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1 Uvod

1.1 Drosophila melanogaster v genetice

Octomilka obecna (D. melanogaster) je maly hmyz, ktery nalezi do celedi
Octomilkoviti (Drosophilidae), fadu Dvoukiidli (Diptera). Pro svou dikladné
prostudovanou genetiku je upfednostiiovana jako modelovy organismus ke studiu vétSiny
problémi ve vyvojové biologii (Campos-Ortega et. al, 1985), od zékladni genetiky az po
vyvoj tkani a organt.

Piednim biologem studujicim D. melanogaster na poc¢atku 20. stoleti byl Thomas
Hunt Morgan, objevitel genetické rekombinace. Zhruba 75% genii zodpovédnych za
lidska onemocnéni ma homology v octomilkach (Reiter et al., 2001). Diky vyhodnym
vlastnostem pocinaje kratkou genera¢ni dobou (10 — 12 dni), nizkymi naklady na chov
(malé vybaveni a minimum mista 1 pro velké kultury) a dostupnosti vykonnych
genetickych nastroji muze byt D. melanogaster vyuzivana K editaci genomu a k
rychlej§imu objevovani molekularnich mechanismu, které jsou zodpovédné za lidské
mutace a naslednad onemocnéni. Pro studium lidskych onemocnéni pomoci modelu D.
melanogaster v reverzni genetice lze vytvotit mutace v homolozich lidskych genti a jejich
fenotypy pak studovat in vivo (Ugur et al., 2016). Zasadnim pfinosem pro provadéni
editace genomu byl objev programovatelnych nukleaz (umélych restrikénich enzymu)
v roce 2000, diky kterym je mozné zacilit a upravovat specifické sekvence DNA v celém
genomu (Liu et. al, 2017) a jsou podrobnéji popsany v kapitole 1.4.

D. melanogaster je vhodnym kandidatem pro genetické studie a kiizeni z né€kolika
dalsich dtvodu. Jsou malé a velmi snadno se s nimi manipuluje, vykazuji sexudlni
dimorfismus a je tedy velmi snadné rozliSovat pohlavi. Virginelni samice lze snadno
ziskat a oddélit od ,,zralych* dospélych, coz usnadituje geneticka kiizeni. Dalsi vyhodou
genetiky octomilky je moZnost pouZivani signdlnich znakl (markerti) a balancerovych
chromozomu, které jsou popsany v kapitole 1.1.2.

Ve své praci jsem provadéla genetické kiizeni D. melanogaster s piedem
pfipravenymi dvéma rizné¢ velkymi delecemi vgenu CNT1 a pfipravila jsem
rekombinantni konstrukty pro pfipravu vlastniho mutantniho jedince s poSkozenim tohoto

genu pomoci metody programovatelnych nukleéaz.



1.1.1 D. melanogaster jako modelovy organismus

D. melanogaster je vhodnym modelovym organismem zejména pro svou malou
velikost, sexualni dimorfismus a kratkou generac¢ni dobu.

Télo octomilky je tvofeno tfemi castmi: hlava, hrudnik (thorax) a zadecek
(abdomen). Pomoci sexualniho dimorfismu je velmi snadné rozpoznat dosp€lou samici a
samce. Samice je obvykle vétsi a zbarveni zadnich segmenti téla ma svétlé. U samce jsou
tyto segmenty tmavé a lesklé. Samice ma abdomen zakonceny Spickou, zatimco samci je
zaobleny. Samc¢i vnéjSi genitalie jsou vétsi, komplexnéjsi a tmavsi nez samic¢i. Samci
nesou na piednich koncetindch ,,pohlavni hiebinky* — fady tlustych tmavych S$tétin
(Chyb, Gompel, 2013). Samci jimi zachycuji sami¢i abdomen a genitalie a pomahaji jimi
roztadhnout kiidla pted kopulaci (Ng, Kopp, 2008).

Zivotni cyklus D. melanogaster trva piiblizné 10 dni pii optiméalnich podminkéach
(teplota 25°C, vlhkost 60%). Teplotou je mozné ovliviiovat délku zivotniho cyklu,
nem¢la by vsak byt nizsi nez 18°C a vyssi nez 29°C. Octomilka patii do skupiny hmyzu
s proménou dokonalou a vyvojovy cyklus zahrnuje ¢tyfi stadia: vajicko, larva, kukla a
dospélec (imago). Dospélci mohou zit nékolik tydnt a vykazuji plodnost po celou délku

svého zivota. Schéma zivotniho cyklu je zobrazeno na obrazku ¢. 1.
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Obr. & 1: Zivotni cyklus D. melanogaster. Jeden den po nakladeni vajicek se vylihnou
larvy. Larva dvakrat svléka kutikulu a v obdobi pred a po svlékani se nazyva ,,instar*. D.
melanogaster mad ve svém Zivotnim cyklu tri instary. Kutikula tretiho instaru ztvrdne a
Ztmavne a stane se zni kukla, uvnitr které probihda metamorfoza. Po ukonceni
metamorfozy se vyvine dospély jedinec. Dva dny po vylihnuti miize samice zacit sndSet

vejce (prevzato z https://www.cherrybiotech.com/).
1.1.2 Signalni znaky (markery) a balancerové chromozomy

Klicem k desifrovani genotypu D. melanogaster jsou markerové mutace.
Markery, neboli signalni znaky, se pouzivaji k oznaeni chromozomu, které jsou
konkrétné sledovany, Castéji se jimi vSak oznacuji sesterské chromozomy, které slouzi
pro sledovani pfenosu experimentalnich chromozomi na potomstvo. Tyto napadné znaky
mohou ovlivilovat barvu a tvar o¢i, morfologii zilnatiny kifidel, barvu a tvar §tétin a
pigmentaci kutikuly. Nejpouzivanéjs$i markery jsou uvedeny v tabulce I a marker pouzity
v nasich pokusech je zobrazen na obrazku ¢. 2. Vyhodou genetiky D. melanogaster na
rozdil od genetiky u ostatnich organismil je pouZivani tzv. balancerti (balancerovych
chromozomt) (Greenspan, 2004). Balancery jsou uméle upravené chromozomy
obsahujici mnohocetné inverze znemoziujici rekombinaci s homolognim sesterskym

chromozomem (nedochazi ke crossing-overu, je udrZzen heterozygotni stav mutaci).



Kazdy typ balanceru ma sviij charakteristicky dominantni marker. Pfi naSich pokusech

byl pouzit balancer CyO (Curly of Oster) na chromozomu Il s dominantnim markerem
Cy! (Chyb, Gompel, 2013).

Cy'l+

Obr. & 2: Pouzity marker Cy* (pievzato od Chyb, Gompel (2013), Atlas of Drosophila

Morphology).

Spolu s balancerem CyO byl pouzit také dominantni znak - zeleny fluorescenéni

protein (GFP, z angl. Green Fluorescent Protein). GFP byl izolovan z meduzy Aequorea

victoria a mize byt pouzity pro monitorovani genové exprese a lokalizace proteinu v

zivych organismech, kde zelené fluoreskuje, pokud je vystaven modrému svétlu (Chalfie,

et al. 1995).

Tab. | Nejpouzivanéjsi markery u D. melanogaster. Zvyraznén je marker pouzity pri této

praci

Marker Zkratka | Chromozom | Fenotyp (viditelné znaky)

Bar B X oko uzsi nez obvykle, ovalného tvaru

forked f X kratké $tétiny s uStipnutymi nebo ohnutymi
konci

Scutoid Sco I chybéjici stétiny

Curly Cy I kridla stocena nahoru

Humeral Hu i kratsi Stétiny navic

Serrate Ser i vrubova kiidla

Tubby Tb Il larvy, kukly a dospélci kratci a tlusti

Stubble Sh i kratké a tlusté Stétiny

Ultrabithorax Ubx i vétsi a kulatéjsi haltery

eyeless-Dominant | eyP \Y; velmi malé o¢i




1.2 Nukleosidy a nukleosidové transportéry

Pro cilenou mutagenezi byl zvolen gen kodujici koncentrativni nukleosidovy
transportér CNT1. Nukleosidy jsou glykosylaminy tvoiené nukleovou bazi a D-ribdzou/2-
deoxy-D-ribézou, ktera je vazana N-glykosidickou vazbou k dusiku purinového nebo
pyrimidinového kruhu (Scofield, 2011). Purinové a pyrimidinové nukleosidy hraji
zasadni roli ve fyziologii. Slouzi jako prekurzory nukleovych kyselin, kdy jsou prevedeny
na nukleotidy, z nichz nékteré slouzi i k pfenosu volné energiec a K vnitrobunéénému
pfenosu signalu. Adenosin je také kli¢ovou extracelularni signalizacni molekulou
modulujici riznorodé fyziologické procesy prostiednictvim interakce s proteiny
V bunécné membrané (Young, 2013).

Adenosin je purinovy nukleosid Siroce distribuovany v CNS obratlovcl. Je
zdkladnim metabolitem vSech bunck a je zapojen do nékolika biosyntetickych a
signalnich drah. Mezi jeho ucinky patii regulace toku krve, nocicepce (podrazdéni
nociceptorti, receptorti zprostiedkujicich vnimani bolesti zplisobené napf. zanétem,
nadorem nebo poranénim tkdné€), regulace spanku a neuroprotekce proti zdchvatim
(Guillén-Gomez et. al, 2004).

Nukleosidy a nukleobdzova IéCiva jsou Siroce pouzivana k 1é¢bé rakoviny a virovych
infekci. Nukleosidy a jejich derivaty jsou hydrofilni a jejich dostupnost v intracelularnim
a extracelularnim prostfedi primdrné zajistuji specifické membranové nukleosidové
transportéry (NT). Podle zpisobu transportu rozlisujeme dvé evoluéné nesouvisejici
rodiny: ,,koncentrativni nukleosidové transportéry* (CNT), které u ¢loveka odpovidaji
rodiné SLC28 a ,.ekvilibrativni nukleosidové transportéry” (ENT) odpovidajici rodiné

SLC29 (Young, 2013).
1.3 Identifikace SLC28 a SLC29 u ¢lovéka

Lidsky genom obsahuje tii geny tvofici rodinu SLC28 (SLC28Al1, SCL28A2 a
SLC28A3), které¢ koduji tfi CNT proteiny (CNT1 — 3) a ctyfi geny rodiny SLC29
(SLC29A1, SLC29A2, SLC29A3 a SLC29A4) kodujici ¢tyti ENT proteiny (ENT1 — 4).
CNT jsou nukleosidové transportéry zajiStujici jednosmérny transport (smérem do
buiky) zavisly na pfitomnosti Na*. Vyskytuji se pfevazné v intestinalnich a renalnich
epitelidlnich a jinych specializovanych typech bunék. ENT zprostiedkovavaji

obousmérny transport purinovych a pyrimidinovych nukleosidii bez pfitomnosti Na®,



snizuji jejich koncentra¢ni gradienty a jsou ve vétSing€, popt. ve vSech typech bunék.
(Young, 2013).

ENTI1 je lokalizovan na bazolateralni membran¢ epitelovych bunék, ENT2 je
exprimovan v jadru epitelu a CNT2 je exprimovan bazalnimi bunkami (Klein et. al,
2017). ENT1, ENT2, ENT3, CNT1, CNT2 a CNT3 jsou funk¢né zapojeny do pienosu
uridinu, at’ uz za piitomnosti nebo nepiitomnosti Na* (Kato et. al, 2005).

Transportni systémy byly mapovany také v centralnim nervovém systému (CNS).
Spankovéa deprivace dramaticky snizuje mnozstvi CNT2, zatimco exprese ENT1 zlstava
nezménéna. Transportni systémy tedy maji zasadni fyziologickou ulohu v modulaci
extracelularni koncentrace adenosinu a cyklu spanku a bdélosti (Guillén-Gémez et. al,
2004).

Mutaci genu SLC29A3 (ENT3) u c¢lovéka je zpusobena Mendelisticka porucha
spojena s insulin-dependentni diabetes mellitus (Cliffe et. al, 2009). Diabetes
pravdépodobné mize byt zplsoben nezavisle na inzulinu narusenim transportu

nukleosidu (Rodriguez-Mulero et. al, 2005).
1.3.1 Koncentrativni nukleosidové transportéry (CNT)

Koncentrativni nukleosidové transportéry (CNT) zajist'uji transport nukleosidii a
nukleobazi ptes cytoplazmatickou membranu do intracelularniho prostoru bunék (Young,
2016) a tento jednosmérny transport je zavisly na ptitomnosti Na* (Atkinson et. al, 2006).
Lidsky genom obsahuje tfi geny tvotici rodinu SLC28 (SLC28A1, SCL28A2 a SLC28A3),
které koduji tfi CNT proteiny (CNT1 — 3). CNT1 vykazuje selektivitu pro pyrimidinové
nukleosidy (v€. adenosinu) a u savcu se vyskytuje pfevazné v epitelich, CNT2 je
selektivni pro purinové nukleosidy a CNT3 pro purinové i pyrimidinové nukleosidy a
vyskytuji se téméf rovnomérné ve vSech tkanich. Témito transportéry jsou pienaseny do

bunék i protirakovinné a antivirové nukleosidové 1éky.
1.3.2 CNT1 u D. melanogaster

Dva typy koncentrativnich transportérd, CNT1 a CNT2, se také vyskytuji u D.
melanogaster (Machado et. al, 2007). D. melanogaster ma ¢tyfi pary chromozomi: X/Y,
II, III a IV. Vétsina gent je lokalizovana na chromozomech X, Il a Il (Fernandez-

Moreno et. al, 2016). CNT1 se vyskytuje na chromozomu Il a jeho produkt se nachazi



nejvice u dospélcti ve varlatech. Vyskyt CNT1 je schématicky zobrazen na obrazku ¢. 3,

struktura genu CNT1 je uvedena na obrazku ¢. 4.

Larval Expression Level Tissue Adult Expression Level
NA Head |1
NA Eye 121
NA Brain 1.2
0.575| Central Nervous System NA
NA Thoracic-Abdominal Ganglion 22
NA Crop |1
0.8 | Midgut |13
1.2] Hindgut 12
2| Malpighian Tubules |1.3
no informative data Fat Body |2
1.9] Salivary Gland |2
NA Heart 2325
09| Trachea NA
NA VirginFemale Spermatheca |2
NA InseminatedFemale Spermatheca 0.6
NA Ovary 05
NA Testis 151.7
NA Male Accessory Gland 21
2.375 Carcass 123

Obr. ¢ 3: Vyskyt transkripti genu CNT1 u D. melanogaster (prevzato z
https://flybase.org/).

DD"T HiHH[ H >

Intron Exon

Obr. ¢ 4: Struktura genu CNT1 u D. melanogaster (prrevzato z https://flybase.org/).
1.4 Programovatelné nukleizy

Programovatelné nukledzy jsou rekombinantni enzymy vytvarejici mistné specifické
dvojvlaknové zlomy (DSB) v pozadovanych mistech genomu. Vazbu Kk ur¢itému mistu na
DNA lIze u nich programovat podle potieby modifikaci vazebné domény a pfipojena
nukledzova podjednotka zodpovid4d za St€épeni DNA na pfilehlém misté. Indukované
dvouvlaknové zlomy jsou opraveny spojenim nehomologickych konct (NHEJ) nebo
homologni rekombinaci (HR), coz vede k cilené modifikaci DNA v in vivo. (Kim et. al,
2014). Programovatelné nukleazy se 1isi ve slozZeni, schopnosti rozpoznavat cilové Gseky
na DNA 1 specifi¢nosti. Maji fadu laboratornich aplikaci, v€etné tvorby bunécnych a
zvitecich modell lidskych genetickych onemocnéni a funk¢nich genomickych testa.
Dalsi potencidlni klinické aplikace zahrnuji genovou terapii, lécbu infekénich
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onemocnéni jako je HIV, jsou potencidlnim nastrojem pro lécbu rakoviny i dalSich

onemocnénti.
1.4.1. Programovatelné nukleazy typu CRISPR/Cas

Programovatelné nukleazy typu ,,Clustered regularly interspaced short palindromic
repeats/Cas9“ (CRISPR/Cas) se béhem kratké doby staly nepostradatelnym nastrojem
soucasné molekularni biologie. Systém CRISPR/Cas9 je pfirozenou soucasti adaptivni
imunitni odpovédi baktérii a archaea, ktery je chrani pfed invazni virusovou a
plasmidovou DNA. Poprvé byl popsan v roce 1987 u bakterie Escherichea coli (Ishino et
al. 1987), ale jeho funkce v adaptivni imunité byla objasnéna mnohem pozdéji (Makarova
et al. 2006, Barrangou et al. 2007). CRISPR/Cas se pouzivaji u octomilky od roku 2013
(Gratz et al. 2013) a jsou v soucasnosti nejpouzivatelnéj§imi umélymi nukleazami.

CRISPR/Cas9 je nukleaza, kterd zahrnuje dvé zakladni slozky: ,,guide-RNA*
(gRNA), kterd odpovidd za navadéni komplexu nukledzy k pozadovanému cilovému
genu a Cas9 proteinovou endonukleazu zptisobujici preruseni dvouvlaknové DNA. Nyni
je mozné pouzivat transgenni linie octomilky, které produkuji endonukledzu Cas9 v
zarodecné linii a pro indukce mutaci staci mikroinjikovat do Casnych embryi této linie
plazmid produkujici piislusnou ,,guide RNA®“ specifickou pro gen, ktery chceme
mutagenizovat. Pro piipravu deleci se obvykle mikroinjikuji dvé rtuzné ,,guide RNA*
specificka pro mista v DNA ohranicujici planovanou deleci. Vétsina expresnich systému
CRISPR/Cas9 pro zajisténi produkce gRNA pouziva promotor RNA polymerazy III (Pol
[11), jako je U6 (Jiang and Doudna 2017). Schematické znazornéni programovatelné

nukleazy typu CRISPR/Cas9 je uvedeno na obrazku ¢. 5.



target DNA
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Cas9

37
Obr. ¢ 5.: Systém CRISPR/Cas9. Nukledza Cas9 je na sviyj cil navadéna sekvenci

RNA (sgRNA). Tato dvacetinukleotidova sekvence RNA se komplementdarné vdze na
genomovou DNA ve specifickem miste. Aby doslo ke stéepeni DNA, musi na 3 ‘konci gRNA
lezet jesté specifickda sekvence DNA o délce 2 a 5 nukleotidu, ,, Protospacer adjacent
motif“ (PAM), kterd navazuje za komplementdrni sekvenci gRNA. Oprava po rozstépeni
DNA miize nastat dvéma zpuisoby: nehomolognim spojenim koncii vedoucim k nahodné
inzerci / deleci DNA nebo miize byt poskozend DNA opravena pomoci homologické
sekvence, jez je pouzita jako templat pro opravu. Homologni c¢ast DNA s pozadovanou
zménou sekvence miize byt doddana ve formé donorového plazmidu spolu s nukledzou
Cas9 a sgRNA a tim je umoznéna presna editace genomu (Redman et. al, 2016) (prevzato

z https://ep.bmj.com/).
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Cile prace

1. Piipravit homozygotni jedince D. melanogaster s malou a s velkou deleci v genu

CNT1 a pozorovat jejich fenotypické projevy v tcincich plodnosti.

2. Pripravit jedince D. melanogaster s heteroalelickou kombinaci specifické delece

CNT1 a velké delece, postihujici celou oblast genti véetné genu CNT1 a srovnat

fenotyp (plodnost) téchto musek s predchozimi fenotypy.

3. Vytvofit programovatelnou nukleazu CRISPR/Cas pro piipravu dalsi delece.

10



3 Material a metody

3.1 Piiprava homozygotnich jedinci D. melanogaster s malou a velkou deleci
v genu CNT1

3.1.1 Kultivace octomilek

Chov a kultivace D. melanogaster je nenaro¢na a prace nevyzaduje mnoho
technickych dovednosti. V nasi laboratoii jsou octomilky chovany ve sklenénych
vialkach utésnénych vatou, na jejichz dné se nachazi ,,potrava“ (8% kukufi¢nd mouka,
5% cukr, 1% agar a 4% kvasnice), ktera slouzi jako potrava pro larvy i dospélce, ale také
jako zivné medium pro kladeni vaji¢ek. Vialky s pfiméfenym poctem jedincl jsou
udrzovany pomoci inkubatoru pfi teploté 25°C. Jedinci z kazdé vialky jsou nejpozdéji po
14 dnech pteneseny do vialky s Cerstvou potravou. Pfi provadéni naSeho experimentu
byly jednotlivé generace pienaSeny do novych vialek nejpozdéji po 9 dnech, aby
Vv pivodni vialce mohli byt vyvinuti pouze jedinci z druhé generace (potomstvo). Kazda

vialka je oznacena genotypem a datem, popt. pohlavim.
3.1.2 Mouchy ,,divokého typu“

Pro kazdy experiment S D. melanogaster je nezbytné mit jako kontrolu tzv.
mouchy divokého typu (wild-type, WT). Jedna se o mouchu se standardnim pi#irodnim
fenotypem (vzhledem) ke studovanému genu. Divokym typem miZe byt zvolena
jakakoliv populace bez mutaci, nicméné nejreprezentativnéjsi jsou musky ulovené ve
volné ptirodé. V nasem experimentu jsme jako kontrolni divoky typ zvolili kmen
,Canton S s bilou barvou o¢i zpiisobenou mutaci v genu pro barvu oka, protoze byl
mutantnim mouchdm nejbliz§i. Tyto musky byly pouZzity jako kontrolni ke vSem

provedenym experimentalnim kiizenim.
3.1.3 Mutantni mouchy s deleci CNT1

Delece patii mezi zakladni strukturni aberace, vznikaji pii chromozomovych
zlomech nebo rekombinacich bud’ spontanné nebo pisobenim vnéjSich mutagennich
faktort. Pfi deleci je odstranén jeden ¢i vice nukleotidi z nukleotidové sekvence, chybi
tedy ¢ast DNA a mize to mit disledky na fenotyp a vést ke vzniku riznych onemocnéni.
V této praci byla pouzita D. melanogaster se dvéma delecemi v genu CNT1. Mutantni

mouchy nesouci delece v genu CNT1 byly vytvofeny Mgr. Markem Rennerem v roce
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2015 metodou CRISPR/Cas (Renner 2015). Mensi delece obsahuje ztratu 750 bp a
zahrnuje cely druhy a tfeti exon a malou ¢ast ¢tvrtého exonu a introny 2 a 3. Jedinci
nesouci tuto mutaci produkuji zkraceny CNT protein, ktery ztratil 3 z celkem 13
transmembranovych usekl. Vétsi delece obsahuje ztratu 1074 bp, obsahuje cely druhy a
treti exon a velkou ¢ast ctvrtého exonu. Ob¢ delece jsou zobrazeny na obrazku €. 6.

ACCTCGGATTCGAGTGCCGCAATGACGCATACAAGGCCATCGGAC

M+ H_HH H 1+
cnt1B

-~ s ATCACCAGCATTATGTATTACCTTGGCTGGATGCAGTT
GCCATCGAGGGCAAAGCGAATCACCTATCTCGGTACTCCATGT

Obr. ¢ 6: Schematické zndzornéni velké a malé delece v genu CNTI1. Mala delece je
oznacena jako Cnt1S, velkou deleci znaci Cnt1®. Vyznaceny jsou i sekvence pro

konstrukci pouzitych nukleaz CRISPR/Cas (podle Renner, 2015).

Krom¢ téchto deleci jsme pouzivali je$t€ mutanty s rozsdhlou deleci
Df(2R)PPO24 postihujici 90 kb usek na pravém rameni chromozomu 2, v¢etné genu
CNT1. Tato moucha byla Zivotaschopna pouze v heterozygotnim stavu (oproti balanceru)

a byla ziskana z Drozofiliho centra v Bloomingtonu (USA).

3.1.4 Ki¥izeni octomilek pro testovani fertility samci

Pro dosaZeni reprodukovatelnych vysledkii kiizeni je nezbytné zalit s virginelnimi
samicemi (,,pannami®). Ty jsou nejsnadnéji ziskdvany prvnich 8 hodin po vylihnuti, kdy
se jesté nepafi. Podle jejich cirkadiannich rytmi se jich nejvice vylihne rano. Druhd
nejvhodnéjsi doba pro odbér panen je 7 — 8 hodin od ranniho roztifidéni. Rozpoznani
panen je velmi snadné. Na prvni pohled jsou men$i nez star$i samice, maji bledou
pigmentaci a tmavou skvrnu v jejich prasvitnych bfisnich dutinach. Tato tmava skvrna je
musi verze meconia (zbytky ve stfevé od posledniho jidla ve stadiu larvy). Uéinnou
metodou pro ziskani co nejvétsiho poctu panen je umisténi kultur pfes noc do 18°C, ¢imz

se dostate¢n¢ zpomali jejich vyvoj a nedochazi k pareni po dobu az 16 hodin.
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Samci mohou byt sbirdni téméf kdykoliv. Jedinou podminkou je, ze musi byt stafi
nejméné 3 dny a nejvice 10 dni. Jejich rozmnozovaci schopnosti jinak nebudou tolik
efektivni. V naSem experimentu byli samci stafi 3 — 5 dni a poté byli kiizeni s pannami.

Samice i samci ve vialkach se nejprve uspi. V nasi laboratofi se jako anestetikum
pouziva CO2. Hadicka se vlozi do vialky a kdyz jsou mouchy uspany, vysypou se na
porézni desticku, kde jsou neustale vystavovany pusobeni CO2 a lze tak snadno pod
binolupou roztiidit samce, samice, panny nebo pozorovat markery.

Cilem tohoto kiiZeni bylo ziskat homozygotni jedince s mutacemi v CNT1 a sledovat
miru plodnosti u heteroalelickych kombinaci samcti s malou deleci (CNT1%) a samcii

s velkou deleci (CNT1B). Schéma genotypiti vychozich linii je uvedeno na obrazku &. 7.

CNT1
cntlS: w, ——;+
CNT1
CNT1
cntlB:

W, ————
CyO—GFP

Obr. & 7: Schéma vychozich genotypii pro dalsi kiizeni. Pro cnt1® (CNT1 s malou deleci)
nebyl pouzit zadny balancerovy chromozom, jednalo se o zcela homozygotniho jedince. U
samce cnt1® (CNTL1 s velkou deleci) se nachdzi CyO, tedy balancer, ktery se projevuje
kridly zahnutymi nahoru a expresi GFP (Green Fluorescent Protein).

Prvnim krokem bylo ziskani dostatecného poctu homozygotnich jedinct pro kazdou
deleci. Z obou kultur byli poté vybrani pouze samci homozygotni pro gen CNT1 —tzn., ze
I samci s velkou deleci neobsahovali balancerovy chromozom Cyo-GFP. Po ziskani
dostate¢ného poctu téchto samcl a virginelnich samic divokého typu zacind samotné

ktizeni. Celkové schéma kiiZeni je uvedeno na obrazku ¢. 8.

A CNT1
X | .

Go: £ w- W, ——
0- + C W Tt

Obr. & 8: Schéma kiizeni jedincii pro zjisténi fertility samcii CNT1% a CNT1B, Protoze

byli krizeni pouze samci homozygotni pro gen CNTI, genotypy obou samcii se nelisi.

Diéle bylo provedeno kiizeni jedinci CNT1® a CNT1® sjedinci Df(2R)PPO24 —
jedinci s deleci, ktera zahrnovala kromé delece v genu CNTL1 i odstranéni nékolika

ostatnich gent. Schéma tohoto kfizeni je znazornéno na obr. ¢. 9. Samci z prvni generace
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byli opét zkiizeni s virginelnimi samicemi divokého typu za ucelem sledovani
fenotypickych projevi v ucincich plodnosti. Protoze obé malé delece pochazely z jedné
puvodni musi linie, ktera mohla obsahovat jinou mutaci na jiném misté¢, kombinace
malych deleci s velkou deficienci nam slouzila k potvrzeni, ze pozorovany fenotyp

souvisi skute¢né s genem CNTL1.

- D ENT1
cntls; Go: 2w, ! T+ X oW, ——
CyO—GFP CNT1
~ D CNT1
cnt1B: Go: 2 w; ! D+ X & Wy :
CYyO—GFP CYO—GFP

CNT1
Fi: w; ;
bf

Obr. ¢& 9: Schéma krizeni mutantu CNTL s jedinci obsahujicimi velkou deficienci

Df(2R)PPO24 pro potvrzeni pozorovanych fenotypi.

Byla také vytvoiena heteroalelicka kombinace vzajemnym zkiiZenim nékolika
musek s CNT1% a CNT18. Z potomkii tohoto kiizeni byli vybrani samci s kombinaci obou
alel, ktefi byli pii testu fertility kfizeni s muSkami divokého typu. Kiizeni slouzici

Kk pozorovani fertility je schematicky znazornéno na obrazku ¢. 10.

X Cf cntlis)

Go: = w cnt1(b)

Obr. ¢ 10: Schéma krizeni jedince s heteroalelickou kombinaci S muskami divokého typu.

K vlastnimu testovani fertility bylo vzdy vybrano 10 panen a jeden samec stary 3
— 5 dni. 24 a 48 hodin po zkiizeni byly vzdy samice po jedné rozdéleny do samostatnych
vialek. Po né€kolika dnech bylo pozorovano, v kolika vialkéach se vylihly larvy, tzn. kolik

samic bylo oplozenych.
3.2 NavrZeni programovatelnych nukleaz CRISPR/Cas

Dalsim cilem této prace bylo navrzeni programovatelnych nukleaz CRISPR/Cas pro

gen CNT1. Genomova analyza ukazuje, ze se na konci tfettho exonu CNT1 nachézi
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vazebné misto zinkového prstu (ZFBS). Abychom zjistili roli ZFBS ve spermatogenezi,
ptipravili jsme nové CRISPR gRNA pro generovani nové mutantni mouchy.

K expresi gRNA byly pouzity plazmidy pBFv-U6.2 a pBFv-U6.2B. Mapa genu CNT1
S vyznaCenymi mutagenizovanymi misty a schéma konstruktu s promotorem U6 jsou
zobrazeny v obrazku ¢. 11 a 12 (podrobna mapa obou vektoru je v piilohach ¢. 1 a 2). Jak
je a ziejmé z obrazku, pro gen CNT1 byly navrZzeny dvé programovatelné nukleazy
CRISPR (s pouzitim webového online programu TAL Effector Nucleotide targeter 2.0),
kazda s cilovou sekvenci dlouhou 23 nukleotidii. Sekvence genu CNT1 s vyznacenymi
nukledzami CRISPR je zn4dzornéna v piiloze €. 3.

New gRNA 1

ATAGTGACCCACGGTCTCCT
N .’

5' [N V4 3!

Zinc finger / \
binding site ,’ \
/
/ \
CCCGACGATCAGACATCACC
New gRNA 2

Obr. ¢ 11: Mapa genu CNT ! s vyznacenymi mutagenizovanymi misty

DmUG promoter Bbsl .sites chiRNA U6 termmnator
\ \ / /

.
\ \ y /
L] L] 1 ¥

f—

pU6_F gRNA R

Obr. ¢ 12: Schéma konstruktu gRNA pod promotorem U6 (celé vektory jsou

znazorneny v priloze).
3.2.1 Piiprava konstruktu CRISPR - fosforylace a nasedani oligonukleotidu

Prvnim krokem byla fosforylace syntetickych oligonukleotidl, které byly pouzity
k vytvoteni gRNA programovatelnych nukleaz CRISPR. K fosforylaci byl pouzit enzym
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T4 — polynukleotid kinaza (Thermo Scientific), ktery katalyzuje mimo jiné pfenos gama —
fosfatu z ATP na oligonukleotidy.

Oligonukleotidy byly na 30 minut zahfivany Vv inkubatoru ve 37°C, po 30
minutach byla smés na 5 minut vystavena teploté¢ 95°C a poté byla postupné ochlazovéana
az na teplotu 25°C, coz umoznilo nasedani oligonukleotidid. Byla pfipravena ligacni

reak¢ni smeés o celkovém objemu 10 pl, kterd obsahovala:

100 pmol oligonukleotidu A,

100 pmol oligonukleotidu B (oba Generi Biotech),
1x reak¢ni pufr pro T4-polynukleotid kinazu

10 U T4-polynukleotid kinazy.

Kinazova reakce probihala pil hodiny ve 37°C.

3.2.2 Stépeni plazmidu

Dalsim krokem bylo restrikéni $té€peni plazmidu pBFv-U6.2 a pBFv-U6.2B, aby
mohla byt nasledné provedena ligace oligonukleotidd. Pro $t€peni byl pouzit enzym Bbsl.
Stépeni plazmidi probihalo v inkubatoru ve 37°C po dobu 6 hodin. Stépeni probihalo

V této reakci:

1 wl plazmidu (1 pg)

15 ul H20

1 ul BSA (purifikovany albumin)
2 ul 10x reakeni pufr

1 ul Bbsl (10 jednotek)

3.2.3 Defosforylace plazmidu

Bylo potieba zabranit opétovnému ligovani vektoru bez jakéhokoliv inzertu. V
prib&hu Sestihodinového Sté€peni plazmidh doSlo k pfidani 1 ul enzymu alkalické
fosfatazy (CIP). Enzym byl pfidan do vyse uvedené reakéni smési po 3 hodinach a jeho

pomoci nastala defosforylace 5 konce u plazmidu.
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3.2.4 Purifikace, gelova elektroforéza

Po nastépeni a defosforylaci plazmida byla u obou plazmida provedena purifikace
pomoci agarozové gelové elektroforézy. Purifikaci doslo k odstranéni molekul plazmidu,
které nebyly naStépeny.

Pro ptipravu 0,75 % agar6zového gelu jsem pridala do 20 ml 1x TAE pufru 0,15 g
agarozy, za tepla rozpustila, ptidala ethidiumbromid do koncentrace 0,5 pg/ml a gel nalila
do formy s rozd€lovacimi hiebinky. Ztuhly gel jsem ponoftila do elektroforézni nadoby s
Ix TAE pufrem a do jamek nanesla pfipravené vzorky spolu se standardem
molekulovych hmotnosti. Gel jsem poustéla pii 65-70 V/cm a vysledky odecetla pomoci
UV-transiluminatoru.

Pod UV lampou jsme zgelu vyfizli prouzek DNA obsahujici Stépeny a
defosforylovany plazmid, ktery jsme pak vy¢istili pomoci kitu QIAquick Gel Extraction
Kit (QIAGEN).

3.2.5 Ligace komplementarné nasedlych oligonukleotidi

Metoda ligace se pouziva k integraci oligonukleotidd do plazmida prostiednictvim
enzymu T4 DNA ligazy, ktera katalyzuje spojeni volnych koncti. Reakce probihala

v 16°C a reakéni smés obsahovala:

1 ul plazmidu pBFv-U6.2 nebo pBFv-U6.2B ( ¢=80 ng/ul )
1 ul T4 - DNA ligaza (10 u)

2 ul T4 — DNA liga¢ni pufr

1 ul fosforylovaného oligonukleotidu ( ¢=150 ng/ul )

4 ul H20

3.2.6 Transformace do kompetentnich bakterii

Po provedeni ligace byla liga¢ni smés transformovana do kompetentnich bun¢k
bakterie E.coli kmene Zymo 5a. Tyto bakterie jsou schopny piijmout cizorodou exogenni
DNA. Kompetentni buiiky jsem nechala na ledu rozmrazit, pfidala 5 pl ligaéni smési na
100 pl bunék a nechala 20 minut inkubovat na ledu. Poté jsem provedla tepelny Sok (45
sec pii teploté 42°C) a ihned pienesla bunky zpét na led. K buiikdm jsem ptidala 0,5 ml
tekutého LB média a nechala vse tfepat pii 37°C po dobu 45 min. Na piedem pfipravené

misky s tuhym LB médiem a ampicilinem (100 ug/ml) jsem pienesla asi po 200 pl
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bakterialni smési, rozettela hokejkou a nechala ptes noc inkubovat v 37°C. Narostlé

kolonie jsem pfisti den pienesla na novou agarovou misku.
3.2.7 Ovérovani uspésnosti ligace (metodou PCR)

Ovéteni kolonie s integrovanym insertem bylo provedeno pomoci PCR s primery
»reverse primer“: 5' — GAAGTATTGAGGAAAACATACCTATATAAATG — 3. » a
,»JRNA forward primer (G-frv), ktery je unikatni pro kazdy konstrukt.

PCR reakce: PCR program:

1.5 ul 10x Taq PCR pufru — MgCI2 94°C 2 min 30 sec
1,0 ul MgCI2 (25 mM) 94°C 30 sec

1,5 ul dNTP mixu (10 mM) 57°C 30 sec

1,0 pl + 1,0 pl primera ,,rev a,,G-frv (10 uM) ~ 72°C 2 min 15 sec
0,3 ul Tag DNA polymerazy (5 U/ul) kroky 2-4 opakovany 30x
3,7 ul ddH20 72°C 7 min

¢ast kolonie rozpusténé v 5 ul ddH20

3.2.8 Purifikace plazmidové DNA z bakterii a sekvenovani

Vybrané kolonie jsem pienesla do 3 ml tekut¢ého LB média s ampicilinem (100
pg/ml) a nechala rist po dobu 12 hod pii 37°C za stalého tfepani. Narostlé buiiky jsem
sto¢ila 1 min pfi 7000 rpm a sediment byl pouzit na izolaci plazmidl pomoci kitu firmy
Qiagen ,,QIAprep Spin Miniprep Kit*“ podle instrukci vyrobce. Spravnost klonovaného

useku byla ovéfena sekvenovanim, které bylo provedeno firmou GATC.
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4  Vysledky

4.1 K¥iZeni jedinca D. melanogaster s malou a velkou deleci v genu CNT1

V genu CNT1 byla vytvofena mutace odstranénim mensi a vétsi ¢asti tohoto genu.
Pro kiizeni byly vybrany virginelni samice divokého typu (W) a tato kultura byla pouzita
také pro kontrolni ktizeni. Bylo zkiizeno celkem 10 samic s jednim 3 — 5 dni starym
samcem a po 24 a 48 hodinach byly samice po jedné separovany do jednotlivych vialek.
Po nékolika dnech byla sledovana fertilita — spocitaly se vialKy, v nichz se vylihly larvy
(tzn. kolik vialek s larvami, tolik samic bylo oplozenych). Z celkového poctu vialek
(vétSinou 10, nékdy vSak dosSlo k tthynu jedné ¢i vice samic jesté pied samotnym
oddélenim) se vypocetlo procento vialek s vylihnutymi larvami. Pro kazdé kiizeni bylo
provedeno né€kolik opakovani a poté se vypocetl primér a pomoci parového t-testu bylo
zjisténo, jestli se vysledky mutantnich much vyznamné lisi od kontrolniho divokého typu
musek. U kontrolnich ktizeni bylo vzdy dosazeno 100% fertility (ve vSech vialkach se
vylihly larvy). Vypocitanim praméru a t-testem byla zjiSt€éna mira plodnosti samct a
vysledky byly pouzity pro vytvoieni vyslednych grafi.

Pii prvnim kiizeni bylo u jedincti s malou deleci (CNT1%) procentualni zastoupeni
fertilnich samcl po 48 hodinach rovno 72%. Po 24 hodinach byla fertilita samcti 46%.

Pro jedince svelkou deleci (CNT1B) nebyla ani vjednom piipadé prokizana
jakakoliv fertilita — procentualni zastoupeni fertilnich samct bylo v tomto ptipadé 0%.

Vysledky testl fertility jsou zobrazeny na obrdzku ¢. 13.
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Obr. ¢ 13: Procentudlni zastoupeni fertilnich jedincu s velkou a malou deleci v genu

CNT1.

4.2 Piiprava heteroalelickych kombinaci mutanti CNT1 s jedinci Df(2R)PPO24

Dalsim pokusem bylo zkiizeni musek CNT1® s jedinci Df a musky s CNT18
s jedinci Df a s potomky provést stejné kiizeni jako v kapitole 4.1.

Pfi tomto kiizeni byla fertilita vobou piipadech vyssi. Pro CNT1S/Df bylo
procentudlni zastoupeni fertilnich jedinci po 48 hodindch témét 86% a po 24 hodinach
lehce ptes 54%.

U velké delece se jednalo o 76% po 48 hodinach a o 34% po 24 hodinach. Vysledky

jsou uvedeny na obrazku ¢. 14.

20



120

100
80
S
%
o 60
c
©
o
o
40
) ““‘\
0
cntl(s)/Df cnt1(b)/Df
H24h W48h

Obr. ¢ 14: Procentudlni zastoupeni fertilnich jedincu s deficienci pro gen CNTI.

4.3 KtFiZeni jedinci s heteroalelickou kombinaci CNT15 a CNT1B

Poslednim pokusem bylo ziskani jedinct S heteroalelickou kombinaci (jedinct
s malou i velkou deleci) a jejich zkiiZeni stejné jako Vv kapitolach 4.1 a 4.2. Vysledkem
tohoto kiizeni je 86% fertilnich jedincti po 48 hodinach a 43% fertilnich jedincti po 24

hodinach. Vysledny graf je uveden na obrazku ¢. 15.
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Obr. ¢ 15: Procentudlni zastoupeni fertilnich jedincu s heteroalelickou kombinaci
CNT15/ CNT1B.
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4.4 NavrZeni programovatelnych nukleaz CRISPR pro gen CNT1

Béhem této prace byly také navrzeny programovatelné nukledzy CRISPR pro gen
CNT1 kvytvofeni nového mutantniho jedince. Byly navrzeny dvé programovatelné
nukledzy CRISPR. Sekvence genu CNT1 vcetné vyznacenych cilovych sekvenci pro

nukleazy CRISPR je zobrazena v pfiloze na obrazku pitiloha ¢. 3.
4.4.1 Ligace oligonukleotidii do plazmidu pBFv-U6.2 a pBFv-U6.2B

Ligaci oligonukleotidi do plazmidi pBFv-U6.2 a pBFv-U6.2B jsme ovéftili
pomoci metody PCR. Ligace dopadla uspésné a ovéieni metodou PCR je zobrazeno na
obrazku ¢. 16 a 17 — pro plazmid pBFv-U6.2 je v drahach €. 1, 2, 6 a 9 zietelné detekovan
PCR produkt a pro plasmid pBFv-U6.2 je produkt PCR detekovan v drahach ¢. 7-10.

123 4 56 7 8 9 10

Obr. ¢ 16: Overent spravné viozenych oligonukleotidii do plazmidu pBFv-U6.2 pomoci
gelové elektroforézy. Vievo je marker molekulovych hmotnosti, ve vzorcich 1, 2, 6 a 9
Jsou pozitivni signaly.
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123 45 6 7 8 910

Obr. ¢ IT: Overent spravnée viozenych oligonukleotidii do plazmidu pBFv-U6.2B pomoci
gelové elektroforézy. Vievo je marker molekulovych hmotnosti, ve vzorcich 7-10 jsou
pozitivni signaly.

Podatilo se navrhnout a vytvofit dvé programovatelné nukleazy CRISPR, k jejich
uspésnému mikroinjektovani do vaji¢ek D. melanogaster vsak jiz kvuli ¢asové naro¢nosti

nedoslo a bude dokoncena pozdéji (v 1ét€ 2019).
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5 Diskuze

Pouziti octomilky jako genetického modelu umoznuje dukladné prozkoumani
fyziologické funkce neznamého genu. Jednim z moZnych genetickych néstrojii pro
mutagenezi je programovatelna nukleaza CRISPR, ktera byla v pfedchozich pokusech
pouzita k vytvoreni dvou riznych mutaci v CNT1 (Renner, 2015). Generované mutace
jsou CNTIS, jez odrazi ¢astenou deleci genu a CNT18, ktera obsahuje velkou deleci a
povazujeme ji za ,,nulovou” mutaci. Je zajimavé, Ze ob¢ delece vykazuji problém s
plodnosti u samcii, coZz odpovida tdajim o expresi toho genu z Flybase, jak bylo uvedeno
vySe. Tyto mutace proto nabizeji vybornou piilezitost porozumét regulacim plodnosti u
samcu.

Mutantni mouchy CNT1S byly ¢aste¢né fertilni, zatimco mutace CNT1B zpisobila
plnou saméi sterilitu. Mouchy CNT1% mély vyznamné snizenou fertilitu, jak je zfejmé
z pokust se samicemi do 24 hodin ve srovnani s dobou pareni 48 hodin. Je pozoruhodné,
ze protein CNT1 je schopen castecné funkce i po ztraté velké casti své molekuly,
postihujici 3 ze 13 transmembranovych tusekd. Podobna delece tfi N-koncovych
transmembranovych domén byla charakterizovana u krysiho CNT1 a mutantni protein
vykazoval rovnéz ¢aste¢nou funkci (Hamilton et al., 2001) Mutantni samci CNT1S tedy
pottebuji vice casu, aby byli schopni vSechny samicky oplodnit. Test plodnosti
heteroalelickych kombinaci mutanti také ukazal problém s plodnosti, coZ potvrdilo
pozorovany fenotyp. Tyto fenotypy byly dale potvrzeny i kombinaci CNT15 i CNT1B
s linii nesouci velkou deficienci Df{2R)PPO24, u které chybi krom& CNT1 jesté fada
dalsich genti. Kupodivu byl fenotypicky tc¢inek slabsi nez u homoalelické kombinace
CNT1B/CNT1B. Naznaduje to, Ze fertilitu ovliviiuji v opaéném sméru ziejmé i dal§i geny
uvnitf deletovaného tiseku anebo mutant CNT1® obsahuje jesté piidavnou mutaci V jiném
misté, kterd fenotyp zhorsuje.

Protoze CNT1 zptsobuje sterilitu u samcich musek, o¢ekavame, ze ma kliCovou
ulohu pfi udrZzovani samci spermatogeneze. To je v soucasnosti testovano dalSimi pokusy
v nasi laboratofi pomoci imunohistochemické techniky s cilovymi buiikami Vv testes
octomilek. Kromé toho, pomoci protilatek zaméfenych na hlavicky spermii lze
kontrolovat, zda mutace CNT1 reguluje organizaci spermii nebo jakykoli krok
spermatogeneze.

Vysledky této prace mohou piispét K pochopeni, ptipadné vyvoji terapie pro

pfipadnou lécbu muzské neplodnosti u ¢Eloveka. Pfitomnost adenosinu v muzském
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reprodukénim traktu a receptoru adenosinu na spermiich silné naznacuje funkéni tlohu
téchto receptori ve fyziologii a funkci spermii (Bellezza and Minelli, 2017). Bylo
naptiklad zjisténo, ze motilita lidskych spermii se zvysi po ptfidani extracelularniho ATP
(Edwards et al., 2007). Pro hledani souvislosti s ¢lovékem je pii dalSim vyzkumu vlivu
CNTI a adenozinu na fertilitu u drozofil potieba podrobné analyzovat anomalie (pocet,

funk¢nost a vyvoj spermii) v mutantnich mouchach.
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6 Zavér

Pomoci malé a velké delece CNT15 a CNT18 v genu CNT1 byl prokazan vliv tohoto
genu na fertilitu samct. Jedinci s malou deleci maji prokazatelné nizSi plodnost
V porovnani s kontrolnimi jedinci. U jedincii s velkou deleci byla fertilita nulova. Je
zajimavé, Ze tento fenotyp je siln&jsi nez kombinace CNT1B svelkou deficienci
Df(2R)PPO24 s deleci dalsich néckolika genti vcetné genu CNT1. U musek
CNT1B/Df(2R)PPO24 byla rovndz prokazana snizena fertilita samcti a podobné u
kombinace CNTI® s Df{2R)PPO2A. Fertilitu ovliviiuji v opaéném sméru ziejmé i dalsi
geny uvniti deletovaného tseku.

Byly vytvotfeny nové programovatelné nukleazy typu CRISPR, které budou pouzity
pro dalsi praci a pro vytvofeni nového mutagenizovaného jedince umoziujiciho dalsi

analyzy fenotypu.
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8  Piilohy

8.1 Mapa plazmidu pBFv-U6.2

pBFv-UB.2

5627 bp

Pi#iloha. ¢ 1: Mapa plazmidu pBFv-U6.2 (prevzato z https://www.researchgate.net)

8.2 Mapa plazmidu pBFv-U6.2B

pBFv-UB.2B

6257 bp

Piiloha & 2: Mapa plazmidu pBFv-U6.2B (prevzato z https://www.researchgate.net)
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8.3 Sekvence genu CNTL1 s vyzna¢enymi sekvencemi nukleaz CRISPR

TAAGGGGCTGTGGGATATAAGTCATAAGATCCACACAACACTTCTTTACACTACACACTGTTTCTCATTTAT
ACACACAATGGCAGAACCAATAGAAGGCGAACAGGAGGAAAAGCCTCCGCCATCGAGGGCAAAGCGAATCAC
CTATCTGGTACTCCATGTGCTGCTCCATATCATATTCATATCTTACTTTACGGCAGCCACAATCATTTTCAT
CTTTTACGgtaagttacccctttgagttcgaatgtaaatgtttatgaggaaaaacccagACAAGGATTCCAA
AGAATGCTGGCCCAATAGGGGCTCGGAAGCCACAACCGAATCGATAGATAACTCAACCGAAGATGATGATGA
TGATGATTATGACACAGAAGAAACTTCTGAGAAGCCAGTGCCAGAGGTTAAGCCAAAACTATTGTGCCAAAT
TAACTGGTGTCATGGATACGGGTTTCTCATCGTCTTGTTCATCTTGTTTTATATCCTATGGCTGTACTACTG
GGTATTTAAGCCATTCGTGGGCATCAAGCTGTATAATAACTACCTGGAACCAGTGATTGACAAATGGATTGC
GTTTAGTCGCCAGTGgtgagtacaagatcctttgagatgatctcccttcagacttgaacagcagtaccataa
gtcaaaaaattgtagatgttcaggacctgtaaagattatccattcgaatacaatatatatatattggttaag
aactttagctcctgtccacaatgtatttgaggctccaaaagattcttctaaaaagctaaatgctttaatect
tattttccattttctccaattctagGATAGTGTCCGGCGTAATGCTGGCGATTGTGCTCGCTGTGGTGGTGG
CATACCTCGGATTCGAGTGCCGCAATGACGCATACAAGGCCATCGGACTGCTCGGACCTGTGTGCTTTGTCC
TTATCGGATTCGCCGTGTCCAAGCACCACTTGCAAGTACCTTGGCGCATAGTGACCCACGGTCTCCTGGGAC
AGCTGCTGCTGGGCATACTCTGCCTGCGCCTCCCCTTTGGCCGGTCCATCTTTCAATGCCTTGGGGACAAGG
TGACGATATTTCTGAACTACGCACAGCACGGAGCACGCTTTGTGTACGGGGATCGCATTTGCGATGAGTACG
TCTTTGCATTTGCCATACTGGCGGTGGTGTTCTTCTTCAGCGTGATCACCAGCATTATGTATTACCTTGGCT
GGATGCAGTTCATCCTGAACGGTTTTGGGTTCCTCTTGCAGGCCATGGTGGGCACCACCGTTTGCGAAAGTG
TAAATGCAGCGGGCAACGTGTTTCTAAGCATGACCGAGAGCCCTCTGGTCATCCGGCCGTACATCGAAATAC
TGACCGTCAGCGAGTTGCACGCTATATGCACCTCCGGCTACGCGACAGTGGCCGGTACTGTCTTGGGGGCTT
ATGTGTCCTTCGGTGCTTCCGCCAGCTTTCTTATCGCAGCCAGCGTAATGGCTGCTCCGGGTTCACTGGCTT
TCGCCAAACTGTTCTACCCCGAGACCGAGGAATCTCTGACCAGGTCCGACAACATTAAGCTGGAAAGCTCgtL
aagttcctcttcataagagtcaacatttgataatcgcccagacaccttgeccaagGACGGATACGTCTATTTT
GGATGCGGCCGCCTCGGGAGCTGCAGCAGCCTTGTTGATTGTGCTCGGAATCGTCTCGAATATCATCGCCTT
CCTAGCCATTGTGTTCTTCCTAGACGCTGTAACGGAGTGGATTTTCGAGCTAATTGGACTGCATAACATCAC
CCTACTCTACATTCTCTCCCAGATCTTTATCCCGATTGTCTTCGTGATGGGCGTGCCGTGGCACGATTGTCA
AGCAATTGGCCTGGTGGTGGCCCAAAAGTCGTTCATAAACGAGTTTGTGGCTTATAGAAACCTGGGCATATT
GGTTAGCGATAAAAAGGTTGATgtgagtacccatctgcatattctattcttatagattattttaaaactagt
attcttatagCCGCGGAGCGCTGCCATAGCCACTTTTGCCCTTTGTGGGTTTGCCAATCCCGGATCCCTGGG
CATTGTCATCGCTTCGCTGAGTGCAATGGCACCATCCCGACGATCAGACATCACCAGGGTAGCCTTTCGATC
CTATTTCGCAGGCAGTTTCGTTAGCTTTACATCCGCTTCGCTTGCAGgtaaactgtctttatttacacgtta
tttttaaccgccttatcgcacaacatcttaattagGGATTCTTATTCAAAATGAGTACACAGGTGGTAATTA
ATTGATTTAGGTAAGTGAGCGATACGAAAAGCATAGAGCAGGGAGCTAGGGTACAATTCCACTCAAATTGGC
CATTACCTTCTTGAGCAATTCCCAGTCGGCAGCATCGAAATTCGCGGTGCACTGGGTCAGTTGAAGAGAAGC
CTCATATATATTACGAAGGATTTCTTTAGGCGCCAATTCACTCCGTCGACGTTTTAGACTAGAGACCGGACA
TTTATGATCTCCATGGCGAATGTAGCTTGATTTACTGAGATCAAATGAACCGTCGACAACAGTTCCGGGTTC
GACATGCAATGCCTTAAACAATGGGTATATTGCATGGCGGGCACTAAATGCTCTTAGTTGGGCGTCATCGCT
GACTTTGCAGGAGTCGAGGAATTTCTCGCGATACCAGTTTGTGCATCCAGCATTTGGAGGCAGTCCCCTAAG
TATAAGTAATTTGGTGGATCCATTCGCACGCGCTAGTAGTTTGAAGTAAACATTAGCAAAGCTAATGCTCTT
GTCAATGCCTAAAAGTTTATTGGCCATTTCCGATGTCCGCTGAAACCAATGGGAACAGTCGATTTGATCGTG
GTGCACCAAAAGTTCCAGTAGAGCAACCTTTGGGTATAAAAAATCAAGgtatgtatatccattttataagtyg
tacttctacttgcttaccacttcatagTACAACTCAACTTTTGTGGGCGCTGAGGTGGAGATGAGTTCTAAG
CGCTTCAATATCTTCATTCCCACGTGGCCATCTGATTTTGCGACGACAGACAGGTGCCGGAAGTTTTGAATG
CTTATGACAGGAAGTTCCTGCTTTCCCAAGCAGTGGAAGTACCTAAGGAATCGTTGTACATGCAATTGGCTT
GGATTTGTGGAAAACATGGCGTAAGAATTATTGCACTTATGCCAGTGAGCCATAGCCTCTTTTATGGCATGA
TCTGTCCAGCATTTGTTGGCCTCTTTTAGCCTAAAAACATAGAATAGTGAAATAAATTTTAAAATGTATGAT
TTATAATTACT

Priloha. ¢ 3: Sekvence genu CNT1 s vyznacenymi nukledzami CRISPR.
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9 Seznam zkratek

CNT
ENT
CNS
WT
CRISPR
TALEN
ZFNs
HIV
gRNA
PAM
sgRNA
GFP

»Concentrative Nucleoside Transporter*
,Equilibrative Nucleoside Transporter*

,Central Nervous System‘ — centralni nervovy systém
,»Wild-Type* — divoky typ D. melanogaster
,»Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats*
,Transcription Activator — Like Effector Nucleases*
»Zinc Finger Nuclease*

»Human Immunodeficiency Virus*

»guide-RNA“

,Protospacer adjacent motif

»single guide RNA*

,,Green Fluorescent Protein®
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