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Abstrakt

GAL4/UAS systém je bipartitnim nastrojem genového inZenyrstvi, umoznujicim ektopickou
expresi in vivo v céasovém i tkanové specifickém kontextu. Design této techniky vychazi
Z mechanismi regulace genové transkripce, objasnénych z veliké Casti experimentilnim studiem
regulace metabolického okruhu pro zpracovani galaktosy organismu Saccharomyces cerevisiae.
Nezavislou inkorporaci genu pro transkrip¢ni faktor Galdp a jeho vazebné sekvence (UAS) za pomoci
transposibilnich technik a technik pro integraci do specifické ¢asti genomu je mozné generovat stovky
stabilnich, transgennich linii. K¥iZzenim jedince z GAL4 linie s jedincem z UAS linie lze nasledné
ziskat jedince, vykazujiciho za vhodnych, regulovatelnych podminek ektopickou expresi. Tato prace
piedstavuje syntézu zakladnich principit GAL4/UAS systému a jeho variant, adaptovanych zejména
pro potieby genovych manipulaci s modelovymi organismy Drosophila melanogaster a Danio rerio.
Dale tento text shrnuje propojeni GAL4/UAS systému s dalsimi technikami a ve stru¢nosti poukazuje

na moznosti praktické aplikace zejména na poli neurologie.

Kli¢ova slova: GAL4, UAS, kvasinka, genova funkce, genovy mozaicismus, transgenni linie,

ektopicka exprese
Abstract

GAL4/UAS system is a bipartite gene engineering tool, enabling ectopic expression in temporal
and tissue-specific manner in vivo. Design of this technique is based on a mechanism of gene
transcription, which was elucidated of large portion by an experimental study of Saccharomyces
cerevisiae regulation of metabolic control circuit for processing galactose. It is possible to generate
hundreds of stable transgenic lines by independent incorporation of the gene for the transcription
factor Gal4p and its binding sequence (UAS), respectively, by using transposible or specific-sequence
integration techniques. An individual organism, manifesting ectopic expression in suitable, adjustable
conditions, can be obtained by cross breeding individual of GAL4 lines with individual from UAS
line. This thesis represents a synthesis of the basic principles of GAL4/UAS system and its variants,
particularly adapted to the needs of genetic manipulation of model organisms Drosophila
melanogaster and Danio rerio. Additionally, this text summarizes the connection GAL4/UAS system
with other techniques and briefly highlights the potential for practical applications mainly in research

area of neurology.

Klic¢ova slova: GAL4, UAS, yeast, gene function, genetic mosaicism, transgenic lines, ectopic

expression
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Uvod

Problematika technického provedeni, metodiky védeckych experimenti a snaha o jejich
optimalizaci je sama o sob¢ zdrojem rtiznorodych thli vhledu do zakonitosti pfirodnich jevt. Védecke
metody, konstruované v souladu s experimentdlnim designem, jsou vSak jen jednim aspektem
védeckého badani - nosnym leSenim, které podpird fakta a teorie, ziskané témito metodami. Za
horizontem experimentélnich néstroji lezi nedozirna oblast myridd teorii, zahrnujici i velice slibné
myslenky, jejichz platnost v§ak neni mozné se soucasnou technologickou trovni prokazat. Invence a
usili, vénované vyvoji novych metod, nejsou dekadentnim honem za co nejkomplexné&j$im néstrojem.
Vyvoj novych technik je pohdnén objevy na poli prirodnich dé&ji, tyto objevy jsou pak naopak

umoznény dokonalej$imi nastroji a technologickym pokrokem.

Posledni dvé dekady je oblast biologického badani svédkem obrovského nartstu objevi, staré
znalosti se vklinuji do novych kontexti. Vyznamnym nastrojem, ktery pomohl mnohé z téchto znalosti
,,vydobyt“, je GAL4/UAS expresni systém; technika, zaloZena na binarnim provedeni, ktera umoznuje
ektopickou expresi, jiz 1ze — narozdil od mnoha ptredeslych technik — nacasovat a také smefovat do
specifické oblasti tkani. Cetné modifikace GAL4/UAS expresniho systému a tisice dostupnych
transgennich linii pro mnoho druhti organisma vytvotily béhem dvou desetileti z této techniky silny

nastroj genového inzenyrstvi, jehoZ uplatnéni dalece piesahuje zakladni vyzkum.



1. Zakladni komponenty GAL4/UAS systému

1.1 Metabolismus galaktosy Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae je vieckovytrusna kvasinka, schopna metabolizovat rozlicné druhy
cukrd. Metabolismus galaktosy (6-(hydroxymethyl)oxan-2,3,4,5-tetrol) (viz obr. 1) - znamy také jako
Leloirova draha - je v kontextu zpracovani zdroju uhliku unikatni zejména tim, Ze jeho masinérie je
aktivovana pouze v pfitomnosti galaktosy, zatimco pfitomnost glukosy ¢innost této metabolické vétve
reprimuje (STEPHENSON and YUDKIN 1936). Mechanismus této regulace se stal modelovym systémem

pro studium regulace genové exprese eukaryotnich organismii (GINIGER et al. 1985).

Enzymy, podilejici se na metabolizaci galaktosy (Gal7p, GallOp, Gallp), jsou kodovany
strukturnimi geny GAL7, GAL10 a GAL1 (shrnuto v JOHNSTON 1987), nalézajicimi se (v tomto
poradi) v genové vazbé na chromozomu II (BASSEL and MORTIMER 1971). Jejich exprese je fizena
produkty regula¢nich gentt GAL3, GAL4 a GAL80 (shrnuto v JOHNSTON 1987).

Transport B-D-galaktosy do bunky zajistuje galaktopermeasa (Gal2p), kodovana genem GAL2
(TscHoPP et al. 1986). Gal2p je schopna vazat kromé galaktosy také nékteré jeji analogy (CIRILLO
1968), véetné glukosy (TSCHOPP et al. 1986). GAL2 vykazuje bazalni troven transkripce, transport
galaktosy (popf. jejich analogll) probiha proto pifi nizkoafinitni vazbé usnadnénou difazi i
V nepfitomnosti primarniho substratu (CIRILLO 1968). Ptitomnost galaktosy indukuje fadovy vzrist
transkripce Gal2p, v kooperaci s galaktokinasou (Gallp) jsou substraty galaktopermeasy vazany

s vysokou afinitou a rychlost transportu vzrista (RAMOS et al. 1989).

Po ptenosu do bunky je B-izomer galaktosy konvertovan v a-izomer mutarotasovou (aldosa-1-
epimerasovou) aktivitou Gal10p (EC: 5.1.3.2, 5.1.3.3) (MAJUMDAR et al. 2004). Gall0p je unikatni
svou bispecifickou povahou — krom& mutarotasové aktivity (v C-terminalni domén¢) vykazuje vici
galaktose také epimerasovou aktivitu (N-termindlni doména) (MAJUMDAR et al. 2004), uplatiiujici se
Vv pozdéjsich krocich Leloirovy drahy (DOUGLAS and HAWTHORNE 1964). V dalsim kroku je a-D-
galaktosa konvertovana (za hydrolyzy ATP) galaktokinasou (Gallp; EC: 2.7.1.6) na galaktosa-1-
fosfat (SCHELL and WILSON 1977). Gallp podminiuje také fungovani jiz zminéného vysokoafinitniho
transportu galaktosy a dalSich cukrti do intracelularniho prostfedi, v neptitomnosti Gal3p je schopna
regulovat expresi GAL specifickych gen (viz dale). Posledni krok Leloirovy drahy katalyzuje
galaktosa-1-fosfat uridylyltransferasa (Gal7p; EC: 2.7.7.12) (DOUGLAS and HAWTHORNE 1964).
Galaktosa-1-fosfat reaguje s UDP-glukosou, pfenesenim uridinmonofosfitu (UMP) vznikd UDP-
galaktosa a glukosa-1-fosfat (WONG and FREY 1974). Tato reakce je spiazena s konverzi UDP-
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Obr. 1 — schéma metabolismu galaktosy S. cerevisiae; pfevzato z FREY 1996, upraveno

galaktosy na UDP-glukosu UDP-galaktosa-4-epimerasou (GallOp; EC: 5.1.3.2, 5.1.3.3) (DOUGLAS
and HAWTHORNE 1964). Glukosa-1-fosfat je vychozim substratem pro glykolyticky cyklus.

1.2. Regulace metabolismu galaktosy Saccharomyces cerevisiae

Metabolismus galaktosy u Saccharomyces cerevisiae (i dal$ich organismi) podléha striktni
regulaci. Preferovanym zdrojem uhliku je glukosa, teprve v pfipadé jeji absence a za pritomnosti
galaktosy dochazi k indukci exprese strukturnich GAL gent (DOUGLAS and HAWTHORNE 1966).
Transkripci téchto gent iniciuje transkripéni faktor Galdp, kodovany genem GAL4 (KLAR and
HALVORSON 1974; GINIGER et al. 1985). Galdp se ve formé dimeru (Carey at al., 1989) vaze motivem
Cys,Hisg zinkového prstu ve své DNA-vazebé doméné (Galdp-DBD) (shrnuto v LIANG et al. 1996) na
GAL specifickou regula¢ni sekvenci, zvanou ,,upstream activating sequence* (UAS) (GUARENTE et al.
1982). Vazbou dalsich transkripénich faktorti a remodelaci chromatinu umoziuje Gal4p nasednuti
RNA polymerasy II na promotor a zahajeni transkripce. V nepiitomnosti galaktosy je aktivita Gal4p

inhibovana represorem Gal80p, jehoz aktivita je regulovana signalizaénim Gal3p (viz dale).

UAS je regula¢ni element semipalindromatického charakteru, podobny klasickym enhancertim,
narozdil od nich je ale schopen aktivovat transkripci jen v ptipadé své lokalizace pied promotorem
(STRUHL 1984). Sila vazby Galdp k UAS je proménliva, krom¢ zdroje uhliku zavisi na poctu UAS
elementl v ramci jednoho promotoru, na jejich vzajemné vzdalenosti (MELCHER and Xu 2001) a
primarni strukture (LIANG et al. 1996). Exprese genu pod kontrolou UAS elementl je determinovana
jejich lokalizaci v kontextu terciarni struktury DNA. Je-li mezi UAS elementy vzdalenost, odpovidajici
jedné otocce helixu (10,4 bp — B-konformace DNA), dochazi k tvorbé vazby mezi molekulami
represoru Gal80p a k posileni jejich funkce, exprese genu je kompletné potlacena (MELCHER and XU

2001). V pripadé indukce dochazi kooperaéni vazbou molekul Galdp k fadovému navySeni exprese
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Obr. 2 — schéma regulace metabolismu S. cerevisiae;

vykazujicimi  synergistické  tendence pievzato z NEHLIN et al. 1991, upraveno

(JOHNSTON et al. 1994). Zasadni podil na

inhibici ma transkrip¢ni represor Miglp. Vzrist hladiny glukosy v bunice indukuje signalni kaskadu,
vedouci k translokaci defosforylovaného Miglp do jadra (DE VIT et al. 1997), ktery vazbou Kk tzv.
,upstream repression sequence” (URS) a iniciaci formovani represivniho komplexu zabranuje
transkripci (NEHLIN and RONNE 1990; DE VIT et al. 1997). Pifima inhibice na trovni transkripce
probiha zejména u genu GAL4, URS byla zjisténa také u GAL1 a GAL3, které této represi ziejme také
podlIéhaji (LUNDIN et al. 1994). Ostatni GAL specifické geny jsou inhibovany absenci Gal4p (NEHLIN
et al. 1991). V ptitomnosti nékterych zdroji uhliku (napt. glycerolu nebo rafinosy) je GAL systém
reprimovan, zaroven v8ak nedochazi k indukei strukturnich a regula¢nich gend (shrnuto v LOHR et al.
1995). Gal4p je v tomto stavu vazan k UAS svou DNA vazebnou doménou (KEEGAN et al. 1986), jeho
aktivita je vazbou na jednu z aktiva¢nich domén (MA and PTASHNE 1987a) blokovana represorem
Gal80p ve formé¢ dimeru (MA and PTASHNE 1987b; MELCHER and Xu 2001).

Pritomnost galaktosy jako vyhradniho zdroje uhliku indukuje spolu s ATP aktivitu
signaliza¢niho proteinu Gal3p. Diive prosazovany katalyticky model ptisuzoval Gal3p roli enzymu,
zodpovédného za konverzi galaktosy v signalizacni molekulu, destabilizujici inhibi¢ni uc¢inky Gal80p
Vv jadfe. Na zakladé pozorovani Gallp, schopné indukovat GAL metabolismus i za nepfitomnosti
Gal3p byl zaveden piedpoklad, ze touto signaliza¢ni molekulou je galaktosa-1-fosfat (shrnuto v BHAT
and MURTHY 2001). Pozdé&jsimi studiemi byl v8ak katalyticky model vyvracen a bylo prokazano, ze
inhibi¢ni aktivitu represoru Gal80p destabilizuje samotny protein Gal3p (model protein-proteinové
interakce). Stejné schopnosti vykazuje také bifunkéni enzym Gallp, podilejici se na mohutné odezvé
GAL aparatu po indukci galaktosou (BHAT and HOPPER 1992). Recentni studie naznacuji, ze
esencialnim faktorem v inhibici represoru Gal80p je permanentni lokalizace signaliza¢niho proteinu

Gal3p v jadie buiky i béhem absence galaktosy (EGRIBOZ et al. 2011). V piipadé indukce zde patrné



dochazi mezi Gal3p a Galdp ke kompetici o vazbu dimert/multimerd Gal80p (MELCHER and Xu
2001; EGRIBOZ et al. 2013). Vysledkem je disociace Gal80p z Galdp-UAS a tvorba stabilniho
komplexu Gal3p-Gal80p (EGRIBOZ et al. 2011).

Aktivaéni doména Galdp (Galdp-AD) iniciuje vazbu Spt-Ada-GCN5-acetyltransferasy (SAGA
komplex) k UAS. SAGA komplex je zodpovédny za vazbu obecnych transkripénich faktor - mj. TBP
vhodné podminky pro vazbu RNA polymerasy II do promotoru regulovaného genu a pro iniciaci

transkripce tohoto genu (BHAUMIK and GREEN 2001; LARSCHAN and WINSTON 2001).

2. GAL4/UAS expresni systém

2.1. Princip

Odhaleni zakladnich principt regulace a fungovani transkripce gent, spjatych s metabolismem
galaktosy Saccharomyces cerevisiae polozilo zaklady uvaham, zda je mechanismus transkripce napfic
druhovym spektrem organismil skutecné natolik konzervativni, aby pfipadnd transgenni inzerce
sekvenci GAL4 a UAS mohla vést k uspésné expresi gend i u evoluéné velmi vzdalenych druhti. Tato
domnénka byla brzy potvrzena u $iroké plejady organismi, mj. Drosophila melanogaster (Octomilka
obecnd) (FISCHER et al. 1988), Arabidopis thaliana (Huseni¢ek rolni) (MA et al. 1988) a Mus
musculus (Mys$ obecna) (ORNITZ et al. 1991). Exprese pod vlivem trankripéniho faktoru Galdp bylo
dosazeno také ve tkanovych kulturach savéich bunék (KAKIDANI and PTASHNE 1988) a lidskych Hela
bun¢k (WEBSTER et al. 1988). Dalsi druhy organismu byly testovany na schopnost GAL-specifické
transkripce predevsim po zavedeni GAL4/UAS expresniho systému do laboratorni praxe s cilem vyuzit

Sirokych moznosti, které tento systém nabizi (viz kap. 2.2).

Princip GAL4/UAS binarniho systému je zalozen na konstrukci dvou nezavislych linii - GAL4
linie, regulované endogenni, popf. trasngenni regulacni sekvenci (promotor, enhancer) a UAS linie,
regulujici expresi endogenniho, popf. transgenniho genu zajmu. Potomstvo, vzniklé kifizenim téchto
linii, vykazuje ektopickou genovou expresi (viz obr. 3). Gen zajmu je zprostiedkované exprimovan jen
v bunkach, pro které je typicka aktivita dané regulacni sekvence - tim lze omezit expresi genu zajmu
na uzce specializovanou tkan. Volbou vhodné regulacni sekvence, indukovatelné jen za definovanych
podminek (napf. pii ur¢ité teploté), lze pak dosahnout také ¢asové regulace genu zajmu (FISCHER et al.

1988; ORNITZ et al. 1991; BRAND and PERRIMON 1993).
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Obr. 3 — princip GAL4/UAS expresniho systému; pfevzato z BRAND and PERRIMON 1993,
upraveno

Poprvé byl tento pfistup pouzit na transgennich mySich modelech (ORNITZ et al. 1991).
Pralomem pro GAL4/UAS systém se vSak stalo jeho spfaZeni s metodikou ,,enhancer trap” (ET)
(O’KANE and GEHRING 1987) a ,,gene trap“ (GT) (GOSSLER et al. 1989), ktera nahodnou integraci
transgenni sekvence umoziuje mj. identifikovat dosud neznamé regulacni elementy. Tato metoda
umoznila relativné snadnou a rychlou generaci odlisnych GAL4 a UAS transgennich linii Drosophila

melanogaster (viz kap 3.1).

GAL4/UAS systém byl zpocatku vyuzivan predev§im pro vizualizaci transkripéni aktivity
znamych a identifikaci novych regula¢nich sekvenci. Postupné modifikace systému, propojeni s
dalsimi technikami genového inZenyrstvi a prudky nariist dostupnych transgennich linii z n¢j vSak
ucinily nastroj se Sirokym spektrem aplikaci. Dnes jej lze vyuzit napf. pro farmakologické studie,
ovlivnéni reflexi i paméti modelovych organismi, popif. pro identifikaci genovych interakei,

bunécnych pochodu a architektury specifickych tkani (viz kap. 3).
2.2. Tvorba transgennich linii

Rozsiteni GAL4/UAS systému branila zpocatku predevsim absence linii pro jednotlivé
komponenty tohoto nastroje, hlavni piekazkou se ale ukazala byt integrace GAL4/UAS sekvenci do
genomu ur¢itych druhii. Relativné snadna konstrukce linii u Drosophila melanogaster (FISCHER et al.
1988; BRAND and PERRIMON 1993) kontrastovala s obtizemi o dosazeni podobnych vysledk u Danio
rerio (Danio pruhované) (SCHEER and CAMPOS-ORTEGA 1999; ASAKAWA and KAwAKAMI 2008).



Rané studie vyuzivaly pro konstrukci GAL4/UAS linii (A. thaliana, tkafiové kultury sav¢ich bunék)
tradi¢ni transformacni techniky genového inzenyrstvi (FROMM et al. 1985; CHEN and OKAYAMA
1987; KAKIDANI and PTASHNE 1988; MA et al. 1988). Sofistikovangj$im pfistupem u M. musculus se
stala metodika pronuklearni mikroinjekce plazmidovych vektor do oplozeného vajicka (GORDON et
al. 1980; ORNITZ et al. 1991). Vysoka letalita, relativné casty vyskyt mozaicismu, repetitivni i
vicenasobné integrace (BRINSTER et al. 1985), nepiili§ vysoka uspésnost téchto transformacnich
postupi a zejména nemoznost efektivni tvorby velkého mnozstvi GAL4/UAS linii vedly
k uptednostnéni dal§ich technik. V soucasnosti jsou k dispozici efektivni postupy pro nahodnou
(transposibilni elementy) i cilenou (homologni rekombinace ad.) integraci GAL4/UAS transgennich
sekvenci do genomu zejména Drosophila melanogaster, Danio rerio a Xenopus laevis / tropicalis
(Drapatka vodni / tropicka). Navzdory existenci vhodnych integrac¢nich technik nejsou GAL4/UAS

linie u dal$ich modelovych organismil pfili§ rozsiteny.

Transposibilni elementy jsou mobilni genové sekvence, které se ptirozené nalézaji v genomu
mnoha organismil napii¢ celym druhovym spektrem prokaryot i eukaryot. V rdmci genomu se
transposony, nejcastéji ohrani¢ené invertovanymi repeticemi (unikatnimi pro kazdy typ transposonu)
presouvaji diky aktivité tzv. transponasy, enzymu, ktery zajiStuje vystépeni téchto elementii a jejich
reintegraci na jiném (viceméné nahodném) misté genomu. In vivo je transponasa kdédovana sekvenci
V ramci samotného transposonu (autonomni transposibilni element). Pro tvorbu stabilnich GAL4/UAS
linii jsou vyuzivany plazmidové vektory, které obsahuji modifikované DNA transposony II. typu,
fungujici na principu cut and paste a jejichZz sekvence pro transponasu je nahrazena transgenni
sekvenci (neautonomni transposibilni element). Specificka transponasa je spolu s transposibilnim
plazmidovym vektorem vnaSena ve form¢ autonomni genetické sekvence, mRNA nebo samotného
enzymu (shrnuto ve VENKEN and BELLEN 2007). Prvni studie vyuZzivaly pro inkorporaci GAL4/UAS
sekvenci do genomu Drosophila melanogaster vektory, zalozené na tzv. P-elementech, viibec prvnich
transposonech, identifikovanych u vyssich eukaryot (SPRADLING and RUBIN 1982). Preference P-
elementarnich transposonti pro integraci do 5° regulacnich oblasti genti (SPRADLING et al. 1995) byla
vyuzita pfi konstrukci linii v rdmci metody ET a GT (COOLEY et al. 1988; BRAND and PERRIMON
1993; LUKACSOVICH et al. 2001). P-elementy jsou — zfejme kvuli potiebé specifickych faktort -
funk¢ni jen v bunkach Drosophila melanogaster (KHILLAN et al. 1985). Za Gcelem dosazeni podobné
aplikace u obratlovet byl na zakladé¢ dostupnych fylogenetickych dat vytvofen z neaktivni
transposibilni sekvence ¢eledi Salmonidae transposibilni element Sleeping Beauty (Ivics et al. 1997).
Usp&sna tvorba transgennich linii pouzitim tohoto elementu u M. musculus (DUPUY et al. 2001),
Danio rerio (DAVIDSON et al. 2003) a X. laevis (SINZELLE et al. 2006) byla zastinéna nékolika
nevyhodami, zejména omezenou velikosti integrované sekvence a potencialni inhibici transpozice pii
nadprodukci Sleeping Beauty transponasy (KARsI et al. 2001; GEURTS et al. 2003). Alternativou se

stalo pouziti Tol2 transposonu, jediného aktivniho transposibilniho elementu u obratlovct,



izolovaného z genomu paprskoploutvé ryby Oryzias latipes (KAWAKAMI et al. 1998). Oba druhy
transposibilnich elementi vykazuji vysokou (20-30%) miru integrace (DAVIDSON et al. 2003;
SINZELLE et al. 2006; KAwWAKAMI 2007), Tol2 transposon poskytuje vyhodu diky vyssi integracni
efektivité, absenci inhibi¢niho efektu pii nadprodukci vlastni transponasy a schopnosti integrovat
S vysokym vytézkem az dvojnasobné velikou transgenni sekvenci (zhruba 11 kbp) oproti transposonu
Sleeping Beauty (shrnuto v KAWAKAMI 2007). Tol2 transposon je vyuzivan zejména pro tvorbu
GAL4/UAS linii u Danio rerio (ASAKAWA and KAWAKAMI 2008). Béhem posledniho desetileti byl
tento ucinny bipartitni systém pomoci transposibilniho elementu piggyBac adaptovan mj. také u
Bombyx mori (bourec morusovy) (IMAMURA et al. 2003) a komara Anopheles gambiae (LYND and
LYCETT 2012).

Mutagenni podstata transgennich integraci mize mit na builku, potazmo cely organismus,
negativni dopad. Nahodné integrace v ramci transposibilnich technik vykazuji pozi¢ni efekt, v jehoz
disledku je exprese zasazeného genu sniZzena, popf. gen neni exprimovan vilbec — Casto se tak déje
predevsim pfi integraci do blizkosti heterochromatinovych oblasti. Zména rozsahu exprese miize byt
dana také methylaci integrované sekvence (shrnuto v HALPERN et al. 2008). Piestoze se nahodna
integrace transgennich sekvenci ukdzala byt i€¢innym nastrojem pro studium biologickych pochodt na
mnoha trovnich, pozornost védecké komunity se upinala také k ndstrojim pro integraci transgennich
sekvenci do specifickych ¢asti genomu. Drtiva vétSina dnes uzivanych technik tzv. genomové editace
je zaloZena na jevech indukce zloma v obou fetézcich DNA, ¢imZ dochazi k aktivaci mechanismi
bunécéné reparace. Ty jsou schopné u uréitého zlomku vzorki provést transgenni integraci formou
homologni rekombinace, popf. nehomologni ligace koncii (,,non-homologous end joining™ - NHEJ)
(viz dale).

Techniky genového inzenyrstvi, zalozené na homologni rekombinaci, vyuzivaji pro transgenni
integraci specifické sekvence, které byly do ptivodniho genomu integrovany viceméné nahodné - ¢asto
pomoci transposibilnich ¢i mikroinjekénich technik. Spektrum sekvenci, které 1ze vyuzit pro integraci
(¢i spiSe reintegracni substituci), je tedy silné omezené, tato integrace je navic determinovana
dostupnosti presné¢ definované transgenni linie. Bez ohledu na tyto nedostatky 1ze tyto homologné-
rekombinacni techniky vyuzit napf. pro konverzi existujicich, geneticky definovanych linii mezi
riznymi, navzajem nezavislymi systémy. Kyzené linie tedy neni nutné ziskavat integraci transgennich
sekvenci de novo, odpadaji i zdlouhavé a naro¢né genetické screeningy. V kontextu GAL4/UAS
systému se prvnim pfistupem stala konverze LacZ linii Drosophila melanogaster (ziskanych metodou
ET) na GAL4 linie (SEPP and AULD 1999). Modifikaci GAL4 linii v ramci stejného nastroje (GALSO,
split-GAL4 linie — viz kap. 2.3), popi. moznost pfemény na linie dalSich binarnich systémua (LexA-
LexAop, Q-systém — viz kap. 2.5) in vivo nabizi nastroj INSITE, fungujici na principu rekombina¢ni

vymény kazet (GOHL et al. 2011). InSITE zajist'uje sekvenéni substituci mezi donorovym plazmidem



a recipientni linii (obsahujici GAL4) ptes rekombinacéni systémy Flp-FRT, Cre-LoxP a ®C31. Zasadni
nevyhoda této techniky spociva v nutnosti generovat pomoci ET nové linie (tzv. IT-GAL4) obsahujici
kromé& GAL4 také specifické sekvence, které jsou rozeznavany jednotlivymi rekombinasami (GOHL et
al. 2011). Tento nedostatek by bylo mozné obejit pfeménou stavajicich GAL4 linii na IT-GAL4
pomoci noveé vyvinutych technik, zaloZzenych na arteficialnich restriktasach (viz dale). Na podobném
rekombina¢nim principu je zalozen také v laboratorni praxi pomérné rozsifeny Gateway Cloning
systém, modifikovany pro tvorbu GAL4 linii Drosophila melanogaster (PFEIFFER et al. 2008), ktery
lze vyuzit — podobné jako InSITE systém - i pro dalsi konverze, navic umoznuje integraci transgennich
sekvenci z vice zdroja (Gateway MultiSite systém) (PETERSEN and STOWERS 2011; SHEARIN et al.
2013).

Soucasné nastroje pro integraci transgenni sekvence do specifické ¢asti genomu (tzv. ,.knock-
in“ technologie), zalozené na homologni rekombinaci a NHEJ, jsou postaveny na konstrukci
arteficialnich nukleas (shrnuto v GAJ et al. 2013). Techniky ,,zinc finger nuclease (ZFN) (KIM et al.
1996; MAEDER et al. 2008) a ,transcription activator-like effector nuclease* (TALEN) (CHRISTIAN et
al. 2010) jsou zaloZeny na proteinovych doménach (soubor oligonukleotidi s Cys,-His, motivem
zinkového prstu v piipadé ZFN a DNA-vazebnou doménou proteinu ,.transcription activator-like
effector v ptipadé TALEN), striktn€ rozeznévajicich specifickou sekvenci. Tyto DNA-vazebné
domény jsou fuzovany s katalytickou doménou restrikéni endonukleasy Fokl, §té€pici DNA nezavisle
na jeji sekvenci (shrnuto v ESVELT and WANG 2013; GAJ et al. 2013). Relativné snadna integrace
GAL4 sekvence pod dosah jiz charakterizovanych regula¢nich sekvenci nabizi diametralné odlisny
pristup pro studium funkce gend (napf. v porovnani s ET). Pilotni studie pro konstrukci GAL4 linii
Danio rerio vyuziva CRESPR-Ces9 systém, v soucasnosti nejmodernéj$i nastroj pro cilenou integraci
(AUER et al. 2014). Tento systém vyuziva modifikaci vzniklou sgRNA (,,single guide RNA*) o délce
piiblizné 20 bp, zajistujici funkenost celého nastroje (CONG et al. 2013). Tento specificky typ RNA
lze designovat pro rozeznavani uréité sekvence, na kterou se posléze sgRNA vaze za vzniku DNA-
sgRNA duplexu. Nasleduje asociace duplexu s Ces9 nukleasou a $té€peni v definované pozici - timto
zpusobem lze za pouZiti dvou definovanych sgRNA vystépit libovolnou sekvenci (CONG et al. 2013).
Integrace transgenni sekvence 1ze dosahnout pouzitim ssDNA templatu (CHANG et al. 2013) i dSDNA,
ziskané z donorového plazmidu (AUER et al. 2014). Integra¢ni mechanismus nebyl dosud piesné
popsan, krom¢ homologni rekombinace je ale ziejmé vyuzivana i NHEJ, kterd vSak vykazuje
nachylnost ke tvorbé bodovych mutaci, posunu ¢teciho ramce a tvorbé konkatemerti (shrnuto v AUER
and DEL BENE 2014 - v tisku). Veliky potencial nabizi fuze designovatelnych DNA-vazebnych domén
ZNF a TALEN s aktivnimi doménami transponas. Spiahnuti téchto systémt by umoZznilo obejit
endogenni reparacni pochody bunky, které jsou Casto v nejrangjSich stadiich embryogeneze nefunkcni
a na kterych je integra¢ni aktivita ZNF i TALEN zavisla (shrnuto v GAJ et al. 2013). Propojeni

genomové editace s technologicky zvladnutymi transposibilnimi systémy (P-element, Tol2, PiggyBac)



by umoznilo relativné snadné generovani GAL4/UAS linii u organismi, pro které jsou doposud

uptednostiovany jiné integracni techniky (MALLO 2006).
2.3. Zakladni formy regulace / modifikace

Od prikopnickych praci, které nacrtly zakladni schéma GAL4/UAS expresniho systému,
aplikovatelného v laboratorni praxi, uplynuly vice nez dvé desetileti. Béhem necelé generace, kdy se
tento systém zatadil mezi standardni nastroje genového inzenyrstvi, proSel cetnymi modifikacemi a
upravami, které jeSté vice znasobily jeho potencial (viz obr. 4 na konci kap. 2.3). Prvotni upravy
spocivaly piedevsim v mutagennich upravach zakladnich slozek systému — samotného transkripéniho
faktoru Galdp, popf. jeho vazebné sekvence, UAS, vyuziti nasel téz specificky represor Gal80p.
Jednim z hlavnich zajmt byla od pocatku snaha o dosazeni regulace Galdp za striktné definovanych
podminek. Metody, zaloZené na jednoduchych fyzikalnich podminkéach (teplota, osvétleni), lze
relativné dobie aplikovat u ranych vyvojovych stadii, s postupujici ontogenezi je vSak dosazeni
regulace lze dosahnout za pomoci specifické inducibility. Pozd&jsi zasahy do GAL4/UAS systému
vedly Kk jeho spfazeni s dal$imi binarnimi systémy, se systémy specifické homologni rekombinace a

k odvozeni novych technik, uplatnitelnych i mimo ramec studia genové exprese.

Ackoliv se transkripcni faktor Galdp ukdzal byt ve své nativni formé pomérné ucinnym
aktivatorem transkripce v liniich Drosophila melanogaster (vysoce korelujici s u¢innosti P-
elementarni transformace) (SPRADLING and RUBIN 1982; FISCHER et al. 1988), v tkanich obratlovcu
prili§ vysokou efektivitu nevykazuje' (ORNITZ et al. 1991; SCHEER and CAMPOS-ORTEGA 1999).
Vysoké trovné aktivace transkripce mj. u Danio rerio lze dosahnout pouzitim hybridniho aktivatoru
Galdp-VP16413470 (vVytvoieného fazi kodujicich sekvenci GAL4-DBD s VP16413470, modifikovanou
transkripéné-aktivaéni doménou viru Herpes simplex) namisto nativniho Galdp (SADOWSKI et al.
1988; BARLEV et al. 1995; KOSTER and FRASER 2001). V dusledku toxického efektu Galdp-VP16,3.
470 béhem embryogeneze byly vyvinuty alternativni formy Galdp, zarucujici nizkou toxicitu a
soucasné vysokou indukéni aktivitu (shrnuto v OGURA et al. 2009). Snizeni rizika pozi¢niho efektu
predstavuje ,mini-Gal4p®“, zkracend varianta nativniho Galdp. Zatimco plvodni kvasinkovy
transkripcni faktor sestava z 881 aminokyselin, ,,mini-Galdp* je slozen z aminokyselinovych zbytkt
1-100 a 840-881, tvoticich predevsim DNA-vazebnou a aktiva¢ni doménu (MA and PTASHNE 1987a),
jeho aktivacni potencial vSak zistava zachovan (WU et al. 1996). Potencial pro hromadnou ektopickou
expresi napt. vchovnych kulturdch v ur€itém stupni vyvoje predstavuje termosensitivni varianta
Gal4p® (MONDAL et al. 2007), popt. riizné aktivni alely termosensitivniho Gal4pINT"™, obsahujici

inteinovou sekvenci, ktera ziistava pii vyssich teplotach interni soucasti proteinové sekvence a blokuje

! recentni vysledky naopak hovoii ve prospéch vysoké Gi¢innosti nativni formy Gal4p (FusimoTo et al. 2011)



funkci Galdp (ZEIDLER et al. 2004). V prostiedi s permisivni teplotou dochazi k autokatalytickému
vystépeni inteinu (shrnuto v PAULUS 2000) a obnoveni funkce Galdp (ZEIDLER et al. 2004). Urcity
experimentalni prostor poskytuji modifikace UAS; na zakladé¢ konsensudlni UAS sekvence byl
vytvoren artificialni oligomer o délce 17bp (UAS17.mer), Vykazujici vlastnosti, podobné nativnimu UAS
(GINIGER and PTASHNE 1988). Mutagenni modifikaci UAS;7ner bylo dosazeno mnoha variant
S riznym vazebnym potencialem (LIANG et al. 1996). Na zaklad¢ studii, provedenych v poslednich
dvaceti letech (LIANG et al. 1996; MELCHER and XU 2001) Ize uvazovat o racionalnim designu
sekvence UAS elementd, jejich poctu a vzajemné vzdalenosti za Giéelem dosazeni kyzené regulace na

genové urovni.

Za ucelem regulace v urcitém stupni vyvoje studovaného organismu lze do plazmidového
vektoru zaklonovat pied nékterou z variant Gal4p znamou regulaéni sekvenci, ktera zajistuje vyssi
regulacni specifitu. Transkripce Galdp je pak sice primarn€é pod kontrolou endogennich regulacnich
elementd, jeji spusténi je ale iniciovano vné&j$im podnétem. Tim lze docilit exprese napft. toxického
proteinu az ve chvili, kdy je dosazeno pozadovaného stupné ontogenetického vyvoje. Relativné
snadnou a pomérné ucinnou metodou je zakomponovani promotoru proteinu tepelného Soku hsp70
(,,heat shock protein®) jako fidiciho elementu exprese Galdp. Prostym zvySenim teploty tak lze
regulovat aktivitu GAL4/UAS systému u Drosophila melanogaster (BRAND et al. 1994) i Danio rerio
(SCHEER et al. 2001). Nevyhodou tohoto systému je vSak mj. bazalni exprese Galdp u nékterych tkani
(HALFON et al. 1997; AsSAKAWA and KAWAKAMI 2008), zvySena letalita embryi Drosophila
melanogaster (MALDONADO-CODINA et al. 1993) a vyrazna Casova prodleva mezi podnétem a
detekovatelnou expresi reportérového proteinu zejména u ranych vyvojovych stadii Danio rerio
(ZHAN and GONG 2010). Omezeni, vyplyvajici z tepelného efektu na vSechny buriky transgenniho
organismu, lze obejit cilenymi laserovymi pulzy, které aktivuji hsp70 jen u vybranych bunék (HALFON
et al. 1997). Alternativu v pfipadé nutnosti absence bazalni transkripce predstavuje vyuziti chemicky
blokovaného transkripéniho faktoru Gal4p-VP16, ktery lze aktivovat plsobenim UV zafeni
(CAMBRIDGE et al. 1997). Omezenim tohoto systému je jednorazové vyuziti transkripéniho faktoru,
ktery nelze syntetizovat in vivo Vblokované form& a nutnost jeho aktivace v ranych stadiich

embryogeneze (CAMBRIDGE et al. 1997).

Silnym nastrojem regulované inducibility je sepéti GAL4/UAS systému s aktivaénim
potencidlem hormont a hormonalnich analogl. Princip metody je zaloZen na fizi genové sekvence
Gal4p-DBD se specifickym hormonalnim receptorem, schopnym aktivovat transkripci jen v
pritomnosti specifického ligandu, ktery se v transgennim organismu piirozen¢ nevyskytuje.
Prikopnickou praci na tomto poli bylo vyuziti ligand-vazajici domény estrogenového receptoru (ER)
za ucelem exprese latek s ablativnim potencialem u Drosophila melanogaster. Hybridni transkripéni

faktor Gal4p-ER aktivuje transkripci pouze pii vazbé B-estradiolu, popi. jeho syntetického analogu



diethylstilbestrolu (DES) (HAN et al. 2000). Recentni studie naznacuji moznost G¢inné ektopické
exprese na zakladé estrogenového podnétu (systém ERT2-Galdp) také u Danio rerio (GERETY et al.
2013). Rychlejsi nastup ektopické exprese v porovnani s piedchozim systémem vykazuje tzv.
GeneSwitch systém (OSTERWALDER et al. 2001), ktery vyuziva pro aktivaci transkripce hybridni
faktor pGL-VP, vytvoteny fazi ligand-vazajici domény progesteronového receptoru, Galdp-DBD a
aktivaéni domény VP16 (WANG et al. 1994), popt. GLp65, kde aktiva¢ni doménu VP16 nahrazuje
aktiva¢ni doména proteinu p65 (BURCIN et al. 1999). Aktivaci GeneSwitch systému, vyuzitelného mj.
také u Mus musculus (BURCIN et al. 1999) a Xenopus tropicalis (CHAE et al. 2002), zajistuje
antiprogestin mifepriston (RU-486) (WANG et al. 1994; BURCIN et al. 1999). Pro linie Danio rerio lze
také vyuzit Gv-EcR, sestavajici z ligand-vazajici domény ekdysonového receptoru (EcR), Gal4p-DBD
a aktivacni domény VP16 (ESENGIL et al. 2007). Jeho aplikace u Drosophila melanogaster je ze
ziejmych diivodii - pfitomnost orthologl ekdysonu — nemoznd. Zasadnim piinosem tohoto typu
nastroje je, ze i pres aktivni transkripci daného typu Galdp vykazuje tento transkripcni faktor pii
absenci specifického ligandu (nejcastéji podavaného formou potravy) témeét nulovy aktivacni
potencial, diky ¢emuz se tyto inducibilni systémy staly vhodnym nastrojem pro ¢asové regulovanou,
ektopickou expresi napt. toxickych latek (HAN et al. 2000; OSTERWALDER et al. 2001; ESENGIL et al.
2007; GERETY et al. 2013).

Masinerii ektopické exprese lze indukovat také pomoci tetracyklinového (Tet) transaktivacniho
systému, odvozeného od bakterialniho (Escherichia coli) tet-regulonu, zajistujiciho rezistenci vuci
antibiotiku tetracyklinu a jeho analogiim (zejména doxycyklinu). Nativni systém tetracyklinové
rezistence je zaloZen na expresi membranového antiporteru TetA (zajistujiciho export tetracyklinu,
vazaného do komplexu s dvojmocnym kovem) a regulacniho faktoru TetR. TetR je esencialnim
faktorem negativni zpétné vazby celého systému - V nepfitomnosti tetracyklinu je vazan ve formé
homodimeru ke dvéma protilehlym tet-operonovym sekvencim, ¢imz brani aktivaci transkripce gent
pro TetA a TetR. Pfitomnost homodimerniho tetracyklinu v komplexu s dvojmocnym kovem vede
v disledku asociace TetR k tomuto komplexu k jeho vyvazani z regula¢nich sekvenci a ke spusténi
transkripce. Dusledna regulace tohoto rezistenéniho systému je dalezitd mj. kvili toxickému
potencialu TetA (shrnuto ve WELMAN et al. 2007). Pivodni Tet-systém (tzv. Tet-Off systém) vyuziva
pro aktivaci transkripce hybridni konstrukt (tTA - tet-responsive trans-activator), vznikly fuzi TetR
s aktivacni doménou proteinu VP16. tTA je za standardnich podminek (neptfitomnost ligandu) vazan
k prislusnému tet-operonu, v disledku pfitomné aktivaéni domény VP16 dochazi k indukci transkripce
genu pod kotrolou daného operonu; samotny tTA mize byt exprimovan dle tkanoveé specifického,
endogenniho promotoru. Ektopickou expresi lze potlacit podanim tetracyklinu napf. v potravé
(GOossSEN and BUJARD 1992). Mutagenezi vygenerovany Tet-On systém funguje na opa¢ném principu
— k vazbé hybridniho aktiva¢niho faktoru (rtTA - reverse tet-responsive trans-activator) do tet-operonu

a nasledné aktivaci transkripce dochazi pouze v pfitomnosti indukéniho ligandu doxycyklinu (GOSSEN



et al. 1995). Pro ucely propojeni Tet-On systému s GAL4/UAS systémem u Drosophila melanogaster
byla vyuzita modifikovana verze (tzv. 2. generace) Tet-On systému (rtTA°-M2-alt), kterou Ize oproti
puvodni verzi aktivovat niz§imi davkami ligandu a kterd vykazuje vyssi indukéni aktivitu a znacné
redukovanou bazalni expresi transgenni sekvence (URLINGER et al. 2000; STEBBINS et al. 2001; FORD
et al. 2007). Tripartitni nastroj byl sestaven s ohledem na existujici, nezavislé transgenni linie
s inkorporovanym tet-operonem a GAL4 kodujici sekvenci. Pfemosténim mezi obéma systémy je
kodujici sekvence rtTA’-M2-alt, kontrolovand UAS regulaénim elementem (STEBBINS et al. 2001).
Na stejném principu byla zalozena také adaptace Tet-Off systému (STEBBINS and YIN 2001), kvili své
vystaveni studovaného organismu antibiotiku je navic pro studované organismy rizikové zejména
V pribéhu embryogeneze (GOSSEN et al. 1995). V porovnani s hormonalné-inducibilnim systémem
GeneSwitch vykazuje rntTA®-M2-alt nastroj vy$$i miru exprese, navic ho lze aplikovat na $irsi
spektrum tkani (FORD et al. 2007). Soucasny vyzkum na poli Tet-systému nabizi 3. generaci tohoto
inducibilniho néstroje, tzv. Tet-On 3G systém, ktery v porovnani s pfedchozimi variantami nabizi
silngj8i aktivacni potencial, absenci bazalni transkripce a vyzaduje tadoveé nizS$i koncentraci
doxycyklinu, potfebnou pro indukci exprese (ZHOU et al. 2006). Pro ucely GAL4/UAS systému vSak

nebyla tato varianta doposud vyuzita.

Uplatnéni v regulaci GAL4/UAS systému nalezly také rekombinacni systémy, rozeznavajici
specifické sekvence. Roz§ifenymi nastroji pro genové manipulace se staly zejména dva z nich, Flp-
FRT a Cre-LoxP systém, které narozdil od dalSich systémi podobného typu nevyzaduji pro svou
aktivitu téméf zadné specifické faktory — Ize je proto adaptovat pro Siroké spektrum eukaryotnich
druhtt (shrnuto v SAUER 1994). Za tucdelem manipulace s genomem Drosophila melanogaster
vytvofeny Flp-FRT rekombinacni systém byl odvozen od 2 pum minichromozomu Saccharomyces
cerevisiae (GoLIC and LINDQUIST 1989; STRUHL and BASLER 1993). Jeho podstatou je Flp
rekombinasa (flippasa), kterd rozeznava dvé semipalindromatické FRT (flippase recognition target)
sekvence o délce 34 bp a katalyzuje mezi nimi vzajemnou rekombinaci. Produkt rekombina¢niho aktu
je determinovan vzajemnou orientaci cis-FRT elementd — jsou-li orientovany ve stejném sméru, dojde
k excizi ,,vmezetené“ sekvence, pokud jsou vici sob& v opaéné orientaci, je zminénd sekvence
invertovana. Reciproké rekombinace lze docilit u linearnich molekul DNA za pomoci trans-FRT
elementt, orientovanych ve stejném sméru. Zatimco Flp-FRT cis-rekombinaci 1ze indukovat takika
kdykoliv, Gspésné rekombinace trans-formy lze dosdhnout zpravidla jen u délicich se bun€k (shrnuto
vV SAUER 1994). Pro tucely nacasované indukce GAL4/UAS systému se vyuzivaji tzv. Flip-out
vystépitelné kazety, sekvence ohranicené stejnosmémymi FRT elementy, které obsahuji regulacni
element (napf. ur€ity typ terminatoru), uc¢inn¢ blokujici transkripci funkéniho produktu (NELLEN et al.
1996; ITO et al. 1997). Integraci takovéto Flip-out kazety mezi endogenni / transgenni regulac¢ni
element a GAL4 (ITo et al. 1997), popt. mezi UAS a gen regulovany UAS elementem (NELLEN et al.



1996) je aktivita GAL4/UAS kaskady blokovana do doby, nez je vn&jsim podnétem indukovana
exprese flippasy. Podobn¢ jako exprese Galdp mize byt i flippasa exprimovana tepelnymi Soky diky
ptitomnosti hsp70 promotoru (GoLic and LINDQUIST 1989; STRUHL and BASLER 1993; NELLEN et al.
1996; ITO et al. 1997). Cre-LoxP rekombinacni systém, poprvé identifikovany u bakteriofaga P1
(STERNBERG 1981), je v hlavnich rysech podobny Flp-FRT systému. Vysledky rekombinace dle
vzajemné topologie LOXP elementd pomoci Cre rekombinasy jsou totozné s vysledky u Flp-FRT
systému, stejnou délku vykazuji u obou systémi také sekvence, rozeznavané specifickou
rekombinasou (shrnuto v SAUER 1994). Cre-LoxP rekombinac¢ni systém byl v propojeni s GAL4/UAS
nastrojem aplikovan u Drosophila melanogaster teprve nedavno (TANIGUCHI et al. 2011); narozdil od
FIp-FRT systému dovoluje u¢inné regulovat ektopickou expresi i béhem rané embryogeneze
(THEODOSIOU and XU 1998; NAKAZAWA et al. 2012). Nevyhodou je urcita hladina bazalni exprese
v n¢kterych tkénich a zejména nemoznost aplikovat tento systém u nervové a svalové tkané
(NAKAZAWA et al. 2012). Nedavné zavedeni Cre-LoxP pro GAL4/UAS linie Danio rerio (COLLINS et
al. 2010; XIONG et al. 2013) umoznilo rozsitit moznosti regulace ektopické exprese GAL4/UAS

systémem také pro studium obratlovcti.

Spravné nacasovani ektopické exprese je klicovym faktorem studia pokrocilych stadii
ontogenetického vyvoje, neméné dullezité je vSak také omezeni této exprese na uzky okruh
specifickych bunék. Toho lze docilit integraci fidicich slozek GAL4/UAS systému pod vice
endogennich regulaénich elementt — k ektopické expresi dojde jen ve tkanich, kde jsou tyto elementy
aktivni. Zatimco vétSina pfistupli, popsanych v pfedeslém textu, je postavena na pozitivni regulaci
exprese transkripéniho faktoru Galdp (s vyjimkou Tet-Off systému), vyzkum efektivni negativni
regulace byl — zejména kvili technické naro¢nosti chovu takto modifikovanych transgennich
organismil — v pozadi. Zakomponovanim nového fidiciho elementu GAL4/UAS systému, nativniho
represoru kvasinkového metabolismu galaktosy (LEE and LUO 1999), byl doplnén posledni stiipek
mozaiky, ustanovujici zaklad komplexnéjsich technik genového mozaicismu (viz dale). Represor
Gal80p nevykazuje v organismu Drosophila melanogaster negativni G¢inky; lze ho integrovat
technikou ET (SUSTER et al. 2004), vyuzivany jsou mj. také konverzni pfistupy (PFEIFFER et al. 2008;
GOHL et al. 2011). Zavedenim tohoto represoru je dosazeno vysoké miry tkanové specifity , kterou lze
navic regulovat i v ¢asovém kontextu vyuzitim napf. termosensitivnich mutant Gal80p® (MCGUIRE et
al. 2003), popi. Gal8OpINT® (ZEIDLER et al. 2004). Pro uginné potlaceni aktivity transkripéniho
faktoru Galdp je nutnd exprese Gal80p v ekvimolarnim pomeéru ku Gal4p (FAUCHERRE and LOPEZ-
SCHIER 2011), které lze dosahnout volbou vhodného promotoru (LEE and Luo 1999), pouzitim
modifikované formy Gal80p, popt. vicekopiovou inzerci tohoto represoru (PFEIFFER et al. 2010).
Zajem o puvodni formu Galdp vzrista také v fadach obratlovéich neurobiologii — nativni Galdp se
pomoci ET (narozdil od Gal4p-VP16413.470) ochotné integruje do blizkosti regulacnich elementl tizce

specializovanych nervovych tkani Danio rerio (FUJIIMOTO et al. 2011). | zde je represor Gal80p



ucinnym regulatorem Galdp (FUJIIMOTO et al. 2011; FAUCHERRE and LOPEZ-SCHIER 2011), neni vSak
schopen potlacit funkci Galdp-VP16,13.470 (FAUCHERRE and LOPEZ-SCHIER 2011). Tyto linie lze
regulovat na genové urovni pomoci morpholina (GAL4MO), protismysiné mRNA potlacujici expresi

Galdp-VP16413 470 (FAUCHERRE and LOPEZ-SCHIER 2011).

Alternativou k vyuziti represoru Gal80p je technologie split-GAL4, postavena na zkuSenostech
s vyuzitim separace domén GAL4 u Saccharomyces cerevisiae pro studium proteinovych interakci
(dvouhybridni systém — Y2H — ad.) (FIELDS and SONG 1989). Princip Y2H vychazi z neschopnosti
Gal4p-AD aktivovat transkripci z UAS elementu bez ptitomnosti Gal4p-DBD (KEEGAN et al. 1986).
Domény Gal4p jsou nezavisle na sobé fizovany s proteiny, schopnymi vzajemné vazby - v idealnim
pfipadé¢ dojde touto vazbou k ptiblizeni obou domén a obnoveni aktivity transkripniho faktoru Gal4dp,
ktery spousti ektopickou expresi reportérového proteinu, potvrzujiciho tispé$nou proteinovou interakci
(FIELDS and SONG 1989). Narozdil od Y2H jsou ,,interakénim® prvkem split-GAL4 systému odlisné
regulacni elementy, separatné kontrolujici expresi jednotlivych domén (LUAN et al. 2006). Gal4p-
DBD a Gal4p-AD jsou fazovany s kratkymi sekvencemi, které¢ jsou pii vzajemné interakci (motivem
leucinového zipu) zodpovédné za tvorbu heterodimeru Gal4p a obnoveni jeho funkce. Tento
mechanismus je podminén aktivitou obou regulacnich elementl v dané buiice — tim lze zajistit
ektopickou expresi i u vysoce specializovanych tkani Drosophila melanogaster (LUAN et al. 2006).
Doménu Galdp-AD lze v piipadé potieby nahradit doménou VP16413470 (LUAN et al. 2006), popf.
aktivaéni doménou proteinu p65, ktera vykazuje vyssi uspésnost ektopické eprese (LUAN et al. 2006;

PFEIFFER et al. 2010).
24. Komplexni techniky genového mozaicismu

Genovy mozaicismus je postaven na tvorbé genotypicky jednotnych bunéénych linii, jejichz
genova informace se v kontextu genomu zbylych buné€k organismu lisi. Technika mozaicismu
umoznuje omezit fenotypovy projev mutaci, jez jsou zajmem studia, na Uzky okruh bunék —
organismus je tedy viabilni i v pfipadé, Ze studované mutace jsou letalniho charakteru. Vyuziti naslo
generovani mozaicismu predevS$im na poli vyvojové biologie, kde je s jeho pomoci mozné studovat
osud jednotlivych buné¢nych linii, jejich migraci a diferenciaci. V soucasnosti se tato technika mj.
vyuziva - diky jeji specifikaci na extrémné uzky okruh tkani - pro neurologické studie na morfologické

i behavioralni tirovni (viz kap. 3.3).

Jev mozaicismu vychazi z autonomnich reparacnich pochodi buiiky; tvorbou zlomu na obou
tetézcich DNA dochazi k indukci homologni rekombinace a k vyméné ¢asti sesterskych chromatid
mezi homolognimi chromozomy (GRIFFIN et al. 2014). Pti segregaci chromatid v ramci anafaze pak u

ptiblizné poloviny bunék (PIMPINELLI and RIPOLL 1986) dochazi k ustaveni homozygotnosti v§ech
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gent, které na chromozomu lezi smérem od mista zlomu ke konci chromozomalniho ramene. Pokud se
studovany gen nachazi v oblasti rekombinace a je-li v ramci buniky v heterozygotni konstituci, potom
se v obou dcefinych bunkach stava dany gen homozygotnim (v kazdé ze dvou dcefinnych bunék pro
odlisnou alelu). Pocet genotypové odlisSnych bunck lze regulovat indukci mitotické rekombinace
Vv ur€itém vyvojovém stadiu (shrnuto v LEE 2014 a GRIFFIN et al. 2014). Relativné dlouhou dobu bylo
pro tvorbu zlomd u Drosophila melanogaster vyuzivano ionizujici ozafovani (PATTERSON 1929;
BRYANT and SCHNEIDERMAN 1969), prulom v generovani mozaicismu nastal az s nastupem
pokrocilych integracnich technik. Transposibilni inzerce trans-FRT elementl umoziuje aktivovat
homologni rekombinaci flipassou, jejiz expresi lze iniciovat vnéjs§im podnétem (GOLIC and LINDQUIST
1989; LEe and Luo 1999). Protknutim technik tvorby mozaicismu s regulaénimi moznostmi
GAL4/UAS systému lze vytvaret mozaicismus pro mnozstvi bunék, pohybujici se v fadu desitek az
jednotek. Usp&$né rekombinované buiiky lze detekovat pomoci exprese specifickych markerd,

nejcastéji fluorescencnich proteinti (viz dalsi text a obr. 5 a 6).

Prvni praci na poli GAL4/UAS genového mozaicismu se stala technika ,,mosaic analysis with a
repressible cell marker (MARCM), vitbec prvni mozaikova technika, umoziujici pozitivni znaceni
bun€k s homozygotni konstituci genu zajmu (LEE and Luo 1999). Zakladem klasickych FLP-FRT
rekombinacnich technik mozaicismu je integrace genu z4jmu a reportérového genu v trans-postaveni
do rekombinovatelnych homolognich chromozomi (GoLIC and LINDQUIST 1989). Reportérovy
protein (marker) je nasledn¢ exprimovan ve vSech bunkach s aktivnim regulaénim elementem,
kontrolujicim expresi daného markeru. Soucasné dochazi k expresi genu zajmu, ktery je ve vétSingé
pfipadd recesivniho charakteru a nema tedy diky heterozygotni konstituci fenotypovy projev. Pii
iniciaci rekombinace se gen zajmu dostava v ¢asti bunék do homozygotniho postaveni a 1ze pozorovat
jeho vliv na fenotyp, soucasn¢ ale dochazi ke ztraté reportérového genu — ten je tedy exprimovan
pouze ,,na pozadi“ (GoLIC and LINDQUIST 1989; XU and RUBIN 1993). Inovativni piistup MARCM
spociva v integraci genu pro reportérovy protein (regulovaného UAS elementem) a mutace zajmu do
stejného ramene urcitého chromozomu (cis-postaveni). Do homologniho chromozomu je potom
vhesena sekvence genu GALS8O; transkripéni faktor Galdp a flippasa jsou integrovany mimo oblast
rekombinace. Exprese reportérového proteinu je ¢inné blokovana represorem Gal80p (LEE and LUO
1999). Po iniciaci Flp-FRT rekombinace se ¢ast dcefinnych bunek stdva homozygotnimi pro mutaci
zajmu i reportérovy gen, soucasné u nich dochazi k eliminaci genu pro represor Gal80p. Vysledkem je
vizualizace bun€k, homozygotnich pro mutaci zajmu (LEE and LUO 1999). Alternativou, ktera
narozdil od MARCM neindukuje konverzi heterozygotni konstituce genu zajmu v homozygotni, je
technika ,,ET-Flp-induced intersectional GAL80/GALA4 repression” (FINGR) (BoHM et al. 2010). Tato
metoda vyuziva pro dosazeni ektopické exprese dle tkanové specifity techniku ET, pomoci které je
gen flippasy integrovan pod dosah endogennich regulacni elementii. V separatnich liniich dochazi

k inkorporaci sekvenci, umoznujicich pozitivni, popf. negativni regulaci represorem Gal80p (GORDON



and ScoTT 2009; BOHM et al. 2010). Tyto sekvence obsahuji kromé ur¢itého univerzalniho promotoru
- aktivniho ve vétSin€ tkani, napi. tubP (O’DONNELL et al. 1994) — také Flip-out kazetu (negativni
regulace; terminacni sekvence ohrani¢ena FRT elementy), popt. Flip-in kazetu (pozitivni regulace; gen
GALS80, ohraniceny FRT elementy). Nasleduje sekvence GAL80 (negativni regulace), resp. terminacni
sekvence (pozitivni regulace) (GORDON and ScOTT 2009). Po proktizeni s ET-FIp, GAL4 a UAS
liniemi 1ze nezavisle na sob¢ ,,inverzné* vizualizovat aktivitu tkanové specifickych promotorti (BOHM

et al. 2010).

MARCM prosel od svého vzniku cEetnymi modifikacemi, rozSifujicimi moznosti klonalni
analyzy. Pomoci tzv. ,,twin-spot MARCM* (TS-MARCM) (YU et al. 2009), 1ze pozitivné znacit kazdou
buiiku, vychazejici z indukované mitotické rekombinace jako homozygot pro jednu z alel genu z4jmu.
Stejné jako u MARCM, i u této metody se ptfedpokldda vyskyt mutace zdjmu v heterozygotni
konstituci, narozdil od piivodni metodiky vSak dochazi po iniciaci rekombinace v obou dcefinnych
buiikach k expresi odliSného reportérového genu. Tyto dcefinné buiiky jsou zdkladem bunécnych linii,
exprimujicich jeden z téchto dvou proteint - vysledkem je vizualizace genotypicky odlisnych bunék
ve dvoubarevném provedeni (YU et al. 2009). Princip TS-MARCM je zalozen na RNA interferenci
(FIRE et al. 1998), fizené UAS elementem (DIETZL et al. 2007). Na chromozomalnim rameni je za
FRT elementem umistén gen reportérového proteinu A; na stejném rameni se soucasné nachazi
sekvence pro expresi miRNA, interferujici s genem pro reportérovy protein B. Homologni chromozom
ma distaln¢€ za FRT sekvenci integrovan naopak gen reportérového proteinu B a sekvenci pro miRNA,
interferujici s genem reportérového proteinu A. Kazda ztéchto ¢ty transgennich sekvenci je
regulovana samostatnym UAS elementem, transkripéni faktor Galdp je exprimovan mimo oblast
rekombinace. Za normalnich podminek brani transkripci obou reportérovych proteinti prislusna
miRNA, nasedajici na transkribovanou oblast (DIETZL et al. 2007; YU et al. 2009), po rekombinaénim
aktu se vSak ¢ast bunék dostava pro oblast rekombinace do homozygotni konstituce a oba reportérové
proteiny jsou V sesterskych bunikach oddélené exprimovany (YU et al. 2009). Metodika ,,twin-spot
generator” (TSG) je také postavena na expresi dvou reportérovych geni (GRIFFIN et al. 2009). Jejich
projev na trovni fenotypu je blokovan povahou hybridnich sekvenci RG a GR, nalézajicich se v trans-
pozici na ramenou homolognich chromozomi. RG a GR elementy koduji N-terminalni sekvenci
reportérového proteinu A (resp. B) a C-terminalni sekvenci reportérového proteinu B (resp. A)
(GRIFFIN et al. 2009); ob¢ terminalni ¢asti jsou oddéleny FRT elementem, inkorporovaném v intronu.
Po mitotické rekombinaci dochazi k obnoveni kodujicich sekvenci a reportérové geny jsou pomoci
Gal4p exprimovany. Kazda z dcefinnych bun€k mé dispozice pro expresi odlisného reportérového
proteinu, narozdil od TS-MARCM miize byt ale mitotickd rekombinace podnicena i mimo bunécné
déleni, coz ma za nasledek expresi obou reportérovych proteini v ramci jedné buniky (GRIFFIN et al.
2009; Yu et al. 2009). Tieti alternativu k pfedchozim technikam ptedstavuje systém ,,Galdp technique

for real-time and clonal expression® (G-TRACE), umoziujici detekovat buiky, v jejichz linii prob¢hla



mitotickd rekombinace a zaroveil v redlném case zobrazit aktivitu tkdnové specifickych regulacnich
elementi (EVANS et al. 2009). Podstatou je integrace nékolika slozek do genomu Drosophila
melanogaster — genti reportérového proteinu A a flippasy, jejichZ exprese je determinovana aktivitou
nezavislych UAS elementt. Pod kontrolou regula¢niho elementu, aktivniho v Sirokém spektru tkani se
nachazi posledni komponenta - transgenni sekvence, sestavajici z terminacni sekvence (ohranic¢ené
FRT elementy) a genu pro reportérovy protein B. Po prokiizeni s jedincem ze zavedenych GAL4 linii
dochazi v urcité fazi ontogenetického vyvoje k expresi Galdp, nasledkem je exprese reportéru A a
zprostiredkované téz vystépeni Flip-out kazety — tim je v dané butice (a od ni odvozené bunécné linii)
aktivovana konstitutivni exprese reportéru B (marker uspésné rekombinace). Reportérovy protein A je
exprimovan pouze ve chvilich, kdy je endogenni regula¢ni element, napojeny na GAL4/UAS kaskadu,
aktivni (EVANS et al. 2009). Technika G-TRACE — podobné jako FINGR — nevede ke tvorbé
homozygott v modifikovaném genotypu (EVANS et al. 2009; BOHM et al. 2010).
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Expresi jednoho typu reportérového proteinu — stochaistickym vybérem ze Siroké palety
fluorescencnich barviv - v bunkach Drosophila melanogaster umoznuje technologie ,,Drosophila
Brainbow* (dBrainbow) (HAMPEL et al. 2011), odvozena od Brainbow techniky typu 1.0, zavedené u
Mus musculus (LIVET et al. 2007). Stejné¢ jako plvodni systém vyuziva dBrainbow transgenni
sekvenci, sloZzenou z genii pro jednotlivé typy fluorescen¢nich proteint (LIVET et al. 2007; HAMPEL et
al. 2011), obohacenou o transkripéné-terminacni element (HAMPEL et al. 2011). Kazda z téchto
»kazet* je obklopena parem unikatnich, navzajem nekompatibilnich pard LoxP elementt (LEE and
SAITO 1998), které jsou spolu s markerovymi kazetami navrzeny tak, aby po excizi Cre rekombinasou
byl exprimovan pouze jeden z fluorescencnich proteint (LIVET et al. 2007; HAMPEL et al. 2011).
Specifikem dBrainbow je moZnost dvojnasobné integrace této transgenni sekvence do genomu
studovaného organismu, navic pod kontrolou UAS elementd. Tim je dosazeno vysSich rozliSovacich
schopnosti, vétsi barevné variability rekombinovanych bunéénych linii, které jsou po disekci
zobrazovany pomoci specifickych protilatek; pozorovani in vivo vyuziva jedné integrace transgenni
sekvence (HAMPEL et al. 2011). Negativem techniky dBrainbow je toxicita Cre rekombinasy pro
Drosophila melanogaster (HEIDMANN and LEHNER 2001; HAMPEL et al. 2011) a bazalni exprese pod
kontrolou hsp70 promotoru i mimo podminky indukce (SIEGAL and HARTL 1996). Nahrazenim
klasické Cre rekombinasy variantou s oddélenymi doménami (split-Cre) — pod kontrolou UAS
elementt - 1ze v ramci dBrainbow dosahnout vyssi rekombinaéni efektivity a piedevsim striktnéjsi
regulace ektopické exprese (BOULINA et al. 2013). Funkci split-Cre rekombinasy je mozné obnovit
kratkym svételnym pulzem specifické vinové délky, ktery iniciuje tvorbu heterodimeru (KENNEDY et
al. 2010). Adaptace FIp-FRT rekombina¢niho systému na ,nosné leseni” techniky Brainbow 2.0
(LiveT et al. 2007) umoziuje opakované indukovat mitotickou rekombinaci u jiz jednou
rekombinované, znacené linie. Tato technika, nazvana Flybow (FB) (HADJIECONOMOU et al. 2011),
vyuziva v ramci svych tii subtypt (FB 1.0, FB 1.1 a FB 2.0) krom¢ nativni varianty Flp-FRT (pouze
FB 2.0) pfedevs§im modifikovanou formu mFlp5/mFRT71 (VoziyANov et al. 2003), nevykazujici
s pivodnim systém Zadné znamky interference (HADJIECONOMOU et al. 2011). Principialné vychazi
FB krom¢ rekombinacni excize také z inverze transgennich kazet, obsahujicich fluorescenéni proteiny.
Tim lze dosahnout u sledované linie bun€k (napf. neurond) barevné metamorfozy v prub&hu
ontogeneze. FB 1.0 obsahuje v transgenni kazeté dva odlisné fluorescenéni proteiny, mezi kterymi je
VvV ramci inverze stochaisticky volena varianta, ktera bude exprimovana. FB 1.1 je slozena ze dvou
kazet, znichz opét kazda obsahuje dva fluorescencni proteiny; u tohoto subtypu miZze b&hem
rekombinace dojit k inverzi jedné z kazet, popt. obou kazet jako celku, podobnym zpisobem muze
dojit také Kk vystépeni. Tim dochdzi k ndhodné volbé mezi Ctyfmi piitomnymi, odliSnymi
reportérovymi proteiny. FB 2.0 je v zasad¢ podobna FB 1.1, obsahuje v8ak navic terminaéni kazetu,
ktera brani vizualizaci nerekombinované bunky (HADJIECONOMOU et al. 2011). Role Gal4p spociva

kromé koindukce reportérovych proteint v tkdniovém urceni okruhu ektopické exprese; hybnou silou



je v8ak vngjsi aktivace exprese dané¢ho typu flippasy pies promotor hsp70 (GoLiC and LINDQUIST
1989; HADJIECONOMOU et al. 2011).

Techniky pro tvorbu genového mozaicismu pomoci GAL4/UAS systému se dlouhou dobu
zaméfovaly primarné na zastupce ¢lenovet, octomilku Drosophila melanogaster, ta vSak v uréitych
oblastech (napf. neurofyziologie) neni dostacujicim modelovym organismem. Posledni 1éta pfinesla
vzrustajici zajem o aplikaci téchto nastroji i pro potieby vyzkumu obratlovcll; sou¢asna pozornost
védecké komunity cili pfedev§im na Danio rerio, paprskoploutvou rybu, jejiz larvalni stadium je diky
své transparentnosti idealnim objektem pro studium mozaicismu in vivo. Metoda ,,mosaic analysis in
zebrafish (MAZe) (CoLLINS et al. 2010) je vystavéna na komplexni sekvenci, zahrnujici v cis-
konstituci specificky promotor, jim fizeny gen pro transkripéni faktor Gal4p-VP16, UAS element a
reportérovy protein. Aktivaci transkripce Galdp-VP16,13.470 brani vmezefena Flip-out kazeta v opacéné
orientaci, ktera je ohrani¢ena loxP elementy a obsahuje promotor hsp70 a gen pro Cre rekombinasu.
V piipadé indukce vznika autoregulaéni smycka, ustici k excizi Flip-out kazety a ke spusténi
GAL4/UAS kaskady, vedouci k vizualizaci rekombinované buiiky. Pro ovlivnéni organismu na
buné&¢né urovni je mozné vyuzit i existujici UAS linie, kterou jsou po excizi aktivovany in trans

(CoLLINs et al. 2010).

JelikoZ je mira Gispé$né rekombinace i pii permisivni teploté variabilni (HALLORAN et al. 2000),
lze miru mozaicismu regulovat délkou tepelného pulzu (COLLINS et al. 2010). Uzite¢nym nastrojem
na poli neurologické konektomiky se stala technika Zebrabow, umoziiujici — podobné jako Brainbow —
dimyslnym spiazenim GAL4/UAS a Cre-LoxP systému odlisnou vizualizaci jednotlivych buné¢nych
linii (PAN et al. 2013). Piestoze bylo v prib&hu poslednich né€kolika let pro Danio rerio zkonstruovano
hned nékolik cennych technik genového mozaicismu, stale chybi piistupy, vyuzivajici pro tvorbu
parcialnich homozygotti interchromozomalni rekombinaci pod taktovkou GAL4/UAS binarniho

systému.

2.5. Propojeni s odliSnymi bipartitnimi systémy

Koncept ektopické exprese segregaci fidicich element na dvé dopliujici se slozky vyuzivaji
kromé& GAL4/UAS systému i dal$i bipartitni techniky, napf. LexA-LexAop systém (LAl and LEE 2006),
Q-systém (POTTER et al. 2010) a v uréitém smyslu také Cre-LoxP, FIp-FRT a dalsi rekombinadni
systémy (shrnuto v SAUER 1994 a DEL VALLE RODRIGUEZ et al. 2011). Aplikaci bipartitniho Fizeni
exprese lze kromé experimentalné-laboratornich ,,korekci“ modelovat také teoreticky in silico pomoci
matematickych pfistupi (NACHER and AKUTSU 2013). Bipartitni systémy (véetné GAL4/UAS) jsou

vyuzitelné i na poli syntetické biologie jako biologicka varianta elementarnich matematickych
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obr. 6 - zakladni techniky genového mozaicismu v kombinaci s GAL4/UAS systémem; a) MARCM b) TS-
MARCM c) TSG. Adaptovéano podle LEE and Luo 1999, GRIFFIN et al. 2009 a Yu et al. 2009.



operatoru v ramci konstrukce artificialnich metabolickych okruh (POTTER et al. 2010; shrnuto
v AUSLANDER and FUSSENEGGER 2013). Regulacni specifita GAL4/UAS systému byla jesté vice
prohloubena jeho propojenim — nezavisle na sobé — se dvéma binarnimi nastroji, LexA-LexAop a Q-
systémem, které funguji taktéz na principu aktivace transkrip¢nim faktorem, vazanym na specifickou

sekvenci DNA (viz dale).

Studium biologickych pochodi na molekularni urovni a jejich pochopeni vedlo
k mezidruhovému transferu zakladnich komponent fizeni genové exprese a k jejich invenénimu
vyuziti pro hlubsi pohled na biologické dé&je. LexA-LexAop systém je ve své puivodni podobé
represibilni slozkou tzv. SOS odpovédi Escherichia coli (BRENT and PTASHNE 1981), vedouci
k reparaci poskozené DNA (shrnuto v JANION 2008). Transkripéni represor LexA se vaze ke
specifické regulaéni sekvenci — LexA operatoru (LexAop) - a blokuje transkripci gent v dosahu
LexAop (BRENT and PTASHNE 1981; LITTLE et al. 1981; WERTMAN and MOUNT 1985). Konzervativni
povaha mechanismu represe pomoci LexA umoznila jeho aplikaci mj. u Saccharomyces cerevisiae
(BRENT and PTASHNE 1984, 1985), Drosophila melanogaster (SzUTs and BIENZ 2000; LAl and LEE
2006) i Danio rerio (EMELYANOV and PARINOV 2008). V kombinaci s GAL4/UAS systémem se
LexA-LexAop systém vyuziva pro konstrukci alternativnich nastroji genového mozaicismu,
zalozenych na modifikaci MARCM. Tzv. ,dual expression control MARCM®“ (DEC-MARCM),
umoziuje hned nékolik moznych ptistupt ke zna¢eni rekombinovanych bunék (LAl and LEE 2006).
Na GAL4/UAS systému nezavislou vizualizaci pozadi zprostiedkované umoziuje hybridni protein
LexA-DBD-VP16,13.470, regulovany endogennim elementem — vazbou na LexAop dochazi k indukci
transkripce proteinového reportéru A. Gen pro hybridni protein LexA-DBD-VP16413.47 je integrovan
ve stejném lokusu, jako GAL80 (LAI and LEE 2006), vizualizaci tkang, které po mitotické rekombinaci
chybi gen GALS8O0, zprostiedkovavaji piivodni slozky MARCM — Gal4p a regulacni element UAS, ktery
kontroluje expresi reportérového proteinu B (LEE and LUO 1999; LAI and LEE 2006). Odli$na varianta
DEC-MARCM je koncipovana pro vizualizaci odliSnych typt bunék a vyuziva specifickych
promotord, aktivnich jen v té které tkani. Ty nezavisle na sobé exprimuji bud’ fizovany protein LexA-
DBD-Gal4p-AD (s nasledujici expresi reportérového proteinu A pod kontrolou LexAop) nebo nativni
transkripéni faktor Galdp (s nasledujici expresi reportérového proteinu B pod kontrolou UAS).
K vizualizaci tkané dochazi jen u bunék, které jsou po mitotické rekombinaci v homozygotni
konstituci pro jeden ze zminénych transkripénich faktort (LAl and LEE 2006). Analogicky k split-
GAL4 systému byl vytvoien split-LexA systém, kombinovatelny s existujicimi GAL4/UAS liniemi
(TING et al. 2011).

Mladsim ,,sourozencem® predeslého binarniho néstroje je Q-systém, vytvofen pro potieby
ektopické exprese zregulacnich genti metabolismu pro degradaci kyseliny chinové, ziskanych z

organismu Neurospora crassa (PATEL et al. 1981; POTTER et al. 2010). Tato metabolicka draha



vykazuje podobné rysy regulace (mj. striktni represe na genové urovni, odezva na uzky okruh
substratl), jaké se vyskytuji u galaktosového metabolismu Saccharomyces cerevisiae (LOHR et al.
1995; TANG et al. 2011). Zakladem Q-systému je transkrip¢ni faktor qa-1F, odpovédny za transkripci
vazbou ke specifické sekvenci, tzv. QUAS (,,Q-system upstream activating sequence), nachazejici se (i
v nékolika kopiich) pied regulovanym genem (BAUM et al. 1987); induk¢ni aktivita faktoru qa-1F je
potla¢ena vazbou represoru qa-1S (HUIET and GILES 1986). Oproti LexA-LexAop systému vykazuje
Q-systém niz8i miru bazalni exprese (POTTER et al. 2010) a nabizi tedy vyhodné;jsi alternativu k Siroce
uzivanému GAL4/UAS systému. Velikou vyhodu nabizi povaha represoru qa-1S, jehoz aktivitu je
mozné potlacit kyselinou chinovou (GILES et al. 1991), kterou lze experimentalnim jedincim
Drosophila melanogaster podavat napf. v potravé. Pro dosaZeni stejného efektu u represoru Gal80p
(termosensitivni varianta) je nutné podrobit gen GAL80 komplikovanym procedurdm genového
inzenyrstvi (MCGUIRE et al. 2003). Analogicky k nastroji MARCM byla vyvinuta technika Q-MARCM
(,,Q-system mosaic analysis with a repressible cell marker), postavena na totoznych principech
(POTTER et al. 2010). Obé techniky genového mozaicismu je mozné propojit n€kolika zpusoby;
nezavislou integraci jednotlivych komponent do odliSnych chromozilnich ramen lze po mitotické
rekombinaci vizualizovat Siroké spektrum bunék (,,independent double system mosaic analysis with a
repressible cell marker” - ID-MARCM). Kli¢ové komponenty obou systému (geny GAL80 a QA-1S)
Ize popi. integrovat do stejného paru homolognich chromozomi v trans-postaveni (C-MARCM —
wcoupled MARCM®), ¢imZz je mozné dosahnout exprese reportérovych proteinit za striktné

definovanych podminek (POTTER et al. 2010).

3. Aplikace GAL4/UAS systému v zakladnim vyzkumu

3.1. Identifikace funkce geni a Fidicich elementi genové exprese

Fyzickou entitou GAL4/UAS nastroje jsou systematicky udrzované linie organismd, které nesou
na ur¢itém misté svého genomu GAL4, popt. UAS sekvenci. Pfi generovani transgennich linii sehraly
zasadni roli mj. techniky ,,enhancer trap* (ET) a ,,gene trap (GT), které navic umoznily identifikovat
mnoho novych regulacnich elementi a genil (viz dale). VEtSina téchto linii je dostupna Siroké védecké
vefejnosti a lze také vyuzit elektronické databaze pro vyhledani organismu, nesouciho inzerci

ve specifické genomové sekvenci (viz tabulka 1).

ET ve své plivodni podobé byl nastrojem pro identifikaci a pfimou vizualizaci aktivity
regulaénich elementt organismu Drosophila melanogaster (O’KANE and GEHRING 1987), vyznam
této techniky byl vSak plné docenén teprve piiintegraci komponent GAL4/UAS, opatienych

transgennim promotorem, do nahodnych mist genomu (BRAND and PERRIMON 1993). Souhra
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zminénych nastroji vedla k obrovské expanzi vzajemné kombinovatelnych transgennich linii
s potenicalem vysoce specifické ektopické exprese napii¢ spektrem vSech tkani Drosophila
melanogaster (BRAND and PERRIMON 1993; RoRTH et al. 1998) i Danio rerio (ASAKAWA and
KAwWAKAMI 2008; OGURA et al. 2009). Podstatna ¢ast GAL4 linii Drosophila melanogaster byla
vytvofena (v ramci projektu Fly Light) ®C31 specifickou rekombinaci sekvence, obsahujici krom
promotoru a GAL4 genu také definovany regula¢ni element (PFEIFFER et al. 2008; JENETT et al. 2012).
Tento projekt mj. umoznil také systematickou identifikaci regulacnich elementli vybranych gent

(JENETT et al. 2012).

Identifikaci role genl a jejich primarni struktury umoziuje v kontextu GAL4/UAS systému
technika GT (LUKACSOVICH et al. 2001). Princip GT spoc¢iva v nahodné integraci transgenni sekvence
(napt. GAL4), postradajici promotor. Transgenni gen je na 5 konci opatfen kratkou sekvenci (,,splice
acceptor” — SA), rozeznavanou na urovni hnRNA sestiihovym aparatem (MOUNT et al. 1992), na 3°

konci se nachazi polyadenylacni sekvence pro terminace transkripce. V pfipad¢ integrace transgenni



sekvence do intronu dochazi pti sestihu k fuzi endogennich exont s transgenni sekvenci - produktem
nasledné proteosyntézy je zkracena, zpravidla nefunkéni verze plivodniho genu, prodlouzena o
zminovanou transgenni sekvenci, ktera casto vykazuje urcitou miru funkénosti (GOSSLER et al. 1989;
SKARNES et al. 1992; LUKACSOVICH et al. 2001). V ptipadé syntézy hybridniho proteinu s Gal4dp
sekvenci je mozné vizualizovat tuto aktivitu po integraci GT sekvence v nasledujici generaci vhodnym
reportérovym proteinem, regulovanym UAS elementem (LUKACSOVICH et al. 2001). Zatimco odezva
(mira exprese) transgenniho reportérového proteinu v piipadé ET integrace reflektuje vzdalenost od
nejblizsi regulaéni sekvence, popt. soub&ézny vliv vice regulacnich elementi (BOLWIG et al. 1995), GT
poskytuje vyhodu piimé vizualizace aktivity endogenniho promotoru v podob¢ exprese hybridniho
genu, jehoz ¢astecnou sekvenci (odvozenou od piislusné mRNA) Ize navic ziskat a vyuzit ho pro dalsi
studie (LUKACSOVICH et al. 2001). Mutagenni potencial GT techniky naSel vyuziti pfedev§im u Danio
rerio, kde je vyuzivan pro genovy knock-down v kombinaci s modifikovanymi variantami

transkrip¢niho faktoru Gal4p (ASAKAWA et al. 2008; BALCIUNIENE et al. 2013).

3.2. Metody vizualizace

Otazka Gspésné metamorfozy studovaného organismu je zékladnim pilifem takika vSech metod
genového inZenyrstvi. Uvedeni nové techniky do praxe je podminéno pozadavkem na jednoduché a
rychlé odliseni jedincti studovaného organismu, u kterych doslo ke kyzené¢ zméné na trovni genomu.
To je umoznéno integraci tzv. markeru mezi zékladni komponenty technik genového inzenyrstvi; jde o
gen s vyraznym projevem na urovni fenotypu, jehoz pfitomnost signalizuje Gsp€Snou genetickou
modifikaci. Sofistikovanéjsi metody vizualizace (napf. specifického okruhu tkani) pak mohou byt i

primarnim divodem tvorby transgennich organismd.

Pocatky vizualizace funkéniho GAL4/UAS systému v kontextu Zzivych bunék Drosophila
melanogaster jsou spjaty s expresi genu LacZ (FISCHER et al. 1988; BRAND and PERRIMON 1993),
kodujiciho enzym B-galaktosidasu (EC: 3.2.1.23). Ta katalyzuje hydrolytickou pfeménu bilého 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktosidu (X-Gal) na indigové zbarvené komponenty (shrnuto v
KIERNAN 2007). Obtize, spojené s dopravou tohoto substratu do bun€k, vykazujicich ektopickou
expresi, vedly k uptednostnéni B-galaktosidasovych protilatek (PHELPS and BRAND 1998).

Milnikem vizualizace in vivo se stalo zavedeni fluorescen¢niho proteinu GFP (,,green
fluorescent protein®) do laboratorni praxe, izolovaného z moiské medlizy Aequorea victoria
(SHIMOMURA et al. 1962; CHALFIE et al. 1994). Zakladem GFP a mnoha dalsich fluorescen¢nich
proteinti je chromofor, emitujici po ozafeni svétlo urcité¢ vinové délky; chromoforovy komplex je

obklopen rigidni, konzervovanou strukturou B-barelu (shrnuto v REMINGTON 2006). Zasadni vyhodou



GFP je jeho snadna vizualizace prostym ozatenim — odpada nutnost invazivnich zasahti (CHALFIE et
al. 1994). V nasledujicich letech bylo izolovano - popf. mutagenezi vytvofeno - obrovské mnozstvi
fluorescencnich proteinti (FP), emitujicich vlnové délky téméf celého barevného spektra (shrnuto v
CHUDAKOV et al. 2010). V soucasnosti pro vyzkum dostupné FP je mozné vizualizovat svételnym
pulzem (Citrine, Cerulean, mCherry) (GRIESBECK et al. 2001; Ri1zzo et al. 2004; SHANER et al.
2004), indukovat u nich reversibilni (Dronpa) (HABUCHI et al. 2005) i ireversibilni barevnou zménu
(Kaede) (ANDO et al. 2002), popt. je spiahnout s efektorovou funkei (viz kap. 3.3). FP byly na genové
urovni modifikovany také za ucelem zvySeni jejich stability ve vysSich teplotach a extrémnéjSich
hodnotach pH a pro casngj$i moznost vizualizace po proteosyntéze. Tendence FP vytvaret
komplexngjsi kvarterni struktury (dimery, tetramery apod.) vedla - kvili minimalizaci rizika
interference s endogennimi bunéénymi pochody — ke tvorbé stabilnich monomerd (shrnuto v
CHUDAKOV et al. 2010). Prvni UAS-FP vizualiza¢ni linie byly pfedstaveny kratkce po konstrukci
tohoto bipartitniho systému (YEH et al. 1995; BRAND 1995), vyniknout jim ale daly studie, postavené

na genovém mozaicismu (viz kap. 3.3 a 2.4).
3.3. Neurobiologie

Vysetfovani funkce rlznych tkani a organt béhem ontogenetického vyvoje, studium
mechanismti uéeni a snaha o urceni funkce jednotlivych nervovych obvodi Drosophila melanogaster i
Danio rerio jsou jen neuplnym piikladem oblasti, ve kterych bylo pomoci GAL4/UAS systému
dosazeno signifikantnich vysledkt. Dilezitym aspektem téchto studii jsou UAS linie, fidici expresi
riznych (Casto letalnich) efektorovych proteind, které je ve vétSiné piipadd mozné dirigovat i na
urovni proteinu vnéj§im podnetém. Pro neurologické studie ziskal — vramci antropocentrického
pfistupu - vysadni postaveni obratlovec Danio rerio, z¢asti diky transparentnosti larev, umoznujici

sledovat a ovliviiovat neurologické pochody in vivo.

Pocatky neurogenetickych pfistupti byly zaméfeny predev§im na morfologickou strukturu
neuroni a jejich vzajemné propojeni (SUN et al. 1999; ScoTT et al. 2007); piesné&jsi vizualizaci
neurologickych struktur umoznila fiize FP s membranovymi komponentami (ITO et al. 1997; LEE and
LU0 1999). Pozorovani synapsi se zpo¢atku orientovalo na rekonstituci membranovych komponent FP
v misté synapsi (split-GFP) (GORDON and ScoTT 2009), pozd¢ji se pozornost védecké komunity
zaméfila na stochaistickou expresi FP odlisnych barev, umoziujici studovat vzajemnou neurologickou
konektivitu ve vysokém rozliseni (LEE and LuUO 1999; HADJIECONOMOU et al. 2011; HAMPEL et al.
2011; PAN et al. 2013). Vysledkem je interaktivni mapa nervovych obvodi Drosophila melanogaster,
tzv. FlyCircuit® (CHIANG et al. 2011); podobnou konektomickou aplikaci rozviji téz Fly Light Project
a Fly EM (JENETT et al. 2012; PLAZA et al. 2014).

2 http://www.flycircuit.tw



Svatym gralem neurologického vyzkumu je ukotveni behaviordlnich projevii do genového
kontextu. Aktivitu neuront Ize sledovat pomoci FP, které jsou fuzovany s komponentami, reagujicimi
na vykyvy gradienti urcitych latek béhem pfenosu akéniho potencidlu; vyuzit lze napt. G-CaMP
(ligandem Ca®") (REIFF et al. 2005), popi. pHluorin (aktivita dle pH) (MIESENBOCK et al. 1998).
Pienos akcniho potencialu lze blokovat expresi tetanospasminového a-fetézce (dochazi k inaktivaci
sekrece urCitych neurotransmitertt) (SWEENEY et al. 1995; ASAKAWA and KAWAKAMI 2008).
Relativné snadnou manipulaci s neurony umoznuji optogenetické metody; nervovou aktivitu u iniciuje
po svételném pulzu prokaryotni channelrhodopsin-2 (Chr2), ktery se podili na tvorbé akcniho
potencialu indukci zmény intracelularni koncentrace riznych kationti (NAGEL et al. 2003).
Experimentalnim vyuzitim Chr2 byl napf. u Danio rerio identifikovan okruh, zodpovédny za unikovy
reflex (DOUGLASS et al. 2008).

Razantnéjsi metodou pro urceni toho, zda je urcity okruh neurond pro urcité chovani esencialni
(popt. zda je jeho piispevek k danému chovani epistatické povahy) je ablace danych buné€k. V piipadée
Drosophila melanogaster je u¢innym ablacnim efektorem produkt genu reaper (WHITE et al. 1996),
popi. modifikovana verze toxinu (,,diphtheria toxin A mutant ), odpovédného za klinické projevy
zaskrtu (BELLEN et al. 1992). U Danio rerio je k ablaci bunék mozné vyuzit FP KillerRed, u kterého
1ze svételnym pulzem indukovat produkei vysoce toxickych kyslikovych radikalt (TEH et al. 2010).



Zavér

Tato prace shrnuje hlavni sméry, kterymi se GAL4/UAS systém béhem své vice nez dvé dekady
trvajci existence ubiral. A¢ bylo pomoci tohoto néstroje ziskdno mnoho informaci napfi¢ celym
spektrem biologickych obort, existuje nadale mnoho oblasti, ve kterych se muze potencial GAL4/UAS

systému uplatnit.

Dosud byl tento nastroj aplikovan v drtivé vétSin€ pro experimentalni studium modelovych
organismt Drosophila melanogaster a Danio rerio; mj. byly vygenerovany tisice GAL4/UAS linii,
které jsou udrZzovany v chovnych stanicich po celém svété a které jsou relativné snadno dostupné
siroké védecké komunité. Prestoze byly studiem téchto organismutl ziskdny neocenitelné znalosti, ani
jeden z organismu neni pfili§ vhodny napf. pro farmakologické screeningy a zdravotni studie — ziskana
data nemaji pro vztahnuti na lidskou fyziologii dostate¢nou vypovidajici hodnotu. Stejnym problémem
je pak uplatnéni informaci, ziskanych studiem centralniho nervového systému (CNS) Danio rerio, na
architekturu lidského nervového systému. Pokud se ma GAL4/UAS systém vtomto sméru vice
angazovat, je potfebné zajistit potiebny vyzkum pro snadnou tvorbu GAL4/UAS linii u dalSich
organismti (nabizi se napf. Mus musculus) a vybudovat pfislusnou infrastrukturu pro jejich chov.
Urcité usili by melo sméfovat k optimalizaci techniky, zejména co se tyce jevi bazalni transkripce za

represivnich podminek a nechténého genového mozaicismu.

Stranou GAL4/UAS systému se nabizi hlubsi studium enzymu galaktosového metabolismu
Saccharomyces cerevisiae — piestoze je regulace tohoto metabolického okruhu modelem pro vyzkum
mechanismu transkripce, dosud nebyla zjiSténa prostorova struktura mnoha enzymd, které se

degradace galaktosy ucastni.
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