RVD, nej¢astéjsi
4 jsou HD, NG, NI a NN, nejsilnéji asociované s bazemi C, T, A a G nebo A. Vazba vsak neni
absolutni, RVD maji potencidl rozpozndvat i jiné baze, coZ je nejvice patrné u NN, které se
vaze témér stejné ¢asto s G i A (Moscou and Bogdanove 2009). Okolni N-terminalni a C-
terminalni domény TAL efektoru slouZi k jeho cileni do jadra. U ptirodnich TAL efektort
obsahuje N-terminalni doména sekrecni signal pro systém lll, C-terminalni doména
obsahuje DNA vazebné motivy leucinového zipu, dvé NLS sekvence v tandemu a acidickou
transkripéné aktivacni doménu (AD), zodpovédnou za zménu genové exprese a virulenci
(Szurek et al. 2001; Scholze and Boch 2011). V ptirodé se vyskytujici TAL efektory maji

nejéastéji mezi 12 a 27 opakovanimi (Boch and Bonas 2010).
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Obr. 1.1: Struktura TAL efektoru a specifita RVD pro jednotlivé baze (Cermak et al. 2011).
Opakovani RVD modulll je zndzornéno modie, nahore je sekvence aminokyselin jednoho
modulu s podtrZzenym RVD. Dole je zndzornéna sekvence RVD v opakovanich a sekvence
DNA, na kterou se budou vazat. B— BamHlI, S — Sphl restrikéni mista, NLS — nuclear

localization signal, AD — transkripéné aktivacni doména.



1.2 TAL nukleazy

TALENy pouzité v nasledujicich experimentech byly vytvoreny z PthXo1 TAL
efektoru restrikci enzymem BamHI, ktery vystépil ¢ast N-terminalniho konce a aktivacni
doménu na C-konci. Ta byla nahrazena nukledzou Fokl, ktera provadi vlastni Stépeni DNA
(Christian et al. 2010). Protoze dvouvlaknovou DNA stépi pouze jako dimer, design vyZaduje
dva proti sobé orientované TALENy tak, aby se k sobé dostaly Fokl nukledzy a provedly

Stépeni DNA, jak je znazornéno na obrazku 1.2.

NLS NLS
N{} HEEEEEEEEEEEEEE C
i, é DNA Binding Domain A‘__ —-

Y

\ "
E*-ACGTAGCTGCATCGECCAC TACCGTATGATEEQCTGTGCAGTTGTGGTTTGTCTACCGTA
3'-TGCATCGACGTAG CGGTGATGGCATACTAﬁGGACACGTCMCACCAMCAGATGGCAT

Obr. 1.2: Struktura TAL nukledzy. Po vazbé Forward a Reverse TALENu na opacna vilakna
DNA ve spravné vzdalenosti od sebe, Fokl nukledzy na jejich C-koncich dimerizuji a provadi

Stépeni sekvence spaceru uprostfed (Cermak et al. 2011).

TALENy dosahuji nejvétsi efektivity Stépeni, pokud je vzdalenost mezi nimi 15bp,
druhé optimum je ve vzdalenosti 24bp. Urcita aktivita TALENG je vSak pritomnad i v SirSim
rozmezi délek spaceru - od 13 do 30bp (Christian et al. 2010). Pro spravnou funkci TALENUG
je také dlleZité, aby baze pred 5" za¢atkem rozpozndvaci sekvence (nazyvana také ,repeat
0“) byla T. Experimentalné bylo ovéfeno, Ze TAL efektory s jinymi bazemi v tomto misté

nedokazaly aktivovat transkripci (Boch et al. 2009).

Mutagenni potencial TAL nukledz spociva v tom, Ze se vznikly zlom DNA nejcastéji
opravuje metodou nehomologniho spojovani koncll (NHEJ), pfi némZ ¢asto dochazi
k mensim inzercim nebo delecim, které poskozuji poZzadovany gen. Studie (Moore et al.
2012) zkoumala rozsah délek inserci a deleci v cilovych sekvencich pro 6 par TALENG, a
zjistila jejich primérnou délku 11,5bp +/- 1,4 bp, celkovy rozsah zmén sekvence byl od 2 do

78bp.



1.3 Off-targetovy efekt a toxicita TAL nukleaz

TALENy jsou obecné povaZzovany za relativné presny ndstroj na cileni gent
s vysokou u¢innosti Stépeni v cilové sekvenci a zaroven vysokou specifitou. K off-
targetovému efektu neboli nespecifickému stépeni jiné nez cilové sekvence, by teoreticky
bylo nutné, aby byla v genomu dalsi sekvence, na kterou by nasedaly oba TALENy ve
spravné vzdalenosti od sebe tak, aby mohla Fokl nukledza provadét stépeni.
Pravdépodobnost této udalosti by méla byt velmi mald vzhledem k tomu, Ze Forward i
Reverse domény TALEN( maji bézné velikosti kolem 20bp, na rozdil napriklad od domén
Zinc-Finger nukledz, které maji nejcastéji 9-12bp, podle toho, jestli jsou pouzity 3 nebo 4 ZF
moduly. Naptiklad vysledky mutageneze lidskych bunék ukazuji, Ze cytotoxicita TALENU je
do velké miry ovlivnéna jejich délkou — krats$i TALENy s 8,5-10,5 opakovanimi dosahovaly

vétsi cytotoxicity nez delsi, prestoze jejich efektivita byla srovnatelnd (Reyon et al. 2012).

Studie (Mussolino et al. 2011) testovala efektivitu TALENU a jejich off-targetovy
potencial a zjistila, Ze TALEN stépil sekvenci, ktera se lisila od cilové sekvence pouze 1 bazi
v misté vazby jedné domény TALENu a v misté jejiho nultého opakovani ,repeat 0,

s frekvenci jen asi 1% oproti normalni cilové sekvenci (druha doména se parovala presné).
Studie (Dahlem et al. 2012), ktera analyzovala off-targetovy efekt na modelu zebfticky,
zjistila pomoci high resolution melting analyzy, Ze jejich TALEN nestépi homologni sekvenci,
ktera se od cilové sekvence lisi ve 3 bazich na kazdé strané, kde se vdZou TALENy. 2 odlisné
baze pouze na jedné strané vsak jiz ke specifité nestacily a sekvence byla stépena. Rozdil
mezi témito studiemi je moZné vysvétlit tim, Ze v prvni studii neméla potencialni off-
targetova sekvence bazi Tv misté ,repeat 0, ktera je dlleZita pro spravnou funkci TALENu

(Boch et al. 2009).

Studie (Mussolino et al. 2011) také porovnavala eficienci a toxicitu ZFN a TALENG
v savcich tkanovych kulturach a zjistila, Ze pti zhruba stejné eficienci mutace genf
dosahoval pti zvysujici se koncentraci transformace bunék vektorem s nukledzou TALEN
daleko niZsi cytotoxicity nez ZFN. To i pfesto, Ze ZFN par obsahoval heterodimer Fokl
nukleazy, u kterého bylo prokdzano, Ze snizuje toxicitu spojenou s ¢innosti nukledz
(Szczepek et al. 2007). Naopak, studie (Treen et al. 2014) se pokousela o vypnuti genu fgf11
pomoci TALENG u sumky Ciona, pfi jehoZz mutaci normalné neni viditelny Zadny defektni

fenotyp. Pfi elektroporaci i relativné malého mnozstvi DNA s TALENy do gastrul se u ranych



pulct objevovaly ve velké mife defekty. U pulct bez defektl a s pfitomnym markerem
exprese TALENu vsak probéhl vyvoj normalné u 90 % jedinc(, tato studie spekuluje, Ze
zfejmé nejde o off-targetovy efekt, ktery by podle ni mél byt pfitomen stdle, a abnormality

by se mély béhem vyvoje stupfiovat.

U obdobné studie na modelovém organismu zebricky, kde byla RNA s TALENy
injikovana do jednobunécéného embrya, byla mira jejich letality spolu s vyvojovymi defekty
asi od 23% do 65% (Moore et al. 2012). Stejnou metodou provadéna transgeneze u studie
(Dahlem et al. 2012) vsak k toxicité nevedla, coZ by naznacovalo, Ze negativni efekt TALENG

je zavisly na jejich konkrétni rozpoznavaci sekvenci.

Pric¢inou toxického efektu nukledz pfi mutagenezi se zabyvala studie (Beumer
2005), kde byly pouzity ZFN k mutaci genl u Drosophily. Po expresi paru ZFN proti genu
yellow se projevila letalita, k otestovani toho, jestli jde o efekt nadmérného Stépeni DNA,
upravili tento par ZFN tak, aby obsahoval substituci ve stépici doméné Fokl bez toho aniz by
byla ovlivnéna DNA vazebna doména. Po expresi tohoto ZFN paru se letalita neprojevila,
coZ naznacuje, Ze byla zpGsobena nadmérnym stépenim DNA, ziejmé mimo cilovou
sekvenci, a Ze nejspiSe nejde o negativni efekt vazby ZFN na DNA, ktera by interferovala

s normalni funkci chromosomd, jak spekulovala Bibikova a kol. (Bibikova et al. 2002).

Studie (Moore et al. 2012) spekuluje, Ze k off-targetovému efektu TALENG mUze
pfispivat pouZivani homodimerické Fokl nukleazy. Timto problémem se zabyval Miller a kol.
(Miller et al. 2007) u ZFN — jejich plGvodni architektura umozZnovala spojeni nejen F a R
domény, ale i spojeni F/F a R/R domén pres Fokl nukleazu, kterda normalné funguje jako
homodimer. MoZnost parovani stejnych podjednotek znacné rozsifuje off-targetovy
potencial urcitého paru ZFN. Zménili tedy podjednotky Fokl tak, aby se mohly parovat
pouze dvé odlisné (a tvorit heterodimer), a tim dosahli velkého zvyseni specifity ZFN pfi
zachovani stejné eficience. Jak ale ukazala studie (Mussolino et al. 2011), cytotoxicita

TALENUG byla nizsi nez u ZFN i pres pouziti homodimerické Fokl nukledzy.



1.4 Opravy dvouvlaknovych zlomi DNA

Zachovani integrity genomu je zasadni pro spravnou funkci buriky a jeji preZiti.
Dvouvlaknové zlomy DNA jsou obzvlasté nebezpecné, a pokud jsou nechany neopravené,
mohou vést k bunééné smrti a rozsahlé reorganizaci genomu, ktera je ¢asto spojena
s neoplastickou transformaci bunék a vznikem nador0 (Ferguson and Alt 2001). U bunék
tedy béhem evoluce vznikly skupiny protein( fungujici v signalnich drahach, které detekuji
pritomnost DSB a jinych poskozeni DNA, zastavi bunécny cyklus a aktivuji reparaci. Pokud je
ale poskozeni DNA buriky rozsahlé, prekryvajici se signalni drahy mohou vést aZ k apoptdze,
aby zastavily Sifeni bunék s nestabilnimi genomy (Su 2006). Dvouvlaknové zlomy DNA
mohou byt opraveny homologni rekombinaci (HR), single-strand annealingem (SSA) a

nehomolognim spojovanim konctl (NHEJ) (Do et al. 2014).

1.4.1 Homologni rekombinace
PFi homologni rekombinaci je templatem k opravé zlomu neporusend homologni

sekvence. V pfipadé, Zze ke zlomu dojde béhem mitdzy, je tato sekvence na sesterské
chromatidé, v ptipadé meidzy se templat nachazi na homolognim chromosomu (Sung and
Klein 2006). Prvni fazi je resekce DNA ve sméru 5’-3’ od mista zlomu, nasledovana invazi
vldkna k homologni sekvenci pomoci proteinu Rad51, jak je znazornéno na obr. 1.3 v ¢asti
HR (Sugawara et al. 1995). Po nalezeni homologie je zahajena reparacni syntéza, pri které
vznika formace D-loop a Hollidayav kfiz. Po jeho formaci mizZe HR pokracovat jednim ze
dvou zpUsobU. V kanonickém DSBR modelu navrzeném Szostakem a kol. (Szostak et al.
1983) se paruje druhy neinvadujici 3’ konec s druhym homolognim vldknem a vznika tak
struktura se dvéma Hollidayovymi kfizi, kterd je na obrazku 1.3A. Z té se pak pomoci nicking

endonukledz stane bud produkt s crossoverem, nebo bez né;.

Druhy zpUsob HR, synthesis dependent strand annealing (SDSA), spociva v tom, Ze
po invazi vldkna a reparacni syntéze je vlakno vytla¢eno migraci Hollidayova kfize a pfipoji
se k plvodnimu zlomu DNA, vznika tak non-crossoverovy produkt, jak je znazornéno na

obrazku 1.3B (Helleday et al. 2007).
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Obr. 1.3: Oprava dvouvldknovych zlomd DNA (Do et al. 2014)

1.4.2 Single strand annealing
Oprava zlomu probiha pomoci SSA, pokud se zlom DNA nachazi mezi pfimymi

repeticemi, jak je znazornéno bilymi obdélniky na obrazku 1.3 v ¢asti SSA. Béhem 5’-3’
resekce jsou tyto repetice odhaleny a paruji se spolu, previslé konce jsou odstépeny a
zbytek DNA je dosyntetizovan. Tento proces je zprostifedkovan proteiny RPA a Rad52 bez
Ucasti Rad51 (Van Dyck et al. 2001).

1.4.3 Non-homologous end joining
NHEJ je nejjednodussi zplsob opravy DNA, pfi kterém dochazi ke spojovani dvou

koncd DNA nezavisle na jejich sekvenci. Tento druh opravy je relativné presny pro
jednoduché zlomy s tupymi konci (van Heemst et al. 2004), kde mze byt sekvence
obnovena i bez jeji zmény. Pokud konce nejsou kompatibilni, vétSinou pti opravé dochazi ke
zméné sekvence. Tyto zmény mohou zahrnovat inzerce, delece, substituce, a pokud jsou
spojeny zlomy z jinych chromosomd, tak i translokace. PfestoZe se tato reparace oznacuje
jako nehomologni, spojovani koncl je ¢asto zprostfedkovano malymi 1-6 bazovymi
mikrohomologiemi (Helleday et al. 2007). Vlastni oprava zahrnuje heterodimery
Ku70/Ku80, které maji vysokou afinitu ke konclim zlomu a blokuji 5’-3’ resekci (Chapman,
Taylor, and Boulton 2012). Na ty se vaZze DNA dependentni protein kindza DNA-PK, ktera je

po priblizeni koncl autofosforylovana (Ding et al. 2003). Konce DNA mohou byt zastfizeny



nukledzami (napriklad Artemis), nebo vyplnény DNA polymerazami (Polpu nebo PolA)
k vytvoreni kompatibilnich koncl (Lieber 2010). Nakonec komplex Ligase IV/XRCC4/XLF

provede ligaci koncli (Ahnesorg, Smith, and Jackson 2006).

1.4.4 Vybér zptisobu opravy DNA
To jaky zpUsob opravy zlomu si burika vybir3, je do velké miry ovlivnéno tim, v jaké

fazi bunééného cyklu se pfi vzniku zlomu nachazi. Vzhledem k tomu, Ze vétsina
homolognich rekombinaci probihd mezi sesterskymi chromatidami, odehrava se tedy v S a
G2 fazich bunécéného cyklu (Stark and Jasin 2003), stejné tak zlomy vzniklé béhem replikace
DNA jsou opravovany homologni rekombinaci. Studie (Aylon, Liefshitz, and Kupiec 2004) u
kvasinek zjistila, Ze pocatecni krok 5’-3’ resekce je kontrolovan aktivitou CDK, kterd tento
krok omezuje na S a G2 fazi bunécného cyklu. Volné konce, u kterych nebyla provedena
resekce, jsou vhodnym substratem pro NHEJ, kterymi je také bunky zastavené ve fazi G1

opravovaly.

Studie (Rothkamm et al. 2003) zjistovala relativni prispévek oprav DNA pomoci
NHEJ a HR v rliznych fazich bunécného cyklu na tkanovych kulturach bunék kiecka, kde byly
zlomy DNA indukovany ionizujicim zarenim. Buriky defektni pro NHEJ mély silné omezenou
opravu DNA ve vSech fazich bunécného cyklu, zatimco bunky defektni pro HR mély nejvétsi
defekty v pozdni S/G2 fazi, v jinych fazich byly k ozafeni pouze mirné citlivé. Tato studie
dale zjistila, Ze se HR pouziva k opravé zlom( asociovanych pfimo s replikaci, nemusi ale
prevaZzovat v celé S fazi. NHEJ je tedy i pfes jeji mutagenni potencidl pouzivana béhem

vsech fazi bunééného cyklu.

Mezi dalsi faktory patfi také stadium vyvoje organismu — homologni rekombinace
je preferovana metoda opravy DNA béhem ranych fazi vyvoje, NHEJ prevazuje v dospélém
organismu (Pastink, Eeken, and Lohman 2001). Roli hraje také druh organismu, typ tkané a

typ zlomu DNA (Gorski et al. 2003).

Komplexita mista zlomu DNA také hraje velkou roli ve volbé mezi NHEJ a HR, tento
fenomén byl studovan v G2 fazi bunécného cyklu, kdy pfispivaji k opravé oba zpUsoby.
Pridani inhibitoru topoisomerazy ll, etoposidu, v bunkach tvofi zlomy s 4-5 bazovymi
presahy a s kovalentné navazanym proteinem (Spitzner et al. 1995). Tyto zlomy jsou
opraveny z 90% pomoci NHEJ (Shibata et al. 2011). Ozareni bunék vysokoenergetickymi

uhlikovymi ionty oproti tomu vede k tvorbé komplexnich zlom( DNA, u kterych je ¢asto



provedena resekce a oprava probihd homologni rekombinaci. Pfi pouZiti ionizujiciho zafeni
s mensi energii, které netvofi tak komplexni zlomy, probiha oprava homologni rekombinaci
asi jen u 20% - 30% bunék (Shibata et al. 2011). Vzhledem k tomu, Ze nukleaza Fokl
pouzivana u TALENU a jinych programovatelnych nukledz, je upraveny restrikéni enzym typu
II, ktery tvofi zlomy na opacnych vlaknech DNA ve vzdalenosti 9 a 13 bp od rozpoznavaciho
mista, v pfipadé, Ze tvori dimer (Wah et al. 1998; Bitinaite et al. 1998), je pravdépodobné,

Ze se tento zlom opravuje jednodussi a rychlejsi metodou NHEJ.

1.5 UAS-Gal4 systém

K dosazeni tkanoveé specifického vypnuti gend jsem vyuzival UAS-Gal4 systém
(Brand and Perrimon 1993), ktery se sklada ze dvou ¢asti — transkripéni aktivator kvasinek
Gal4, ktery se specificky vadze na sekvenci UAS a aktivuje expresi genl pod timto
promotorem. Do dnesniho dne bylo vytvofeno mnoho Gal4 linii octomilek, kde je gen pro
Gal4 pod kontrolou genomovych enhancerd(, které aktivuji expresi Gal4 driveru urcitym
mistné a ¢asoveé specifickym zplsobem. V nasledujici ¢asti uvadim prehled exprese Gal4
driver( pouZzitych pfi mych experimentech, pfipadné exprese gent, do jejichZz enhanceru byl

Gal4 vlozen.

Gal4 linie UAS-TALEN

-\

Gala
oo mo—i—! !
enhancer
UAS

Obr. 1.4: Schéma aktivace TALENu pomoci UAS-Gal4 systému. Po zkfiZeni linie nesouci Gal4
driver s linii nesouci TALEN za UAS sekvenci dojde k jeho aktivaci v téch tkanich, kde se

exprimuje Gal4 driver.



1.5.1 Engrailed-Gal4
Engrailed je tzv. segment polarity gen, jehoz funkci je specifikovat télni segmenty

na predni a zadni ¢ast a zachovavat hranice parasegment( v dospélych tkanich (Morata and
Lawrence 1975). Engrailed se zacind exprimovat béhem rané gastrulace asi 2,5-3 h po
kladeni, ve fazi kdy zacind celularizace embrya (pozdni faze syncitidlniho blastodermu).
Nejprve se zacina exprimovat v oblasti cephalické ryhy, poté v 13 dalSich pti¢nych pruzich,
Sirokych pouze jednu bunku, které urcuji budouci posteriorni oblasti segment(. Tyto pruhy
odpovidaji budouci maxile, mandibule a labiim, 3 hrudnim a 8 abdominalnim segmentim.
Primordia imaginalnich diskd se zakladaji pozdé v embryonalnim vyvoji, vidy na pomezi
gradientu wingless a engrailed, exprese engrailed je tedy v discich pfitomna od zacatku
vyvoje.
1.5.3 Escargot Gal4

Escargot je transkripéni faktor exprimovany béhem embryogeneze s rozsdhlou
expresi v ektodermu, napfed dorsdlné v pfi¢nych pruzich, poté i ventrdlné podél
neurogenniho ektodermu, a v hlavé, trachejich a CNS. V pozdéjsich stadiich se exprimuje
v noznich, kfidelnich, halternich a genitalnich discich. Také se rozsahle exprimuje
v abdomindlnich histoblastech a jinych imaginalnich prekurzorech, ze kterych se poté tvofi
epitel abdomenu. Také se exprimuje podél mista involuce hlavy, v oblastech dorsal ridge a

frontal sac. (Whiteley et al. 1992; Hayashi et al. 1993).

1.5.4 Patched Gal4
Patched je jeden z nékolika tzv. segment polarity gend dileZitych pro spravné

formovani segment(, jeho absence zméni bunky v prostfednich ¢astech segmenti tak, ze
tvori struktury normalné pritomné na hranicich stredového segmentu (Hooper and Scott
1989). Exprese je pfitomna v ¢asnych embryich v kortikalnich oblastech, ve stadiu 8 se
exprimuje v 15 pfi¢nych pruzich, v oblasti labra a v zadnim stfevé. Béhem tzv. ,extended
germ band“ faze vyvoje se tyto pruhy déli na dva a mezi nimi se gen patched prestava
exprimovat. Dale se patched exprimuje v rGznych oblastech hlavy, CNS, mesodermu a

malpighickych trubicich (Hooper and Scott 1989).
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1.5.2 GMR-Gal4
Glass Multiple Reporter se vyuZiva pfedevsim jako reportér exprese v oku. Glass je

ZF transkripcni faktor, ktery se silné exprimuje v oblasti morfogenni ryhy o¢niho disku a ve
vSech bunkach nachdzejicich se posteriorné za touto ryhou, dale v ocelli a v malé casti
mozku (Moses and Rubin 1991; Ellis, O’Neill, and Rubin 1993). GMR je pentamer 27bp glass
response elementu z promotoru genu Rh1 — ¢ast, ktera je aktivovana transkripénim
faktorem Glass, za nim se nachazi minimalni promotor Hsp70 (Hay, Wolff, and Rubin 1994).
GMR Gal4 byl vytvoren Freemanem (Freeman 1996) a také aktivuje expresi ve vsech
burikach posteriorné za morfogenni ryhou. Studie (Li et al. 2012) porovnavajici vice GMR-
Gal4 driverd zjistila také urcéitou miru exprese v kiidelnich a noZnich imaginalnich discich a

trachejich.

1.6 Tkanoveé specificka mutageneze

PFistupy popsané v predchozich ¢astech — mutageneze pomoci TAL nukledz,
naslednd oprava DNA a moZnost exprimovat u octomilky geny v rliznych tkanich pomoci
UAS — Gal4 systému, jsou spolecné vyuzivané v nasledujici praci. U octomilky se bézné
pouzivaji pristupy tkanové specifické RNAi spojenim s UAS - Gal4 systémem. Mutageneze
pomoci programovatelnych nukleaz (ZFN, TALEN, CRISPR-Cas9) se ale zatim pouZiva pouze
k tvorbé mutantnich linii, chtéli jsme tedy vyzkouset potencial téchto metod k vice cilené
mutagenezi do tkani. V porovnani napriklad s RNAi by mélo byt vypinani exprese genl
efektivnéjsi — pokud bude mutageneze v jedné bunce Uspésna, gen by se u ni, ani u jejich
dcefinych bunék uz dale exprimovat nemél, v pfipadé, Ze by eficience TALENU byla vysoka a
k mutagenezi by doslo brzy ve vyvoji urcité tkané, by tato metoda mohla tvofit klony — ¢asti
organismu, kde budou vsechny, nebo vétSina bunék obsahovat zmutovany gen. Oproti
tomu RNA interference expresi genu vZdy pouze s urcitou eficienci potlacuje. To mize byt
problém napfiklad tam, kde genu, ktery se snazime vypnout, staci pro jeho spravnou funkci
i malé mnoiZstvi proteinu — naptiklad bunécné receptory, u kterych je ¢astd amplifikace
signalu po jejich aktivaci, nebo enzymy, které dokazi preménit mnoho substratovych

molekul na produkty.
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Tento pfristup tkanové specifické mutageneze je ziejmé nejvice podobny mitotické
rekombinaci pomoci FLP-FRT systému a Cre-Lox rekombinaci. FLP-FRT systém pro mistné
specifickou rekombinaci, byl objeven u kvasinek a pro Drosophilu ji zavedli Golic a Lindquist
(Golic and Lindquist 1989). Spocivd v tom, Ze heterozygotni jedinec, nesouci na jednom
chromosomu recesivni mutaci, ma za timto mistem FRT sekvenci (i na homolognim
chromosomu) a mezi témito sekvencemi provadi flipaza (FLP) rekombinaci, homologni
chromosomy tedy maji jednu chromatidu s mutaci a jednu s normalni kopii genu. Pfi
nasledné mitéze tak mohou vznikat klony s homozygotni mutaci a zaroven klony
homozygotni pro normalni kopii. Tkafové specificity indukce se dosahuje aktivaci flipazy
pod UAS promotorem rlznymi Gal4 drivery. Tato metoda je u Drosophily velmi rozsifend a
pouzivd se k analyze mozaik exprese pro urcity gen —tzv. ,twin spot” analyza. Nevyhodou
této metody je, Ze tato rekombinace mUze zhomozygotnit dal$i neznamé recesivni mutace
na homolognich chromosomech. Tato metoda také spoléha na nizkou eficienci
rekombinace, proto se nehodi napfiklad pro mutagenezi post-mitotickych tkani, jako je
mozek Drosophily, kde by byla k efektivni mutagenezi tfeba rekombinace ve vSech burikach

(Heidmann and Lehner 2001).

Cre-Lox systém byl také objeven u kvasinek (Sauer 1987) a mutageneze timto
systémem spociva v tom, Ze je mutovany gen ohrani¢eny loxP sekvencemi, mezi kterymi
Cre rekombindaza provadi rekombinaci, pti jejich stejné orientaci dojde k vystépeni, coz vede
k inaktivaci genu. Obdobné, regulaci exprese Cre rekombindzy lze dosdhnout tkarnové
specifické mutageneze. Tento systém je velmi rozsifeny u vyzkumu savcich bunék, vyhodou
je vétsi eficience rekombinace nez FLP/FRT (Nakano et al. 2001) a velké mnozstvi riznych
aplikaci, objevuji se ale nezanedbatelné zminky o toxicité u modelu mysi i Drosophily, ktera
je vysvétlovana predevsim pritomnosti kryptickych pseudo-loxP mist v genomu, kde
rekombinaza Stépi, coz vede k fragmentaci DNA a bunécéné smrti (Heidmann and Lehner

2001; Lexow et al. 2013).
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2. Cile prace
Cilem moji prace bylo pripravit konstrukty nesouci TAL nukleazy proti eGFP a
adenosinovému receptoru octomilky AdoR a vytvofit transgenni linie nesouci tyto
konstrukty. Ty poté tkanové specificky aktivovat pomoci UAS-Gal4 systému a zhodnotit

jejich efekt.
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3. Material a metody

3.1 Linie octomilek

VSechny octomilky byly chovany na standartni cornmeal dieté (120g kukuti¢né

mouky; 75g glukdzy; 60g kvasnic; 15g agaru; vareno 2 hodiny v 1,5| vody; poté bylo pfidano

25ml 10% methylparabenu v ethanolu) v 25°C. Linie pouZité pfi mych experimentech jsou

uvedeny v tabulce 3.1.

Tab. 3.1: Seznam linii pouzitych v experimentech.

Nazev linie Genotyp Chromosom
TBX 0002 y' v! P{nos-phiC31\int.NLS}X; attP40 (11) I
TBX 0003 y? cho? v* P{nos-phiC31\int.NLS}X; attP2 (Il 1l
UAS-GFP yw; P{w ™ "=UAS-GFP} I
Escargot Gal4 UAS-GFP yw; esg-Gal4 UAS-GFP UAS-lacZ/ Cyo Il
Engrailed Gal4 UAS-GFP | w; en Gal4 Il
GMR Gal4 yw, GMR Gal4 ]
Patched Gal4 Ptc-Gal4 Il
w* Cyo w*; Sco/Cyo; +*/+* Il
w* act-Gal4 w*; act-Gal4/TM6B 11
w w [1118] X

3.2 Priprava a ovéreni TAL nukleaz

V nasledujici ¢asti uvadim sloZzeni GoldenGate a dalSich restrikénich a liga¢nich
reakci provedenych pfi pfipravé TAL nukledz, dale sekvence primer( a podminky PCR pro

ovéreni klonovani. Samotny proces vyroby TAL nukledz je detailné popsan v prvni ¢asti

vysledkd.

3.2.1 GoldenGate reakce #1

SloZeni prvnich GoldenGate reakci bylo nasledujici, pouZzité plasmidy jsou soucasti vysledkd.

150 ng kazdého modulového plasmidu (pNN, pNI, pNG, pHD)

150 ng array plasmidu (pFusA, pFusB#)
1ul Bsal

1ul T4 DNA ligase

2ul 10x ligase buffer

H,0 do celkového objemu 20ul
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Reakce probihaly v termocykleru s nasledujicim programem:

37°C 5 min
} 10x

16°C 10 min
50°C 5 min
80°C 5 min

Po skonceni reakce jsem provedl Plasmid-Safe nuclease treatment k odstranéni
vsech linearnich nezligovanych dsDNA fragmentd, které by mohly v bakteriich
rekombinovat se spravnymi inserty. Do reakci jsem pfidal 1ul 10mM ATP, 1ul Plasmid-Safe

nuclease a inkuboval 1 hodinu v 37°C.

5Sul ligaénich smési jsem transformoval do DH5a kompetentnich bakterii pomoci
standartniho heat-shock protokolu, vysel na LB misky se spectinomycinem a X-gal a

inkuboval v 37°C pres noc. Poté jsem vybral nékolik bilych kolonii k ovéreni.

3.2.2 PCR ovéreni GoldenGate reakce #1
Primery

pCR8_F1 TTGATGCCTGGCAGTTCCCT
pCR8_R1 CGAACCGAACAGGCTTATGT

PCR program

94°C  4min

94°C  30s

55°C 30 30x
72°C  105s

72°C  10min

Ze spravnych kolonii jsem nasadil miniprepy a nechal inkubovat pres noc v 37°C,

plasmidovou DNA jsem vyizoloval pomoci QuiaPrep spin miniprep kitu.
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3.2.3 GoldenGate reakce #2
V tabulce 3.2 jsou uvedeny nazvy reakci, plasmidy v jednotlivych reakcich a jejich

objemy, mnozstvi kazdého plasmidu v reakci bylo asi 75 ng.

Tab. 3.2: Plasmidy pouzité pro GoldenGate reakce #2.

L, L. Last Repeat backbone
reakce pFusA cast pFusB cast . .
plasmid plasmid
eGFP F eGFP FA eGFP FB pLR-NH pTal3
pl 2 1.5 1 1
eGFP R eGFP RA eGFP RB pLR-NG pTal3
pl 1.5 1 1 1
AdoR1F AdoR1FA AdoR1FB pLR-NG pTal3
pl 1 2 1 1
AdoR1R AdoR1RA AdoR1RB pLR-NH pTal3
pl 1.5 1 1 1

Dalsi souéasti reakci:
1ul Esp3I
1ul T4 DNA ligase
2ul 10x T4 ligase buffer

H,0 do celkového objemu 20ul

Reakce probihaly v termocykleru s nasledujicim programem:

37°C 5 min
} 10x

16°C 10 min
37°C 15 min
80°C 5 min

Sul ligaéni smési jsem transformoval do DH5a kompetentnich bakterii, vysel na LB
misky s ampicilinem a X-gal a inkuboval v 37°C pfes noc. Poté jsem vybral nékolik bilych
kolonii k ovéreni. Plasmid-Safe treatment zde nebyl nutny — opakovani RVD modull nemaji

homologii s vektorem pTal3.
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3.2.4 PCR ovéreni GoldenGate reakce #2
Primery, podminky reakce a spravné velikosti fragmentl uvedené zde jsou shodné

s pattb-NE3 ovérenim #2

Primery

TAL_F1 TTGGCGTCGGCAAACAGTGG
TAL_R2 GGCGACGAGGTGGTCGTTGG

PCR program

94°C  4min

94°C  30s

55°C  30s 30x
72°C 180s

72°C  10min

3.2.5 Klonovani do integrazového vektoru pattb-NE3
SloZeni restrikénich reakci pTal3 vektor( s TALENy pomoci BbvCl bylo nasleduijici:

3,7ul kazdého pTal3 plasmidu s TALEN insertem (eGFP F, R; AdoR1 F, R)
pattbNE3 vektor (~1700 ng)

2ul NEB 4 10x buffer

2ul 10x BSA

1ul BbvCl

H,0 do celkového objemu 20ul.

Reakce jsem inkuboval 2 hodiny v 37°C, poté jsem pomoci QuiaQuick gel extraction
kitu precistil nastépené plasmidy a provedl restrikci Notl, sloZeni reakce je uvedeno

v tabulce 3.3.
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Tab. 3.3: Restrikce pTal3 plasmid( s TALENy enzymem Notl (2 hodiny v 37°C)

plasmid DNA NEB 3 10x BSA 10x Notl
eGFP F3 22ul (1852ng) 2,9ul 2,9ul 1,2ul
eGFP R11 27ul (1516ng) 3,5ul 3,5ul 1,1ul
AdoR1 F14 | 26ul(1566ng) 3,4ul 3,4ul 1,1ul
AdoR1R20 | 24ul(1706ng) 3,15ul 3,15ul 1,2ul
pattbNE3 1-4 | 25ul(~1545ng) 3,25ul 3,25ul 1,1ul

Vystépené fragmenty s TALENy a oteviené vektory pattb-NE3 jsem z gelu
extrahoval pomoci QuiaQuick gel extraction kitu. Fragmenty jsem ligoval v 3:1 moldrnim

nadbytku insertu pres noc ve 4°C, sloZeni liga¢nich reakci je uvedeno v tabulce 3.4.

Tab. 3.4: Ligace TALEN fragmentl do integrazového vektoru pattbNE3.

10x T4
TAL fragment pattb- ligase TL.‘ DNA H,0
NE3vektor ligase
buffer
AdoR1F14 | 6,2ul (42ng) 3ul (50ng) 1ul 1ul Oul
AdoR1R20 | 2,9ul (43ng) | 3,5ul (50ng) 1ul 1ul 1,6ul
eGFP F3 5,6ul (40ng) 3ul (50ng) 1ul 1ul Oul
eGFP R11 1,8ul (40ng) 3ul (50ng) 1ul 1ul 3,2ul
3.2.6 pattb-NE3 ovéieni #1
Primery
Seq TALEN 5-1 CATCGCGCAATGCACTGAC
TAL_R2 GGCGACGAGGTGGTCGTTGG

PCR program

94°C  4min

94°C  30s

59°C  30s 30x
72°C  150s

72°C  10min
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3.3 Priprava transgennich linii octomilek

3.3.1 Priprava DNA pro mikroinjikace
Z klonl ovérenych PCR a restrikcemi jsem nasadil midiprepy a DNA jsem vyizoloval

pomoci Nucleobond Xtra Midi Plus kitu podle navodu vyrobce. Koncentraci plasmidové
DNA jsem zméfil na Nanodropu a kvalitu ovéril pomoci agarové elektroforézy. Podle
koncentraci plasmidu jsem urcil mnozstvi DNA ke srazeni tak, aby vysledna koncentrace

v injikaénim pufru byla v rozmezi 200-800 ng/ul. Plasmidovou DNA jsem vysrazel pfidanim
1/10 objemu acetéatu sodného a dvojnasobného objemu ledového 96% ethanolu. Po 30
minutové inkubaci v -20°C jsem vzorky centrifugoval 20 minut ve 4°C, odstranil supernatant
a pelet promyl 70% ethanolem, kratce stocil a odstranil supernatant. Suchy pelet jsem
resuspendoval v 25 ul cerstvé ptipraveného injikacniho pufru (5 mM KCI; 0,1 mM NaH,PO,
pH 6,8; 1ul prefiltrovaného potravinového barviva; miliQ H,0 do 25 ul) a inkuboval 5 minut
v 50°C. Poté jsem vzorky odstfedil 5 minut na maximum, abych se zbavil neistot, které by
mohly ucpavat jehlu, a rozdélil jsem vzorky do alikvot( po 4 ul. Kvalitu a formu plasmidt

v injikacnim roztoku jsem ovéril pomoci agarové elektroforézy.

3.3.2 Priprava jehel pro mikroinjikace
Jehly pro mikroinjikace jsem vytahoval na ptistroji Narishige PC-10, pouzival jsem

borosilikatové kapilary s vnéjsim a vnitfnim prdmérem 1mm a 0,5mm. Vytahovani jehel
probihalo ve dvou krocich s maximalnim zdvazim, hodnoty heateru byly nasledujici

(hodnoty v zavorce byly pouzivany méné):

Heater 1: 55,8 (54,2)

Heater 2: 54,5 (55)

3.3.3 Priprava dZusovych misek a sklicek
4 gramy bakteriologického agaru jsem rozpustil ve 100 ml tmavého rybizového

dZusu, povafril 1 minutu a nalil do malych petriho misek. Sklicka jsem pfipravil opakovanym

namacenim do této smési, dokud nebyla na sklicku rovhomérna vrstva o tloustce asi 3mm.
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3.3.4 Mikroinjikace
Pro mikroinjikace jsem pouZzival integrazové linie octomilek TBX 0002 a TBX 0003.

Tyto linie obsahuji gen pro serinovou integrazu phiC31 pod kontrolou nanos promotoru, je
tedy exprimovana v kaudalni ¢asti embrya, kde se oddéluji budouci buriky zarodecné linie
dospélce. Dale obsahuji bud' sekvenci attP40 na druhém chromosomu (TBX 0002), nebo
attP2 na tretim chromosomu (TBX 0003). Po injikaci konstrukt( s odpovidajicim attB
mistem, integrdza provede rekombinaci mezi attB a genomovym attP a dojde k inserci

konstruktu do genomu (Bischof et al. 2007).

Integrazové linie octomilek (TBX 0002 a TBX 0003) byly chovany ve vialkach na
standartni cornmeal dieté&, nékolik dni pred injikacemi byly pfeneseny do valce na misky se
stejnou dietou a kvasnicovou pastou. Pfed injikaci jsem je nechal 2-3 hodiny rozklast na
dZusovych miskach bez pasty a s kapkou ethanolu. Po rozkladeni jsem tyto misky ménil
kazdou pllhodinu — stafi embryi pro injikace nesmi presahnout 1 hodinu, kdy uz zacina
celularizace. Embrya jsem promyl 96% ethanolem, stéteckem prenesl na dZzusové sklicko a
sefadil za sebe. Do jehly jsem nabral pomoci Eppendorf Microloader malé mnoZstvi
injika¢niho roztoku, upevnil do mikromanipulatoru, opatrné zlomil hrot jehly o sklicko a
pomoci strikacky injikoval roztok do kaudalniho konce embryi. Po skonéeni jsem gel kolem
embryi sefizl, pfenesl na agarové misky s ampicilinem a nechal inkubovat v 25°C. Po 24
hodinach jsem pomoci jehly vybral vylihlé prvni instary larev a opatrné je pfenesl po 20 do

standartnich cornmealovych vialek.

3.4 Krizeni

Konstrukty eGFP F a AdoR1 F jsem injikoval do linie TBX 0002, nachazeji se tedy na
druhém chromosomu (insert oznagen jako attP40’) eGFP R a AdoR1 R jsem injikoval do linie
TBX 0003 a lezi tedy na tfetim chromosomu (attP2”). Protoze integrazové linie obsahuiji
marker vermillion, ktery jim dava ¢ervenou barvu oka, musel jsem samce vzeslé z injikaci
zkfizit se samicemi white a vybirat samce, u kterych jsem pozoroval zménu barvy oka
expresi markeru miniwhite, coz znacilo pfitomnost transgenu. Zaroven jsem timto krokem

odsegregoval phiC31 integrazu, ktera by dale mohla zplsobovat nestabilitu genomu.
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3.4.1 Krizeni vytvorenych transgenti

y v phiC31 attP40* + + yvphiC31 + attP2* + +
S——i——® 3w~ ST ®fwi;+
w  attP40" 6\ w + attP2*
Yy’ o+ Yy'+' o+
eGFP F, AdoR1 F eGFP R, AdoR1R

Obr. 3.1: K¥iZeni pro ovéreni transgeneze a odsegregovani phiC31 integrdzy. Samci vzesli
z injikovanych embryi byli kfiZzeni s white samicemi a vzniklé samce jsem pozoroval na

zménu barvy oka, kterd byla v pfipadé Uspésné transgeneze svétle Zluta.

V nasledujicim kroku jsem vytvoril homozygotni linie pro inserty TALENG kfiZzenim

s balancerovymi chromosomy CyO a TM6B.

w., attP40*

w + attP2* + o+
® 9 6\ R ® 9 W; )
Yy’ CyO Yy’ + + +' TM6B
attP40* attP40* + attP2* + attP2*
S QWi T Q@ w;—;

Ccyo Ccyo +’ TM6B +’ TM6B

. attP40* w: + attP2*

" attP40* +’ attp2*

eGFP F, AdoR1 F eGFP R, AdoR1 R

Obr. 3.2: Ktizeni pro vytvoreni homozygotd s TALEN inserty, vlevo pro eGFP F a AdoR1 F,
vpravo pro eGFP R a AdoR1 R.
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Yz

Obr. 3.3: Samec s integrovanym TALEN konstruktem (heterozygot, vlevo) a rozdil mezi

heterozygotem a ¢ervenookym homozygotem, vpravo.

V nasledujicim kroku kfiZzeni na obrazku 3.4 jsem vytvofil dvojitého homozygota pro eGFP F

a eGFP R TALEN, tuto linii jsem poté pouZzival k indukci rGznymi Gal4 drivery.

_eGFPF + .+ eGFPR . Sco + .+ ActGal4
) ’_®Wi_’ WI I_® W)_J
eGFP F ™ + + eGFPR Cyo " + +° TM6B
_eGFPF_eGFPR o+ 4+
w; — ® w——;
+ + Cyo’ TM6B

_eGFPF_eGFPR® _eGFPF eGFPR
cyo ' TM6B ! ’ TM6B

)

Cyo

_eGFPF eGFPR
" eGFPF’ eGFPR

Obr. 3.4: K¥iZeni pro vytvoreni homozygota pro eGFP F a eGFP R TALEN. Samce a samice pro
treti krok jsem vybiral na zakladé rozdilu barvy oka — 2 kopie TALENu (a miniwhite markeru)

davaly ¢ervenou barvu oka oproti Zluté u jedné kopie.
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3.4.2 Krizeni pro rekombinaci GMR a ptc Gal4 s UAS-GFP

GMR Gal4 + ® UAS—-GFP +
GMR Gala’ + UAS—-GFP’ +
GMR Gal4 +

s g

9 UAS-GFP’ + Cyo " +

GMR Gal4—UAS—- GFP + ® GMR Gal4—UAS—-GFP +
)

Ccyo Cyo +

GMR Gal4 UAS—GFP +
GMR Gal4 UAS—GFP’ +

Obr. 3.5: Rekombinace GMR Gal4 driveru s UAS-GFP. Rekombinanti byli vybrédni ve tfetim

kroku podle GFP fluorescence oka. Stejnym zplsobem jsem provedl| rekombinaci ptc Gal4

v oblasti pleury.

3.4.3 Krizeni pro indukci eGFP TALEN1 Gal4 drivery

eGFPF eGFP R Q en Gal4 UAS—GFP + en Gald UAS-GFP + Qw o+ 4

eGFPF’ eGFPR en Gal4 UAS—GFP’ + en Gal4 UAS—GFP’ + "+ 4
eGFPF _eGFPR + o+

en Gal4 UAS—-GFP’  + en Gal4 UAS—-GFP’ +

vrv

Obr. 3.6: KtiZeni pro indukci eGFP TALENu pomoci engrailed Gal4 driveru a kontrolni kfizeni.

eGFPF eGFP R Q esg Gal4 UAS—GFP + esg Gal4a UAS—GFP + W + 4

eGFPF’ eGFPR Cyo "+ Ccyo - T4+
eGFPF ,eGFPR esg Gal4 UAS—-GFP +

esg Gal4 UAS—GFP’ + + =

Obr. 3.7: Ktizeni pro indukci eGFP TALENu pomoci escargot Gal4 driveru, byly vybirany larvy

vrv

s GFP fluorescenci. Kontrolni kfizeni vpravo.
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eGFPF eGFPR ® GMR Gal4 UAS—GFP + GMR Gal4 UAS—GFP + Q W'+ o+
eGFPF’ eGFPR GMR Gal4 UAS—GFP’ + GMR Gal4 UAS—GFP’ + '+ 4
eGFPF _eGFPR + +
GMR Gal4 UAS-GFP’  + GMR Gal4 UAS—GFP’ +

Vv

Obr. 3.8: K¥izeni pro indukci eGFP TALENu pomoci GMR Gal4 driveru a kfiZzeni pro kontrolu.

eGFPF eGFP R ptc Gald UAS—GFP _+ ptc Gald UAS—GFP _+ W_+ o+

eGFPF’ eGFPR ptc Gal4 UAS—GFP’ + ptc Gal4 UAS—GFP’ + "+ 4
eGFPF _eGFPR + o+

ptc Gal4 UAS—-GFP’  + ptc Gald UAS—GFP’ +

’

Obr. 3.9: KtiZeni pro indukci eGFP TALENu pomoci patched Gal4 driveru a kfizeni pro

kontrolu.

3.4.4 Krizeni AdoR1 TALENu

AdoR1F + Q + .+
AdoR1F’ + cyo’ TM6B
AdoR1F  + Q AdoR1F  +
cyo ’'TM6B cyo ’TM6B

AdoR1F  +
AdoR1F’ TM6B

Obr. 3.10: K¥izeni pro vznik homozygota pro AdoR1 F balancovaného TM6B na tretim

chromosomu.
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+ AdoRlR ® +
+’ AdoR1R Cyo TMGB

_+ AdoR1R AQOR1R o +  AdoR1R
cyo’ TM6B Cyo’ TM6B
+ AdoR1R

Cy0’ AdoR1R

vrv

Obr. 3.11: K¥izeni pro vznik homozygota pro AdoR1 R balancovaného CyO na druhém

chromosomu.

AdORLF, _+ (o * ,AdOR1R

AdoR1F’ TM6B Cy0’ AdoR1R

AdoR1F AdoR1R
cyo ' TM6B

Obr. 3.12: KfiZeni pro vznik balancovaného heterozygota pro AdoR1 F a AdoR1 R.

AdoR1F AdoR1R , enGal4 UAS—GFP +

cyo ' TMeéB ® en Gal4 UAS—GFP’ +
en Gal4 UAS—GFP . AdoR1R en Gal4 UAS—GFP Lt
Ccyo T+ cyo " TM6B

vrv

Obr. 3.13: KFizeni pro indukci AdoR1 TALENu engrailed Gal4 driverem, jedinci s genotypem

vpravo byli vybirani jako kontrola.

AdoR1F AdoR1R esc Gal4 UAS—GFP +

cyo ' TMeéB ® cyo "+
esc Gal4 UAS—GFP AdoR1R esc Gal4 UAS-GFP = +
Ccyo0 T+ Ccyo " TM6B

Obr. 3.14: K¥iZeni pro indukci AdoR1 TALENu escargot Gal4 driverem, jedinci s genotypem

vpravo byli vybirani jako kontrola.
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3.5 Ovéreni transgennich octomilek

3.5.1. Izolace genomové DNA
K izolaci genomové DNA jsem rozdrtil 10 octomilek ve 400ul SNET pufru o sloZeni:

20mM Tris-Cl pH 8,0

5mM EDTA pH 8.0

400mM NaCl, 1% SDS (w/v)
proteinaza K (400ug/ml)
RNéaza A (40ug/ml)

Inkuboval jsem 4 hodiny v 55°C za ob¢asného michani, poté jsem provedl standartni fenol-
chloroformovou extrakci. DNA jsem vysrazel pfidanim 1/10 objemu acetatu sodného a
stejného objem isopropanolu, promyl 70% ethanolem a rozpustil v 200ul TE pufru (10 mM

Tris-HCI; 1 mM EDTA; pH 8,0), kvalitu jsem ovéfil pomoci agarové elektroforézy.

3.5.2 PCR ovéreni transgent
Primery

TALEN_F2  ATGCACTGACGGGTGCCCC
TALEN_R2 TCCATGGCAGGACGTCCGC

Tuto PCR jsem provadél trikrat s teplotami annealingu 59°C, 60°C a 61°C.

PCR program:

94°C  4min

94°C  30s

59-61°C 30s 35x
72°C  150s

72°C  10min

3.6 Mikroskopie

Larvy pozdnich 3. instar( (96-120 hodin po nakladeni) byly pitvany pomoci dvou
mikropinzet velikosti 5 v PBS pufru. Pozorovani fenotypl vSech dospélct a tkani na obrazku
4.26 jsem provadél pomoci stereo mikroskopu OLYMPUS SZX 12 s normalnim osvétlenim
nebo fluorescenci. Fenotypy kfidel jsem pozoroval u dospélc mladsich 2 hodin

invertovanym mikroskopem OLYMPUS IX71 pomoci DIC a fluorescenéni mikroskopie.
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3.6.1 Priprava vzorku ke konfokalni mikroskopii
Larvy byly vypitvany v PBS pufru a prfeneseny do zkumavek s PBS na led. Nejdéle po

20 minutach jsem PBS odsal a pridal fixacni roztok (4% formaldehyd (v/v), 5 mM EGTA v 1x
PBS) a inkuboval 20 minut v pokojové teploté. Poté jsem fixacni roztok odsal, tfikrat vzorky
promyl methanolem a nechal v ném inkubovat pres noc v -20°C. Rehydrataci jsem provadél
pomoci PBT pufru (PBS s0,3% Triton-X), vzorky jsem promyl 2x sinkubaci 20 minut
v pokojové teploté, pfi poslednim promyti jsem k PBT pfidal DAPI v poméru 1:10 000 a
inkuboval 30 minut. Poté jsem PBT s DAPI opét nahradil PBT a tkané prenesl do kapky
mounting media na sklicko, hotovy prepardt jsem zalakoval proti vyschnuti. Ke konfokalni
mikroskopii byl pouzit OLYMPUS FluoView FV1000 Laser scanning microscope

(http://www.olympus-global.com). K analyze fotografii z konfokalniho mikroskopu byl

pouZzit program Imagel, slozené fotografie na obrdzku 4.21 byly vytvoreny pomoci Image)

stitching pluginu (Preibisch, Saalfeld, and Tomancak 2009).
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4. Vysledky

4.1 Design TAL nukleaz

TALENy byly navrZeny pomoci online nastroje TAL Effector Nucleotide Targeter 2.0
(TALE-NT) (Doyle et al. 2012), ktery umoziuje navrh TALENu proti libovolné sekvenci DNA.
Z navrhovanych TALENU byly vybrany takové, které se vazaly na pocatky obou gen, coZ po
opravé zlomu dava vétsi Sanci pro posunové nebo nonsense mutace, které postihnou
velkou c¢ast genu. AdoR1 TALEN byl navrzen tak, aby cilil sekvenci na zacatku 4. exonu AdoR
receptoru, kterd se nenachazi u linie adoR mutanta, kterého pouzivdame pti experimentech
zdbOvodu delece. To by ndm v pfipadé kombinace AdoR1 TALENu sadoR mutaci
poskytovalo mozZnost zesilit efekt potlaceni AdoR, v pripadé, Ze by efektivita TALENG nebyla

dostatecné velka.

Na obrdazku 4.1 je schématické znazornéni TALENU pro eGFP a AdoR a sekvence, na
kterou nasedaji jednotlivé RVD moduly (NN, HD, NG, a NI). Kazdy se skladd z Forward a
Reverse Casti, uprostied se nachazi 15 a 18 bazové spacery, ve kterych Fokl nukleaza
provadi Stépeni. Obrazek 4.2 znazornuje pozice Stépeni v genech pro eGFP a AdoR receptor.

eGFPF
NHNNHNNHHNHNNHHHHN
NDGGDINDDNDGIDDDDN
FEErrrrrrrrrrrrrnl
TGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCA
ACGAAGTCGGCGATGGGGCTGGTGTACTTCGTCGTGCTGAAGAAGTTCAGGCGGT

FEErrrrrrrrrrrrrrrrd
NNHNNNNNNNNNNHNNNHNN

GNDGNIINIINGGDINNDNN
eGFP R
AdoR1F
NNHHNNNNNHNNNHNNNNHN
NGDDIGGIGDNGNDGNGGDG

FErrrrerrrrerrrrrrrd
TGTCCATTATCGTGCTGTTCTTTATGATCTGCTGGATACCGCTCTATACGATCAACTGCA

ACAGGTAATAGCACGACAAGAAATACTAGACGACCTATGGCGAGATATGCTAGTTGACGT

FEErrrrrrrrrerrrrrd
NHNNNNNNNNHNNNNNNNHN

NDNINIGIGNDGINGGNIDN
AdoR1R

Obr. 4.1: Rozpoznavaci sekvence pro oba TALENy spolu s RVD moduly vazajicimi se na

jednotlivé baze. Nahore eGFP, dole AdoR1 TALEN.
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eGFP

1 211-265 717

GCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCC

AdoR

30 149 606 * 30134856

AdoR1 RA/RB

. T -
CHHIEH ]

NP 651772.1

GTCCATTATCGTGCTGTTCTTTATGATCTGCTGGATACCGCTCTATACGATCAACTGC

Obr. 4.2: Pozice stépeni TALENUG v genech eGFP a AdoR. eGFP TALEN je navrzen k vazbé na
sekvenci od mista kodujiciho 70. AK a dél, vzhledem k tomu, Ze se eGFP lisi od GFP pouze
Upravami F64L a S65T, by mél TALEN stépit i GFP s jinak stejnou kédujici sekvenci. AdoR1
TALEN je navrZen, aby se vazal na sekvenci na zacatku 4. exonu dvou nejcastéjsich variant
adenosinového receptoru RA a RB. Svislé cervené linie znadi 77bp deleci adoR u mutantni
linie, kterou vyuZivdme pfi experimentech, linie uprostfed znaci vazebné misto pro AdoR1

TALEN.



4.2 Priprava TAL nukleaz

Cilem této Casti prace bylo ptipravit integrazové vektory s TALENy proti sekvencim
eGFP a receptoru AdoR Drosophily. Jejich pfiprava se skladala ze 3 ¢asti, které jsou
znazornény na obrazku 4.3. V prvni ¢asti (GoldenGate reakce #1) bylo tfeba slozit
dohromady sekvence jednotlivych RVD modull z modulovych plasmid( ve spravném poradi
do array plasmidu. RVD modul kdduje jedno opakovani DNA vazebné domény TALENu,
jejich spojenim za sebe jsem tedy ziskal poloviny Forward i Reverse TALENG, oznadené jako
FA, FB a RA, RB. Ve druhé ¢asti (GoldenGate reakce #2) se tyto poloviny spojily k sobé a bylo
pfipojeno posledni opakovani —tzv. Last Repeat RVD modul, ktery je o nékolik AK kratsi.
Tyto casti byly sloZzeny do pTal3 backbone plasmidu, ktery uz obsahuje okolni 5" a 3’
sekvence, vysledkem je tedy hotovy Forward nebo Reverse TALEN. Plasmid pTal3 je ale
navrZen jako kvasinkovy expresni vektor, poslednim krokem pfipravy tedy bylo zaklonovani
TALENG do vektoru pattb-NE3, ktery obsahuje nezbytné sekvence pro integraci do genomu

octomilky.

TALENYy byly vytvofeny pomoci Golden Gate TALEN assembly kitu (Addgene),

protokol je modifikovana verze navodu publikovaného v (Cermak et al. 2011).

Pfi pripravé vektor( s TALENy byla vyuZita GoldenGate technika, ktera vyuziva
toho, Ze nékteré restrikéni enzymy Stépi mimo jejich rozpozndavaci sekvenci, ktera tedy
muzZe byt libovolna. Jednotlivé previslé konce vystépovanych fragment( i cilovych plasmidi
tedy byly navrzeny tak, aby v jedné reakci zligovaly pouze jednim poZzadovanym zplsobem,
coz vyrazné zvysSuje efektivitu klonovani. Po spravné ligaci také dochazi k zaniku ptvodnich

restrikénich mist, hotovy produkt tedy neni dale Stépen.
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LTPDQVVAIASNNGGKQALETVQRLLPVLCQDHG

[rvor -
modulové

l GoldenGate reakce #1
RVD 1-10
T »
FA FB
ax e — g e mA
[ { spec | I RB R
array
FA plasmidy FB
RVD 1-10 RVD 11-19 RVD 20
LT IIIIIIIIILI]
Last Repeat
pFusA + pFusB9 plasmid
[ | spec | I spec spec
1, GoldenGate reakce #2
f;l TALENF /R B backbone
AN ] 110 [ 1119 JffTAC | Fokl plasmid
2x pTal3 —> F, R
|| amp || || HIS ||
l klonovani do vektoru
‘ pattb-NE3
! TALENF /R K
TAL-N’ 1-10 | 11-19 I TAL-C’ | Fokl
integrazovy
pattb-NE3 vektor

miniwhite |—| amp

Obr. 4.3: Celkové schéma pfipravy jednoho TALENu. 4 GoldenGate reakce #1 daji vzniknout

polovinam TALENU (zde znazornén TALEN s 20 RVD moduly, jejich pocet se ale mUze lisit)

FA, FB a RA, RB. Jejich orientace v hotovém TALENu spolu s Fokl nukledzami je znazornéna

v horni ¢asti obrazku. GoldenGate reakce #2 probihd 2x — pro spojeni FA s FB a RA s RB,
pfitom je ptipojen i Last Repeat. Nasleduje klonovani do integrazového vektoru restrikci

enzymy Notl (N) a BbvCl (B) v 5’ a 3’ oblastech, které jsou stejné pro vSechny TALENy.
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4.2.1 GoldenGate reakce #1
Prvnim krokem v ptipravé TALENU bylo sloZzeni modult s jednotlivymi RVD ve

spravném poradi do array plasmid( pFUS_A a pFUS_B#. Sekvence téchto modull se nachazi
na plasmidech pHD, pNG, pNN, pNI, v kitu je kazdy z téchto plasmidd 10x, oznacen cislem 1
az 10, které udava poradi, jaké budou mit jednotlivé RVD moduly po sloZeni v array
plasmidu. Array plasmid je stejny pro FA a RA reakce — pFusA, pro FB a RB reakce se vybira
array plasmid pFusB#, Cislo plasmidu odpovida poctu opakovani, které bude obsahovat (zde

pFusB7 a pFusB9).

Plasmidy byly smichany do reakci podle tabulky 4.1, déle byl pfidan enzym Bsal,
ktery vystépil RVD moduly, které se diky komplementarnim presahim spojily a vlozily do
array plasmidd, ze kterych Bsal vystépila LacZ fragment. Vysledkem téchto reakci tedy byly
sekvence polovin DNA vazebnych domén obou TALENU oznacovanych jako FA a FB
(forward) a RA a RB (reverse), jak je znazornéno na pfikladu eGFP TALENu na obrazku 4.5.

Schéma vlastni reakce je na obrazku 4.4.

Tab. 4.1: Plasmidy pouzité pro GoldenGate reakce #1. Vlevo je uveden nazev reakce, ¢islo

oznacuje poradi daného RVD modulu v array plasmidu, ktery je uveden vpravo.

array
plasmid

FA(1-10) | pNN1 | pHD2 | pNG3 | pNG4 | pHD5 | pNI6 | pNH7 | pHDS | pHD9 [pNN10| pFusA

eGFP 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

FB (11-17)| pHD1 | pNG2 | pNI3 | pHD4 | pHD5 | pHD6 | pHD7 pFusB7

RA (1-10) [ pNN1 [ pNN2 | pHD3 | pNN4 | pNN5 | pNI6 | pHD7 | pNG8 | pNG9 [pNN10[ pFusA

RB(11-19) | pNI1 [ pNI2 | pNN3 | pNI4 [ pNI5 | pNN6 | pNG7 | pHD8 | pNN9 pFusB9
array
AdoR1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 i
plasmid

FA(1-10) | pNN1 | pNG2 | pHD3 | pHD4 | pNI5 | pNG6 | pNG7 | pNI8 | pNG9 | pHD10| pFusA

FB(11-19) | pNN1 | pNG2 | pNN3 | pHD4 | pNG5 | pNN6 | pNG7 | pNGS | pHD9 pFusB9

RA (1-10) | pNN1 | pHD2 | pNI3 | pNN4 | pNG5 | pNG6 | pNN7 | pNIS | pNG9 | pHD10| pFusA

RB(11-19) | pNN1 | pNG2 | pNI3 | pNG4 | pNI5 | pNN6 | pNI7 | pNN8 | pHD9 pFusB9
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Bsal Bsal Bsal Bsal Bsal Bsal
ggtctenCTAT TGngagacc ggtctenCATG ngagacc ggtctenGCTC GCGngagacc
RVD1 RVD2 RVD10
ccagagnGAT. GTACnctctgg ccagagnGTA ctctgg ccagagnCGA CCGCnctctgg
PNN1
— e —
TetR | TetR
et 1 TetR 1 [

+
Esp3l Bsal Bsal Esp3l

* ggtctcenCTAT -LacZ [cGCGngagacc -
ccagagnGATA CCGCnctctgg

pNG2 pHD10

pFus_A
pFus_B#

I| SpecR Il

|

FA, FB; RA, RB

Esp3l Esp3l
RVD1 | RVD2 ’ RVD3 ‘ RVD4‘ RVDS ‘ RVD6 ’ RVD7 ‘ RVDS8 | RVD9 |[RVD10
pFus_A
pFus_B#
[c o]
SpecR
LoPect |

Obr. 4.4: Schéma GoldenGate reakce #1. RVD moduly jsou vystépeny enzymem Bsal a
ligovany do array plasmidu pFusA a pFusB# misto LacZ. Okolni sekvence array plasmid

obsahuiji restrikéni mista pro Esp3l, kterymi se moduly vystépi v GoldenGate reakci #2.

eGFPF
[ FA (1-10) | FB(11-18) |-/.

TGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCA
ACGAAGTCGGCGATGGGGCTGGTGTACTTCGTCGTGCTGAAGAAGTTCAGGCGGT

‘/{ RB(11-20) | RA(1-10) |
eGFP R

Obr. 4.5: Schéma rozdéleni DNA vazebnych domén TALENU na 2 ¢asti klonované zvlast.

Po skonceni restrikce a ligace v termocykleru jsem jednotlivé reakce transformoval
do kompetentnich bakterii, vysel na LB misky se spectinomycinem a X-Gal a inkuboval v
37°C ptes noc, poté jsem vybral nékolik bilych kolonii k otestovani PCR s primery pCR8 F1 a
pCR8_R1. ProtoZe jsou sekvence TALENU sérii repetic o 102 bazich, které se od sebe lisi
pouze v kdédu pro 2 AK (RVD), pti amplifikaci dochazi ke sklouzavani polymerdzy a

nasledujicimu Spatnému parovani templatu a nové syntetizovaného vlakna. To pti agarové
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elektroforéze vytvari Smouhu a efekt Zebfiku viditelny ve spodni ¢asti gelu, coZ je také

vétsinou znak spravného klonu (pruh o spravné velikosti nemusi byt viditelny).

4.2.2 PCR ovéreni GoldenGate reakce #1

2kb 2kb

1kb 1kb

Obr. 4.6: Ovérovaci PCR GoldenGate reakce #1 pro eGFP, spravné klony, které jsou pouzity
pro dalsi reakce jsou oznaceny Cisly: eGFP FA 42 (1247 bp) eGFP FB 47 (963 bp), eGFP RA 53
(1247 bp), eGFP RB 120 (1167 bp).

2kb

2kb 1kb

1kb

Obr. 4.7: Ovérovaci PCR GoldenGate reakce #1 pro AdoR1. Dale pouzité spravné kolonie
jsou oznaceny Cisly: AdoR1 FA 2 (1247 bp) AdoR1 RA 13 (1247 bp), AdoR1 RB 20 (1167 bp)
AdoR1 FB 70 (1167 bp).

Ze spravnych kolonii jsem nasadil miniprepy, vyizoloval plasmidovou DNA a poutZil

ji k nasledujicim reakcim.
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4.2.3 GoldenGate reakce #2
Cilem této reakce bylo vystépeni fragmenti FA; FB a RA; RB z array plasmidd,

pfipojeni posledniho zkraceného Last Repeat RVD modulu a vloZeni do backbone plasmidu
pTAL3, ktery obsahuje okolni 5’ a 3’ sekvence TALENu s NLS a Fokl nukledzou. Vysledny
produkt je tedy kompletni forward (F) nebo reverse (R) TALEN. Plasmidy byly smichany do

ligacnich reakci podle tabulky 4.2, schéma reakce je na obrazku 4.8.

Tab. 4.2: Plasmidy pouzité pro GoldenGate reakce #2. Vlevo je nazev reakce, dale jsou

uvedeny pouZité ¢asti TALENU v pFusA a pFusB plasmidech, LR a backbone plasmid.

reakce pFusA pFusB Lan);(aI::enpizat bs; I;I:irc;e
eGFP F eGFP FA eGFP FB pLR-NH pTal3
eGFP R eGFP RA eGFP RB pLR-NG pTal3
AdoR1F AdoR1 FA AdoR1 FB pLR-NG pTal3
AdoR1R AdoR1 RA AdoR1 RB pLR-NH pTal3
FA /RA FB/RB Last Repeat
Esp3l Esp3l Esp3l Esp3l Esp3l Esp3l
e Iy e ] S P e N - I e
pFus_A pFus_Bi PLRH
+
Esp3l Esp3l
TAL-N' \ZC—Ggfl:g:gi;Z lacz ;z;;;;:% TAL-C' | Foki
pTal3

eGFP F/R AdoR1 F/R

T RRRRRRRRRRRRRRRRARE T

Obr. 4.8: Schéma GoldenGate reakce #2. Domény jsou vystépeny enzymem Esp3l a spojeny
FA s FB a RA s RB, je pfipojen Last Repeat modul a probihd ligace do backbone plasmidu
pTal3 nahrazenim fragmentu LacZ. Vznikaji tak TALENy eGFP F, eGFP R, AdoR1 F a AdoR1 R.
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Po skonceni restrikéné ligacni reakce v termocykleru jsem reakce transformoval do
kompetentnich bakterii, vysel na LB misky s ampicilinem a X-Gal a inkuboval v 37°C pfes

noc, poté jsem vybral nékolik bilych kolonii k nasledujicimu ovéreni.

4.2.4 PCR ovéreni GoldenGate reakce #2

Obr. 4.9: Ovéreni insertu TALENG v pTal3 vektoru, dale pouZzité spravné kolonie jsou
oznaceny Cisly: eGFP F3 (2051 bp), eGFP R11 (2255 bp), AdoR1 F14 (2255 bp), AdoR1 R20
(2255 bp).

Ze spravnych kolonii jsem nasadil miniprepy, vyizoloval plasmidovou DNA a pouzil ji k

nasledujicim reakcim.

4.2.5 Klonovani do vektoru pattb-NE3
Poslednim krokem bylo zaklonovani hotovych TALENG do integrazového vektoru

pattb-NE3. Ten obsahuje promotorovou sekvenci 5xUAS, marker exprese miniwhite, ktery
po integraci do genomu navraci white octomilkdm barvu odi, sekvenci attB pro integraci do
genomu pomoci integrazy phiC31 a ampicilinovou rezistenci. Do tohoto vektoru byly dale
metodou In-Fusion klonovéni vloZzeny 5" a 3" sekvence obklopujici TALEN — N a C terminalni
sekvence a sekvence pro Fokl nukledzu. Tyto sekvence jsou stejné i v pTal3 vektoru

s TALENy, restrikci jsem tedy provedl pomoci enzym( BbvCl a Notl, které Stépi pouze

v téchto mistech, jak je znazornéno na obrazku 4.10.
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Notl BbvCl
| eGFP F/R AdoR1 F/R l

TAL-N’ TAL-C Fokl
pTal3
HIS3 AmpR
‘\Noﬂ Bbvc,!’
\‘\I I”,'
TAL-N’ |— LacZz }— TAL-C’ Fokl
pattb-NE3
miniwhite AmpR

Obr. 4.10: Schéma klonovani TALENUG do integrazového vektoru pattb-NE3.

Nejdrive jsem provedl restrikci plasmidd pTal3 s ¢astmi TALENG eGFP F, eGFP R,
AdoR1 F a AdoR1 R a prazdného integrazového vektoru pattb-NE3 enzymy Notl a BbvCl.

Jednotlivé restrikce jsem rozdélil pomoci agarové elektroforézy, kterd je na obrazku 4.11.

AF14 AR20 eF3 eR11l F14

9730

1523

Obr. 4.11: Restrikce pTal3 vektor(i s TALENy a prazdného integrazového vektoru pattbNE3
(1-4) enzymy Notl a BbvCl. Zleva: AdoR1 F14 (3121 bp), AdoR1 R20 (3121 bp), eGFP F3 (2917
bp), eGFP R11 (3121 bp). F14 je nestépeny pTal3 plasmid s AdoR1 F (9128 bp), 1x —

linearizovany integrazovy vektor (11 253 bp).
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Vystépené fragmenty z pTal3 vektorl s TALENy (vlevo, velikosti fragment’ 2917 bp
a 3121 bp) a oteviené integrazové vektory (vpravo, fragmenty velikosti 9730 bp) jsem
z gelu vyfrizl a vyizoloval DNA, poté jsem pfipravil 4 ligacni reakce, fragmenty s TALENy
AdoR1 F, AdoR1 R, eGFP F, eGFP R jsem smichal s otevienym integrazovym vektorem a

nechal pies noc ligovat v 4 °C.

Ligacni reakce jsem poté transformoval do kompetentnich bakterii, vysel na LB
misky s ampicilinem a X-gal a nechal inkubovat pres noc v 37°C. Poté jsem vybral nékolik
bilych kolonii a ovéfil pomoci PCR s primery Seq TALEN 5-1 a TAL_R2, kterd je na obrazku
4.12.

4.2.6 pattb-NE3 ovéreni #1

2,5kb
2kb

504

Obr. 4.12: PCR ovéreni klon( v integrazovém vektoru. Spravné klony vybrané k dalSimu
ovéreni jsou oznaceny Cisly: eGFP F50. (1898 bp) AdoR1 F1. (2102 bp) a AdoR1 F7. (2102
bp) NE3 — amplifikace z prdzdného pattb-NE3 vektoru (504 bp, oznaceno Sipkou). Tyto
klony byly (spolu s dalsimi) ovéfeny podruhé v ndsledujici PCR, kde jsou oznaceny stejnymi

Cisly jako zde.
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4.2.7 pattb-NE3 ovéreni #2
Na ndsledujici ovéreni jsem poutzil primery TAL_F1 a TAL _R2, které amplifikuji

TALENYy z vektor( pTal3 i pattb-NE3 a davaji stejné velikosti fragmentd. Podminky reakce
jsou shodné s PCR ovérenim GoldenGate reakce #2. Z klon( na obrazku 4.13 oznacenych
¢islem jsem nasadil miniprepy, vyizoloval plasmidovou DNA, spravnost insert( jsem dale

ovéroval restrikénimi reakcemi.

F14 R20

1,5kb

NE3 F3 R11 X

1,5kb

657bp

Obr. 4.13: PCR ovéreni klonl v integrazovém vektoru. Klony eGFP R9 a eGFP R11 (2255 bp),
eGFP F50. a eGFP F55. (2051 bp), AdoR1 F1. a AdoR1 F7. (2255 bp), AdoR1 R60 a AdoR1 R61
(2255 bp) byly vybrany k ovéreni restrikci. NE3 — amplifikace prazdného pattb-NE3 vektoru
(657 bp). F14, R20, F3, R11 — kontrolni amplifikace TALENU z pTal3 vektoru (2051 pro F3,
2255 bp pro F14, R20 a R11), X — negativni kontrola.
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4.2.8 Restrikce Ncol

Pomoci této restrikce jsem ovéfil spravnost insertu TALENU v integrazovém

vektoru. Touto restrikci bylo mozné odlisit spravny insert v integrazovém vektoru od insertu

v pfedchozim pTal3 vektoru a od prazdného integrazového vektoru. Velikosti fragment

pro jednotlivé plasmidy jsou v tabulce 4.3., restrikéni mapa pro pattb-NE3 s insertem je na

obrazku 4.15.

5.9 11 F14 NE3
10kb
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Tab. 4.3: Velikosti fragment( po
restrikci Ncol

pattb-NE3 pTal3 prazdny

insert insert | pattb-NE3
(1-61) (F14) (NE3)

6687 bp | 6726 bp | 6687 bp

3762 bp 405 bp 3762 bp
405 bp 161bp | 804 bp
161 bp 102 bp

102 bp

Obr. 4.14: Restrikce integrazovych vektor s TALENy enzymem Ncol. Zleva AdoR1 F1.,F7;

AdoR1 R60, R61; eGFP F50., F55.; eGFP R9, R11. F14 — AdoR1 F v pTal3 vektoru, NE3 —

prazdny pattb-NE3 vektor. Ncol $tépi i uvnitf repetitivnich sekvenci TALENU, fragmentl o

velikosti 108bp se tedy z jednoho plasmidu vystépi 18 (u eGFP F 16). Podtrzené spravné

klony jsem pouzil pro transgenezi.
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PFthio1 C-term "'\‘

3762 bp ;’f Fokl

| 8y patth-NE3 with TALEN
12,851 bp

6687 bp

Obr. 4.15: Mapa restrikce integrazového vektoru pattbNE3 s insertem TALENuU enzymem
Ncol, restrikéni mista jsou zndzornéna ¢erné na vnitini strané, kolem jsou uvedeny
vzdalenosti mezi nimi. Z prazdného integrazového vektoru se misto repetic vystépi pouze
Usek s LacZ (804 bp), pTal3 vektor neobsahuje miniwhite, takZe stépi pouze v5' a 3’
oblastech TALENu a v repeticich. Obrdzek byl vytvoren programem Geneious 7 (Kearse et

al. 2012).



4.2.9 Restrikce EcoT221
Tuto restrikci jsem pouZil jako dodatecné ovéreni spravnosti insertd, tento enzym

Stépi bliz sekvencim TALENU, Ize tedy |épe poznat rozdil mezi kratSimi eGFP F fragmenty a
delsimi eGFP R, AdoR1 F a AdoR1 R fragmenty. Velikosti fragment( pro tuto restrikci jsou

v tabulce 4.4, fragmenty za lomitkem jsou pro plasmid s kratSim konstruktem eGFP F.

Tab. 4.4: Velikosti fragmentt po restrikci EcoT22I.

pa'tthE3 pTal3 insert prazdny

insert (F14) pattbNE3
(1-61) (NE3)

8792 bp 4479 bp 8792 bp
2497/2295 bp | 2497/2295 bp 899 bp
836 bp 980 bp 836 bp
726 bp 836 bp 726 bp

336 bp

[ 1. T /ANSbUNOIEERa Y DL F14  NES |
B ™
[ y <L) [~
I 2 Tt & i
T L ] T B o o |
| W T RN A 4 ¢ 3 I B . TS 3792
.. = 0 s ST oTs. EEEsE sk 4479
[ R T N R . W e
TS 020 T o e i s e

3kb

250 3431
IR 0 s, e

W  §32

728

Obr. 4.16: Restrikce kloni enzymem EcoT22I. Zleva AdoR1 F1. a F7., AdoR1 R60 a R61, eGFP
F50. a F55., eGFP R9 a R11. F14 — AdoR1 F v pTal3 vektoru, NE3 — prazdny pattb-NE3 vektor,
Sipkou jsou oznaceny jeho malé fragmenty (899-728 bp). Podtrzené spravné klony jsem

pouzil pro transgenezi.
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4.2.10 Ovéreni transgeneze octomilek
Klony eGFP F50., eGFP R11, AdoR1 F1. a AdoR1 R60 davaly pfi vSsech ovérenich

spravné velikosti fragmentd(, z téchto kolonii jsem tedy nasadil midiprepy, vyizoloval
plasmidovou DNA, opét ovéfil restrikci a pripravil k injikaci. Plasmidy s TALENy jsem
injikoval do embryi integrazovych linii octomilek TBX 0002 a TBX 0003 s attP misty na
druhém a tfetim chromosomu. Konstrukty eGFP F a AdoR1 F se nachdzi na druhém

chromosomu, konstrukty eGFP R a AdoR1 R na tfetim.

Vsechny linie pouZité pfi mych experimentech jsem ovétil pomoci PCR na
pfitomnost TALENG v genomu, pouZil jsem gradient teplot annealingu 59°C-61°C. Na
obrazku 4.17 je PCR z homozygotl pro jeden TALEN (forward nebo reverse), ovéfil jsem
nékolik samostatnych linii insert( oznacenych ¢islem. Na obrazku 4.18 byly otestovany linie
dvojitych homozygotll eGFP F eGFP R (1-3), jsou zde tedy pfitomné 2 produkty, z nichz
kratsi je pro eGFP F TALEN.

2 3-4 w X p ptw

3kb

2kb
1,5kb

Obr. 4.17: Ovéreni spravné transgeneze octomilek pomoci PCR. 1: AdoR1 F13 (2125 bp), 2:
AdoR1 R5 (2125 bp), 3: eGFP F7 (1921 bp), 4: eGFP R5 (2125 bp), w: kontrolni linie white
bez insertu, bez produktu (fragment pfi teploté 59°C je nespecificky a mizi pfi vyssi teploté)
X: negativni kontrola, p: pozitivni kontrola — plasmid s eGFP R, p+w: stejny plasmid

s pfidanou genomovou DNA z white.
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1.2 0 3 A ssrawW S ERES s R SRS w12 - 3 04 5 e W

3kb
2kb

Obr. 4.18: Ovéreni spravné transgeneze octomilek pomoci PCR. 1-3: eGFP F; eGFP R
homozygoti (2125 bp a 1921 bp), 4: eGFP F21, 5: eGFP F23 (1921 bp), w: kontrolni linie

white.
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4.3 Charakterizace fenotypii indukce eGFP TALENu

K ovéreni efektu exprese eGFP TALENu na tkanové specifickou mutagenezi genu
pro eGFP jsem jej kfiZil spolu s nékolika liniemi Gal4 driverd, které mély zaroven sekvenci
UAS-GFP na stejném chromosomu. Gal4 driver tedy aktivoval jak expresi TAL nukledzy, tak
eGFP. PoZzadovany efekt vypinani exprese GFP jsem porovnaval s kontrolou, ktera se lisila
absenci TAL nukledzy a zachytil pomoci konfokalni, fluorescencni a svételné mikroskopie.

Modfre jsou obarvena jadra bunék pomoci DAPI, zelena je fluorescence GFP.

eGFP F eGFP R + +
; en+TAL — = en
en Gal4 UAS—GFP + en Gal4 UAS—GFP "+
eGFPF eGFPR + +
; esc+TAL PP ——— esc
esc Gal4 UAS—GFP + esc Gal4 UAS—GFP " +
eGFP F eGFP R + +
; ptC+TAL —_—, ptc
ptc Gal4 UAS—GFP + ptc Gal4d UAS—GFP " +
eGFP F eGFP R + +
; GMR+TAL ;= GMR
GMR Gal4 UAS—GFP + GMR Gal4 UAS—GFP " +

en Gald UAS—GFP AdoR1R en Gal4d UAS—GFP  +
; en+AdoR1 R ;
cyo + cyo TM6B

en+CyO

esc Gal4 UAS—GFP AdoR1R esc Gal4 UAS—GFP +
; esc+AdoR1 R ;
Cyo + Cyo TM6B

esc+CyO

Obr. 4.19: Genotypy octomilek v nasledujicich experimentech a jejich oznaceni v textu.

V levém sloupci indukce TALENU, v pravém kontrola.
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4.3.1 Engrailed Gal4
Indukce eGFP TAL nukledzy engrailed Gal4 driverem nevedla kviditelnému

zhasinani GFP v ktidelnich i jinych imaginalnich discich, jak je vidét na obrazku 4.20, pficemz
jejich morfologie ani velikost nebyla negativné ovlivnéna. Zhasinani GFP se ale silné
projevilo na pruzich voblasti hranic parasegmentl larev, viz obrazek 4.21. Absence
fluorescence je patrna zhruba u 70% bunék v téchto pruzich. Fluorescence kfidel u dospélct
byla jiz viditelné zredukovana a nebyl zde pfitomny ostry predél fluorescence mezi dorsalni
a ventralni ¢asti kfidla, jako u kontroly. Fluorescence ¢asto ustupovala aZ za tuto hranici,
byla velmi rozptylena a fragmentovana, u asi 25% dospélcli nebyla v kfidlech ptitomna
vibec, nebo jen slabé ve ventralni Zilnatiné. Kfidla dospélcli byly mensi asi o 17% oproti
kontrole a byly u nich patrné defekty. Kfidla byla ¢asto zmackana, popraskand nebo
vakuolizovand, obcas byl viditelny predél téchto poskozeni podél dorso-ventralni linie délici
expresi Gal4d driveru, jak je vidét na obrazcich 4.22 vpravo dole a 4.23 B. Posterior cross-
vein u kfidel chybéla a cévy L4 azZ L6 byly vice ¢i méné zdeformované, okrajové chloupky
Casto chybély, nebo rostly nepravidelné. Pifekvapivé, spravny vyvoj nohou se zdal byt

nenarusen i presto, Ze se zde engrailed Gal4 exprimoval.

Dospélci byli ve vyvoji opozdéni asi o 1-2 dny oproti kontrole a vykazovali vyvojové
poruchy viditelné nejvice v dorsalni ¢asti abdomenu, kde byly naruseny hranice jednotlivych
segmentl a pruhy u téchto hranic, které byly tenci a preryvané. Rast chloupkl v téchto
mistech byl nepravidelny a smér rlstu se ¢asto odchyloval od anterio-posteriorniho (obr.

4.23 A, C), chloupky na humeru chybély Uplné, jak je vidét na obrazku 4.23 D vpravo.
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en+TAL

en+TAL

Obr. 4.20: Efekt indukce eGFP TALENu na fluorescenci kfidlenich diskd.
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Obr. 4.21: Efekt indukce eGFP TALENu engrailed Gal4 driverem na fluorescenci pruht na

kutikule. Vlevo engrailed, vpravo engrailed + eGFP TALEN.
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en+TAL

en en+TAL

Obr. 4.22: K¥idla s indukovanym eGFP TALENem engrailed Gal4 driverem (vpravo). L4, L5 a

pcv (posterior cross vein) - cévy které chybi, nebo jsou po indukci deformované.
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Obr. 4.23: Fenotyp dospélci s eGFP TALENem indukovanym engrailed Gal4 driverem.

Sipka oznacduje absenci chloupkél na humeru u dospélce s indukovanym TALENem.

4.3.2 Escargot Gal4
Indukce eGFP TAL nukledzy escargot Gal4 driverem méla za nasledek viditelné

zhasinani GFP fluorescence viceméné ve vSech tkdnich s GFP expresi. Efekt byl nejlépe
viditelny na slinnych Zlazach, kde dochazelo k poklesu fluorescence u asi 40-85% bunék.
Intenzita fluorescence u diskl klesala rovnomérné, nebyly zde patrné vétsi klony bunék bez
GFP, mutageneze tedy zfejmé probihala na Urovni jednotlivych bunék poté, co byl jiz zaklad
disku vytvoren. Efekt indukce TALENu mél ziejmé urcity negativni efekt na vitalitu —
dospélcl s escargot Gal4 driverem se lihlo velmi malo, asi jen 1/10 oproti jedincim bez
Gal4 driveru, ve vialkach jsem ale nepozoroval vétsi mnozstvi uhynulych kukel nebo larev.
Dospélci se lihli se zpoZzdénim asi 2 dny a objevovaly se u nich zdvazné vyvojové defekty
v dorsalni ¢asti abdomenu. Svrchni vrstva kutikuly byla poSkozena a odlupovala se, hranice

segmentl netvofily ostré hrany a splyvaly.
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esc+TAL

esc+TAL

Obr. 4.24: Efekt indukce eGFP TALENu escargot Gal4 driverem na fluorescenci kfidelnich

diskd (nahofe) a slinnych zlaz (dole).




esc+TAL

esc+TAL

esc+TAL

esc+TAL

Obr. 4.26: Efekt indukce eGFP TALENu escargot Gal4 driverem na pokles fluorescence ve

slinnych Zlazach — A, stfednim stfevé — B, kutikule — C, kfidelnim disku — D.
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Obr. 4.28: Fenotyp kridel dospélcl s indukovanym eGFP TALENen escargot Gal4 driverem.
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4.3.3 Patched Gal4
Indukce eGFP TALENu patched Gal4 driverem vedla ke snizeni GFP fluorescence ve

vsech imaginalnich discich, normalni pruh exprese podél anterio-posteriorni linie byl po
indukci TALENu narusSovan z obou stran, vysledkem byla slabsi linie s méné ostrymi okraji a
s ob¢asnymi GFP pozitivnimi burikami na okrajich, nékteré zasahovaly i vice do stran, nez
byl plvodni pas exprese GFP. Narusena linie exprese GFP byla nejlépe patrna na dospélych
kridlech, jak je vidét na obrazku 4.32. Morfologie disk( ani kiidel dospélct nebyla nijak
negativné ovlivnéna, na dospélcich nebyly patrné zadné vyvojové vady, jako u pfedchozich
Gal4 drivera. U vsech ktidel ale byla mirné zUzena oblast mezi cévami L3 a L4, jak je vidét na
obrazku 4.34. Zajimavé je, ze GFP fluorescence ve slinnych Zlazach se nezdala byt odlisna od
kontroly, na rozdil od silného efektu pfi indukci escargot Gal4 driverem. Vétsina dospélct se
zdala byt morfologicky v poradku, vyvojové zpozdéni jsem nepozoroval. U malého mnozstvi
dospélcl (5-10%) se ale objevovaly zavazné vyvojové vady abdomenu (obrazek 4.33), kde
se sousedni segmenty spojovaly v jeden, nebo se jeden segment rozdéloval ve dva, nékteri

jedinci méli rozdilnou Sitku segmentd abdomenu.
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ptc+TAL

ptc+TAL

Obr. 4.29: Efekt indukce eGFP TALENu patched Gal4 driverem na fluorescenci kfidelnich
diskd.
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Obr. 4.30: Efekt indukce eGFP TALENu v mozku, noznich imaginalnich discich (LD) a slinnych

Zlazach (dole) pomoci patched Gal4 driveru.
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Obr. 4.31: Efekt indukce eGFP TALENu v dospélém kridle pomoci patched Gal4 driveru.

Morfologie kfidla zde neni viditelné poznamenana, oblast mezi cévami L3 a L4 je vSak mirné

zUzena u dospélcl s indukovanym TALENem.
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ptc+TAL

ptc+TAL

Obr. 4.32: Efekt indukce eGFP TALENu patched Gal4 driverem na fluorescenci kfidel, je zde

vidét, Ze fluorescence presahuje hranici exprese, kterd je viditelnd u ptc kontroly.

ptc+TAL
Obr. 4.33: Abdomen dospélcl s eGFP TALENem indukovanym patched Gal4 driverem.
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4.3.4 GMR Gal4
Indukce eGFP TALENu GMR Gal4 driverem vedla k silné redukci exprese GFP

v oCich. Standartni fenotyp indukce eGFP TALENu je na obrazcich 4.34 a 4.35 B, D. Po jeho
indukci bylo patrné nepresné usporadani omatidii a oci byly také mirné zmensené

s precnivajici oblasti vespod oka, vyskyt stétin byl u nékterych oci také redukovany,
vyskytovaly se spiSe po obvodu oka. Asi u 10% jedincl vedla indukce TALENu k vaznéjsim
defektlm oka, az k nekrdze tkané, kterd méla tendenci se sifit z urcitého centralniho bodu,

jak je vidét na obrdzcich 4.35 E a 4.36 A-D.

Obr. 4.34: Indukce eGFP TALENu v oku pomoci GMR Gal4 UAS-GFP driveru. Vlevo GMR,
vpravo GMR+TALEN.
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GMR+TAL
Obr. 4.35: Indukce eGFP TALENu v oku GMR Gal4 driverem.

GMR+TAL

GMR+TAL

GMR+TAL
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Obr. 4.36: Indukce eGFP TALENu v oku GMR Gal4 driverem, vidy stejné oko vlevo

s fluorescenénim filtrem, vpravo s normalnim osvétlenim.
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4.4 Charakterizace fenotypii indukce AdoR1 TALENu

Po indukci AdoR1 TALENu Gal4 drivery jsem efekt pozoroval pouze na urovni
fenotypu. Mutace adenosinového receptoru adoR nema na Zivotaschopnost octomilek
negativni vliv (Dolezal et al. 2005), pozorované efekty by tedy mély byt nespecifickym
efektem indukce AdoR1 TALENu nezavislym na mutagenezi AdoR. Experimenty v
soucasnosti stale probihaji, zatim jsem ale z kfizeni nedostal jedince, ktefi by méli zaroven
obé poloviny TALENu AdoR1 F a AdoR1 R, nasledujici fenotypy jsou zplsobené expresi
pouze AdoR1 R TALENu.

4.4.1 Engrailed Gal4
Indukce Reverse poloviny AdoR1 TALENu engrailed Gal4 driverem méla za

nasledek defekty v misté spojovani segment(i A2 a A3, smér rlstu chloupkl byl v téchto
mistech také narusen. Ostatni segmenty se zdaly byt z velké ¢asti v poradku. Na kfidlech
bylo opét viditeIné poskozeni pfedevsim v posteriorni ¢asti, kde byl exprimovan engrailed
Gal4 driver, ktidla byla zmackand, popraskana a obcas vakuolizovang, jejich velikost byla o

néco mensi.

en+CyO en+AdoR1 R

Obr. 4.37: Indukce AdoR1 R TALENu engrailed Gal4 driverem.
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en+CyO a il | en+AdoR1 R

-

\ en+CyO en+AdoR1 R
Obr. 4.38: Abdomen dospélce a kfidla po indukci AdoR1 R TALENu engrailed Gal4 driverem.
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4.4.1 Escargot Gal4

esc+CyO esc+AdoR1 R

esc+CyO esc+AdoR1 R

Obr. 4.39: Indukce Reverse poloviny AdoR1 TALENu escargot Gal4 driverem.
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Obr. 4.40: In&{,lkce AdoR1 R TALENu escart Gal4 driverem, zde pro oba dospélce.

Indukce Reverse poloviny AdoR1 R TALENu escargot Gal4 driverem vedla
k defektlim abdomenu, na kutikule byly pfitomny svétlé pruhy, které se rozsifovaly smérem
k ventrdlni ¢asti abdomenu, tmavé pruhy byly zeslabené a jejich linie nerovhomérna a
narusena. Chloupky byly zkrdcené a jejich pocet redukovany. Kfidla byla u nékterych
jedinct zmackana a mirné deformovand, poskozeni kfidel jako je na obrazku 4.40 se vsak

nevyskytovalo u vSech dospélcl, vétsina kridel se zdala byt relativné v poradku.

Obr. 4.41: Kridla dospélce po indukci AdoR1 R TALENu engrailed Gal4 driverem.
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5. Diskuse
V této praci jsem se testoval novy zpUsob tkanoveé specifické mutageneze u

organismu Drosophila melanogaster pomoci TAL nukledz aktivovanych v rliznych tkanich
UAS-Gal4 systémem. Podafilo se mi vytvofit transgenni linie nesouci Forward a Reverse
konstrukty pro eGFP a AdoR1 TALEN, ptitomnost konstruktll v genomu jsem ovéfil pomoci
PCR. Dalsim krokem bude ovéreni mutageneze pfimo ve tkanich, studie (Dahlem et al.
2012) ukazala, Ze je moZné detekovat mutace tvorené TALENy pomoci high resolution
melting analyzy — zmény délky PCR produktu zplsobené opravami zlom( NHEJ maji za
nasledek zménu teploty tani téchto produktl. Tato studie byla schopna detekovat zmény
pfitomné u pouhé 1/70 mutantnich produktd. Pfi navrhu jsem nenalezl pary TALENG s
vhodnym restrikénim mistem ve Stépici sekvenci, detekovat mutagenezi metodou RFLP

tedy nebude mozné.

Indukce eGFP TALENuU mnou pouzivanymi Gal4 drivery méla ve vsech pripadech
jasné viditelny efekt na potlaceni GFP fluorescence, ktery nevykazoval velké rozdily mezi
jedinci. Tento efekt byl nejvice patrny napfiklad na pruzich kutikuly po indukci engrailed
Gal4 driverem, nebo na potlaceni fluorescence slinnych 713z a stfeva u escargot Gal4, efekty
mutageneze v oCich byly také velmi silné. Na zakladé téchto prvotnich vysledki je patrné,
Ze TAL nukledzy je skutecné mozné k tkanové specifické mutagenezi vyuZit, a Ze jsou
schopné mutagenezi provadét s velkou efektivitou u vétsiny bunék tkané. Tato efektivita je
zfejmé zavisla na tom, jak brzy ve vyvoji se ve tkani zacne TALEN exprimovat, a nehraje roli,

jestli jde o tkan diploidni, nebo polyploidni.

Po indukci eGFP TALENu engrailed Gal4 driverem bylo zhasnuti GFP viditelné u
larev 3. instard predevsim na pruzich kutikuly, efekt nebyl viditelny na poklesu fluorescence
imagindlnich disk(l. To je moZné vysvétlit tim, Ze Stépeni v oblasti pruhl probéhlo dfive ve
vyvoji, nez u imaginalnich diskd, jejichz zaklady se tvoti az pozdéji. Drivéjsi Stépeni se mohlo
u larev 3. instarll projevit tak, Ze zde jiz byla zdegradovand mRNA i protein eGFP (ten ma
relativné dlouhy polocas Zivota, asi 26 hodin (Corish and Tyler-Smith 1999)). Bunky disk
tedy mohly mit relativné silnou fluorescenci GFP i poté, co TALEN uUspésné mutoval sekvenci
genu, pozorovana fluorescence u larev tedy nemusela byt pfesnym ukazatelem toho, jestli
v dané burice nebo tkani jiz probéhla mutageneze. Jak ale bylo vidét na kfidlech dospélct
s eGFP TALENem indukovanym engrailed Gal4 driverem, mutageneze probéhla z velké ¢asti

i v kridlech.
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Zajimavy je rozdil ve fluorescenci slinnych Zlaz mezi jedinci, kde byl eGFP TALEN
indukovan escargot Gal4 driverem, kde bylo patrné silné potlaceni exprese GFP, a mezi
jedinci s patched Gal4 driverem, kde jsem rozdil v intenzité nepozoroval. Anijeden z
obou genli nema pfirozenou expresi ve slinnych Zlazach, ta je zifejmé artefaktem Gal4
driver(l — jiz u 51% puvodnich Gal4 linii vytvorenych (Brand and Perrimon 1993) se
projevovala exprese kromé specifickych tkani také tam, zfejmé tak nechténé pfi tvorbé P
elementu s Gal4 vytvofili pozicné specificky enhancer do slinnych ZlIaz. Ten nejspiSe funguje
jinak u obou linii, je moZné, Ze u escargot Gal4 driveru zacdina exprese ve slinnych Zlazdch o
néco dfive ve vyvoji a TALENy tak maji Sanci Stépit eGFP sekvenci jesté pred polyploidizaci

bunék, tim padem se kopiruje jiz zmutovana sekvence a buriky netvofi GFP.

Spolu s poZzadovanym efektem mutageneze GFP se ale po vykfizeni eGFP TALENu
s kazdym Gal4 driverem projevily morfologické defekty, které ve vyskytu do velké miry
kopirovaly expresi daného Gal4 driveru. U linii, kde byl eGFP TALEN aktivovan engrailed a
escargot Gal4 drivery byli jedinci opoZzdéni ve vyvoji pfiblizné o 2 dny. V pfipadé indukce
escargot Gal4 driverem jsem pozoroval, Ze z kfizeni esg Gal4/CyO s homozygotem pro eGFP
F a R (viz obrazek 3.7) se vidy lihne pfiblizné 1/10 jedinc( s Gal4 driverem, vétsina dospélct
méla balancer CyO. Zvyseny uhyn larev ani kukel jsem vSak nepozoroval, je ale

pravdépodobné, Ze vitalita jedincl, kde byl TALEN aktivovan byla do urcité miry snizena.

U linii, kde byl eGFP TALEN aktivovan engrailed a escargot Gal4 drivery bylo
srovnatelné poskozeni abdomenu a kfidel viditelné u kazdého jedice daného genotypu, na
rozdil od jedincy, kde byl eGFP TALEN indukovan patched a GMR Gal4 driverem. U patched
Gal4 driveru bylo vzdy viditelné zuZeni ¢asti kiidla mezi cévami L3 a L4, pouze asi u 5-10%
jedincl se ale projevily zdvainé defekty abdomenu. U GMR Gal4 driveru bylo v naprosté
vétsiné pripadl patrné narusené usporadani omatidii a mirné zmenseni oka, opét pouze u

mensi ¢asti jedincl se projevily nekrotické oblasti a jiné rozsahlejsi vady.

Vyjimecénost vyskytu téchto zavaznéjsich projevl u dospélcli s patched a GMR Gal4
drivery by mohla byt vysvétlena néjakou ndhodnou udalosti v burikdch s TALENem na
zacatku vyvoje. Patched je nejdfive exprimovdn jako segment polarity gen, je mozné, Ze u
jedincl s defektnim abdomenem TALEN na zacatku zpUsobil poskozeni, nebo smrt dllezité
skupiny bunék (napfiklad se jim nepodatilo opravit zlom DNA), kterd méla pozdéji hrat roli

v signalizaci a spravném vyvoji segmentl. GMR Gal4 se exprimuje v o¢nim disku v oblasti
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morfogenni ryhy a posteriorné za ni, kterd déli nediferencované délici se bunky anteriorné
od diferencovanych zaklad(i omatidii posteriorné (Curtiss and Mlodzik 2000). Vzhledem

k tomu Ze se tyto buriky dal nedéli a je jich relativné malo, se zde vétsi defekt jako nekréza
projevit nemusi. Je mozné, Ze tato ndhodnost nehraje takovou roli u engrailed a escargot
Gal4 driverq, protoZe jsou rozsahleji a dfive exprimované - engrailed je pfitomny v pruzich
podél embrya jiz od embryonalniho vyvoje a escargot se exprimuje ve shlucich histoblast(,

které se po zakukleni déli, migruji a davaji vzniknout kutikule abdomenu dospélce.

Vzhledem k tomu, Ze se velmi podobné vyvojové defekty objevily i po indukci AdoR
TALENem, a to i presto, Ze zde byla indukovana jenom jeho reverse ¢ast, se zdda vysvétleni
toxicity off-targetovym efektem obou konstrukt( jako krajné nepravdépodobné. Ziejmé ma
tedy toxicky efekt sama pritomnost TALENG v burikach (jadrech) a jejich specifita k urcité
sekvenci je vedlejsi. Zajimavé je, Ze se negativni efekt TALENu zda byt zavisly na jeho davce
— exprese jedné poloviny AdoR1 TALENu nevedla azZ k tak vyraznym defektlim, jako exprese
obou konstrukt eGFP F a eGFP R. Z toho ale nelze usoudit, jakym zplsobem TALENy burnky

poskozuiji.

Negativni efekt by mohl byt zplsoben bud’ nespecifickou Stépici aktivitou — je
mozné, Ze pritomnost TALENU v jadre vede k jejich nespecifické dimerizaci pres Fokl
nukledzy (jak by mohl dimerizovat i samotny AdoR1 R TALEN) a k naslednému
nespecifickému stépeni genomu, které by mohlo mit za nasledek bunéénou smrt. V ptirodé
se vyskytujici Fokl nukledzy maji v nenavazaném stavu DNA $tépici doménu sekvestrovanou
DNA vazebnou doménou, zfejmé proto, aby $tépici aktivita nebranila DNA vazebné doméné
v hledani rozpoznavaci sekvence (Bitinaite et al. 1998). Je tedy otazka, jak modifikace Fokl
nukledzy nahrazenim DNA vazebné domény TALENem tuto inaktivaci zménila. Fokl
dimerizacni oblast je velmi mald (Wah et al. 1998), diky tomu se zfejmé Fokl vyskytuje
v roztoku jako monomer a ke Stépeni vyZzaduje vazbu obou podjednotek na DNA. Tato
studie ani nefavorizuje takovy model Stépeni, Ze by se napred navazala jedna Fokl nukleaza
na DNA a druhd by nespecificky dimerizovala pres stépici doménu bez vazby na DNA. Je ale
mozné, Ze silna exprese TALENU Gal4 driverem a jejich cileni do jaddra kompenzuje tuto

malou pravdépodobnost dimerizace a ke Stépeni dochazi.
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Dalsi moznosti by bylo, Ze toxicky efekt neni zplsobeny stépenim DNA, ale
néjakym jinym vlivem TALENu — je mozZné, Ze velké mnoZstvi cizich DNA vazebnych proteind
v jadfe mUzZe inhibovat replikaci, transkripci, nebo mit néjaky jiny negativni efekt. Tento
problém nebyl pozorovan u ZFN, kde je ziejmé toxicky efekt zplsoben stépici aktivitou
(Beumer 2005) a jejich toxicky efekt byl tim vétsi, ¢im nizsi byla jejich specifita k urcité
sekvenci (Cornu et al. 2008). Vzhledem k odlisné struktufe TALENG a ZFN ale podobny

nespecificky efekt TALENU v jadre nelze vyloucit.

Studie (Heidmann and Lehner 2001) se pokousela o mutagenezi Drosophily Cre-Lox
systémem, kde byla Cre rekombindza pod UAS promotorem aktivovana rlznymi Gal4
drivery. Tato overexprese méla silné toxicky efekt zejména na délici se buriky. Fenotyp
indukce Cre rekombindzy napfiklad engrailed Gal4 driverem mél za nasledek velmi
podobnou deformaci ktidla, jakou jsem pozoroval po expresi obou TALENU, indukce dpp
Gal4 driverem, ktery ma témér shodnou expresi s mnou pouzivanym patched Gal4
driverem, také vedla ke zmenseni oblasti mezi cévami L3 a L4. Tyto toxické efekty byly
doprovazeny zvySenou apoptdzou bunék v danych oblastech. K omezeni toxického efektu
autoti provedli fuzi Cre rekombindzy s estrogen vazebnou doménou (EBD), coZ umoznilo
regulaci jeji aktivity mnozstvim pridaného estrogenu, pficemz mnozstvi rekombinazy
v bunikdch bylo vZdy relativné stejné. Toxické efekty se stupriovaly s pfidanym mnozstvim
estrogenu, a tedy aktivitou rekombindzy, coz naznacuje, Ze toxicita je zplsobena aktivitou
rekombinazy a ne jeji pfitomnosti v burikach. Bez pridaného estrogenu byla vétsina jedincl

v poradku.

Vzhledem k tomu, Ze vétsina studii uvadi, Ze k negativnimu efektu genetickych
nastrojq, které provadéji zmény na DNA, na fenotyp ptispiva jejich aktivita - Stépici aktivita
ZFN, nebo rekombinacni aktivita Cre rekombindzy, bych se pfiklanél k moznosti, Ze
negativni efekt TALENu je zplGsoben nespecifickym Stépenim genomu nasledovanym
bunécnou smrti. Velkou roli zde podle mé hraje i silnd exprese TALEN( Gal4 drivery.

V budoucnu chceme vyzkouset, jestli inhibice Gal4 driveru proteinem Gal80 povede

k zachrané téchto toxickych efektl, pfi zachovani stejné efektivity TALENu na mutagenezi.
VySe zminéna studie toho dosahla fuzi Cre rekombindazy s EBD, nakonec byli schopni ziskat
efektivni rekombinaci nedoprovazenou toxicitou, plné penetrance rekombinace vsak bez

morfologickych defektl nedosahli.
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6. Zaveér

Vysledky této prace ukazuji, Ze TAL nukledzy maji velmi dobry potencial k tomu,
aby byly vyuZivany nejen pro mutagenezi celého organismu, ale i pro tkanové specifickou
mutagenezi. Pro plné vyuziti tohoto potencidlu ale bude nutné se zabyvat toxickym
efektem, ktery je spojen s expresi TAL nukleaz, a ktery zfejmé nesouvisi s jejich specifitou ke
konkrétni sekvenci DNA. Je mozné, Ze pouziti UAS-Gal4 systému k aktivaci TAL nukledz zde
muze byt onim limitujicim faktorem — tento nastroj sice zajistuje tkanovou specifitu, neni
s nim ale moZné regulovat miru exprese TALENu. Zda se jako pravdépodobné, Ze pokud
bychom byli schopni jemnéji regulovat expresi TALENG, mohli bychom tento potencial plné

vyuZit a mit v rukou velmi dobry nastroj pro tkanové specifickou mutagenezi.
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