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1 Uvod

1.1  Drosophila melanogaster a techniky editace jejiho genomu

D. melanogaster je hmyzi druh patfici do fadu Diptera, ktery se vice nez sto let
uplatituje v odvétvich vyzkumu molekularni a vyvojové biologie, genetiky, genového
inzenyrstvi a dalSich ptibuznych oborech.

D. melanogaster je vhodny modelovy organismus k provadéni funk¢ni analyzy genu
zejména diky své kratké generaéni dob¢€, nendrocnosti chovu a rozvoji metod genetickych
manipulaci. Funkéni analyza genli zaznamenala v neddvné dob¢ pievratny rozvoj umoznujici
pracovat na genomové urovni a provadét editaci genomu. Editaci genomu rozumime
genetickou metodu slouzici k zavadéni zmén do endogenni genové sekvence. Tyto zmény
zahrnuji mnoho typl modifikaci sahajici od malych bodovych mutaci, inzerci nebo deleci
az po napiiklad inzerce exogenni DNA do specifického lokusu. Prvni takovéto genetické
manipulace u druhu D. melanogaster byly umoznény objevem P-elementt v sedmdesatych
letech minulého stoleti. P-elementy umoznily pfipravit transgenni jedince, indukovat mutace
i vétsi delece stimulovat homologni rekombinaci (Rubin, Spradling, 1982). Po P-elementech
nasledovalo zavedeni rekombinac¢nich technik manipulace s klony FLP/FRT a s modularnim
systémem exprese transgennich sekvenci UAS-Gal4 (Golic et al., 1997). Pocatkem roku
2000 byla u D. melanogaster publikovana poprvé metoda provedeni cilené mutageneze
pomoci homologni rekombinace (HR) (Rong, Golic, 2000). V nasledujicich letech se
poznatky o transgenezi cilené mutagenezi velice rychle prohlubovaly, pficemz vyznamnou
roli sehrdl objev specifické integrazy ®C31 a jeji pouziti pro transgenezi u drozofily
(Baterman et al., 2006). Piestoze vySe zminéné metody poskytuji celkem sluSnou Skalu
moznosti editace genomu, tak i ony maji svd omezeni. Teprve az objev prvnich umélych
restrikénich enzymii, neboli programovanych nukleaz v roce 2000 — ,,zinc finger nucleases*
(ZFNs) zjednodusil indukci dvoufetézcovych zlomu (DSB) v pfedem definovaném misté
(Smith et. al, 2000). Pozdg&ji se objevily dalsi programovatelné nukledzy, s vy$sim tcinkem
a jednodussim kodem pro vazbu k DNA. Jedna se o ,,Transcription activator — like effector
nucleases* (TALENS) (Moscou, Bogdanove, 2009; Boch et al, 2009) a bakterialni ,,RNA —
guided” Cas9 nukleazu s pravidelné vmezetenymi kratkymi palindromickymi repeticemi
(CRISPR) (Jinek et al., 2012), kterymi se zabyvam se své diplomové praci a pomoci nichz

jsem se pokusil vytvotit mutantni mouchu v genu CNT1.



1.2  Programované nukleazy

Programované nukleazy, nékdy také nazyvané umélé restrikéni enzymy, jsou
chimérické proteiny, které jsou schopné vytvaiet dvoutetézcovy zlom (DSB) v pozadovaném
cilovém misté¢ v DNA. Umélé restrikéni enzymy lze v laboratofi vytvofit spojenim, na miru
vytvofené, DNA vazajici domény s nespecifickou nukleazovou doménou. Vznik DSB vede
k mutacim v cilovém misté, které se vyskytnou jako nasledek chyby béhem repara¢niho
procesu. Této vlastnosti 1ze vyuzit pii tzv. reverzni genetice, coz umoznuje provadét funkeni

studie.

1.2.1 Zpisoby reparace dvouretézcovych zlomi

Reparac¢ni procesy opravujici dvoutetézcové zlomy v buiice jsou naprosto esencidlni
pro udrzeni genomové integrity. V evoluci si eukaryotni buiniky vyvinuly n€kolik zpUsobii,
kterymi lze takto poskozenou DNA opravit. Jednim z nich je ,,Homology directed repair*
(HDR), ktery je vyuzivan eukaryotickymi somatickymi bunkami K pfesné reparaci
dvouretézcovych zlomt (DSB), pouzitim homologniho chromozomu jako templatu
pro reparaci (Szostak et al., 1983). U kvasinek a sav¢ich bunék bylo pozorovano
nckolikandsobné zvySeni poctu rekombinaci mezi linedrni homologni DNA a genomovou
DNA, vpiipadé, ze DSB byly vytvofeny v homolognich oblastech chromozomu
(Rudin et al., 1989; Plessis et al., 1992). V praxi je mozné vytvofit zlom v DNA a do buiiky
pfidat mutantni templat, podle kterého se do cilového mista vloZi upravena sekvence podle
potieby.

Dalsim zplisobem, kterym jsou eukaryotické buiiky schopny opravit DSB je méné
ptesny zpusob rychlého spojovani konct — ,,non homologous end joining™ (NHEJ). Tento
zpusob opravy pak casto vede k naruSeni sekvence DNA (inzerce, delece) a posunu ¢teciho
ramce (Moore et al., 1996). Grafické znadzornéni jednotlivych zplisobtli reparaci je uvedeno

na obr. ¢islo 1.



1 cilova sekvence

l nukleaza
L | |
NHE] / \ donor
L x | | [ | | |
homologni
rekombinace l
[ = ]

Obr. €. 1: Mozné vysledky reparace po poskozeni molekuly DNA

1.2.2 Transcription activator — like effector nucleases — TALENSs

Programované nukledzy typu TALEN ptedstavuji dobie prostudovanou a vysoce
ucinnou skupinu chimérickych enzymt, slouzici k indukci dvouietézcovych zloma u celé
fady organismi, vcetné¢ savcl. Tyto umélé enzymy se skladdaji z DNA-vazajici domény
a nespecifické $té€pici domény Fokl. Katalyticka doména Fokl pochazi ptivodné z restrikéni
endonukleazy typu II, objevené u Flavobacterium okeanokoites. Oblast, ktera vaze DNA,
byla z pivodni restriktdzy odstranéna a nahrazena DNA — vézajici doménou, odvozenou
od ,,Transcription activator — like effectors* (TAL efektorti), coz je skupina bakterialnich
proteinti (z bakterii rodu Xanthomonas ), které vazou promotorové sekvence v hostitelské
rostliné a napomédhaji infekcim. Pfi priniku do bunck hostitele, pomoci bakteridlniho
sekrecniho systému III, ,,TAL effectors* vstupuji do jadra, vazi ,effector — specifické
sekvence hostitelskych genovych promotort a aktivuji transkripci (Bogdanove et al., 2010).
Tyto proteiny 1ze modifikovat a 1ze jimi snadno manipulovat, za €elem poZzadované cilové
specifity Jejich cilova specifita je totiz urfena centralni doménou, tvofenou 33 — 35
aminokyselinami, které¢ jsou tandemové uspofaddny a maji moduldrni charakter
a jednoduchy vazebny kod pro rozpoznédvani cilové sekvence DNA. VétSina piirozené se
vyskytujicich se ,,TAL effectors® obsahuje 12 — 27 takovych moduld. Zcela nezavisle na
sob¢ bylo objeveno ve dvou laboratofich, Ze ptilehlé aminokyselinové polymorfni zbytky
v pozici 12 a 13 kazdé repetice, ,,repeat — variable di — residue® (RVD), urcuji specifitu
jednoho RVD k jednomu nukleotidu (Moscou et al., 2009; Boch et al., 2009). Pro potieby
genového inzenyrstvi byly tedy TAL DNA — vazebné domény fuzovany s katalytickou
doménou FokI nukleazy. Fokl nukleaza je restrikéni enzym typu II, ktery stépi molekulu
DNA jako dimer. Katalytické domény FokI nukledazy museji pro svou funkci dimerizovat

a tuto vazbu vyzaduji 1 vysledné¢ umélé TALENy. V tomto dimernim stavu jsou tedy



TALENy schopny tvoifit DSB v cilovych sekvencich in vivo (Christian et al., 2010;
Miller et al., 2011; Li et al., 2011; Mahfouz et al., 2011). Mezi vazebnymi sekvencemi
TALENového paru je vzdalenost 12 — 16 nukleotidii. Jeden ¢len paru vaze a §tépi jedno
vlakno, pti¢emz druhy pak vldkno komplementarni. Nastépena DNA obsahuje ptevis o délce
4 nukleotidi. Vznikly dvoufetézcovy zlom je ve vétSiné ptipadi opraven pomoci NHEJ, to
ovSem casto vede k drobnym inzercim nebo delecim. Toho se da ale napiiklad vyuzit
Kk poruseni kontinuity genu a tim i jeho ,,vypnuti. Alternativni zptisob reparace je pak HR,
kterda mlize umoznit vnaSeni gend nebo jejich ¢asti (Urnov et al., 2010; Stoddart 2011).

Schematicka struktura TALENI je uvedena na obrazku ¢islo 2.
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Obr. €. 2: Schematické znazornéni struktury TALENU
(ptevzato z Cermak et al., 2011)

1.2.3 Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)

V poslednich nékolika letech byl objeven dal$i mocny nastroj pro editaci genomu
s nazvem ,,Clustered regularly interspaced short palindromic repeats” (CRISPR/CRISPR-
associated Cas system), ktery je dobrou alternativou jinym technologiim jako je naptiklad
»Zinc Finger“ nebo TALEN. Tento systém vyuziva kratké RNA Kk navadéni nukleazy
k cilové sekvenci DNA.

Systém CRISPR byl objeven u bakterii a Archea, kde slouzi jako obrana proti
cizorodé, plazmidové nebo virové DNA (Barrangou et al. 2007). Doposud byly objeveny tfi
odli$né varianty: systém I, systém II a systém III (Makarova et al., 2006). Pouze systém II je
zakladem pro technologii CRISPR a v soucasné dobé je nejpouzivanéjsi ,,RNA-guided*
endonukleazovou technologii, slouzici k editaci genomu. Guide-RNA (gRNA) je umélou

kombinaci endogenni crRNA (cilova specifita) a tracrRNA (konstrukce komplexu)
4



pouzivanou pii pouziti tohoto systému pro genové inzenyrstvi. Plvodni pfirodni crRNA
vznika Upravou pre-crRNA, ktera je transkribovana ze sekvence DNA, znamé jako
»protospacer®. ,,Protospacer* je asi 20 pard bazi dlouhy klastr uvnitf bakteridlniho genomu,
tvofeny jiz znamou cizorodou DNA, jejiz sekvence je pferusena kratkymi palindromickymi
opakovanimi. Tento protospacer slouzi jako obranny nastroj pro pfipadné budouci setkani
bakterie s patogenem. Jedna se tedy o jakousi primitivni bakterialni imunitu. Uprava
pre-crRNA na crRNA je zavisla na pfitomnosti tracrRNA. crRNA je také nezbytna pro
vazbu Cas9 endonukleazy (Brouns et al., 2008).

Pro uspésné navazani Cas9 endonukleazy k cilové DNA a jejimu Stépeni slouzi tedy
komplementarni dvacetinukleotidova sekvence protospaceru a kratky ,,Protospacer adjacent
motiv* (PAM), coz je sekvence, kterd bezprostfedné navazuje za komplementarni sekvenci
k gRNA. Cas 9 endonukleaza $tépi molekulu DNA v misté, které lezi 3 bp. pied PAM
sekvenci. PAM sekvence ma néckolik podob, které jsou zavislé na druhu bakterie
(Jinek et al., 2012). V tabulce ¢. I jsou uvedeny druhy bakterii s pfislusnymi motivy PAM

sekvenci.

Tab. I. Bakterialni druhy a jejich motivy PAM sekvenci

Druh Motiv PAM sekvence
Streptococcus pyogenes NGG
Neisseria meningitidis NNNNGATT
Streptococcus thermophilus NNAGAA
Treponema denticola NAAAAC

1.3 Nukleosidy a nukleosidové transportéry

Pro zavedeni metody cilené mutageneze byl zvolen za cilovy gen, sekvenci kodujici
koncentrativni nukleosidovy transportér CNT1. Nukleosidy jsou klicovymi molekulami,
zasahujici do mnoha dilezitych biologickych procest a signalnich drah. Adenosin
a purinové nukleosidy jsou vyznamnymi signalnimi molekulami v mnoha fyziologickych
procesech, pyrimidinové a i purinové nukleosidy slouzi jako prekurzory nukleotidl, které
jsou nezbytné pro syntézu nukleovych kyselin, ATP, NADH atd. Dulezitymi slou¢eninami
Jsou i analogy nukleosidi, kterych se vyuziva pfi riznych nadorovych, imunodeficientnich,

¢i antiparazitickych terapiich.



Jak nukleosidy, tak jejich analogy jsou hydrofilni molekuly, které nemohou samovolné
prechazet pfes cytoplazmatickou membranu bunc¢k, a tedy jejich piechod
pfes cytoplazmatickou membranu musi probihat pomoci transportéri.

Nukleosidové transportéry  jsou evoluéné konservovanou skupinou
transmembranovych proteint. Tato skupina proteinti se da rozdélit na dvé podskupiny. Prvni
podskupinou jsou nukleosidové ekvilibrativni nukleosidové transportéry (ENT), patfici
do genové rodiny SLC29 a druhou skupinou jsou koncentrativni nukleosidové transportéry
(CNT), které patii do genové rodiny SLC28 (Rose, Coe, 2008).

Oba typy nukleosidovych transportérii byly také identifikovany jako vstupni drahy
pro 1éCiva (analogy nukleosidi), pouzivanych pifi nadorovych terapiich a parasitickych

infekcich. (Zhang et al., 2007; Downie et al., 2008).

1.3.1 Koncentrativni nukleosidové transportéry, jejich molekularni struktura a

specifita.

Lidské koncentrativni nukleosidové transportéry, patfici do genové rodiny SLC28,
jsou konservované integrované membranové proteiny, které zprostiedkovavaji pienos
nukleosidii a nukleobazi pies cytoplazmatickou membranu do bunék (Rose, Coe, 2008)
a slouzi jako jednosmérné Na* zavislé synportéry (Pastro-Anglada et al.,, 2008;
Young et al., 2008).

Genova rodina SLC28 se sklada ze tfi podtypi Na® - zavislych, koncentrativnich
nukleosidovych transportérii: CNT1 (SLC28A1), CNT2 (SLC28A2) a CNT3 (SLC28A3).
Tyto tf1i podtypy se rozliSuji na zékladé jejich substratovych preferenci:
CNT1 — pro pyrimidinové nukleosidy, CNT2 — pro purinové nukleosidy, CNT3 — pro
pyrimidinové nukleosidy i purinové nukleosidy. Tato substratova preference je
determinovana pouhym jednim aminokyselinovym zbytkem a lokalizace jednotlivych
podtypti je také tkanoveé specificka. V savéich bunkach se CNTI1 vyskytuje pievazné
Vv epitelich, zatimco CNT2 a CNT3 jsou zastoupeny viceméné rovnomeérne ve vSech tkanich
(Gray et al., 2004). Dva podtypy — CNT1 a CNT2 se rovnéz vyskytuji v bunikach
D. melanogaster (Machado et al., 2007), ovSem jejich fyziologicka funkce neni jesté zcela
objasnéna. Struktura drozofiliho proteinu CNT1 je uvedena v obrazku ¢islo 3. Struktura
tohoto transmembranového proteinu je takova, Ze obsahuje celkem tfinact a-helix, pficemz
N-termindlni konec proteinu lezi na cytosolové stran€ cytoplazmatické membrany. Tento
obrazek byl vytvofen pomoci programu SACS MEMSAT?2 (http://www.sacs.ucsf.edu/cgi-
bin/memsat.py).



Gen pro CNT1 u D. melanogaster lezi na pravém rameni dlouhého chromozomu
v oblasti 45A1 — 45A1 a ma 8 exonu (z ¢ehoZ prvni a posledni nejsou kodujici), mMRNA je
dlouhd 2819 bp. a kdéduje protein o délce 590 aminokyselinovych zbytkd. Dosavadni
predbézné udaje o jeho funkci existuji pouze na zakladé RNA — interference — udajné
zpusobuje zménu barvy téla a ¢aste¢nou letalitu v obdobi kukly (Kelemen et al., 2009).
Podle udaju z nasi laboratoie CNT1 z D. melanogaster ziejmé funguje pro purinové nikoliv

pro pyrimidinové nukleosidy.

Extracellular

CLEEEE

Transmembranové helixy
Cytoplasn N - C
1: (in) 23-47 (5.79)
2: 107-127 (6.00)
3: 154-174 (5.63)
4: 183-199 (4.18)
5: 210-226 (1.61)
6: 265-286 (6.38)
7: 293-310 (1.15)
8: 343-363 (2.81)
9: 371-387 (2.64)
10: 422-44¢ (6.33)
11: 456-479 (3.50)
12: 522-545 (3.31)
13: 564-582 (3.10)

Obr. ¢. 3: Schematické znazornéné nukleosidového transportéru. Tabulka obsahuje pozice
aminokyselinovych zbytkt jednotlivych transmembranovych a-helixovych usekt

(vytvofeno pomoci online softwaru SACS MEMSAT?2, http://www.sacs.ucsf.edu/)

1.3.2 Koncentrativni nukleosidové transportéry jako prenasece adenosinu a

metabolismus

V poslednich nékolika letech se hodné hovoii o koncentrativnich nukleosidovych
transportérech v souvislosti s bunéénym transportem adenosinu.

Adenosin je vSudypfitomny metabolit a jeho koncentrace, za standardnich podminek,
Vv buiikach a tkanich kolisa v rozsahu 20 a 200 nM, pficemz béhem stresovych podminek

jeho koncentrace vzristd (Fredholm, 2010). Uvoliovani a absorpce adenosinu vyzaduje
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nukleosidové transportéry, ovSem adenosin miize byt uvoliiovan i apoptickymi buiikami.
Stiedni doba cirkulace adenosinu je velice kratka, obvykle jen 1 az 10 vtefin
(Jacobson, Gao, 2006).

Nedavné vyzkumy ukézaly, velkou provazanost adenosinového receptoru
s adenosinovymi transportéry. Adenosinové transportéry  pienasi adenosin
pies cytoplazmatickou membranu bunék a tim vyznamnou mérou piispivaji k adenosinové
signalizaci. Dal§im pfekvapivym zjisténim bylo, Ze adenosinové transportéry mohou hrat
vyznamnou roli v bunééném metabolismu, nezavisle na signalizaci adenosinového receptoru
(Huber-Ruano et al., 2010).

Hlavni fyziologickou funkci adenosinového transportu je ovliviiovani koncentrace
adenosinu jako signalni molekuly, zejména pak role terminatoru adenosinového signalu

na prislusném receptoru (Choi et al., 2004).



Cile prace

Optimalizovat a srovnat metody mutagencze pomoci nehomologického spojeni

konct za pouziti programovanych nukleaz TALEN a CRISPR u D. melanogaster.
Optimalizovat metody detekce mutantnich alel.

Vytvofit mutantniho jedince D. melanogaster v genu CNT1, jednou zvyse

uvedenych metod.



3 Material a metody

3.1  Cilena mutageneze genu CNT1 metodami TALEN a CRISPR
3.1.1 Material a reagencie pro tvorbu programovanych nukleaz

K tvorbé programované nukledz TALEN a CRISPR, je kromé& bézné dostupného
laboratorniho materidlu a vybaveni zapotfebi i nékterych mén€ obvyklych reagencii.
V piipadé nukleaz TALEN se jednd zejména o sadu 62 plazmidi (dostupné ve firmé
Addgene), pro vytvoieni specifickych RVDs, uréujicich specifitu k nukleotidiim, a cilovych
plazmidi. Cely seznam plazmidi je uveden na obrazku ¢islo 4. K tvorbé nukleaz TALEN je
rovnéz tieba pomérné Siroka Skala restrikénich enzymu: Bsal (NEB), Xbal (NEB), Sall
(NEB), Esp3I (NEB), Afllll (NEB), BamHI (NEB), DN4za ,,Plasmid — Safe™< (Epicentre-
Biotechnologies) a antibiotikum spectinomycin.

V piipadé tvorby nukleaz CRISPR je naprosto nezbytny plazmid pU6 — Bbsl —
chiRNA (dostupny ve form¢ Adgene), restrikéni enzym Bbsl a enzymy T4 — polynukleotid
kinaza a alkalicka fosfataza. Plazmid pU6 — Bbsl — chiRNA slouzi k expresi chimérické
RNA pod promotorem UG6:96Ab. Schematické znazornéni plazmidu pU6 — Bbsl — chiRNA
je uvedeno na obrazku ¢islo 5.

Dalsi reagencie jsou pro obé metody spolecné, jedna se pak o T4 — DNA ligazu,
soupravu na izolaci plazmidové DNA, chemicky kompetentni builkky a antibiotikum

ampicilin.
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spec cTaT [HDJl TTGC
pFUS_A30A [ ccer | cara IIEEEM Goca| cact ] l e ' E‘HEQQ&,,,A!@% *‘!‘J
spec - amp | 4
pFUS_A30B [ cGa | cata IE=EM GocG| Acce ] RNG
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= el ccon MIEERE nce BEE,
pFUS_B2 [ 166c | cata =AM ceac| Gata ] [1 NLS AD ‘ﬂ
-  spec ! PLR-NI L
pFUS_B3 166¢ | cata S CCAG | GATA cTaT NIl TTGC
[ spec ] Lspec
pFUS_B4 [ 166¢c | Gata T o7 | GaTA ] s8 s PTAL3 ss

o PLR-NK . m AAﬂ
2 NLS NLS
LacZ TGCA | GATA ] BT —— amp

e c CTAT "“. TTGC ]
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pFUS_BS [ TGGC | GATA

pFUS_B6 [ TGGC | GATA LacZ CGGT | GATA l
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spec
[ TGGC | GATA LacZ
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Obr. ¢. 4: Seznam vSech plazmidi potfebnych pro vytvotreni specifickych TALENovych
nukleaz

(ptevzato z Cermak et al., 2011)

lacZ 474...622
T7 promoter 626...644

amp 2473...3333

pBS-UB-Bbsl-
chiRNA
3458 bp

U6 promoter 698...1097

>4
e~ |Bbsl 1100...1106

Bbsl 1108...1113

CrRNA repeat-derived sequence 1116...1131
tracrANA 1132...1191

UG terminator 1192...1187

T3 promoter 1272...1291

Obr. ¢. 5: Mapa plazmidu pU6 — Bbsl — chiRNA potiebného pro konstrukci gRNA pro
systém CRISPR/Cas

(pfevzato z http://www.addgene.org/ )
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3.1.2 Vybér specifickych mist pro nukleazy TALEN a CRISPR

Cilové sekvence DNA zajmového genu CNT1, pro nukleazy TALEN a CRISPR byly
vzdy vyhledany (in silico) pomoci online webovych programi. V ptipadé nukleaz TALEN
se  jednalo 0 program » TAL Effectror Nucleotide  targeter  2.0*
(https://tale-nt.cac.cornell.edu/node/add/talen) (Cermak et al., 2011). V piipadé nukledz
CRISPR byl pouzit  program ,»FIyCRISPR Optimal Target Finder*
(http://tools.flycrispr.molbio.wisc.edu/targetFinder) (O'Connor - Giles et al., 2013).

Pro gen CNT1 byl navrzen par TALENUG do prvniho intronu genu. Webovy program
generuje navrh nukledz TALEN ve formé RVD (repeat — variable di — residue). Kazdy tento
RVD (dvojice aminokyselin) rozpoznava jeden nukleotid v primarni sekvenci DNA cilového
genu (viz tabulka ¢islo I1). Pocet RVDs muze kolisat v rozmezi 12 — 31, pfi¢emz navrhovany
par TALENU se vyznamné poétem RVDs nelisi. Do webového online programu ,,TAL
Effector Nucleotide targeter 2.0, byla vloZena sekvence genu ve formatu FASTA. Z mnoha
navrhi byl nakonec vybran navrh, ktery je uveden v tabulce ¢islo III. Mezi parem TALEN
se nachazi 14 nukleotidii dlouhy ,,Spacer.

Pro gen CNT1 byly navrzeny celkem tfi programované nukleazy CRISPR, prvni do
prvniho exonu a druha a tfeti do tietiho exonu (Obr. ¢. 10). Cilové sekvence musely spliovat
ur¢ita kritéria. Prvnim z nich bylo, Ze cilovd sekvence musi byt 20 nukleotidi dlouh,
pficemz musi zacinat nukleotidem G, coz je nutné pro transkripci fizenou U6 promotorem
a dale musi byt tato sekvence nasledovana PAM sekvenci, s konsenzem nukleotidiit NGG.

Po vybéru vhodnych, specifickych DNA mist (in silico pomoci FIlyCRISPR Target
Finder), musime navrhnout piislusné oligonukleotidy, které pak zaklonujeme do restrikéniho
mista Bbsl vektoru pU6 — Bbsl — chiRNA. Pomoci téchto oligonukleotidi dosahneme cilové
specifity nukledzy CRISPR. Navrzeny nukleotid ve sméru 5” - 3, musi mit vzdy konsensus
CTTCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNN. Protismérny oligonukleotid musi pak mit
konsensus CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA. Tento konsensus oligonukleotidil je
dan kohezivnimi konci, které vzniknou pii S$tépeni vektoru pU6 — Bbsl — chiRNA
restrik¢nim enzymem Bbsl.

Sekvence oligonukleotidli, pouzitych pii konstrukci programovanych nukledz

CRISPR, jsou uvedeny v tabulce ¢islo IV.
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Tab. 1l: Kod, kterym jsou rozpoznavany baze dvojici aminokyselin (RVD) v TALENech

RVD | Nukleotid
NI A
HD C
NN G
NG T

Tab. 11l: Sekvence RVD navrzeného paru TALENU genu CNT1

TAL 1 RVDs TAL 2 RVDs
HD [ HD [ NN [ HD [ HD [ NN [ NN [ NI [ NN [ HD
QA& 60O ]G] 6 &6
NI | NG | HD | NN | NI | NI | NN | HD | NI | HD
@© [ O 16 | O |Q| 6|06 |06 |«
NN [ NN [ NN [ HD | NI [ NI | NG | NN [ NN | NI
(11) | 12) | 13) | (14) | 15) | (A1) | (12) | (13) | (14) | (15)
NI | NI [ NN NN | NG | NI [ HD
(16) | (17) | (18) (16) | (17) | (18) | (19)

Tab. IV: Sekvence oligonukleotidii, pouzitych pii konstrukci programovanych nukleaz
CRISPR, pro gen CNT1. Prvni ¢tyii nukleotidy jsou komplementarni ke kohezivnim konclim
v plazmidu pU6 — Bbsl — chiRNA, §tépenym Bbsl

5'—>3°
CTTCGGCAAAGCGAATCACCTATC
1 | CRISPR vV prvnim exonu |3’ — 5’
AAACGATAGGTGATTCGCTTTGCC
5'—3°
CTTCCGTGCCGCAATGACGCATACA
2 | CRISPR ve tfetim exonu 3’5’
AAACTGTATGCGTCATTGCGGAC
5—-3°
CTTCGCATTATGTATTACCTTGGC

3 | CRISPR ve tfetim exonu 3’ -5’
AAACGCCAAGGTAATACATAATGC
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3.2 Syntéza specifickych nukleaz TALEN Kk cilové sekvenci

Syntézy TALENu podle navrzené sekvence V tabulce ¢islo Il se dosahne ve dvou
krocich. Nejprve je nutné vlozeni (ligace) pfislusnych modulovych plazmida, které jsou
pfedtim ,sestfizeny* restrikénim enzymem Bsal (rozpozndva sekvenci GGTCTC),
do vektorového plazmidu. Kazdy modulovy plazmid obsahuje dvé restrikéni mista Bsal
a tudiz tento ,,sestfih* vytvoii komplementarni konce k nasledujicimu (z nésledujici arovn¢),
ale i k predchazejicimu (z predchozi urovné) modulovému plazmidu. Kazda uroven (1 — 10)
je uréena poradim jednotlivych moduli v navrhovaném TALENu. Rovnéz vektorovy
plazmid je Stépen restrikénim enzymem. V tomto ptipad¢ se jedna o restrikcni enzym Esp3l
(rozpoznava sekvenci CGTCTC). Stépenim restrikénim enzymem Esp3l se dosahne zisku
komplementarnich koncti k prvnimu a poslednimu modulovému plazmidu. Vsechny tyto
reakce probihaji v jednom kroku. Je tedy nezbytné davat modulové plazmidy ve spravném
potadi (z ptislusné trovn¢) do cilového vektoru, ktery je rovnéz $tépen restrikénim enzymem
Esp3l. Jak je patrné z obrazku &islo 4, tak pocet jednotlivych moduli, pro vSechny Ctyfi typy
bazi, je 40 (4 typy bazi v 10 Grovnich).

Cilové vektorové plazmidy (rezistence ke spectinomycinu) mame dvojiho typu:
pFUS_A a pFUS B, pfi¢emz pFUS B ma dalSich 10 podtypt. Moduly kodujici 1. az 10.
RVDs se vkladaji do vektoru pFUS A, moduly nasledujici se klonuji do jednoho podtypu
vektoru pFUS B, na ziklad¢ toho, kolik modulii se do tohoto vektoru ma vlozit. Cisla
jednotlivych podtypt pFUS B vektorid znamenaji, kolik modulti minus jedna, 1ze do tohoto
vektoru zaklonovat (napt. pFUS B6 — klonuje se 11. az 15. RVDs kodujici modul).
kone¢ného vektoru (rezistence k ampicilinu), pii¢emz posledni RVD se ,,doda*“ praveé
v tomto okamziku. Princip vkladani je obdobny. Pomoci restrikéniho enzymu Esp3I se docili
zisku komplementarnich koncti vektoru pFUS A, prislusného vektoru pFUS B
a pfislusnému pLR modulu. Digesci timto enzymem je rovnéZz umoZznéno vloZeni vySe
uvedenych ,.komponenti“ do koncového vektoru. Stejné jako v prvnim kroku, restrikce
a ligace probiha v jediné reakci.

Tato vlastnost ndm umoziiuje dosdhnout libovolné specifity a tedy i1 navrhnout
TALEN pro jakykoliv lokus v genomu. Schematické zndzornéni ligace jednotlivych modulil

a tim 1 ziskéni specifity TALENu je zobrazeno na obrazku ¢islo 6.
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Obr. ¢. 6: Schematické znazornéni ligace jednotlivych modulti a klonovani do cilového

vektoru
(Pievzato z Cermak et al., 2011).

3.2.1 ,,Golden Gate* protokol

Protokol ,,Golden Gate“ byl pouzit, v mirn¢ modifikované podob¢. Protokol vychazi
z metody publikované v praci Cermak et al., 2011. ,,Golden Gate* protokol je rozdélen
do dvou hlavnich ¢asti a je koncipovan tak, aby bylo mozné TALEN zkonstruovat béhem
péti dni.

Nejveétsi odchylka od originalniho protokolu byla, pouziti jako koncového cilového
plazmidu pBlue-Tal (Takasu et al., 2014) na misto plazmida pTal 1, 2, 3 nebo 4. Plazmid
pBlue-Tal obsahuje T7 promotor, zkracenou TAL efektorovou sekvenci, 5" UTR, 3" UTR,
Esp3I restrikéni misto a 3" poly (A) tsek. Tento plazmid ma také optimalizovany ,,codon
usage” a je tedy vhodngjsi pii cilené mutagenezi u hmyzu. Cely ,,Golden Gate* protokol
uveden v piiloze c¢islo 8.2. Po dokonceni ,,Golden Gate* protokolu je vhodné vyizolované

konstrukty osekvenovat.

3.2.2 Mutageneze pomoci nukleaz TALEN

Pro mutagenezi je nutné mikroinjektovat mRNA syntetizovanou in vitro polymerazou

T7 podle plazmidovych konstrukti nukleaz TALEN. K syntéze mRNA Ize pouzit libovolng,
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komer¢né¢ dostupnou soupravu, napiiklad mMESSAGE mMACHINE® T7 Ultra

Transcription kit (Lifetechnologies).

3.3 NavrzZeni specifickych nukleaz CRISPR k cilové sekvenci a jejich tvorba

Tvorba nukleazy CRISPR se specifitou k urcitému misto v genomu spociva v tom, ze
se do restrik¢niho mista Bbsl v plazmidovém vektoru pU6 — Bbsl - chiRNA, vlozi specificky

par oligonukleotidl, navrzeny piesné do mista cilové sekvence, jak je popsano v sekci 3.1.2.

3.3.1 Fosforylace a nasedani oligonukleotidu

Oligonukleotidy (Sigma Aldrich), pouzité ke konstrukci vSech tfech programovanych
nukledz, byly nejprve fosforylovany enzymem T4 — polynukleotid kindzou (Thermo

Scientific) podle nasledujiciho protokolu:

1 pl pfimosmérny oligonukleotid (100 pmol/ul)
1 pl protismérny oligonukleotid (100 pmol/ul)
1 ul T4 — polynukleotid kinaza - pufr

1 ul T4 — polynukleotid kinaza

6 ul PCR H20

Tato reakéni smés byla umisténa do inkubatoru, vyhiatém na 37 °C, na dobu 30 minut.
Poté oligonukleotidy byly zahtaty v 95 °C po dobu 5 minut a nasledné¢ byly nechany
zchladnout na teplotu 25°C, rychlosti - 0,1 °C/vtefinu, aby na sebe nasedaly.

3.3.2 Stépeni a defosforylace plasmidu pU6 — Bbsl — chiRNA

Pro ligaci fosforylovanych oligonukleotidii bylo tieba nejprve nastépit vektorovy
plazmid pU6 — Bbsl — chiRNA, restrikénim enzymem BbsI (NEB) podle nasledujiciho

protokolu:

1 ng puU6 — Bbsl — chiRNA

2 pl 10x restrikéni pufr

0,5 ul Bbsl (NEB)

15,5 ul H20 (,, nuclease — free*)

Tato reakéni smés byla umisttna na 6 hodin do inkubétoru, vyhiatém
na 37 °C. V poloviné doby, tzn. po 3 hodinach, byl do reakéni smési ptidan 1 pl alkalické

fosfatazy (NEB), za ucelem defosforylace 5 konce vektorového plazmidu.
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Nastépeny vektorovy plazmid pU6 — Bbsl — chiRNA byl purifikovan, za Géelem
odstranéni nenastépenych molekul plazmidu, gelovou elektroforézou. Plazmidova DNA byla
z agarozového gelu izolovana pomoci kitu ,,High Pure PCR Product Purification Kit*
(Roche).

3.3.3 Ligace komplementirné nasedlych oligonukleotidii a nastépeného plazmidi

pU6 — Bbsl — chiRNA a nasledna transformace do chemicky kompetentnich bunék

Ligace fosforylovanych, komplementarné nasedlych oligonukleotida, do vektorového

plazmidu pU6 — Bbsl — chiRNA probihala podle nasledujiciho protokolu:

50 ng pU6 — Bbsl — chiRNA (nastépeny a purifikovany plazmid)
1 pl pfimosmérného, komplementarné nasedlého oligonukleotidu
1 pl protismérného, komplementarn¢ nasedlého oligonukleotidu
1 ul 10x T4 ligacni pufr

1 ul T4 DNA ligdza (NEB)

11 pl H20 (,,nuclease — free®)

Liga¢ni smés byla inkubovédna v 16 °C pies noc a nasledné transformovana do chemicky

kompetentnich bunék bakterie E.coli kmene Zymo 5a
3.3.4 Ovérovani uspésSnosti ligace

Uspésnost ligace inzertu do vektorového plazmidu byla nejprve testovana pomoci
PCR provedené z DNA, vyizolované z pfislusnych bakteridlnich kolonii, s naslednou
vizualizaci PCR produktii pomoci gelové elektroforézy a sekvenovanim.

Kontrolni PCR z DNA bakteridlnich kolonii byly provadény pomoci polymeradz
,DreamTaq" (ThermoScientific) a,,OneTaq* (NEB) za podminek uvedenych v tabulce V.
Bakterialni kolonie obsahujici vektor prvniho CRISPRu, navrzeného do prvniho exonu genu
CNT1, byly testovany pomoci PCR se specifickymi primery
F1 (AAAGCCGAGTCAAATGCCGA) aR1 (AAACGATAGGTGATTCGCTTTGCC).
Sekvence primeru R1 je identickd se sekvenci protismérného oligonukleotidu, ktery byl
pouzit pfi ligaci do vektoru pU6 — Bbsl — chiRNA. V piipadé¢ druhého CRISPRu tfetiho
exonu genu CNT1, byly pro kontrolni PCR reakce pouzity primery
F2 (AAAGCCGAGTCAAATGCCGA) a R2 (AAACTGTATGCGTCATTGCGGAC).
Primer R2 je rovnéz protismérny oligonukleotid pouzity pii ligaci do ptisluSného vektoru.

Rovnéz pro treti CRISPR byly navrzeny specifické primery
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F3 (AAAGCCGAGTCAAATGCCGA) a R3 (AACGCCAAGGTAATACATAATGC).
Rovnéz primer R3 je protismérny oligonukleotid pouzity pii ligaci do vektoru. Specificka
sekvence piimosmérného oligonukleotidu je vzdalena 354 bazi od restrikéniho mista Bbsl
plasmidu pU6 — Bbsl — chiRNA, do kterého se ligovaly oligonukleotidy. V ptipadé tspésné
ligace, lze pomoci gelové elektroforézy, detekovat PCR produkt
o celkové délce 398 bazi.

Spravnost vysledkii PCR a gelové elektroforézy byla ovéfena sekvenovanim.
K sekvenaci byl pouzit specificky primer

pU6sqF (5" -AAAGCCGAGTCAAATGCCGA- 3°).

Tab. V: Definované podminky PCR reakci, pfi pouziti dvou DNA polymeraz

,DreamTaq" polymeraza | ,,OneTaq" polymerdza
1. 94 °C | 5 min. 94 °C | 5min.
2. 94 °C | 0,5 min. 94 °C | 0,5 min.
3. 55°C | 0,5 min. 55°C | 0,5 min. 30x
4. 72 °C | 1 min. 68 °C | 1 min.
5. 72 °C | 5min. 68 °C | 5 min.
6. 16 °C | --------- 16 °C | -=—=------

3.3.5 Extrakce a purifikace konstruktu z chemicky kompetentnich bunék —
»midiprep“

Z otestovanych bakteridlni kolonii se spravné vloZzenym konstruktem, byl tento
konstrukt izolovan pomoci kitu ,,Genopure Plasmid Midi Kit“ (Roche). Jesté pied vlastni
extrakci a purifikaci, bylo nejprve nutné ziskat bakterialni sediment z pfisluSnych
bakterialnich kolonii. Pfislusna bakterialni kolonie byla pomoci sterilni $picky z mikropipety
pfenesena do 3 ml LB média s pfidanymi 1,5 pl ampicilinu (50mg/ml) a nasledné umisténa
do termoboxu, vyhiatém na 37 °C. Inkubace probihala za nepfetrzitého tfepani 9 hodin.
Posléze byl cely objem pienesen do 50 ml LB média a pfidanymi 25 pl (50mg/ml)
ampicilinu a opét inkubovan za stejnych podminek po dobu 12 hodin. Bakterialni sediment
byl nasledné ziskan centrifugaci (6000 rpm/10 min.). Takto izolovany a purifikovany

konstrukt byl pouzit pfimo pro mikroinjekci do vajicek.
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3.3.6 Ziskani vaji¢ek pro mikroinjekci konstruktia

Ziskani vhodnych drozofilich vaji¢ek pro mikroinjekci je velmi dulezitym krokem
v celé proceduie ziskdni mutantniho jedince. K mikroinjekci konstruktu byl vybran
transgenni kmen D. melanogaster s genotypem:
w; +/+; vasaCas9/TM6 Th. Samice byly drzeny v poctu cca 300 jedinct v kladouci klicce,
jejiz spodni Cast tvorila Petriho miska s médiem. Slozeni média je uvedeno v nasledujicim

protokolu:

50 ml dH20 } .
smeés 1
1,5 g agar

16,5 ml dzus } <
smes 2
1,65 g sachar6za

Ob¢ dve smési byly zahtivany v uzavienych nadobach z varného skla do té doby, nez doslo
K Gplnému rozpusténi pevnych latek v kapalinach. Poté byly ob& smési opatrné smichany.
Nakonec byla ve vysledné smési rozpusténa tableta aktivniho uhli (Carbosorb 320 mg), pro

lepsi viditelnost nakladenych vajicek.

V této klicce s Petriho miskami setrvaly samice 30 minut. Po uplynuti této doby byla
Petriho miska vyménéna za novou. Nakladena vajicka v misce byla promyta, pfi pouziti

jemné tkaniny jako filtru zachycena a tedy ziskéna pro naslednou mikroinjekci.

3.3.7 Mikroinjekce plazmidového konstruktu do vaji¢ek
3.3.7.1 Mikroinjeké¢ni aparatura

Pouzitd mikroinjekéni aparatura se sklada ze tfech hlavnich ¢asti: invertovaného
mikroskopu vybaveného co€kou s dvacetindsobnym zvétSenim a mikromanipulatorem,
vzduchotlakovym vstfikovacim zafizenim a stativu s drzédkem jehly, ktery lze polohovat
pomoci mikroSroubu v osach X, y a z. V naSem ptipad¢ vzduchotlakové zatizeni tvofila
injekéni stiikacka, nebot’ po Cetnych pokusech se jevila jako nejoptimalngjsi z hlediska
ovladatelnosti a regulace tlaku vzduchu, na rozdil od komeréné dostupného mikroijektoru
FemtoJet (Eppendorf).

Jehla pro mikroinjekci byla vytaZena, ze sklenéné borosilikatové kapilary na
horizontalnim vytahovac¢i kapilar. Kvalita a primér mikroinjekéni jehly, je naprosto

esencialni pro uspésné provedeni mikroinjekce.
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3.3.7.2 Priprava vajifek pro mikroinjekci a vlastni mikroinjekce

Spravna piiprava vajicek pted vlastni mikroinjekci je naprosto nezbytnd pro tspéch
celé procedury. Hlavni roli pii pfipravé hraje cas. Maximalni doba, kdy je mozné
mikroinjektovat je 80 minut po nakladeni. V této dobé se ve vaje¢né ooplazmé nachdzeji
shluky bunécnych jader, které po uplynuti této doby migruji do periferie vajicka, kde vytvari
vrstvu bunék zvanou syncitidlni blastoderm. Kdyz navic ode¢teme 30 minut, kdy nechdvame
samice klast, tak se nam ¢as na vlastni mikroinjekci zkracuje na 50 minut. Proto je obvykle
nutné pracovat velice rychle a nejlépe ve dvou lidech.

Pied zapocetim vlastni mikroinjekce byla vajicka zbavena chorionu promytim v 5 %
roztoku chlornanu sodného. Cerstvé nakladena, promyta vajicka a zbavend chorionu byla
umisténa na podlozni sklicko s vrstvou agaru a ovocné $tavy a srovnana tak, aby jejich
posteriorovy konec vzdy sméfoval stejnym smérem a to vzdy v orientaci k mikroinjek¢ni
jehle. Vajic¢ka na podloznim sklicku byla imobilizovana pomoci kryciho sklicka o rozmérech
18 x 18 mm a podlozni sklicko umisténo na stolek mikroskopu. Pied vlastni mikroinjekci
byla smés izolovanych a purifikovany konstruktl natfedéna pomoci Ringerova roztoku
na koncentraci 250 ng/ul, z divodu nizsi destrukce vajicek. Do tohoto roztoku bylo také
pridano potravinatské barvivo v poméru 1:50. Takto nafedénym roztokem konstruktu byla
naplnéna mikroinjekéni jehla a byla upravena poloha jehly, umisténé v drzaku na stativu tak,
aby jeji hrot smétoval do ohniskové roviny vajicka. Vlastni mikroinjekce probihala tak, ze
pomoci mikro Sroubu stolku mikroskopu, bylo posouvano stolkem v osach x a z tak, aby
jehla mohla penetrovat do pfipraven¢ho vajicka. Pfii penetraci jehly chorionem je nutné
davat pozor na hloubku penetrace, ktera by neméla presahnout jednu pétinu délky vajicka.
V opacném piipadé¢ mize dojit k ,,prasknuti* vajicka. Postup mikroinjekce je znazornén na
obrazku ¢islo 7. Mikroinjektovana vajicka byla umisténa do inkubatoru, vyhfatém na 18 °C,

kde se tyto vajicka nechala vyvijet.
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Obr. €. 7: Pribéh penetrace mikroinjekéni jehly chorionem vajicka

(pfevzato z http://www.ibdml.univ-mrs.fr/equipes/BP_NG/Methods-files/injection.pdf)

3.3.8 Testovani ucinnosti Stépeni pomoci CRISPR

K testovani u¢innosti $tépeni gRNA byla zvolena metoda PCR. Jako vstupni material
slouzila genomova DNA z ¢asti mikroinjektovanych vajicek a DNA z jedinci prvniho
larvalniho instaru. PCR byla provadéna 48 hodin po mikroinjekci v piipadé vajicek,
respektive 72 hodin po mikroinjekci v pfipad¢ jedinci prvniho larvalniho instaru.

V pokusech, kdy byla pouzivina DNA z mikroinjektovanych vaji¢ek, bylo
odhadovéno rovnomérné rozloZeni mutagenizovanych embryonalnich somatickych bunék
a bun¢k zarodeéné linie a tedy, Ze pomér mutagenizovanych a nemutagenizovanych bunék
zlstane zachovdn 1 u vzorkid izolovanych zvice vajicek. Na jeden izolovany vzorek
genomové DNA bylo pouzito 40 vaji¢ek. Pfi pokusech, kdy byla pouzivana DNA z jedincii
prvniho larvalniho instaru, byla tato DNA izolovana s jednotlivych larev.

Pro tyto PCR byl navrzen par specifickych  primera  TestF1
(TAAGATCCACACAACACTTC) a TestRl (AAGGACACATAAGCCCCCAA).
Pfimosmérny primer naseda 122 bp. pfed o¢ekdvany dvouretézcovy zlom prvniho CRISPRu,
873 bp. pted ocekavany dvoutetézcovy zlom druhého CRISPRu a 1196 bp. pted ocekavany
dvoufetézcovy zlom tfettho CRISPRu. Protismérny primer nasedd 229 bp. za ocekavany

dvouretézcovy zlom ttetiho CRISPRu.
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Pro tyto PCR reakce byl zvolen ,,master mix“ PPP (Top-Bio), obsahujici ,,Taq“ DNA

polymerazu. PCR reakce probihala za podminek uvedenych v tabulce ¢islo VI. PCR

produkty byly vizualizovany pomoci gelové elektroforézy. Ocekavané velikosti PCR

produktt v piipadé vzniku deleci u jednotlivych CRISPR1 jsou uvedeny v tabulce ¢islo VII.

Tab. VI: Definované podminky PCR reakce pti pouziti PPP master mixu

PPP master mix

(,,Taq* DNA polymeraza)

1. 94 °C | 1 min.

2. 94 °C | 0,25 min.
3. 55°C | 0,25 min.
4. 72 °C | 1 min.

5. 72 °C | 7 min.

6. 16 °C | ---------

35x

Tab. VII: Ocekavana velikost PCR produkt v zavislosti na vzniku deleci u jednotlivych

CRISPRi
Varianty vzniku delece Ocekavana velikost PCR
produktu
,wild type* / bez delece 1425 bp.
CRISPR 1 + CRISPR 2 674 bp.
CRISPR 2 + CRISPR 3 1102 bp.
CRISPR 1 + CRISPR 3 351 bp.

3.3.8.1 Izolace genomové DNA z vajicek

Izolace genomové DNA z mikroinjektovanych vajicek byla provadéna pomoci reagentu

DNAZzol (Life Technologies) podle nasledujiciho protokolu:

1. Homogenizace a lyze: 40 vajicek bylo umisténo do 1,5 ml mikrozkumavky, bylo

pfidano 40 pl reagentu DNAzol® a proteinaza K (100 pl/ml). Tato smés byla

nasledné inkubovéna 20 minut pti pokojové teploté.

2. Centrifugace: inkubovany lyzat byl centrifugovan pti 10 000 rpm po dobu 10 minut.
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Precipitace DNA: centrifugovany lyzat byl precipitovan 20 pl 100% etanolu a
centrifugovan pii 5 000 rpm po dobu 5 minut.

Promyvani I: po centrifugaci byl odstranén supernatant, k sedimentu bylo pfidano 40
ul 100% etanolu a nasledovala centrifugace pti 5 000 rpm po dobu 5 minut.
Promyvani II: byl odstranén supernatant a k sedimentu bylo pfidano

40 pl 75% etanolu, pak nasledovala centrifugace pii 5 000 rpm po dobu 5 minut.
Rozpusténi DNA: po ptedchozi centrifugaci byl odstranén supernatant, po té byl

vzorek na vzduchu vysuSen (20 vtetin) a rozpustén v 10 ul NaOH (8mM).

3.3.8.2 Izolace genomové DNA z jedinci prvniho larvalniho instaru

Izolace genomové DNA z jedinct prvniho larvalniho instaru byla provadéna pomoci

pufru, jehoz sloZeni je uvedeno nize:

Izola¢ni pufr (,,Squishing buffer®): 10 mM TRIS-CI, pH 8,2

1 mM EDTA
25 M NaCl
200 pl/ml proteinaza K

Pomoci vyse uvedeného pufru byla izolovana DNA z jednotlivych jedinci prvniho

larvalniho instaru. Pro tyto Gcely byl experimentalné upraven izola¢ni protokol tak, aby

vytézek DNA z jedné larvy byl natolik dostacujici, aby byla mozna amplifikace pomoci

PCR. Tento experimentalné upraveny protokol je uveden niZe:

1.
2.

Pfipravit izola¢ni pufr

Umistit 1 larvu do 0,5 ml mikrozkumavky a zkumavku ponofit na 1 minutu do
kapalného dusiku

Do zkumavky pfidat 15 ul izola¢niho pufru a homogenizovat larvu pomoci sterilni
Spicky mikropipety

Inkubovat vzorek v 55 °C po dobu 1 hodiny

Inaktivovat proteinazu K inkubaci v 95 °C po dobu 2 minut.

Takto vyizolovanou DNA Ize piimo pouzit k analyze metodou PCR.
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3.3.9 Schéma kiiZeni mutagenizovanych jedinci

Schéma kiiZzeni mutagenizovanych jedinct je uvedeno na obrazku cislo 8. Pro ucely
prvniho kiizeni byli mikroinjektovani jedinci selektovani podle pohlavi (v piipadé samic
pouze panny) Nasledné byly mikroinjektovani jedinci kiizeni s jedinci genotypu:

w; +/+; vasaCas9/TM6B Tb a rozd¢leni do skupin. Kazda skupina méla 1 samici (pannu)
a 3 samce. Cast potomstva byla testovana pomoci PCR se specifickymi primery
TestF1 (TAAGATCCACACAACACTTC) a TestRl (AAGGACACATAAGCCCCCAA),
s naslednou vizualizaci PCR produkti gelovou elektroforézou. Prvni filidlni generace
mikroinjektovanych jedinct byla rovnéz testovana na pritomnost mutace tak, ze z ptislusné
skupiny jedincti bylo vybrano ndhodné pét jedincii, ze kterych byla vyizolovana genomova
DNA. Tato DNA byla pouzita k PCR analyze se z vyse uvedenymi primery, pfi¢emz pro tyto
PCR reakce byl pouzit stejny master mix (PPP) a izola¢ni pufr (,,squishing buffer), jako
Vv piipad¢ kontroly mikroinjektovanych jedinct. V piipadé€, ze ¢ast potomstva urcité skupiny
vykazovala deleci, byla tato skupina pouzita k dalSimu kiiZeni.

Cilem mého kiizeni mikroinjektovanych jedincii bylo ziskat skupinu jedincii nesouci
mutaci genu CNT1 oproti balancerovému chromozomu. Izolace genomové DNA probihala

pomoci nasledujiciho protokolu:

1. Ptiprava izola¢niho pufru (,,Squishing buffer) — 10mM TRIS — HCI (pH 8,2),
ImM EDTA, 25 mM NaCl, proteinaza K (200 pg/ml)

2. Procedura homogenizace a izolace genomové DNA — jednotlivi jedinci byli
umisténi do 1,5 ml mikrozkumavek a homogenizovani (po dobu 5 — 10 vtefin)
Spi¢kou mikropipety s natazenym objemem 50 pl izola¢niho pufru, pfi¢emz
objem Spicky nebyl vypustén, ale pfidané mnozstvi izola¢niho pufru, bylo pouze
to, které uniklo ze $picky pii homogenizaci.

Po takto provedené homogenizaci byly vzorky inkubovany pii pokojové teploté
po dobu 30 minut. Po této inkubaci byly vzorky umistény na 2 minuty
do termobloku vyhiatého na 95 °C za Gcelem inaktivace proteinazy K. Takto

ziskana genomova DNA byla pfimo pouZita k PCR.
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*
Go: Q3 W vasaCas9 X SM6B ; +
* TM6BTb Sco  +
. . * vasaCas9 o +
Fi:  w; : nebo w; ;
Sco + Sco TM6BTD
~* vasaCas9 S +
W, : nebo w; ;
SM6B + SM6B TM6BTb

Obr. €. 8: Schéma kiiZzeni mutagenizovanych jedinct
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4 Vysledky
4.1  Vytvoreni programovanych nukleaz TALEN pro gen CNT1

Pro gen CNT1 byl vytvofen par nukleaz TALEN podle protokolu ,,Golden Gate®,
ktery byl vSak upraven. Pfi implementaci metody cilené mutageneze nukledzami TALEN se
ukazalo, Ze Stépeni vektorovych plazmidi pFUS A a pFUS B #, restrikénim enzymem
Bbsl, ve stejném kroku jako vkladani modulovych plazmida do téchto vektort, snizuje
ucinnost celé reakce. Byl zvolen tedy alternativni postup, kdy byly samotné vektorové
plazmidy Stépeny, vySe zminovanym restrikénim enzymem, samostatné a nasledné¢ byly
purifikovany gelovou elektroforézou. Pii vlastni reakci, kdy se do cilovych vektora vkladaji
modulové plazmidy, byl samoziejmé také do reakce ptidan restrikéni enzym Bbsl. Tento
postup se posléze ukazal jako vhodné&;jsi.

Dalsi zménou oproti pivodnimu ,,Golden Gate* protokolu bylo pouziti odlisného
koncového vektoru. Pouzity vektor (pBlue-TAL) obsahuje zkracenou TAL efektorovou,
DNA vézajici doménu a codon usage® pro lepsi expresi u hmyzu. Vektor pBlue-TAL je vSak
pln¢ kompatibilni s ostatnimi reagenciemi z protokolu ,,Golden Gate*.

Schematické znazornéni lokalizace paru TALENU uvniti genu CNT1 je uvedeno na
obrazku ¢islo 9. Presna lokalizace nukleaz TALEN, vcetné jejich cilovych sekvenci je
uvedena na obrazku ¢islo 19 v pfiloze 8.1. Protokol ,,Golden Gate* je koncipovan tak, aby
bylo mozné konstrukty nukleaz TALEN vytvofit béhem 5 dni. V nasi laboratofi vSak byla
tato doba zhruba trojndsobna. Toto zdrzeni pfipisuji na vrub tomu, ze G¢innost vkladani
moduli do vektorovych plazmidi je pomérné nizka, coz sebou nese i nutnost velkého
mnozstvi kontrolnich PCR reakci. Plazmidové konstrukty tohoto paru nukleaz byly
vyizolovany z chemicky kompetentnich bun¢k (midiprep) a jejich spravnost byla ovétena
sekvenovanim. Sekvena¢ni data byly ptelozeny do sekvence aminokyselin pomoci online
webového programu ExPASy (http://web.expasy.org/translate/). Timto piekladem se
vizualizovala spravnost ligaci jednotlivych modult (RVD). Tyto data jsou uvedena v piiloze
¢islo 8.3.

Na obrazcich cislo 20; 21; 22 a 23 v priloze 8.3 jsou uvedeny aminokyselinové
sekvence se zluté vyznacenymi RVD. Z téchto obrazku je patrné, Zze vSechny moduly jsou
vV kone¢ném vektoru vloZeny spravné a ve spravném pofadi, navic pfi sekvenovani podle
pfimosmérného a protismérného primeru doslo i k ¢astecnému piekryvu sekvenci. Tyto

prekryvy vykazuji shodu.
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Ve své diplomové praci jsem se jiz mikroinjekci mRNA nezabyval. Na zakladé
vysledkii od kolegli z nasi laboratofe, jejichz mikroinjektovana vajicka méla nizkou miru
prezivani a v disledku nutnosti pracovat s in vitro pfipravenou mRNA, se tato metoda stala
finan¢né velmi narocnou. Syntézu MRNA, podle mych konstruktd, rovnéz nebylo mozné
provést Uspé$né, nebot’ se pozdé&ji ukazalo, Ze souprava na syntézu mRNA byla
kontaminovana RNazami a nakup nové sady by tuto metodu jesté vice prodrazil.

Cilena mutageneze pomoci programovanych nukledz TALEN, byla dovedena do faze

hotovych a sekvenaci ovétenych konstruktti a uloZena pro ptipadné pozdé¢jsi vyuziti.

Drosophila CNT1

LAAGCCT ¢

E

HD HD

Obr. €. 9: Schematické znazornéni umisténi paru nukledz TALEN v genu CNT1

4.2  Vytvoreni programovanych nukleaz CRISPR pro gen CNT1

Pro gen CNT1 pak byly vytvofeny celkem tii nukleazy CRISPR. Prvni nukleaza byla
vytvofena do prvniho exonu, druhd a tfeti nukleaza byla vytvofena do tfettho exonu.
Schematické znazornéni jejich lokalizace v genu CNT1 je uvedeno na obrazku ¢islo 10. Cela
sekvence genu s vyznacenymi cilovymi sekvencemi pro nukleazy CRISPR je uvedena

v priloze ¢islo 8.4.
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Drosophila CNT1

ACCTCGGATTCGAGTGCCGCAATGACGCATACAAGGCCATCGGAC

e T :ATCACCAGCATTATGTATTACCTTGGCTGGATGCAGTT
GCCATCGAGGGCAAAGCGAATCACCTATCTGGTACTCCATGT

Obr. ¢. 10 Schematické znazornéni cilti nukleaz CRISPR/Cas v genu CNTX1. Trinukleotidy

PAM jsou vyznaceny Cervenymi pismeny

4.2.1 Efektivita ligace oligonukleotidii do vektorového plazmidu

pU6 — Bbsl — chiRNA

Za podminek uvedenych v odstavcich 3.3.1; 3.3.2 a 3.3.3 byla efektivita ligace
oligonukleotidii vektorového plazmidu pU6 — Bbsl — chiRNA pomérné vysoka, coz je patrné
Z obrazku ¢islo 11 a 12.

U obrazku c¢islo 11 v drahach ¢islo 2; 3; 4; 5, 6 a 7 je detekovan PCR produkt
o velikosti 398 bp., coz indikuje spravné vlozené oligonukleotidy do plazmidu pU6 — Bbsl —
chiRNA. U obrazku ¢islo 12 je v drahach ¢islo 2; 4; 5, je rovnéz detekovan PCR produkt
o velikosti 398 bp., coz také indikuje spravné vlozené oligonukleotidy do zminéného
plazmidu. Pfi ovéfovani GspéSnosti ligace do vektorového plazmidu, bylo vzdy vice nez
50 % bakteridlnich kolonii pozitivnich na pfitomnost vektorového plazmidu se spravné
vloZenymi oligonukleotidy.

Pro ucely testovani spravné ligace oligonukleotidii do vektorového plazmidu se mi
podaftilo navrhnout specificky primer s ,,univerzalnim* pouzitim. Tento primer
(AAAGCCGAGTCAAATGCCGA) je mozné pouzit jako pfimosmeérni primer pii testovani
pomoci PCR 1 jako pfimosmérny sekvenaéni primer. Toto zjednoduseni mirné snizilo

finan¢ni naklady na tuto metodu.
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Obr. ¢. 11: Detekce PCR produktti pomoci gelové elektroforézy (produkt o velikosti 398 bp.
indikuje spravné vlozené oligonukleotidy do plazmidu pU6 — Bbsl — chiRNA, agarosa:
SeaKem, ladder: GeneRuler 100 bp Plus — Thermo Scientific)

1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. ¢. 12: Detekce PCR produkt pomoci gelové elektroforézy (produkt o velikosti 398 bp.
indikuje spravné vlozené oligonukleotidy do plazmidu pU6 — Bbsl — chiRNA, agarosa:
SeaKem, ladder: GeneRuler 1 kb — Thermo Scientific)
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4.2.2 ZvySeni uspésnosti mikroinjekce konstrukti nukleaz CRISPR

Mikroinjekci jsme provadéli soucasné vSemi tfemi plazmidy kodujicimi gRNA
(koncentrace 250 ng/ul). Pfi prvnich mikroinjekcich byla pouzivana cCerstvé nakladena
a promyta vajicka s chorionem. To se pozdé&ji ukazalo jako chybny krok, nebot’ chorion
vajicek poskozoval mikroinjekéni jehlu, pfi¢emz dochazelo k ucpavani jehly a jejimu
ztupeni, coz zpusobilo neuspeésSnost mikroinjekce. Pti pozdéjSich pokusech byly pouzivany
vajicka zbavena chorionu. Odstranéni chorionu spocivalo v promyti vaji¢ek v 5 % roztoku
chlornanu sodného. Pfi opakovanych mikroinjekcich byla do mikroijektovaného roztoku
pfidana rovnéz potravinaiska barva, pro lepsi vizualizaci toho, zda doslo k praniku roztoku
do vajicka. Pti odstranéni chorionu z vajicek se uspésnost mikroinjekce mirn€ zvysila, coz je

ovsem nizky pocet.
4.2.3 Detekce uspésnosti mikroinjekce

V prvnich pokusech byla Uspé$nost mikroinjekce testovana u vajicek 48 hodin po
mikroinjekci. Pozd€ji se vsSak ukazalo, Zze po 48 hodinach nelze s jistotou urcit, zda
mikroinjekce nebyla pro vajicko letdlni. Dochazelo tedy k tomu, Ze izolovand DNA
pochazela z velké ¢asti z ,,nezivych* vajicek a tudiz vysledky mikroinjekce byly negativni.
Pti pozdéjsich pokusech, kdy byla upravena mikroinjekéni technika, spocivajici v odstranéni
chorionu vajicek, pfidani potravinaiské barvy k mikroinjektovanému roztoku, byla izolace
DNA provadéna z ptezivSich jedinci prvniho larvélniho instaru. ProdlouZeni doby izolace
DNA po mikroinjekeci ukézalo skutecny dopad mikroinjekce na zivotaschopnost vajicek
v nasich podminkach. Z primérn¢ho poctu 150 mikroinjektovanych vajicek, pii jedné
mikroinjekci, ptezily do larvalniho stadia maximalné 3 jedinci, coz je velmi nizky pocet.
Z ¢asovych divodu byly nakonec konstrukty nukleazy CRISPR odeslany k mikroinjekcim

do laboratofe v Biologickém vyzkumném centru, mad’arské Akademie véd v Szegedu.

4.2.4 Vyhodnoceni uspéSnosti mutageneze nukleazami CRISPR u F1 generace

PCR s naslednou vizualizaci produktti pomoci gelové elektroforézy, byla zvolena
jako kontrolni metoda uspé$nosti mutageneze. Na nize uvedenych obrazcich ¢islo 13 a 14 je
vizualizace PCR produkti. Ocekavané velikosti PCR produkti jsou uvedené v tabulce
¢islo V. Z obrazku ¢islo 13 je ziejmé, ze velikost PCR produktl v drahach ¢islo 4; 5 a 9
odpovida ptedpokladané velikosti 674 bp. to znamena, ze doslo k deleci v misté prvni
a druhé nukleazy CRISPR. Pro srovnani, v draze Cislo 2 je vizualizovan PCR produkt

nemutagenizovanych jedinct o velikosti 1425 bp. (,,wild-type®).
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Z obrazku cCislo 14 je rovnéz ziejmé, ze V draze cCislo 4 odpovida velikost PCR
produktu 674 bp., coz indikuje deleci ve stejném misté jako piedchozich vzorkt. Na rozdil
Vv drahach cislo 6 a 9 Ize pozorovat dva PCR produkty. Vétsi PCR produkt opét odpovida
velikosti 674 bp. a mensi produkt velikosti 351 bp., coz indikuje deleci mezi prvni a treti
nukledzou CRISPR, z ¢ehoz vyplyva, ze ve vzorku se nachazely jedinci s obéma typy deleci.
Pro definitivni potvrzeni deleci byly z agarosového gelu vyizolovany PCR produkty
a osekvenovany.

Na zaklad¢ sekvenace PCR produktu, lze s jistotou fici, ze U vzorku vizualizovaného
na obrazku ¢islo 13 v drahach 4; 5 a 9 (stejny vzorek), doslo k deleci mezi prvni a druhou
nukleazou CRISPR a ke zkraceni sekvence genu o 674 bp. Tato skute¢nost vede k tomu, Ze
se v mutantnich jedincich bude tvofit zkraceny protein. Vysledna aminokyselinova sekvence
proteinu je uvedena na obrazku ¢islo 15, kde Zluté zvyraznéna Cast predstavuje deleci.
Vyslednd podoba genu CNT1 vyznacenou deleci je uvedena na obrazku cislo 25
Vv priloze 8.5.

Na obrazku ¢islo 16 je uvedeno schematické znazornéni struktury
transmembranového proteinu CNT1, véetné jeho 13 transmembranovych a-helixi. Z tohoto
obrazku je patrné, ze pii mutagenezi doslo k deleci, ktera postihla protein tak, ze tii a-helixy
jsou uplné odstranény a ze ¢tvrty a-helix ma o jednu aminokyselinu mén¢, coz zajisté ovlivni
jeho trojrozmérnou strukturu. Tento obrazek byl vytvofen pomoci online programu
HMMTOP (http://www.enzim.hu/hmmtop). Lze tedy s jistotou fici, ze vysledny protein

nebude funkcni.
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Obr. ¢. 13: Detekce PCR produktt, amplifikované genomové DNA, ziskané z potomstva
mikroinjektovanych jedinct (pouzita DNA z 5 jedinct na jamku, agarosa: SeaKem, ladder:
GeneRuler 1 kb — Thermo Scientific)
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Obr. ¢. 14: Detekce PCR produktt, amplifikované genomové DNA, ziskané z potomstva
mikroinjektovanych jedinct (pouzita DNA z 5 jedincti na jamku, agarosa: SeaKem, ladder:
GeneRuler 1 kb — Thermo Scientific)

MAEPIEGEQEEKPPPSRAKRITYLVLHVLLHITFISYFTAATITFIFYDKDSKECWPNRGSE
ATTESIDNSTEDDDDDDYDTEETSEKPVPEVKPKLLCOINWCHGYGFLIVLFILFYILWLYY
WVFKPEVGIKLYNNYLEPVIDKWIAFSROWIVSGVMLAIVLAVVVAYLGFECRNDAYKAIGL
LGPVCFVLIGFAVSKHHLOQVPWRIVTHGLLGQLLLGILCLRLPFGRSIFQCLGDKVTIFLNY
AQHGARFVYGDRICDEYVFAFAILAVVEFFEFSVITSIMYYLGWMQFILNGFGFLLOQAMVGTTV
CESVNAAGNVFLSMTESPLVIRPYIEILTVSELHAICTSGYATVAGTVLGAYVSFGASASFL
IAASVMAAPGSLAFAKLEFYPETEESLTRSDNIKLESSTDTSILDAAASGAAAALLIVLGIVS
NITIAFLAIVFFLDAVTIEWIFELIGLHNITLLYILSQIFIPIVEVMGVPWHDCQAIGLVVAQK
SEFINEFVAYRNLGILVSDKKVDPRSAATIATFALCGEFANPGSLGIVIASLSAMAPSRRSDITR
VAFRSYFAGSEVSEFTSASLAGILIONEYTGGN

Obr. ¢. 15: Aminokyselinova sekvence proteinu  CNT1 se zluté vyznaCenou deleci,
vytvofenou CRISPRy I a 2
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Protein: CNT1
Délka: 589
N-konec: cytoplazmatickd strana

Pocet transmembranovych helixu:

Transmembranové helixy:

13

21-45 108-132 153-173 182-199

320 351-375 421-445 456-480 487-511 520-544 563-581

210-234 265-289 296-

seq AEPIEGEQEE KPPPSRAKRI ﬂYLVLHVLLH IIFISYFTAA TIIFIFYDKD 50
pred IIIIIIIIII IIIITiiiii HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH HHHHHooOOOO

seq SKECWPNRGS EATTESIDNS TEDDDDDDYD TEETSEKPVP EVKPKLLCQI 100
pred 0000000000 0000000000 OOOOOOO0O000 0000000000 0000000000

seq NWCHGYdFLI VLEILEYILW LYYWVEKPEV GﬂKLYNNYLE PVIDKWIAF'S 150
pred oooooooHHH HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH HHiiiiiiii iiiiiiiiii

seq RdWIVSGVML ATIVLAVVVAY LGEECRNDAY KAIGLLGPVC FVLIGFAVSK 200
pred iiHHHHHHHH HHHHHHHHHH HHHooooooo oHHHHHHHHH HHHHHHHHHi

seq HHLQVPWRIV THGLLGQLLL GILCLRLPFG RSIFQCLGDK VTIFLNYAQH 250
pred iiiiiiiiiH HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH HHHHOOOOOO 0000000000

seq GARFVYGDRI CDEYVFAFAI LAVVFFFSVI TSIMYYLGWM QFILNGFGFL 300
pred oooooooooo ooooHHHHHH HHHHHHHHHH HHHHHHHHHi iiiiiHHHHH

seq LQAMVGTTVC ESVNAAGNVFE LSMTESPLVI RPYIEILTVS ELHAICTSGY 350
pred HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH 0000000000 0000000000 0000000000

seq ATVAGTVLGA YVSFGASASEF LIAASVMAAP GSLAFAKLFEFY PETEESLTRS 400
pred HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH HHHHHiiiii iiiiiiiiii TITIIIIIII

seq DNIKLESSTD TSILDAAASG AAAALLIVLG IVSNIIAFLA IVFFLDAVTE 450
pred IIIIIIIIII IITITITiiiii HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH HHHHHoooOO

seq WIFELIGLHN ITLLYILSQI FIPIVEVMGV PWHDCQAIGL VVAQKSFINE 500
pred oooooHHHHH HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH iiiiiiHHHH HHHHHHHHHH

seq FVAYRNLGIL VSDKKVDPRS AAIATFALCG FANPGSLGIV IASLSAMAPS 550
pred HHHHHHHHHH HooooooooH HHHHHHHHHH HHHHHHHHHH HHHHiiiiii

seq RRSDITRVAF RSYFAGSFEFVS FTSASLAGIL IQNEYTGGN 589

pred iiiiiiiiii iiHHHHHHHH HHHHHHHHHH Hoooooooo

Obr. ¢. 16: Schematické znazornéni struktury zkraceného proteinu CNT1

4.3  Porovnani aminokyselinovych sekvenci proteinu CNT1 a jeho lidského
homologu SLC28A1

V praci Gray et al., 2004 se uvadi, ze protein CNT1 ma substratovou specifitu
k pyrimidinovym nukleotidim, ovSem udaje ¢lenti nasi laboratofe naznacuji, ze CNT1 ma
spiSe substratovou specifitu k purinovym nukleotidim. Na zaklad¢ téchto protichtidnych
udaju jsem se rozhodl porovnat aminokyselinové sekvence drozofiliho proteinu CNTI1 s jeho
funkénim lidskym homologem SLC28A1, ktery rovnéz podle Gray et al, 2004 ma

substratovou specifitu k pyrimidinovym nukleotidim. Z obrazkl ¢islo 17 a 18 je ziejmé, ze
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protein CNT1 ma s jeho funkénim lidskym homologem 39 % sekvenéni shodu, pficemz
sekven¢ni shoda s lidskym SLC28A2, ktery je funkénim homologem CNT2, je 42 %. Pro
ucely  tohoto  srovnani byl pouzit online webovy  program  BLAST.

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Shody: 190/456 (42 %)

D.mel 140 LEPVIDKWIAFSRQWIVSGVMLAIVLAVVVAYLGFECRNDAYKAIGLLGPVCEFVLIGFAV 199
L+P + + +W+ +GV L ++ +L + + I G F+LI FA
Clov. 135 LKPFENSRLRLWTKWVFAGVSLV----GLILWLALDTAQRPEQLIPFAGICMFILILFAC 190

D.mel 200 SKHHLQVPWRIVTHGLLGQLLLGILCLRLPFGRSIFQCLGDKVTIFLNYAQHGARFVYGD 259
SKHH V WR V. GL Q + GIL +R G ++FQ LG++V IFLNY G+ FV+GD
Clov. 191 SKHHSAVSWRTVFSGLGLQFVFGILVIRTDLGYTVFQWLGEQVQIFLNYTVAGSSFVFGD 250

D.mel 260 RICDEYVFAFAILAVVFFFSVITSIMYYLGWMQFILNGFGFLLQAMVGTTVCESVNAAGN 319
+ + VFAF L ++ FF + SI+YYLG +Q+++ + LQ +GTT E++ AGN
Clov. 251 TLVKD-VFAFQALPIIIFFGCVVSILYYLGLVQWVVQKVAWFLQITMGTTATETLAVAGN 309

D.mel 320 VFLSMTESPLVIRPYIEILTVSELHAICTSGYATVAGTVLGAYVSFGASASFLIAASVMA 379
+F+ MTE+PL+IRPY+ +T+SE+HA+ T G+AT++GTVLGA+++EFG AS LI+ASVMA
Clov. 310 TIFVGMTEAPLLIRPYLGDMTLSEIHAVMTGGFATISGTVLGAFIAFGVDASSLISASVMA 369

D.mel 380 APGSLAFAKLFYPETEESLTRSDN-IKLESSTDTSILDAAASGAAAALLIVLGIVSNIIA 438
AP +LA +KL YPE EES +S+ +KL + ++L+AA++GA A+ + + +N+IA
Clov. 370 APCALASSKLAYPEVEESKFKSEEGVKLPRGKERNVLEAASNGAVDAIGLATNVAANLIA 429

D.mel 439 FLAIVFFLDAVTEWIFELIGLHNITLLYILSQIFIPIVEVMGVPWHDCQAIGLVVAQKSE 498
FLA++ F++A W+ EL+ + 4T I S+ P+VF+MGV W DC + +V K F
Clov. 430 FLAVLAFINAALSWLGELVDIQGLTFQVICSYLLRPMVFMMGVEWTDCPMVAEMVGIKFF 489

D.mel 499 INEFVAYRNLG--—-—---—-—-—--—-—- ILVSDKKVDPRSAAIATFALCGFANPGSLGIVIASL 545
INEFVAY+ L I + + R+ I TF+LCGFAN S+GI + L
Clov. 490 INEFVAYQQLSQYKNKRLSGMEEWIEGEKQWISVRAEIITTFSLCGFANLSSIGITLGGL 549

D.mel 546 SAMAPSRRSDITRVAFRSYFAGSEFVSFTSASLAGIL 581

+++ P R+SD+++V R+ F G+ VS SA +AGIL
Clov. 550 TSIVPHRKSDLSKVVVRALFTGACVSLISACMAGIL 585

Obr. €. 17: Porovnani aminokyselinové sekvence proteinu CNT1 a jeho lidského
sekvenéniho homologu SLC28A2
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Shody: 186/471 (39 %)

D.mel 130 FVGIKLYNNYLEPVIDKWIAFSRQ----- WIVSGVMLAIVLAVVVAYLGFECRNDAYKAI 184
F+G +L L P+ +++ W G+t LA L +V+ +L + + +
¢lov. 122 FLGHRLLKRLLGPKLRRFLKPQGHPRLLLWFKRGLALAAFLGLVL-WLSLDTSQRPEQLV 180

D.mel 185 GLLGPVCFVLIGFAVSKHHLQVPWRIVTHGLLGQLLLGILCLRLPFGRSIFQCLGDKVTI 244
G FV + FA SKHH V WR V+ GL Q +LG+L +R G F+ LG+++ I
Clov. 181 SFAGICVFVALLFACSKHHCAVSWRAVSWGLGLQFVLGLLVIRTEPGFIAFEWLGEQIRI 240

D.mel 245 FLNYAQHGARFVYGDRICDEYVFAFAILAVVFFFSVITSIMYYLGWMQFILNGFGFLLOA 304
FL+Y + G+ FV+G+ + + VFAF +L ++ FFS + S++Y++G MQ+++ +L4Q
Clov. 241 FLSYTKAGSSFVFGEALVKD-VFAFQVLPIIVFFSCVISVLYHVGLMOWVILKIAWLMQV 299

D.mel 305 MVGTTVCESVNAAGNVFLSMTESPLVIRPYIEILTVSELHAICTSGYATVAGTVLGAYVS 364
+GTT E+++ AGN+F+S TE+PL+IRPY+ +T+SE+H + T GYAT+AG++LGAY+S
Clov. 300 TMGTTATETLSVAGNIFVSQTEAPLLIRPYLADMTLSEVHVVMTGGYATIAGSLLGAYIS 359

D.mel 365 FGASASFLIAASVMAAPGSLAFAKLFYPETEES-LTRSDNIKLESSTDTSILDAAASGAA 423
FG A+ LIAASVMAAP +LA +KL YPE EES R + +KL ++++AA++GAA
Clov. 360 FGIDATSLIAASVMAAPCALALSKLVYPEVEESKFRREEGVKLTYGDAQNLIEAASTGAA 419

D.mel 424 AALLIVLGIVSNIIAFLAIVFFLDAVTEWIFELIGLHNITLLYILSQIFIPIVFVMGVPW 483
++ +V I +N+IAFLA++ F++A W+ +++ +  ++ I SI P+ F+MGV W
Clov. 420 ISVKVVANIAANLIAFLAVLDFINAALSWLGDMVDIQGLSFQLICSYILRPVAFLMGVAW 479
D.mel 484 HDCQAIGLVVAQKSFINEFVAYRNLGIL--——--—-——---— VSDKK--VDPRSAAIATFALC 530
DC + ++ K F+NEFVAY++L V D+K + R+ + TFALC
Clov. 480 EDCPVVAELLGIKLFLNEFVAYQDLSKYKQRRLAGAEEWVGDRKQWISVRAEVLTTFALC 539

D.mel 531 GFANPGSLGIVIASLSAMAPSRRSDITRVAFRSYFAGSFVSFTSASLAGIL 581
GFAN S+GI++ L++M P R+SD +++ R+ F G+ VS +A +AGIL

Clov. 540 GFANFSSIGIMLGGLTSMVPQRKSDFSQIVLRALFTGACVSLVNACMAGIL 590

Obr. €. 18: Porovnani aminokyselinové sekvence proteinu CNT1 a jeho lidského funkéniho
homologu SLC28A1
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5 Diskuze
5.1 D. melanogaster jako vhodny modelovy organismus

D. melanogaster je vhodny modelovy organismus, diky své kratké genera¢ni dobg,
nenaro¢noSti chovu a Sirokému rozsahu viditelnych fenotypi. Navic s objevem
programovanych nukledz, je nyni mozné, téméf libovolné, provadét genetické manipulace
s vysokou tc¢innosti a specifitou. Tyto nastroje umoznuji studovat zakladni funkce gent a to
nejen pouhym ,,vypnutim®, ale i jejich dal§i funkcni analyzou. Programované nukledzy
a jejich pouziti na modelovych organismech rovnéz zlepsi moznosti modelovat lidska
genetickd onemocnéni, coZ pomaha v objasiiovani jejich pficin, pfipadné feseni.

Experimenty s programovanymi nukleazami provadénymi u tohoto modelového
organismu prispivaji k prohlubovani znalosti o jejich funkci a ptipadném pouziti v huménni

medicin¢ (Beumer et al., 2014).

5.2  Vybér metody cilené mutageneze

Programované nukledzy vyrazn¢ zdokonalily metody reverzni genetiky. Systémy
TALEN a CRISPR, kterymi jsem se zabyval ve své praci, jsou v soucasné dobé hojné
vyuzivany k cilené mutagenezi. Ob& tyto metody se ale vyrazné lisi v cilové specifite,
manipulativnosti a vcené. Programované nukleazy CRISPR jsou vyrazné levngjsi
a snadné&ji se s nimi manipuluje, na druhou stranu dostupnost vhodnych cilovych mist je
niz8i nez u TALENU. Pfi navrhovani nukledz TALEN a CRISPR do cilového genu CNT1
bylo na prvni pohled ziejmé, Ze poc¢et vhodnych TALEN vyrazné pievySuje pocet navrhi
CRISPRU. TALENy jsou enzymy, které funguji s vyssi specifitou a jsou tedy napiiklad
vhodné k mutagenezi kratkych cilovych tuseka (Blackburn et al., 2013). Ve své praci, kdy
jsem se snazil narusit integritu genu CNT1 a nikoliv vybrat konkrétni bodovou mutaci, ktera
nenaru$i zbytek pfepisu genu, jako napiiklad doktor Sajwan ve své praci
(Sajwan et al., 2015), pIlné postacovaly nukleazy CRISPR. V mém piipadé byly nukleazy
CRISPR levngjsi a rychlejsi variantou, jak naruSit genovou integritu, bez nutnosti pracné
a finan¢né ndkladné syntézy mRNA.

Nelze s jistotou fici, ktera programovana nukleaza je lepsi. Vybér vhodné nukleazy

zavisi spiSe na konkrétnim piipad€ a na preferencich uZivatele.
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5.3  Optimalizace metod cilené mutageneze

Pied wvlastni tvorbou programovanych nukleaz TALEN a CRISPR byly
optimalizovany nékteré¢ postupy. Za nejveétsi zménu lze povazovat adaptaci, ,,Golden Gate*
protokolu, publikovaného v ¢lanku Cermak et al., 2011, na nase podminky.

Dalsi adaptaci oproti Cermak et al.,, 2011, bylo pouziti vhodnéj$iho koncového
vektoru. Pouzity vektor (pBlue-TAL). Vektor pBlue-TAL byl vytvofen kolegy nasi
laboratote (Takasu et al., 2013).

Optimalizace metody CRISPR spocivala zejména ve spravném nastaveni detekénich
metod, zejména pak v detekci spravné sestavené¢ho plazmidového konstruktu a detekci
mutace u mutagenizovanych jedinct a jejich potomki. Pouzili jsme mikroinjekci smési 3
gRNA, jez vytvari vétsi delece a umozituje pomérné snadnou detekci mutaci pomoci PCR.
Utinnost mutageneze, byla pom&mé nizka. Na zakladé analyzy potomki F1 generace jsme
zjistili, ze mutageneze byla Gspésna u Go jedince z 15 zkoumanych (tento jedinec obsahoval
dvé mutace). Pro srovnani, vysledky publikované v Schnorrer et al., 2014, kdy pocet
mikroinjektovanych jedinctl, prezivajicich do dospélci dosahoval 10%. Pomoci némi
pouzité metody detekce mutaci jsme vSak byli schopni zaznamenat pouze velké delece
vzniklé soucasnym ptisobenim dvou nebo tii CRISPR1, coz znamena, Ze pii pouziti metody

schopné detekovat bodové mutace bychom zfejmé ziskali mutanti mnohem vice.

54 Detekce mutaci

Ve své praci jsem se rovnéz zabyval i mikroinjekci plazmidovych konstruktti nukleaz
CRISPR. Tato metoda ssebou piinesla i nutnost detekovat spravnost provedeni
mikroinjekéniho experimentu. Tento tzv. ,,Go screening® vétSinou spociva v testovani
uspésnosti mutageneze. K tomuto ucelu slouzi celd fada metod. Jedna se zejména o metody
PCR, HRM analyzu, ,,misSmatch analyzu, restrikéni analyzu apd. (Beumer et al., 2014).
Na zaklad¢ téchto predpokladii jsem mikroinjektované jedince podrobil testovani metodou
PCR s navrzenymi primery, ohranicujici predpokladanou oblast delece a sledoval velikost
amplifikované oblasti pomoci gelové elektroforézy. Zvolena metoda PCR je pro mé ucely
vhodnd a pomémné levna alternativa. DalS§i zvaZovanou, ale v soucasné dobé obtizné
dostupnou metodou detekce delece, je tak zvana ,missmatch® analyza, kterd se provadi
pomoci enzymu T7 endonukle4dza (NEB). T7 endonukleaza rozpoznéava heteroduplexy DNA,

které $tépi. Produkty této reakce lze nasledné vizualizovat pomoci gelové elektroforézy.
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5.4.1 U&innost mikroinjekce v podminkach nasi laboratoi‘e

Mikroinjekce plazmidovych konstruktt nukledz CRISPR byla v nasich podminkach
velice nizka Vv porovnani s publikovanymi vysledky v praci Schnorrer et al., 2014. V této
praci pocet mikroinjektovanych vajicek, ktera se vyvinula v prvni larvalni instar, dosahoval
ptiblizn¢ 20% poctu mikroinjektovanych vaji¢ek. Pocty jedinct, kteti se vyvinuly v dospélce
z mikroinjektovanych vajicek dosahovaly kolem 10%. V naSich podminkach piezili, z 900
mikroinjektovanych vaji¢ek, pouze 3 jedinci do prvniho larvalniho instaru a mikroinjekce se
tak stala limitujicim faktorem, na ktery je potfeba se v budoucnu soustiedit. Nase dalsi
mikroinjekce byla z ¢asovych divoda provedena v ramci spoluprace s mad’arskym ustavem

BRC v Szegedu.

55  Perspektiva do budoucna — homologni rekombinace

Jednou z véci, kterou je mozné navazat na moji praci, je nahrazeni ¢asti genu CNT1
jinym genem, pomoci homologni rekombinace. Vhodnym kandidatem by mohl byt néjaky
»~markerovy*“ gen, ktery by umoznil identifikovat mutaci pouhym pozorovanim ,,markeru*
ve fenotypu. Timto kandidatnim genem by se mohl stat naptiklad gen pro fluorescenéni
protein DsRed.

Donor dvouietézcové DNA s ,,markerovym* genem by mél byt mikroinjektovan
V kruhové formé€. Samotny ,,marker by mél byt ohrani¢en homolognimi oblastmi, z nichz
kazda tato oblast by méla mit minimaln¢ 200 — 500 bp. dlouhou homologii k cilovému
mistu, idedln¢ pak kolem 1 kbp. homologie k dosdhnuti vysoké frekvence homologni
rekombiance (Beumer et al., 2013).

Mutantni mouchy CNTI1 budou pouzity pro dalsi vyzkum v ramci projektu

GA14-27816S — Funkce adenosinové signalizace v organismu.

5.6  Budouci moZny vyznam programovanych nukleiz

Vzhledem ke zna¢nym mozZnostem regulace a modifikace programovanych nukleaz,
je mozné, Ze tyto enzymy jednou budou slouzit i jako terapeutika nové generace. Existuji
dv¢ hlavni cesty, kudy by se mohl vyvoj programovanych nukleaz ubirat. Prvni z nich je
cilena editace genomu za uc¢elem opravy rtznych genetickych poruch (Urnov, 2005). Druha
moznost je, ze programované nukledzy budou slouzit jako obrana pied invazi vird do
hostitelskych bunék, ptipadné jako nastroje na potlaceni transkripce virovych genii uvnitf
hostitelskych bun¢k. Bohuzel ale, nez toto bude moci byt uvedeno do praxe, bude nutné
nejprve vyvinout, tkanoveé specificky a G¢inny nastroj na ,,dopravu® programovanych
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nukledz do cilovych buné¢k, bez vedlejSich uc¢inkt. V ptipadé nukledz CRISPR to mitize
predstavovat velky problém, nebot” Cas9 protein je pomérné¢ velky. Kromé problémut
s velikosti domény Cas9, existuje dalsi prekdzka v terapeutickém vyuziti nukledz CRISPR.
Jejim uz zminovana mala specifita Cas9 domény. Proto se nyni jevi spiSe nukleazy TALEN

jako vhodnéjsi nastroj, pro budouci genetické humanni genetické manipulace.
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6 Zavér

Pro mutagenezi genu CNT1 Dbyly vytvoieny programované nukleazy TALEN
a CRISPR. Srovnal jsem postupy jejich pfipravy a finan¢ni dostupnost jejich praktického
pouziti. V dusledku vys$sich nakladi na syntézu TALENové mRNA pro mikroinjekce nebyly
nukleazy TALEN pro cilenou mutagenezi pouzity. Jejich konstrukty byly uloZeny pro
piipadnou dalsi potfebu. Pro dalsi praci jsme zvolili platformu CRISPR/Cas.
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8  Ptilohy

8.1  Sekvence genu CNT 1 s vyzna¢enymi sekvencemi nukleaz TALEN

TAAGGGGCTGTGGGATATAAGTCATAAGATCCACACAACACTTCTTTACACTACACACTGTT
TCTCATTTATACACACA-GCAGAACCAATAGAAGGCGAACAGGAGGAAAAGCCTCCGCCA
TCGAGGGCAAAGCGAATCACCTATCTGGTACTCCATGTGCTGCTCCATATCATATTCATATC
TTACTTTACGGCAGCCACAATCATTTTCATCTTTTACGgtaagttaccecctttgagttcgaa
tgtaaatgtttatgaggaaaaacccagACAAGGATTCCAAAGAATGCTGGCCCAATAGGGGC
TCGGAAGCCACAACCGAATCGATAGATAACTCAACCGAAGATGATGATGATGATGATTATGA
CACAGAAGAAACTTCTGAGAAGCCAGTGCCAGAGGTTAAGCCAAAACTATTGTGCCAAATTA
ACTGGTGTCATGGATACGGGTTTCTCATCGTCTTGTTCATCTTGTTTTATATCCTATGGCTG
TACTACTGGGTATTTAAGCCATTCGTGGGCATCAAGCTGTATAATAACTACCTGGAACCAGT
GATTGACAAATGGATTGCGTTTAGTCGCCAGTGgtgagtacaagatcctttgagatgatctce
ccttcagacttgaacagcagtaccataagtcaaaaaattgtagatgttcaGGACCTGTAAAG
ATTATCCATTCGAATACAATATATATATATTGGTTAAGAACTTTAGCTCCTGTCCACAATGT
ATTTGaggctccaaaagattcttctaaaaagctaaatgctttaatccttattttceccatttte
tccaattctagGATAGTGTCCGGCGTAATGCTGGCGATTGTGCTCGCTGTGGTGGTGGCATA
CCTCGGATTCGAGTGCCGCAATGACGCATACAAGGCCATCGGACTGCTCGGACCTGTGTGCT
TTGTCCTTATCGGATTCGCCGTGTCCAAGCACCACTTGCAAGTACCTTGGCGCATAGTGACC
CACGGTCTCCTGGGACAGCTGCTGCTGGGCATACTCTGCCTGCGCCTCCCCTTTGGCCGGTC
CATCTTTCAATGCCTTGGGGACAAGGTGACGATATTTCTGAACTACGCACAGCACGGAGCAC
GCTTTGTGTACGGGGATCGCATTTGCGATGAGTACGTCTTTGCATTTGCCATACTGGCGGTG
GTGTTCTTCTTCAGCGTGATCACCAGCATTATGTATTACCTTGGCTGGATGCAGTTCATCCT
GAACGGTTTTGGGTTCCTCTTGCAGGCCATGGTGGGCACCACCGTTTGCGAAAGTGTAAATG
CAGCGGGCAACGTGTTTCTAAGCATGACCGAGAGCCCTCTGGTCATCCGGCCGTACATCGAA
ATACTGACCGTCAGCGAGTTGCACGCTATATGCACCTCCGGCTACGCGACAGTGGCCGGTAC
TGTCTTGGGGGCTTATGTGTCCTTCGGTGCTTCCGCCAGCTTTCTTATCGCAGCCAGCGTAA
TGGCTGCTCCGGGTTCACTGGCTTTCGCCAAACTGTTCTACCCCGAGACCGAGGAATCTCTG
ACCAGGTCCGACAACATTAAGCTGGAAAGCTCgtaagttcctecttcataagagtcaacattt
gataatcgcccagacaccttgccaagGACGGATACGTCTATTTTGGATGCGGCCGCCTCGGG
AGCTGCAGCAGCCTTGTTGATTGTGCTCGGAATCGTCTCGAATATCATCGCCTTCCTAGCCA
TTGTGTTCTTCCTAGACGCTGTAACGGAGTGGATTTTCGAGCTAATTGGACTGCATAACATC
ACCCTACTCTACATTCTCTCCCAGATCTTTATCCCGATTGTCTTCGTGATGGGCGTGCCGTG
GCACGATTGTCAAGCAATTGGCCTGGTGGTGGCCCAAAAGTCGTTCATAAACGAGTTTGTGG
CTTATAGAAACCTGGGCATATTGGTTAGCGATAAAAAGGTTGATgtgagtacccatctgcecat
attctattcttatagattattttaaaactagtattcttatagCCGCGGAGCGCTGCCATAGC
CACTTTTGCCCTTTGTGGGTTTGCCAATCCCGGATCCCTGGGCATTGTCATCGCTTCGCTGA
GTGCAATGGCACCATCCCGACGATCAGACATCACCAGGGTAGCCTTTCGATCCTATTTCGCA
GGCAGTTTCGTTAGCTTTACATCCGCTTCGCTTGCAGgtaaactgtctttatttacacgtta
tttttaaccgccttatcgcacaacatcttaattagGGATTCTTATTCAAAATGAGTACACAG
GTGGTAATTAATTGATTTAGGTAAGTGAGCGATACGAAAAGCATAGAGCAGGGAGCTAGGGT
ACAATTCCACTCAAATTGGCCATTACCTTCTTGAGCAATTCCCAGTCGGCAGCATCGAAATT
CGCGGTGCACTGGGTCAGTTGAAGAGAAGCCTCATATATATTACGAAGGATTTCTTTAGGCG
CCAATTCACTCCGTCGACGTTTTAGACTAGAGACCGGACATTTATGATCTCCATGGCGAATG
TAGCTTGATTTACTGAGATCAAATGAACCGTCGACAACAGTTCCGGGTTCGACATGCAATGC
CTTAAACAATGGGTATATTGCATGGCGGGCACTAAATGCTCTTAGTTGGGCGTCATCGCTGA
CTTTGCAGGAGTCGAGGAATTTCTCGCGATACCAGTTTGTGCATCCAGCATTTGGAGGCAGT
CCCCTAAGTATAAGTAATTTGGTGGATCCATTCGCACGCGCTAGTAGTTTGAAGTAAACATT
AGCAAAGCTAATGCTCTTGTCAATGCCTAAAAGTTTATTGGCCATTTCCGATGTCCGCTGAA
ACCAATGGGAACAGTCGATTTGATCGTGGTGCACCAAAAGTTCCAGTAGAGCAACCTTTGGG
TATAAAAAATCAAGgtatgtatatccattttataagtgtacttctacttgcttaccacttca
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tagTACAACTCAACTTTTGTGGGCGCTGAGGTGGAGATGAGTTCTAAGCGCTTCAATATCTT
CATTCCCACGTGGCCATCTGATTTTGCGACGACAGACAGGTGCCGGAAGTTTTGAATGCTTA
TGACAGGAAGTTCCTGCTTTCCCAAGCAGTGGAAGTACCTAAGGAATCGTTGTACATGCAAT
TGGCTTGGATTTGTGGAAAACATGGCGTAAGAATTATTGCACTTATGCCAGTGAGCCATAGC
CTCTTTTATGGCATGATCTGTCCAGCATTTGTTGGCCTCTTTTAGCCTAAAAACATAGAATA
GTGAAATAAATTTTAAAATGTATGATTTATAATTACT

[ TALEN

Obr. ¢. 19: Sekvence genu CNT1 s vyznacenym parem nukleaz TALEN

8.2 ,,Golden Gate* protokol

Potiebné reagencie:  sada 62 plazmidii
10 x T4 — DNA ligaza
10 x T4 — DNA ligaza - pufr

restrikéni enzym Bsal

restrikéni enzym Esp31

enzym ,,Plasmid — Safe* nukledza
10 mM ATP

chemicky kompetentni bunky

LB médium

LB Petriho misky

Spectinomycin

Ampicilin

Sada na izolaci plazmidové DNA

Oligonukleotidy: PCR8_F1(TTGATGCCTGGCAGTTCCCT)
PCR8_R1 (CGAACCGAACAGGCTTATGT)
TAL_F1: (TTGGCGTCGGCAAACAGTGG)
TAL_R2: (GGCGACGAGGTGGTCGTTGG)

Den 1

1) Navrhnout par programovanych nukleaz TALEN (https://tale-nt.cac.cornell.edu/)

V piipad¢€ ze navrhovany TALEN ma 12 — 21 RVD
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A. pouzijte plazmidy pro RVD (1 — 10) a pFUS_A vektor

B. Pouzijte pfislusny pFUS B (pFU Bl — pFUS_B10 )vektor,
podle pravidla N — 11, kdy N je pocet RVD navrzeného TALENu

C. Pouzijte plazmidy kodujici 11 a dalsi (1 — 10) RVD + pfislusny
pFUS_B vektor

V piipad¢€ ze navrhovany TALEN ma 22 — 31 RVD

A. pouzijte plazmidy pro RVD (1 — 10) a pFUS_A30Avektor, déle
pouzijte plazmidy pro pro RVD (11 — 20) a pFUS_A30B
B. PouzZijte plazmidy (21 — N-1) a pfisluSny pFUS B vektor
2) Pripravit ,,Golde Gate* reakci #1
e Plazmidy pro RVD (1 - 10) + pFUS_A vektor
e Plazmidy pro RVD (11 -N-1)
nebo

e Plazmidy pro RVD (1 — 10) + pFUS_A30A

e Plazmidy pro RVD (11 — 20) + pFUS_30B

e Plazmidy pro RVD (21 — N-1) + ptislusny pFUS B
150 ng kazdého modulového vektoru + 150 ng piislusnych pFUS vektord
1 ul Bsal
1 ul T4 — DNA ligaza — smichat
2 ul T4 — DNA ligaza — pufr

doplnit ,,nuclease — free* H20 na vysledny reak¢ni objem 20 pl _

3) Na thermocycleru nastavit program: 37°C — 5Smin. <7 10
X
16 °C — 10 min. —
50 °C — 5 min.
80 °C — 5 min.
4) ,Plasmid — Safe nuclease treatment — odstrani vSechny nezaligované linearni

dsDNA fragmenty, v¢etn¢ nekompletnich produktl ligace

1 ul 10 mM ATP } ,
smichat
1 ul,,Plasmid — Safe* nukleazy *

Inkubovat v 37 °C po dobu 1 hodiny

1 Plasmid — Safe” nukledzu je moZno inaktivovat v 70 °C po dobu 30 minut. V tomto pfipadé to neni nutné
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5)

6)

7)

8)

9)

Transformace do chemicky kompetentnich bunék ( pouzit 5Sul ,,Golde —
Gate“reakce) + péstovani chemicky kompetentnich bun¢k na LB Petriho miskach se

spectinomycinem (50 pl/ml)
Den 2

Kontrolni PCR, kde jako vstupni material slouzi DNA z ptisluSnych bakteridlnich
kolonii. Jako primery se pouziva tento par specifickych oligonukleotidi pCR8 F1 a
pCR8 RI1. Doporucena teplota nasedani primerti je 55 °C. Doporuceny pocet cykla
je 30 - 35.

Nasleduje vizualizace PCR produkti pomoci gelové elektroforézy. Za pozitivni
vysledek je povazovan produkt o pfiblizné velikosti 1,2 kb na vektor obsahujici 10

modulu.

Inokulovat pozitivni kolonii v LB médiu v 37 °C pfes noc
Den 3

Izolace plazmidi (miniprep): pFUS_A with first 10 repeats cloned (A)
pFUS_B with 11-(N-1) repeats cloned (B)
nebo
pFUS_A30A s 10 moduly (A1)
pFUS_A30B s dalsimi 10 moduly (A2)
pFUS_B s 21-(N-1) moduly (21 — N-1) (B)

Volitelny krok: restrikéni analyza: Pomoci restrikénich enzymi Aflll a Xbal, je
mozné vystépit z vektorovych plazmidl moduly. Velikost vystépeného fragmentu
zavisi na poctu vlozenych moduld. Pro pFUS_A s jeho deseti moduly je velikost

vyStépené fragmentu 1048 bp.

10) Ptipravit ,,Golde Gate* reakci #2

e 150 ng kazdého vektoru A a B (nebo Al, A2 a B)
e 150 ng ptislusného pLR vektoru (koduje posledni RVD)
e 75 ng koncového vektrou pBlue-TAL
e 1 ulEsp3l
e 1 ulT4—-DNA ligiza
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e 2 u T4 - DNA ligaza — pufr

e doplnit ,,nuclease — free* H2O na vysledny reakéni objem 20 pl

11) Na thermocycleru nastavit program: 37°C — 5min. <€
16 °C — 10 min. —
37 °C — 15 min.
80 °C — 5 min.

10 x

12) Transformace do chemicky kompetentnich bunék + péstovani chemicky

kompetentnich bunék na LB Petriho miskéach s ampicilinem (50 pl/ml)

Den 4
13) Kontrolni PCR, kde jako vstupni material slouzi DNA z pfisluSnych bakterialnich
kolonii. Jako primery se pouzivé tento par specifickych oligonukleotidi TAL F1

a TAL_R2.
Doporucena teplota nasedani primera je 55 °C. Doporuc¢eny pocet cykla je 30 — 35.

Nasleduje vizualizace PCR produkti pomoci gelové elektroforézy. Za pozitivni

vysledek je povazovan produkt o piiblizné velikosti ~1 - 2 kb.

14) Inokulovat pozitivni kolonii v LB médiu v 37 °C pi'es noc
Den 5

15) Izolace plazmidové DNA z chemicky kompetentnich bunék (miniprep)

16) Sekvenace podle primerd TAL F1 a TAL R2
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8.3 Aminokyselinové sekvence paru nukleaz TALEN, ziskanych prekladem

sekvenacnich dat programem ExPASy

53
LFQTDPDQVVAIASHDGGEKOQALETV QR pHD
LLPVLCQDHGLTPDQVVAIASHDGGEKQ Q pHD2
ALETVQRLLPVLCQDHGLTPDOQVVATIRA
SNNGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTP pNN3
DQVVAIASHDGGKQALETVQRLLZPVLC pHDY
ODHGLTPDQVVAIASHDGGEKOQALETYV (Q pHD '§
RLLPVLCQDHGLTPDOQVVAIASNTIGGZEK pNI'6
QOALETVQRLLPVLCQDHGLTPDOQUVVATI
ASNGGGKQALETVQRLLPVLCOQDHGLT pNEIT
PDQVVAIASHDGGEKOQALETVQRLLPVL PHDIS
CODHGLTPDOQVVAIASNNGGEXOQALETV PNNIS
QRLLPVLCQDHGPDPGPSGGYROQOQHTWR
QOASARNGAAAVARCCARTMGLTPGEPSG
GYRSNNWRSSASKTMQRLCSAVPGEPC pNNITE

Stop T RN Q V V D

Obr. ¢. 20: TALEN 1 — aminokyselinova sekvence, vytvofena na zaklad¢ sekvenacnich dat

podle pfimosmérného primeru
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http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8225,1,1
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8225,1,343
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8225,1,366
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.8225,1,379

e
!
w

LVCRVTVPRIIDLTPGPEKCCYROQPRTIWR
KQRSKRCSGCARCCARTMAStop PRTKVV

AIASNNGGKQALETVQRLLPVLCQDHG PpNN'S
LTPDQVVAIASNIGGKQALETVQRLLP pNI'1I0
VLCQDHGLTPDQVVAIASNNGGE KO QALE pNN 11
TVQRLLPVLCQDHGLTPDOQVVATIASNN PNN12
GGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDOQYV

VAIASNNGGKQALETVQRLLPVLCOQDH pNN13
GLTPDQVVAIASHDGGEKOQALETVQRL L pHD 14
PVLCQDHGLTPDQVVAIASNIGGE KO QAL pPNI'15
ETVQRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIASN

IGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDQ-
VVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCOQD pNIE1T
HGLTPDQVVAIASNNGGEKOQALESTIVPS pNN18

Stop L VLYDATFR
Obr. ¢. 21: TALEN 1 — TALEN 1 — aminokyselinova sekvence, vytvofend na zakladé

sekvenacnich dat podle protismérného primeru

53


http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21404,3,1
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21404,3,48
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.21404,3,379

@
!
w

VSDStopPGPVVAIASNNGGEKQALETYV QR pNNT
LLPVLCQDHGLTPDQVVAIASNNGGEKOQRAPNNZ
LETVQRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIASN
IGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDQV-
VAIASNNGGKQALETVQRLLPVLCOQDHGPNN4
LTPDQVVAIASHDGGEKOQALETVQRLLZPV pHD §
LCQDHGLTPDQVVAIASNIGGKOQALETV pNI 6
QRLLPVLCQDHGLTPDQVVAIASNNGGZK PNNT
QOALETVQRLLPVLCQDHGLTPDQVVATIRA
SHDGGKQALETVQRLLPVLCQDHGLTZPDpHD 8
QVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCOQDPNIS
HGLTPDQVVAIASHDGGEKOQALETVQRL L pHD 10
PGAVPGPWSStopPRDQVVGYRQHMGARARAL
ERAAPVGRACADMD

Obr. €. 22: TALEN 2 — aminokyselinova sekvence, vytvorend na zakladé sekvenaénich dat

podle piimosmérného primeru

54


http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.1412,3,1
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.1412,3,5
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.1412,3,345

e
!
w

LLLDSACPGSMAEPEQLLLSASHHARAS
ORSNVQRCGRAVPRTMAStop LRT QV VAT
ASHDGGKQALETVQRLLPVLCOQDHGLT pHD 10
PDQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPV L pNIIL
COQODHGLTPDQVVAIASNGGGEKOQALETV pNG 12
QORLLPVLCQDHGLTPDQVVAIASNNGG pNN13
KQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDOQUVVA
IASNNGGKQALETVQRLLPVLCOQDHGL pNN T4
TPDQVVAIASNIGGKQALETVQRLLEPV pNI'15
LCQDHGLTPDQVVAIASNNGGZXOQALET pNN 16
VORLLPVLCQDHGLTPDOQVVAIASNGG pNG 17
GKQALETVQRLLPVLCQDHGLTPDOQVYV
AIASNIGGKQALETVQRLLPVLCOQDHG pNN 18
LTPDQVVAIASHDGGKQALESTIVAQLA pHDIIS
VVYYALS

Obr. €. 23: TALEN 2 — aminokyselinova sekvence, vytvorend na zakladé sekvenaénich dat

podle protismérného primeru
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http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.29839,2,1
http://web.expasy.org/cgi-bin/translate/dna_sequences?/work/expasy/tmp/http/seqdna.29839,2,46

8.4 Sekvence genu CNT 1 s vyznac¢enymi sekvencemi nukleaz CRISPR, v¢etné

sekvenci primeru, pouzZitych p¥i zjiSCovani pritomnosti delece
9

TAAGGGGCTGTGGGATATAAGTCA NI COACACAMCAGHEIG T TTACACTACACACTGTT

TCTCATTTATACACACAATGGCAGAACCAATAGAAGGCGAACAGGAGGAAAAGCCTCCGLCCA
TCGAGEECARACCEAATCACCTATE TGGTACTCCATGTGCTGCTCCATATCATATTCATATC
TTACTTTACGGCAGCCACAATCATTTTCATCTTTTACGgtaagttaccecctttgagttcgaa
tgtaaatgtttatgaggaaaaacccagACAAGGATTCCAAAGAATGCTGGCCCAATAGGGGC
TCGGAAGCCACAACCGAATCGATAGATAACTCAACCGAAGATGATGATGATGATGATTATGA
CACAGAAGAAACTTCTGAGAAGCCAGTGCCAGAGGTTAAGCCAAAACTATTGTGCCAAATTA
ACTGGTGTCATGGATACGGGTTTCTCATCGTCTTGTTCATCTTGTTTTATATCCTATGGCTG
TACTACTGGGTATTTAAGCCATTCGTGGGCATCAAGCTGTATAATAACTACCTGGAACCAGT
GATTGACAAATGGATTGCGTTTAGTCGCCAGTGgtgagtacaagatcctttgagatgatctce
ccttcagacttgaacagcagtaccataagtcaaaaaattgtagatgttcaggacctgtaaag
attatccattcgaatacaatatatatatattggttaagaactttagctcctgtccacaatgt
atttgaggctccaaaagattcttctaaaaagctaaatgctttaatccttattttccatttte
tccaattctagGATAGTGTCCGGCGTAATGCTGGCGATTGTGCTCGCTGTGGTGGTGGCATA
CCTCGGATTCGABTECCECAATEACECATACAAGGCCATCGGACTGCTCGGACCTGTGTGCT
TTGTCCTTATCGGATTCGCCGTGTCCAAGCACCACTTGCAAGTACCTTGGCGCATAGTGACC
CACGGTCTCCTGGGACAGCTGCTGCTGGGCATACTCTGCCTGCGCCTCCCCTTTGGCCGGTC
CATCTTTCAATGCCTTGGGGACAAGGTGACGATATTTCTGAACTACGCACAGCACGGAGCAC
GCTTTGTGTACGGGGATCGCATTTGCGATGAGTACGTCTTTGCATTTGCCATACTGGCGGTG
GTGTTCTTCTTCAGCGTGATCACCAGCATTATCTATTACCTTGECTGGATGCAGTTCATCCT
GAACGGTTTTGGGTTCCTCTTGCAGGCCATGGTGGGCACCACCGTTTGCGAAAGTGTAAATG
CAGCGGGCAACGTGTTTCTAAGCATGACCGAGAGCCCTCTGGTCATCCGGCCGTACATCGAA
ATACTGACCGTCAGCGAGTTGCACGCTATATGCACCTCCGGCTACGCGACAGTGGCCGGTAC
TGTClllCC O AN CGGeI C GG TGCTTCCGCCAGCTTTCTTATCGCAGCCAGCGTARA
TGGCTGCTCCGGGTTCACTGGCTTTCGCCAAACTGTTCTACCCCGAGACCGAGGAATCTCTG
ACCAGGTCCGACAACATTAAGCTGGAAAGCTCgtaagttcctcttcataagagtcaacattt
gataatcgcccagacaccttgccaagGACGGATACGTCTATTTTGGATGCGGCCGCCTCGGG
AGCTGCAGCAGCCTTGTTGATTGTGCTCGGAATCGTCTCGAATATCATCGCCTTCCTAGCCA
TTGTGTTCTTCCTAGACGCTGTAACGGAGTGGATTTTCGAGCTAATTGGACTGCATAACATC
ACCCTACTCTACATTCTCTCCCAGATCTTTATCCCGATTGTCTTCGTGATGGGCGTGCCGTG
GCACGATTGTCAAGCAATTGGCCTGGTGGTGGCCCAAAAGTCGTTCATAAACGAGTTTGTGG
CTTATAGAAACCTGGGCATATTGGTTAGCGATAAAAAGGTTGATgtgagtacccatctgcecat
attctattcttatagattattttaaaactagtattcttatagCCGCGGAGCGCTGCCATAGC
CACTTTTGCCCTTTGTGGGTTTGCCAATCCCGGATCCCTGGGCATTGTCATCGCTTCGCTGA
GTGCAATGGCACCATCCCGACGATCAGACATCACCAGGGTAGCCTTTCGATCCTATTTCGCA
GGCAGTTTCGTTAGCTTTACATCCGCTTCGCTTGCAGgtaaactgtctttatttacacgtta
tttttaaccgccttatcgcacaacatcttaattagGGATTCTTATTCAAAATGAGTACACAG
GTGGTAATTAATTGATTTAGGTAAGTGAGCGATACGAAAAGCATAGAGCAGGGAGCTAGGGT
ACAATTCCACTCAAATTGGCCATTACCTTCTTGAGCAATTCCCAGTCGGCAGCATCGAAATT
CGCGGTGCACTGGGTCAGTTGAAGAGAAGCCTCATATATATTACGAAGGATTTCTTTAGGCG
CCAATTCACTCCGTCGACGTTTTAGACTAGAGACCGGACATTTATGATCTCCATGGCGAATG
TAGCTTGATTTACTGAGATCAAATGAACCGTCGACAACAGTTCCGGGTTCGACATGCAATGC
CTTAAACAATGGGTATATTGCATGGCGGGCACTAAATGCTCTTAGTTGGGCGTCATCGCTGA
CTTTGCAGGAGTCGAGGAATTTCTCGCGATACCAGTTTGTGCATCCAGCATTTGGAGGCAGT
CCCCTAAGTATAAGTAATTTGGTGGATCCATTCGCACGCGCTAGTAGTTTGAAGTAAACATT
AGCAAAGCTAATGCTCTTGTCAATGCCTAAAAGTTTATTGGCCATTTCCGATGTCCGCTGAA
ACCAATGGGAACAGTCGATTTGATCGTGGTGCACCAAAAGTTCCAGTAGAGCAACCTTTGGG
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TATAAAAAATCAAGgtatgtatatccattttataagtgtacttctacttgcttaccacttca
tagTACAACTCAACTTTTGTGGGCGCTGAGGTGGAGATGAGTTCTAAGCGCTTCAATATCTT
CATTCCCACGTGGCCATCTGATTTTGCGACGACAGACAGGTGCCGGAAGTTTTGAATGCTTA
TGACAGGAAGTTCCTGCTTTCCCAAGCAGTGGAAGTACCTAAGGAATCGTTGTACATGCAAT
TGGCTTGGATTTGTGGAAAACATGGCGTAAGAATTATTGCACTTATGCCAGTGAGCCATAGC
CTCTTTTATGGCATGATCTGTCCAGCATTTGTTGGCCTCTTTTAGCCTAAAAACATAGAATA
GTGAAATAAATTTTAAAATGTATGATTTATAATTACT

[ crisPr(1-3)
|:| PAM sekvence
- Primer (pfimosmérny/protismérny)

Obr. ¢. 24: Sekvence genu CNT1 s vyzna¢enymi nukleazami CRISPR a sekvencemi primer,

pouzitych pii PCR a sekvenaci

8.5 Vysledna podoba genu CNT1 s deleci

TAAGGGGCTGTGGGATATAAGTCATAAGATCCACACAACACTTCTTTACACTACACACTGTT
TCTCATTTATACACAC GCAGAACCAATAGAAGGCGAACAGGAGGAAAAGCCTCCGCCA
TCGAG CCTATCTGGTACTCCATGTGCTGCTCCATATCATATTCATATC
TTACTTTACGGCAGCCACAATCATTTTCATCTTTTACGgtaagttaccecectttgagttcgaa
tgtaaatgtttatgaggaaaaacccagACAAGGATTCCAAAGAATGCTGGCCCAATAGGGGC
TCGGAAGCCACAACCGAATCGATAGATAACTCAACCGAAGATGATGATGATGATGATTATGA
CACAGAAGAAACTTCTGAGAAGCCAGTGCCAGAGGTTAAGCCAAAACTATTGTGCCAAATTA
ACTGGTGTCATGGATACGGGTTTCTCATCGTCTTGTTCATCTTGTTTTATATCCTATGGCTG
TACTACTGGGTATTTAAGCCATTCGTGGGCATCAAGCTGTATAATAACTACCTGGAACCAGT
GATTGACAAATGGATTGCGTTTAGTCGCCAGTGgtgagtacaagatcctttgagatgatctce
ccttcagacttgaacagcagtaccataagtcaaaaaattgtagatgttcaggacctgtaaag
attatccattcgaatacaatatatatatattggttaagaactttagctcctgtccacaatgt
atttgaggctccaaaagattcttctaaaaagctaaatgctttaatccttattttccatttte
tccaattctagGATAGTGTCCGGCGTAATGCTGGCGATTGTGCTCGCTGTGGTGGTGGCATA
CCTCGGATTCGAGTGCCECAATEACCEATACAAGGCCATCGGACTGCTCGGACCTGTGTGCT
TTGTCCTTATCGGATTCGCCGTGTCCAAGCACCACTTGCAAGTACCTTGGCGCATAGTGACC
CACGGTCTCCTGGGACAGCTGCTGCTGGGCATACTCTGCCTGCGCCTCCCCTTTGGCCGGTC
CATCTTTCAATGCCTTGGGGACAAGGTGACGATATTTCTGAACTACGCACAGCACGGAGCAC
GCTTTGTGTACGGGGATCGCATTTGCGATGAGTACGTCTTTGCATTTGCCATACTGGCGGTG
GTGTTCTTCTTCAGCGTGATCACCACCATTATCTATTACCTICECTGGATGCAGTTCATCCT
GAACGGTTTTGGGTTCCTCTTGCAGGCCATGGTGGGCACCACCGTTTGCGAAAGTGTAAATG
CAGCGGGCAACGTGTTTCTAAGCATGACCGAGAGCCCTCTGGTCATCCGGCCGTACATCGAA
ATACTGACCGTCAGCGAGTTGCACGCTATATGCACCTCCGGCTACGCGACAGTGGCCGGTAC
TGTCTTGGGGGCTTATGTGTCCTTCGGTGCTTCCGCCAGCTTTCTTATCGCAGCCAGCGTAA
TGGCTGCTCCGGGTTCACTGGCTTTCGCCAAACTGTTCTACCCCGAGACCGAGGAATCTCTG
ACCAGGTCCGACAACATTAAGCTGGAAAGCTCGTAAGTTCCTCTTCATAAGAGTCAACATTT
GATAATCGCCCAGACACCTTGCCAAGGACGGATACGTCTATTTTGGATGCGGCCGCCTCGGG
AGCTGCAGCAGCCTTGTTGATTGTGCTCGGAATCGTCTCGAATATCATCGCCTTCCTAGCCA
TTGTGTTCTTCCTAGACGCTGTAACGGAGTGGATTTTCGAGCTAATTGGACTGCATAACATC
ACCCTACTCTACATTCTCTCCCAGATCTTTATCCCGATTGTCTTCGTGATGGGCGTGCCGTG
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GCACGATTGTCAAGCAATTGGCCTGGTGGTGGCCCAAAAGTCGTTCATAAACGAGTTTGTGG
CTTATAGAAACCTGGGCATATTGGTTAGCGATAAAAAGGTTGATgtgagtacccatctgcecat
attctattcttatagattattttaaaactagtattcttatagCCGCGGAGCGCTGCCATAGC
CACTTTTGCCCTTTGTGGGTTTGCCAATCCCGGATCCCTGGGCATTGTCATCGCTTCGCTGA
GTGCAATGGCACCATCCCGACGATCAGACATCACCAGGGTAGCCTTTCGATCCTATTTCGCA
GGCAGTTTCGTTAGCTTTACATCCGCTTCGCTTGCAGgtaaactgtctttatttacacgtta
tttttaaccgccttatcgcacaacatcttaattagGGATTCTTATTCAAAATGAGTACACAG
GTGGTAATTAATTGATTTAGGTAAGTGAGCGATACGAAAAGCATAGAGCAGGGAGCTAGGGT
ACAATTCCACTCAAATTGGCCATTACCTTCTTGAGCAATTCCCAGTCGGCAGCATCGAAATT
CGCGGTGCACTGGGTCAGTTGAAGAGAAGCCTCATATATATTACGAAGGATTTCTTTAGGCG
CCAATTCACTCCGTCGACGTTTTAGACTAGAGACCGGACATTTATGATCTCCATGGCGAATG
TAGCTTGATTTACTGAGATCAAATGAACCGTCGACAACAGTTCCGGGTTCGACATGCAATGC
CTTAAACAATGGGTATATTGCATGGCGGGCACTAAATGCTCTTAGTTGGGCGTCATCGCTGA
CTTTGCAGGAGTCGAGGAATTTCTCGCGATACCAGTTTGTGCATCCAGCATTTGGAGGCAGT
CCCCTAAGTATAAGTAATTTGGTGGATCCATTCGCACGCGCTAGTAGTTTGAAGTAAACATT
AGCAAAGCTAATGCTCTTGTCAATGCCTAAAAGTTTATTGGCCATTTCCGATGTCCGCTGAA
ACCAATGGGAACAGTCGATTTGATCGTGGTGCACCAAAAGTTCCAGTAGAGCAACCTTTGGG
TATAAAAAATCAAGgtatgtatatccattttataagtgtacttctacttgecttaccacttca
tagTACAACTCAACTTTTGTGGGCGCTGAGGTGGAGATGAGTTCTAAGCGCTTCAATATCTT
CATTCCCACGTGGCCATCTGATTTTGCGACGACAGACAGGTGCCGGAAGTTTTGAATGCTTA
TGACAGGAAGTTCCTGCTTTCCCAAGCAGTGGAAGTACCTAAGGAATCGTTGTACATGCAAT
TGGCTTGGATTTGTGGAAAACATGGCGTAAGAATTATTGCACTTATGCCAGTGAGCCATAGC
CTCTTTTATGGCATGATCTGTCCAGCATTTGTTGGCCTCTTTTAGCCTAAAAACATAGAATA
GTGAAATAAATTTTAAAATGTATGATTTATAATTACT

Obr. €. 25: Vysledna podoba genu CNT1 s vyznacenou deleci
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9 Seznam zkratek

HDR

DSB

NHEJ

PCR

MRNA

TALEN

RVD

CRISPR

ZFNs

,Homology directed repair* - oprava homologni rekombinaci
,Double strain break*- dvoufetézcovy zlom

»Non homologous end joining* — nehomologni spojeni konct
»Polymerase chain reaction® — polymeazova fetézcova reakce
messenger RNA

,, Transcription activator — like effectors nucleases*

,Repeat — variable di — residue”

,Clustered regularly interspaced short palindromic repeats*

,Zinc Finger nuclease*
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