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Abstrakt

Meis transkripéné faktory patria do skupiny TALE (prediZenie troch aminokyselinovych
slu¢iek) homeodoménovych proteinov. Meis2 proteiny pravdepodobne zohravaji regulacni
funkciu v priebehu vyvoja buniek neurdlnej listy a diferencidcie jej derivatov. V gendme
zebricky su kodované dvoma paraldgnymi génmi meis2a a meis2b.

CRISPR/Cas9 technologia bola vyuzitd k priprave mutantnych linii pre oba paraldogy
meis2a a meis2b, za G¢elom Studovania funkcie tohto transkripéného faktora. Sucasne ako
kontrola boli pouzité $pecifické Morfolina pre meis2a aj meis2b, ktoré znizuju expresiu tychto
genov.

Kraniofacidlny a srdecny vyvoj bol u mutantnych ryb analyzovany u linie meis2a pomocou
RNA in situ hybridizacie, histologického farbenia chrupaviek a pocitacovou tomografiou.
Zatial’ ¢o, po injikacii Specifickych Morfolin sme pozorovali naruseny kraniofacidlny vyvoj aj
vyvoj srdca, u linie meis2a KO sme tieto typické zmeny neodhalili. Na§ geneticky pristup
jasne nepreukazal, ze samotny meis2a paraldog zohrava dolezitu ulohu v kraniofacidlnom
vyvoji a pri vyvoji srdca. Pre podrobnejsiu analyzu su potrebné d’al§ie experimenty na liniach

ryb s kombinovanymi knock-outy meis2a aj meis2b.
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Abstract

Meis transcription factors belong to the group of TALE (three amino acids loop extension)
homeodomain proteins. Meis2 proteins have a potential role in regulation of neural crest cells
development and in differentiation of their derivates. Zebrafish genome has two paralogues of
meis2 gene, meis2a and meis2b.

CRISPR/Cas9 technology was used to prepare mutant lines of both paralogues, meis2a
and meis2b, for the purpose of study of function of Meis2 transcription factors. Specific
morpholinos that reduce the expression of meis2a and meis2b were used as controls.

Craniofacial and cardiac development in mutant fish was analyzed in the meis2a line by
RNA in situ hybridization, histological cartilage staining, and computed tomography. While
we observed impaired craniofacial and cardiac development after injection of specific
Morpholinos, we did not detect these similar changes in the meis2a KO line. Our genetic
approach has clearly not shown that the meis2a paralogue itself plays an important role in
craniofacial development and cardiac development. For more detailed analysis, further

experiments on fish lines with combined meis2a and meis2b knock-outs are needed.
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1 UVOD

Tato diplomova praca je zamerand na Stadium ulohy transkripéného faktora Meis2 v
embryonalnom vyvoji zebricky Danio rerio a jeho tlohy v ramci formovania neuralnej listy a
diferenciacie buniek neuralnej listy.

Bunky neuralnej listy su tvorené populdciou multi-potentnych embryonalnych buniek, z
ktorych sa formuje Sirokd Skala anatomickych Struktar. Neuralna liSta sa aj prave preto,
oznacuje ako Stvrty zarodo¢ny list (Hall, 2000), ktory dava vznik napriklad kraniofacialnym
chrupavkam a kostiam, gangliam enterického nervového systému, neurénom, melanocytom
alebo sa podiel’a na vzniku a formovani srde¢nych buniek (Simodes-Costa and Bronner, 2015).
Vdaka jej d’alekosiahlej diverzifikacii sa bunky neurdlnej liSty stali atraktivnym predmetom
vyskumu hlavne zo strany embryologov. Neuralna liSta a jej bunky st unikédtne pre rané
embryonalne vyvojové Stadia u stavovcov. Principy, na ktorych funguje neurulécia a vyvoj
neurdlnej listy st do velkej miery konzervované medzi jednotlivymi modelovymi
organizmami. Defekty, ktoré mozu vzniknit' pocas vyvoja neurdlnej liSty moézu mat
dramaticky dopad na velké mnoZstvo orgdnovych systémov. Neurokristopatia, patologia vo
vyvoji buniek neuralnej liSty zahfna syndromy ako hyperpigmentaciu, viacnasobné
kraniofacidlne poruchy a srdcové defekty (Bolande, 1997), a preto, je ddlezit¢ skimanie a
pochopenie mechanizmu, formovania a diverzifikacie neurdlnej listy.

Transkripéné faktory Meis patra do skupiny homeodoménovych proteinov TALE
(prediZenie troch aminokoyselinovych slu¢iek) a s schopné tvorit' heterodiméry alebo
heterotriméry s d’al§imi proteinmi, pravdepodobne cez priame protein-proteinove interakcie
(Jolma et al., 2015). V tejto praci sme sa zamerali na Meis2 transkripéné faktory, ktoré su u
zebriCky pritomne ako dva homologny meis2a a meis2b. V predoSlych stadidch boli
publikované vysledky, ktoré¢ predpokladaju, ze Meis2 zohrava dolezita ulohu ako regulétor
buniek neurédlnej liSty pocas embyondlneho vyvoja mysi, cez ucast na vyvoji hlavovo-
tvarovych kosti a chrupaviek a taktieZ na vyvoji srdca (Machon et al., 2015). Preto, je tato
praca zamerand na d’alSie Studovanie a porovnanie funkcie Meis2 na modelovom organizme
zebricky.

V experimentalnej Casti prace, boli pripravené mutanté linie meis2a a meis2b za ucelom
Studovania ich funkcie. Ako kontrola k experimentom na knock-down linach boli vyuzité
Specifické Morfolina na meis2a aj meis2b, ktoré znizuju expersiu spomenutych génov.
Nasledne boli knock-down a knock-out embrya podrobené fenotypovym analyzam, za icelom

Studovania participacie Meis2 na analyzovanych Struktarach.



2 LITERARNY PREHI’AD

1.1. Danio rerio

Danio rerio alebo hovorovo ,zebricka,, je sladkovodnd ryba, ktord je jednym z
najvyznamnejSich modelovych organizmov pre stidium vyvoja a genetiky u stavovcov. Tento
organizmus ma Siroké vyuzitie aj pri Studii l'udskych ochoreni alebo pri skriningoch
terapeutickychlieciv (Penberthy et al., 2002; Sumanas and Lin, 2004). Model zebricky
umoznuje obzvlaSt zaujimavi experimentdlnu manipulaciu vd’aka jej velkosti a moznosti
celoro¢ného chovu v laboratornych podmienkach.

Danio rerio patri do ¢el'ade kaprovitych ryb. Prirodzene sa vyskytuje v oblasti juznej,
juhovychodnej Azie,s najvyssou druhovou diverzitou v severovychodnej Indii,Bangladési a
Majanmarska. Zoskupuje sa v malych hejnach, najcastejSie v stojatych alebo pomaly tecticich
povodniach riek. Danio rerio zriedka prekraduje $tandardnt dizku tela 40 mm, aviak
domestikované kmene dosahuji az 50 mm. V prirodzenom prostredi sa dokaze prisposobit’
Sirokej skale teplot (od 6 °C po 38 °C). V laboratérnych chovoch je odporuc¢ana udrziavacia

teplota 28,5 °C, pri ktorej zebri¢ky vyrazne zvySuju rychlost’ rastu.

1.1.1.Reprodukcia a vyvoj

Zebricky vykazuju zreteI'ny pohlavny dimorfizmus. Samec ma StihlejSie dlhSie telo a vySsi
lesk zlatych pruhov, zatial’ ¢o samice majii mohutnejSie zaoblent bruSnu cast’ a st bez lesku.
U Dania sa vSetky gonddy povodne vyvijaju ako vajeCniky, ktoré sa u samcov zacinaju
diferencovatna semenniky priblizne 5-7 tyzdiov po vyliahnuti. Reprodukéna zrelost’ nesuvisi
s vekom s jej vekom, ako by sa mohlo zdat’, ale vel'kostou ryby, ktora dosahuje priblizne pri
23 mm.

Cuchové vnemy hraju ddlezita ulohu pri reprodukcii zebricky. Ovulacia je u samic spojena
s vystavenim sa sam¢im gonadalnym feromonom (Hurk and Lambert, 1983). Mladé samice
st schopné trenia kazdé 2-3 dni, priCom je mozné ziskat’ aj niekol'ko stoviek vajec z jedného
jedinca. S vysSim vekom ryby dochddza k predlZzovaniu tychto intervalov a zdroven k
zniZeniu poctu ziskanych pohlavnych buniek. Okrem veku je cela rada faktorov, ktoré moézu
ovplyvilovat' pocestnost’ vajec, ako je kvalita a teplota vody, strava, hustota jedincov,
vzajomna kompatibilita a podobne (Lawrence, 2007). Reprodukcia zebriciek je tzko spojena
s fotoperiodou. Prvy vrchol aktivity dosahuji ihned’ po osvetleni,d’alSie dva skoro popoludni a

pocas poslednej svetelnej hodiny (Plaut, 2000).
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Danio rerio je zname pre svoj rychly vyvoj v laboratornych podmienkach. Generacny cas
je kratky, spravidla 3 az 4 mesiace, ¢o ho robi vhodnym modelovym organizmom pre
selekéné experimenty. K najrychlejSiemu rastu dochadzaprave pocas prvych troch mesiacov,
nasledne dochadza k jeho spomal’ovaniu a zastaveni zhruba v 18 mesiacoch (Obr. 1).

Vajcia zebricky su velké v priemere 0,7 mm a priesvitné. Aktivuju sa pri kontakte s vodou.
Po vonkajSom oplodneni dochddza zhruba do 30 mintt k prvému deleniu, ktoré pokracuje

synchronne kazdych 15 minut (Obr. 1).
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Obrazok 1: Schematické zndzornenie embryondlnych vyvojovych Stadii zebricky.

Cyklus zacina mimotelovym oplodnenim. Prvé delenie nastane do 30 minut od oplodnenia. Po
vydeleni viacerych buniek, dochadza k ich migrdcii v procese gastruldacie. Embrya sa rychlo vyvijaju
do stadia 14-somitov v 16 hpf. Telesny plan a vsetky hlavné organy sa vyvijaju pocas prvych 24 hodin.
V stadiu 2dpf dochddza k vyliahnuti larvy. Zebricka dosahuje dospelost priblizne za 90 dni. Prevzaté a
upravené podla (Pennonen, 2017).

Embryogenéza u Danio rerio je obdobou skorého vyvoja u vyssich stavovcov, avsak oproti
stavovcom k nej dochadza podstatne rychlejSie. Prekurzory vSetkych hlavnych organov su
vyvinuté do 36 hodin po fertilizacii (hpf). Embryo mé& po 24 hpf plna sadu 30 parov

somitov,bijuce srdce a zac¢ina tvorba pigmentu, formuju sa oci a pokozka. (Obr. 2).
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Obrazok 2: Embryo zebricky 24 a 48 hodin po oplodneni.

(A) V stadiu 24 hpf ma embryo plnu sadu somitov, bijuce srdce, zacina tvorba pigmentu, oci, pokozky
a je citlive na dotyk. Vo faryngovom regione sa zacinaju vytvarat' celuste. V okoli chvostovej klenby
mozno identifikovat’ primordium chvostovej plutvy. (B) V 48 hpf dochddza k liahnutiu zebricky, je
viditelna pektorialna plutva. Prevzaté a upravené podla (Tyler, 2010).

Neuralna platiia sa objavuje do 10 hodin od zaciatku vyvoja, rovnako ako sa formuju prvé
somity. Neurdlna trubica sa zacina formovat’ v §tddiu 18 hpf, ked’ ma embryo 18 somitov.
Segmenty mozgu, neuroméry, mozu byt v tomto Stadiu zretelne identifikované. Je mozné
rozli$it' 10 neuromér smerom od anterioru k posterioru, prvé tri odpovedaju telencefalonu,
diencefalonu, mezencefalonu, poslednych sedem rhombencephalonu. U embryi 24 hpf sa v
regione faryng zacinaji formovat’ Cel'uste. (Tyler, 2010).

V optimalnych laboratornych podmienkach dochédza k vyliahnutiu lariev v rozmedzi 2,5-3
dni po oplodneni (dpf, Obr. 1). Larvy vykazuju spontannu aktivitu az od 5 dpf. Do tohto
obdobia ziskavaju potravu vyluéne zo Zitkového vaku, ktory je vy&erpany priblizne v 7 dpf,

po vytvoreni traviaceho Ustrojenstva.

1.1.2. Duplikacia genomu

Zhruba pred 350 milionmi rokmi dosSlo u viac ako 25 000 druhov stavovcov, vratane
zebri€ky, k duplikacii gendmu. Gendémova duplikicia vyustila k trom moznym osudom
duplikovanych génov. Jedna kopia duplikovaného génu moze ziskat’ nova adaptivnu funkciu,
ktora moze byt zachovana v genofonde (neofunkcializacia), alebo moze byt deaktivovana.
Tretou moznostou je subfunkcionalizécia, pri ktorej dojde k rozdeleniu funkcii pévodného
génu do jeho jednotlivych kopii (Force et al., 1999).
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1.1.3.Danio rerio ako modelovy organizmus

Danio rerio ma hned’ niekolko jedine¢nych vlastnosti, vd’aka ktorym sa stal vhodnym
modelovym organizmom. Pre jeho velkost je mozné udrziavat' velky pocet jedincov v
relativne malom priestore, s ¢im suvisia aj nizsie naklady na jeho chov. Sexualnu dospelost’
dosahuje za 2 az 3 mesiace, vd’aka comu je mozné ziskat' pozadované linie v kratkom case.
Samice su za idealnych podmienok vel'miplodné a tyzdenne mozu generovat’ velké mnozstvo
potomkov, ¢o je idealna situacia u genetickych skriningov, ktoré vyzaduju velky pocet
surodencov. K oplodneniu a vyvoju dochdadza mimo tela samice, takze embryd st I'ahko
pristupné k injikécii a d’alSej manipulacii. Vyvijajice sa embrya su do 24 hpf priesvitné, co
umoznuje sledovanie organogenézy spolo¢ne so zna¢enymi expresiami génov.

Velky pokrok pri identifikacii génov a genomickych oblasti zapojenych do rozvoja
Pudskych chor6bumoznila komplexna sekvendcia gendmu zebricky Danio rerio v roku 2013.
Howe et al. (2013) vo svojej praci porovnal ziskané sekvenacné data s genomom cloveka.
Porovnanies l'udskym referen¢nym genémom preukazalo, ze skoro 70 % l'udskych génov ma
aspoil jeden zrejmy ortolog u zebricky (Howe et al., 2013).

V case pred gendomovym sekvenovanim bola zebricka casto vyuZivanym modelovym
organizmom u ,,priamej genetiky,, zaloZenej na nahodnej mutagenéze, ktora mohla byt
vyvolana ionizujicim Ziarenim alebo mutagénnymi chemikaliami. Tento sposob skiimania je
financne aj Casovo naro¢ny skrz vicsi rozsah ziskanych genotypov, ktoré sa vyhodnocuju
cytogenetickymi technikami, klonovanim do plazmidov alebo spitnym kriZzenim. Sekvenacia
genomu, spolocne s vyvojom molekularnych nastrojov, napomohla k rozsireniu genetickych
pristupov stadia zebricky.

Najvicsia vyhoda zebricky ako modelového systému spociva v jej dobre preskumanej
genetike, v dostupnosti genetickych a vyvojovych pristupov a I'ahkej dostupnosti popisanych

mutantnych embryi a d’alSich charakteristik na strankach databdzy https:/zfin.org/.

13


https://zfin.org/

1.2. Metédy pre analyzugénovych funkcii u zebricky Danio rerio

Priama genetika bola aktivnym vyskumnym odvetim pocas uplynulych sto rokov a vd’aka
nej vzniklo vel’ké mnozstvo zbierok spontannych a indukovanych mutantov u zebricky, ale aj
inych druhov. Avsak, sekvenacia gendému odhaluje mnozstvo d’alSich génov, pre ktoré v
stiCasnosti neexistuju ziadne mutacie a ich funkcia je nezndma, preto je potrebné vyuzitie
reverznych genetickych pristupov.

Stadium funkcie $pecifickych génov vyzaduje mutagenézu pomocou aplikacie technik pre
umlcanie génov, ako je napriklad injikdcia Morfolin alebo vyradenie génov z funkcie

prostrednictvom CRISPR/Cas9 technologie.

1.2.1. Morfolina

Morfolina (MO) boli povodne vyvinuté pre klinické a terapeutické tcely, kde preukazali
vazne nedostatky (Summerton and Weller, 1997). Do vyvojovej biologie doSlo k ich
zavedeniu na zaciatku roku 2000 (Heasman et al., 2000). Morfolinové oligonukleotidy su
najviac vyuzivanym ani-sense knock down nastrojom u zebricky, u ktorej boli vyuzité pre
ploSny skrining génovych funkcii (Pickart et al., 2006) a verifikovanie mutantych fenotypov
(Nasevicius and Ekker, 2000; Dutton et al., 2001). Okrem toho, boli vyuZzité na redukciu
maternalnej tak aj zygotickej génovej funkcie (Ciruna et al., 2002).

Pre morfolinové oligonukleotidy je Specificka pritomnost” morfolinovych kruhov, ktoré
nahraddzaju  zvySky ribozy alebo deoxyribézy a taktieZ pritomnost neidnovych
fosforodiamidatovych vizieb medzi tymito kruhmi (Obr. 3). Morfolina, napriek tomu, Ze
napodobiiuju  skutocné nukleotidové sekvencie, st extrémne odolné voci nukledzam.
Zvycajne sa pouzivaji ako oligoméry 25 morfolinovych béaz, ktoré sa prostrednictvom
parovania komplementarnych béaz viazu na pozadovanu sekvenciu RNA. Vysledkom
komplementarneho parovania je molekula neutralne nabitého fosforodiamidatu, ktoryma
vysoku vézbovu afinitou k RNA, ¢im vznika stéricka prekazka spravneho spracovania RNA.

(Bill et al., 2009).
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Obrazok 3: Porovnanie Struktiury DNA a morfolinovych oligonukleotidov (MO).

Morfolinovy oligomér obsahuje kostry morfolinovych kruhov spojené fosforodiamidatovymi vizbami. Ribozovy
prsteni sa otvara oxiddciou, znovu sa uzatvdara pomocou amoniaku za vzniku substituovanej morfolinovej
skupiny. Fosforodiesterové vizby su medzi podjednotkami nahradené fosforodiamidatovymi vizbami. R a
R'znamenaju pokracovanie oligomérneho retazca v smere 5' alebo 3 '. Prevzaté a upravené podla
(Corey and Abrams, 2001).

Po naviazani Morfolin m6ze ddjst’ k zablokovaniu miesta zaciatku translacie (Obr. 4(A)).
Translaciu blokujuce MO sa viazu komplementdrne na mRNA sekvenciu v 5" neprekladane;j
oblasti (UTR) blizko zaciatku translacie, kde brania naviazaniu malej ribozomalnej
podjednotky, alebo sa viazu na sekvenciu prechadzajtcu Start kodonom mRNA (Summerton,
1999). Morfolina namierené proti kodujucej oblasti nemaju Ziadny ucinok, pravdepodobne
preto, ze ribozédmy su ich schopné odstranit z mRNA (Hardy et al., 2010). Translacné MO
mdzu inhibovat’ maternalnu aj zygoticku translaciu (Nasevicius and Ekker, 2000).

Okrem iného, Morfolina m6Zu ovplyviiovat’ aj maturdciu mRNA. MO blokujice spravny
zostrih pre-mRNA pracuju na zdklade inhibicie komponentov, ktoré st potrebné k spravnemu
zostrihnutiu pre-mRNA. Nespravne zaclenenie intronu, alebo preskocenie exonu ¢asto vedie k
vzniku nezmyselnych transkriptov a predc¢asnému ukonceniu transkripcie (Obr. 4(B)). Tento
druh MO inhibujt zygoticku translaciu a moze byt vyuzity na Stidium Specifickych izoforiem
zostrihovych variant. (Morcos, 2007).

Tretim moZnym mechanizmom funkcie MO je ochrana cielovych sekvencii, ktoré st inak
rozpoznavané malymi regulaénymi molekulami ako je napriklad miRNA alebo RNA vézbové

proteiny (Obr. 4(C), Choi et al., 2007).
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Obrazok 4: Mechanizmy funkcie Morfolin (MO).

Prirodzeny proces translacie v nepritomnosti MO (vliavo). Blokacia translacie mRNA po naviazani MO do jej
nekodujuceho miesta (5 'UTR) a zabranenie nasadnutiu malej ribozomalnej podjednotky (vpravo, A). Normalne
zostrihovanie pre-mRNA (vlavo). Hybridizacia MO s pre-mRNA sposobuje preskocenie exonu (oranzova) pocas
zostrihu, pretoze nedochddza k jeho rozpoznaniu (vpravo, B). Spravne rozpoznavanie sekvencia mRNA pomocou
malych vizbovych molekul (viavo). Blokovanie sekvencie mRNA MO nukleotidami a zamedzenie vizby malych
vdzbovych molekul (vpravo, C). Prevzaté a upravené podla (Hardy et al., 2010).

Vysledny neutrdlny ndboj a relativne mald velkost pomaha k difiznemu Sireniu
injikovanych Morfolin v ramci embrya. MO st zvy&ajne injikované do Zitka odkial sa $iria do
buniek, ktoré st so Zitkom prepojené do 8 bunkového $tadia. Uginnost MO je regulovana
vizobnou afinitou. V doésledku mitotickych aktivit dochaddza k riedeniu MO v jednotlivych
bunkovych linidch a poklesu ich ucinnosti. MO su mimoriadne U¢inné pocas prvych 50 hpf,
ale ucinky boli pozorované aj pri 5 dpf (Bill et al., 2009). Kinetika a aktivita proteinov je
d’als$im faktorom, ktory moZe obmedzit uwéinnost MO. VicsSina MO knock down
experimentov je neuplna, a preto méze dojst’ formovaniu malého mnozstva proteinov (Eisen
and Smith, 2008).

Antisense oligonukleotidy poskytuju sl'ubny pristup k skiimaniu génovej funkcie in vivo,
ale ich schopnost’ ponuknut’ jednozna¢né fenotypové vysledky je diskutabilnid. Okrem toho,
MO mo6zu indukovat’ p53-zavislu apoptozu (Pickart et al., 2006; Robu et al., 2007) a nepresné
cielenie na Specifické bunkové typy veduce k zmendm v génovej expresii, ktoré obmedzuju
fenotypovu analyzu (Gerety and Wilkinson, 2011).
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Kok et al. (2015) vo svojej stadii vyuzil nastroje pre Specificki génovi manipuléciu u
zebricky a indukoval muticie vo viac ako 20 génoch. U polovice testovanych génov, u
ktorych bola potvrdena Specifita MO rescue experimentom, nedoslo k ziskaniu publikovanych
fenotypov u morfantov. Autori predpokladaju, ze za tymito vysledkami stoji prave
nespecifické cielenie Morfolin na pozadovany gén. Tieto pozorovania naznacuju, ze uéinky
MO mimo ich ciel'si omnoho rozsirenejsie, ako bolo doteraz uvadzané. Autori zaroven
zdoraziujupotrebu prehodnotit’ pouzivanie antisense technoldgie pre charakterizaciu génovej
funkcie u zebricky a kladu doéraz na vyuzivanie cielenej mutagenézy. (Kok et al., 2015).

Génové manipulacie pomocou nukledz s'ubuji revoluciu vo vyvojovej bioldgii, ale podla
Blum et al. (2015) by zdkaz pouzivania MO sposobil vel’ku skodu vo vyvojovej biologii a v
neposlednej rade vyskumnej komunite vedcov zameranych na zebricky, kde je vécSina

ziskanych dat zaloZené na vyuzivani Morfolin.

1.2.2.Nukleazové modifikacie genomu

Pokroky v oblasti gendmového inZinierstva umoziiuju vytvarat’ modifikacie sekvenciiDNA
s vySSou ucinnost'ou a Specifitou, a to vSetko vd’aka programovatelnym nukleazam cielenym
na pozadované miesto. Spolo¢ne s opravnymi mechanizmami DNA sa tieto endonuklézy stali
mocnym molekuldrnym néstrojom, ktory mdze indukovat’ miestne Specifické dvojretazové
zlomy (DSB) vo vybranom chromozomalnom lokuse.

Oprava DSBma nesmierne ddlezity vyznam pre zachovanie genomove] integrity.
Homologicka oprava (HDR) a nehomologické spajanie koncov (NHEJ) sa povazuji za dve
hlavné cesty, ktorymi moéze dojst’ k opravam DSB. HDR zaistuje presni opravu DNA
pomocou neposkodenej sesterskej chromatidy alebo homolognej templatovej DNA.
Alternativne moéze byt HDR vyuzita na zavedenie templatu donorovej] DNA, ¢o vedie k
zavedeniu pozadovanych sekvencnych modifikéacii do vopred uréené¢ho miesta (knock in).
Oproti tomu NHEJ je najpriamejSou cestou pre opravu DSB, pretoZe retazce su jednoducho
spojené bez ohl'adu na genetické sekvencie pred vznikom DSB, ale takéto opravy vedu k
inaktivacii (knock out) génu. Spajanie koncov pomocou mikrohomolégie (MMEJ), je menej
charakterizovany opravny mechanizmus zndmy aj ako alternativny NHEJ. Povazuje sa za
proces, ktory je sprostredkovany parovanim bdz medzi mikrohomologickymi sekvenciami
vel'kymi priblizne 2-25 nukleotidov. (He et al., 2015).

Miestne Specifické nukledzy (SSN) - ZFN, TALEN a CRISPR/Cas9 umoznili
molekularnym biologom Specificky a trvalo menit’ geném rastlin a d’alSich organizmov. Tieto

nukledzy boli pouzit¢ na ziskanie Sirokej Skaly zmien v DNA, vratane malych inzercii
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a delécii, ale aj ku korekcii gendmovych mutéacii (Christian et al., 2010; Mali et al., 2013;
Shukla et al., 2009).

Nukledzy zinkovych prstov (ZFN) boli prvymi navrhnutymi SSN (Kim et al., 1996) a
spustil cielené Upravy genomu. ZFN sa generuji sfuzovanim proteinov zinkovych prstov
(ZFP), patria do skupiny DNA vézbovych motivov s neSpecifickou Stiepnou doménou
prerestrikény enzym Fokl.

Efektorové nukledzy podobné transkripénym aktivatorom (TALEN) boli navrhnuté ako
alternativa k ZFN (Boch and Bonas, 2010). Ide o DNA vidzbové doményodvodené z rastlinne;j

patogénnej baktérie rodu Xanthomonas. (Govindan and Ramalingam, 2016).

2.1.1.1 Crispr/Cas9 systém

CRISR/Cas9 systém, je adaptivny imunitny systém u mnozstva baktérii a archei, ktory
poskytuje rezistenciu proti cudzim genetickym elementom ako st virusy a plazmidy. Ide o
zhluk nahromadenych pravidelne rozmiestnenych kratkych palindromatickych repetic, kde je
kazdd z tychto repeticii nasledovand kratkymi segmentmi spacer DNA, ktora bola
inkorporovna pri predchadzajucom stretnuti s DNA elementmi. Pri opdtovnom napadnuti
rovnakym organizmom dojde k rozpoznaniu invazivne] DNA a jej interferencii. (Horvath and
Barrangou, 2010).

Ako jedna z poslednych SSN, bol navrhnuty CRISPR /Cas9 mechanizmus, odvodeny od
bakterialneho obranného systému, zaloZeny na RNA - navadzajicich nukledzach (sgRNA)
(Jinek et al., 2012). Komplex sgRNA a Streptococcus pyogenes Cas9 endonukledzy sa viaze
na komplementarnu DNA sekvenciu, ¢o vedie k Specifickému Stiepeniu DNA Cas9
endonukledzou. Zamenou 20 bp sgRNA sekvencie, dojde k presmerovaniu na int cielova
DNA sekvenciu, ktora ma byt Stepena (Cho et al., 2013; Cong et al., 2013). K inaktivacii
génov dochadza prostrednictvom malych inzercii alebo delécii (indolov) zavedenych pocas
opravy Stiepenej DNA nehomologickym spajanim koncov (NHEJ, Obr. 5), ¢o sposobuje

posun ¢itacieho ramca a pritomnost’ pred¢asnych stop kodonov (Hwang et al., 2013).
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Obrazok 5: Editaciu genomu veduca k inaktivdcii génu.

K inaktivacii génu dochdadza nehomolognickym spajanim koncov (NHEJ) po vytvoreni dvojretazcovych zlomov
(DSB) DNA. Pocas nehomologickej opravy DNA, méze dojst k zavedeniu delécii alebo inzercii a tym k posunu
Citacieho ramca. Prevzaté a upravené podla (Hryhorowicz et al., 2017).

CRISPR/Cas9 systém pozostava z troch zloZiek; Z Cas9 endonuklézy, ktora pdsobi ako
DNA senzor a spdsobuje dvojretazcové prerusenie DNA. CrRNA (CRISPR RNA) je dlha
priblizne 20 az 50 nt a tracrRNA (transaktivujuca crRNA), ktord pozostava zo 75 az 171
nukleotidov (Obr. 6). CrRNA a tracrRNA st malé RNA molekuly, ktoré sa spolo¢ne
podielaji na navigéacii Cas9 na Specifické cielové miesto v gendme. TracrRNA, je dolezita
pri interferencii Cas9 s DNA. Baktérie a archea rozpoznavaju cudzorodi dna na zaklade
ziskane] 1munity po predchadzajicejinkorporacii tejto DNA do malych segmentov
nazyvanych protospacer, ktoré su nasledne integrovné do CRISPR lokusov v hostitel'skom
gendme. Protospacer sekvencie po inkoropréciii do CRISPR lokusov vytvoria jedinecné
spacer miesta obklopené dvoma opakujucimi sa sekvenciami. Expresiou a transkripciou
CRISPR dochadzka k vzniku velkého mnoZstva crRNA. Prave inkorporacia spacer DNA
umoziuje nasledne crRNA rozpoznavat’ invazivnu DNA. S pritomnost’ou tracrRNA, ktora sa
viazena crRNA dochadza k vytvoreniu chimerickej sgRNA, ktord naviguje Cas9 na invazivu
DNA. Invazivha DNA je potom Stiepend na menSie kusy. Schopnost’ systému zacielit’
invazivu DNA taktieZ vyzaduje pritomnost  kratkych trojnukleotidovych sekvencii,
Standardne ide o NGG motiv, kde N moze byt adenin, tymin, guanin alebo cytozin. Tento

kratky motiv sa nazyva susedny motiv protospaceru (PAM). (Obr.6, Xu, 2013).

19



PAM

(I

Cielova DNA (
sl

L

Stiepena IR
sekvencia Bmmcl I‘!_tl,ll sl Gl nlruclm” |Gmnmmmmmc
off|[|® [II| a
CUAUUGCCUGAUCGGAAUAAAAUU iGAUA

A
A A

Spacer (Cast’
cUUGAMMGUGGCACCGA

crRNA)

tracrRNA

sgRNA

Obrazok 6: Schéma RNA dependentného endonukleazového systému CRISPR/Cas?9.

Oranzovy nepravidelny utvar predstavuje endonukleizu Cas9, ktora Stiepi vidkno DNA. Jednovlikovna
sekvencia je sgRNA, avsak len sekvencia znazornend cervenym (nazyvand spacer,céast crRNA) Specifikuje miesto
kde bude Cas9 Stiepit’ alebo vytvarat' dvojretazcové zlomy (DSB). Modrym je zndzornena tracrRNA, ktord je
dolezita pri interferencii Cas9 s DNA a spolocne so spacer vytvara sgRNA. Sekvencia DNA, ktord bude stiependa
Jje zndzornend ciernou farbou a paruje so spacer (Cervena). Susedny motiv protospaceru (PAM), ktory pomdha
zacielit invazivnu DNA je znazorneny zelenou, kde N v sekvencii NGG moze byt adenin, tymin, guanin alebo
cytozin. Prevzaté a upravené podla (Xu, 2013).

V porovnani s predchadzajucimi technikami upravy génov ZFN a TALEN, ktoré sa viazu
na Specifické sekvencie DNAprostrednictvom proteinov, CRISPR/Cas9 systém identifikuje
Specifick¢é miesta na DNA prostrednictvom komplementarity medzi 20 nukleotidovou
sekvenciou sgRNA a protospacer v DNA, ¢o je jednoduchsi a lacnejsi pristup génového
inZinierstva ako v predoSlych dvoch pripadoch. Okrem toho, viaceré Studie ukdzali, Ze
CRISPR/Cas9 ma vyssiu efektivitu ako ostatné SSN techniky (Ikmi et al.,2014; Smith et al.,
2014).

V sucasnej dobe je k dispozicii Siroka Skala dostupnych online nastrojov ako napriklad
CHOPCHOP, CCtop, CRISPOR, pre navrhovanie sgRNA, ktoré sa mézu liSit’ v Specifikacii
roznych parametrov (pre viac info pozri (Cui et al., 2018)). Hlavnym cielom pri navrhu
sgRNA je najst’ taka cielovi sekvenciu v gendme, kde je l'ahko detekovatelnd PAM
sekvencia. AvSak, hlavnou vyzvou pri navrhovani vhodnych sgRNA je efektivita a Specifita.
So Specifitou stvisi off-targetova aktivita sgRNA, ktord mdze byt spdsobena tak ako sgRNA
aj Cas9, avsak systém CRISP/Cas9 je schopny tolerovat’ niekolko mismatch (Lin et al.,
2014).
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CRISPR/Cas9 sa stal vdaka jeho robustnosti a flexibilite vSestrannym aplikaénym
nastrojom nielen pre moznost’ Upravy gendmu, ale aj moznost’ mnohych d’alsich genémovych
a chromatinovych uprav vid’. Obr.7. Alternativne moznosti pouzitia tohto systému st mozné
kvoli programovatelnej targetovej kapacite katalyticky inaktivnej Cas9 (dCas9), ktorad
nestiepi DNA, ale stale je schopnd byt navigovana na cielova sekvenciu (Jinek et al., 2012).
CRISPR-Cas9 ma dve katalytické domény (HNH a RuvC), ktoré spolu pdsobia a
sprostredkovavaji dvojretazcové zlomy DNA (Nishimasu et al.,, 2014). Kazdd z tychto
katalytickych domén Stiepi jeden retazec DNA, vysledkom ¢oho st DSB. Bodova mutécia v
ktorejkol'vek z tychto domén vedie k Stiepeniu len jedného vldkna DNA, zatial’ o mutéacie v

obidvoch doménach vedu k plnej strate aktivity Stiepenia (Jinek et al., 2012).
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Obrazok 7: Oblasti vyuZitia technoldgii zaloZenych na CRISPR-Cas.

Neposkodena Cas9 umoziuje editaciu genomu prostrednictvom svojej aktivity Stiepenia DNA (A). Enzymy Cas9
s poSkodenou katalytickou aktivitou boli vyuzité na génovu reguldaciu, kde Cas9 fuzuje s trans-efektorom a
reguluje promotorovu aktivitu (B), na editaciu epigenomu, kde Cas9 fuzuje s epigenetickym modulatorom za
ucelom modifikdcie histonov alebo DNA (C), nazobrazovanie chromatinu, kde Cas9 aktivovand sgRNA viaze
MS?2 proteiny znacené fluorescencnym proteinom (D). Okrem toho katalyticky inaktivna Cas9 bola vyuZitd na
editaciou bazy bez prerusenia dvojretazca DNA pomocou nikazy Cas9 fuzovanou s APOBECI (deamindzovy
enzym) a inhibitorom Uracyl glykozylazy (UGI)), proteinovy multikomplex je schopny konvertovat cytozin na
tymin (E). CRISPR technologia umoziiuje zacielenie RNA pomocou Casl3 (F), Chromatinovy topologicky
pristup moze zmenit vzdialenost enhancera a promotora a moze dojst’ k presunu enhancera z umlcaného useku
regionu aktivneho chromatinu (G).Posledna je technika zobrazovania chromatinu a je zaloZend na dCas9
fuzovanom s fluorescencnym proteinom, ktory sa vyuziva na oznacenie cielovych lokusov (H). Prevzaté a
upravené podla(Adli, 2018).
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1.3. Neuralna liSta

Neuralna lista (NL) bola prvykrat popisand v roku 1868 na modely kurata Wilhelmom
Hisom ako skupina migrujucich buniek z priestoru medzi neurdlnou trubicou a budicim
epidermalnym ektodermom. Ide o populaciu multipotetnych migrujacich buniek, ktoré su
unikatne pre embrya stavovcov. K jej vzniku dochadza na laterdlnom okraji neuralnej platne.
Bunky neuralnej liSty migruju cez embryo a davaju vznik Sirokej skale bunkovych typov ako
napriklad periférnym a enteralnym neurénom a gliam, tvarovym chrupavkdm a kostiam,
hladkym svalom a pigmentovym bunkdm. Bunky neuralne;j listy (NCC) sa stali predmetom
velkého zaujmu zo strany embryoléogov prave vdaka ich dalekosiahlym migraénym
schopnostiam a vyvojovej plasticite, aj preto st niekedy oznacované ako $tvrty zarodocny list
(Hall, 2000). Stadie, hned’ na niekol’kych modelovych organizmoch (mys, kura, Xenopus,
zebricka) preukdzali, Ze k aktivacii komplexnych signdlnych génov dochddza na hranici
neurdlnej platne v dosledku reakcie na induk¢né signaly neuralnej listy. (Huang and Saint-

Jeannet, 2004).

1.3.1. Formovanie neuralnej listy

Na konci gastrulacie dochadza k vzniku neurdlnej listy, ktord je indukovana
viacstupiiovym procesom, za¢inajucim sa v Stadiu gastruly a pokracujucim az do uzavretia
neuralnej trubice. Neurdlna platha obsahuje multi-progenitorové bunky, ktoré st schopné dat’
vznik bunkdm neurédlnej liSty (Meulemans and Bronner-Fraser, 2002; Sauka-Spengler and
Bronner-Fraser, 2008), ale aj ektodermalnym plakoidom, epidermalnym bunkdm alebo
senzorickym neurénom centralneho nervového systému (Groves and LaBonne, 2014). Bunky
neurdlnej listy st indukované v ektodermalnej zarodocnej vrstve pocas gastruldcie. Na
zaCiatku su lokalizované na okraji neuralnej platne (Obr. 8(A)). Pocas neurulécie sa neuralne
valy uzatvaraji, spojenim neurdlnych valov v dorzalnej stredovej linii dojde k vzniku
neurdlnej trubice (Obr. 8(B,C)). VSeobecné pricipy neuruldcie a vyvoja nervového hrebena su
do velkej mieri konzervované. Avsak, v rdmci druhov existuju aj Specifické rozdiely. U ryb
nie je neurdlna platia len striktne epitelidlna, stretivame sa tu s oznacenim takzvanej
,,sekundarnej neurulacie,, ktord je lokalizovana do najviac posteriondlneho neuralneho
tkaniva, ktoré okrem iného obsahuje aj mezenchymalne bunky, podielajuce sa na formovani

neuralnej trubice (Papan and Campos-Ortega, 1994).
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Bunky neurdlnej liSty nésledne podstupuju epitelovo-mezenchymalnu tranziciu (EMT),
ktord im umozni delaminovat’ z neuroepitelu a migrovat’ cez embryo (Obr. 8(C)), ¢o vedie k
ich transformdcii na migra¢ni miltipotentnii progenitorovi bunkovu populédciu (Obr. 8(D)).
Tato populacia buniek podstupuje zaroven najrozsiahlejSiu migraciu zo vSetkych
embryonalnych kmenovych buniek, casto dochddza k migracii na velké vzdialenosti po
vysoko stereotypnych drahach. Schopnost’ segregacie a migracie od neuroepitelu je jednou z
jedinecnych vlastnosti buniek neuralnej listy. (Huang and Saint-Jeannet, 2004).

(E) Derivity neurilnej listy

(A)  Neurdlna platita ~ Okraj neurélnej

platne Neneuralny Mezenchymalne bunky
ektoderm Chondroblasty/chondrocyty

( f Osteoblasty/osteocyty

Fibroblasty
Odontoblasty

Chorda Kardialny mezenchym
(B) Premig:raéné b'll]f]_ky Myob[asty
neuralne;j listy Adipocyty

Neuronalne bunky
Senzorické neurony
Cholinergické neurony
Adrenergicke neurony
Satelitné bunky
Schwannové bunky

Neuralny val [{ , 4 ?
Gliové bunky

© Sekre¢né bunky
Chromafinové bunky
Parafolikularne bunky
Kalcitionin-produkujice bunky

Epidermis

Pigmenta¢né bunky

Delaminujiuce Melanocyty

' bunky neuralnej listy

e,
Nervova
trubica ’

o b

% Mlgrama buniek
’ neuralnej listy

Obrazok 8: Vyvoj neurdlnej listy a formovanie jej derivdtov.

Vyvoj neurdlnej listy zacina v procese gastruldacie, kde dochddza k Specifikacii okrajov neuralnej platne (A).
Pocas uzatvarania neurdlnych valov su progenitory neurdlnej listy Specifikované na ich dorzailnej strane (B). Po
Specifikacii, bunky neurdlnej listy podstupuju epitelovo-mezenchymalnu tranziciu (ETM) a dochadzka k ich
delaminacii z neurdlnej trubice (C). Migrujice bunky neurdlnej listy migrujii po stereotypnych drdahach do
roznych destinacii, kde davaju vznik mnozstvu derivatov (D). Neurdlna lista ma multipotentny charakter a je
schopna dat vznik réznym typom buniek vrdtanie buniek mezenchymdalnych, neurondlnych, sekrecnych a
pigmentacnych. Prevzaté a upravené podla (Simoes-Costa and Bronner, 2015).
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1.3.2. Bunky neuralnej liSty

Medzi vlastnosti neuralnej liSty patri schopnost’ generovat mnohondsobné bunkové linie.
Bunky neuralnej listy sulokalizované v dorzalnej Casti uzatvarajicich sa neuralnych valov a
iniciuju expresiu génov neuralnej listy ako FoxD3 (Labosky and Kaestner, 1998) a Sox/0
(Southard-Smith et al., 1998), ktoré iniciuju ich Specifikaciu.

Telova osa je rozdelena na jednotlivé regiony smerom od anteriou k posterioru, ¢o sa
odraza v subpopulaciach NCC, ktoré tvoria odlisné sady derivatov (Obr. 9).

Bunky hlavovej NL prudia dorzolaterdlne a davaja vznik tvarovym chrupavkam, vratane
hornej a dolnej celuste, jazykly, takisto aj glidm a niektorym neurénom senzorickych
hlavovych ganglii (Couly et al., 1998, Obr. 9).

Tesne pod hlavou sa nachadzaju bunky vagovej NL, ktoré spolo¢ne so sakralnymi
bunkami pradia smerom do srdcového traktu a enterickych ganglii ¢riev. Vagové bunky st
lokalizované blizko somitov 1-7 a bunky sakrdlnej NL su lokalizované posteriorne od
somitu 28. (Creazzo et al., 1998, Obr. 9).

Medzi bunkami hlavovej a trupovej NL su lokalizované bunky srde¢nej NL, ktoré okupuji
priestor somitov 1-3 a prekryvaji tak oblast’ okupovanu bunkami vagovymi (Kirby and
Hutson, 2010). Tento typ buniek NL mdze diferencovat do neurénov, melanocytov,
chrupaviek a spojivovych tkaniv a tiez do 3,4 a 6 faryngového obluku. Okrem toho, srde¢né
NCC moézu vytvarat' arteridlne spojivové tkanivo a podielat’ sa na vytvdrani septa, ¢im
dochadza k oddeleni pl'icnice a aorty (Le Lieévre and Le Douarin, 1975).

Bunky trupovej NL pradia ventrolateralnev segmetalnych Strukturach cez somity smerom
k spindlnym ganglidm (Obr. 9). Bunky neurdlnej listy, ktoré neostavaju v sklerotdémoch
pradia viac ventralne a podielaju sa na formovani sympatickchy ganglii periférneho
nervového systému, ktoré zahfnaji senzorické neurény (Le Douarin and Smith, 1988).
Trupovo Specifické derivaty neparticipujii na vytvarani chrupaviek ani kardiovaskularneho
systému ako to bolo u predoslych bunkovych populacii (Le Li¢vre and Le Douarin, 1975).

Kozné pigmentové bunky a periferdlne glie pochadzaji zo vSetkych axidlnych trovni
NCC. (Simdes-Costa and Bronner, 2015).

Abnormalny vyvoj neuralnej listy, skrz ucast’ buniek neuralnej liSty na mnohopocetnych
migrujucich bunkovych liniach, moéze mat dramaticky dopad na mnoho orgénovych
systémov. Patologie znama ako neurokristopatie, porucha vyvinu NCC (Bolande, 1997),

zahfia Waardenburg - Shahov syndrom (hyperpigmentéacia), frontonazalnu dysplaziu
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(viacnasobné kraniofacidlne poruchy), DiGeorgeho syndrom (kraniofacidlne poruchy a
srdcové defekty). Preto, je dolezité skiimanie a pochopenie mechanizmu, formovania a
diverzifikacie neuralnej listy.
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Obrazok 9: Regiony neurdlnej liSty u kurat’a.

Bunky hlavovej neurdlnej listy (NL) migruju do faryngovych oblukov a formuju kosti a chrupavky hlavy, taktiez
glie a niektoré neurony senzorickych hlavovych ganglii. Bunky vagovej NL (v blizkosti somitov 1-7) a bunky
sakralnej NL (posteriorne od somitu 28) prudia smerom do srdcového traktu a enetrickych ganglii ¢riev. Bunky
srdcovej NL migruju zo somitov 1-3 a podielaju sa na vytvarani septa, ¢im dochadza k oddeleni plicneho
vytoku a aorty. Bunky trupovej NL (od 6 somitu) formuju sympatické ganglia a periférny nervovy systém, okrem
toho sa cast z nich (somity 18-24) formuje dren nadobliciek. Prevzaté a upravené podla (Gilbert, 2003).

1.3.3. Reguliacia buniek neuralnej liSty

Predpoklada sa, Ze vyvoj neuralnej liSty je pod kontrolou skupiny transkripénych faktorov
a epigenetickych aspektov, ktoré su usporiadané hierarchicky, v génovych regulacnych
kaskadach. Najskor dochadza k expresiigénov, ktoré reguluji okraj neurdlnej platne.
Vysledkom je séria pozitivnych regulacnych interakcii, ktoré ustia k vytvoreniu domény
prekryvajicej expresiu génov Specifickych pre okraj neurédlnej platne. Nakoniec, zohravaja
dolezitt ulohu inhibi¢né interakcie medzi neurdlnymi a neneurdlnymi transkripénymi
faktormi, ¢im dochadza k presnejSiemu vymedzeniu tychto hranic a tiez k vzniku
progenitorovej domény, ktord ma regulacné schopnosti odlisné od neuralnej platni a

neneurdlneho ektodermu. Vystupom z tychto signalnych dréh je nastolenie regula¢ného stavu,
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ktory je schopny oddelit’ bunky neurdlnej liSty od ostatnych ektodermalnych domén. (Simdes-
Costa and Bronner, 2015).

Za posledné desatrocie bolo vynalozené velké usilie na skiimanie signalnych molektl
zapojenych do indukcie neuralnej liSty. Preukazala sa ucast’ najmenej Styroch signalnych drah
zapojenych do tohto procesu. Medzi ne patria signalne kaskady kostnych morfogenetickych
proteinov (BMP), WNT signalna kaskdda a signalna kaskada fibroblastovych rastovych
faktorov (FGF), novsie aj signalne drahy Notch / Delta (Obr. 10). Prvy, z tychto regulacnych
krokov sa objavuje pocas gastrulacie kedy dochadza k indukcii neuralnej platne, kedy FGF
posobi v sulade s inhibitormi (noggin, chordin, folistatin) BMP a WNT signalnou kaskadou,
¢o usti do aktivacie expresie neuralnych génov ako Erni, Otx2 a Sox1/3 (Streit et al., 2000).
WNT a BMP signalne drahy pochadzaji z laterdlnych oblasti embrya, zatial' o inhibitory
tychto drédh st sekretované zo strednych oblasti embrya, napriklad z domény neurélnej
platne.Gradient aktivity WNT a BMP je ustanoveny rovnovahou medzi ich aktivatnymi a
inhibi¢nymi signalmi, to znamena, ze bunky buduceho okraja neuralnej platne st vytvarane v
zonach so strednou aktivitou WNT a BMP (Groves and LaBonne, 2014). Delta
pravdepodobne blokuje expresiu markerov neuralnej liSty, ¢o naznacuje, ze Notch draha hra
ulohu vo formacii neuralnej listy, pravdepodobne cez down-regulaciu BMP4 v ektoderme, ¢o
vedie k expanzii progenitorov neuralnej listy (Glavic et al., 2004).

Niektoré cis-regulacné gény sa ukézali ako priame modulatory okraja neuralnej platne,
ktoré su aktivované pocas skorej gastruldcie (Obr. 10). Niektoré gény, ktoré regulujii okraje
neuralnej platne si exprimované vo viacerych medidlnych doménach iné su exprimované viac
laterarne. Gén Zicl je exprimovany v neuralnej platni a zohrdva ulohu v neuralnej indukcii,
zatial’ Co Tfap2a je aktivny v prospektivnej epidermis (Li and Cornell, 2007). Expresia génov,
ktoré Specifikujii okraj neurdlnej plate ovplyviiuje dalej osudy bunkovych progenitorovych
populdcii.

V procese, ktory je znamy ako Specifikdcia neurdlnej liSty dochiddza ku kumulacii
markerov ako FoxD3, Snail/2 and Sox8/9/10. Po tom ako je neurdlna liSta Specifikovana,
dojde k radikalnym génovo regulovanym zmenam, ktoré umoznuji ETM a iniciuji migraciu
buniek spolu s ich diverzifikéciou.

Vyvin neurdlnej liSty z okrajov neuralnej platne je riadeny spolo¢nym pdsobenim
viacerych Specifikatorov (Obr. 10) a signalnych drah. Ako prvé si vo vznikajucej neurélnej
liste exprimované FoxD3, Etsl a Snail/2 (Khudyakov and Bronner-Fraser, 2009). Expresia
FoxD3, tak ako aj expresia Ets/, je regulovand Pax3/7 a MsxI, ¢o preukazuje ich dolezitost’

pocas rannych faz Specifikacie neuralnej listy (Khudyakov and Bronner-Fraser, 2009). Tfap2a
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pravdepodobne pdsobi ako dolezity transkripny faktor v neuralnej Specifikacii,
reorganizujuci chromatinovi konformaciu a zabezpeCuje tak pristup inych transkripénych
regulatorov. Taktiez aj d’alSie gény exprimované v neuralnej platni, ako napriklad Myb, Myc a
Prdml st zapojené do Specifikacie neuralnej listy. (Simoes-Costa and Bronner, 2015). V tejto
faze, premigra¢né bunky neuralnej liSty exprimuju celu sadu Specifikujacich génov (FoxD3,
Snai2, Etsl, Sox8/9/10 a Pax3/7) ako aj niektoré gény modulujiice okraj neuralnej platne
(Tfap2, Msxl, Zicl). Tento nastoleny regulacny stav iniciuje delaminaciu buniek neuralnej
listy cez ETM (Simoes-Costa and Bronner, 2015).

Epitelovo-mezenchymalna tranzicia (ETM) je proces, pri ktorom dochddza k Struktirnym
zmendm v premigraénych bunkach neurdlnej liSty, ktoré su kontrolované stovkami
efektorovych génov. ETM je dvojstupiiovy proces, ktory v prvom rade vedie k delaminacii
buniek NL z neurdlnej trubice, v druhom rade su tieto delaminujice bunky zapojené do
ziskania mezenchymalnych vlastnosti a migracnej moforlogie. Do ETM st zapojené signalne
drahy, ako je WNT signalizacia cez transkripciu a post-transkripénu regulédciu Snail / 2
(Yook et al., 2006). V procese ETM dochiadzka k poruseniu adhezivnych spojov,
umoziujucich segregaciu. Transkripénd regulacia kadherinov je centralnym procesom v
ETM, kde dochadza k prepinaniu medzi typom 1 kadherinu (ako napriklad Ecad, Ncad) a
typom 2 kadherinu (Cad7, Cadl1). Predpoklada sa, ze niekol’ko génov, ktoré Specifikuji NL
sa podiel’a aj na regulacii kadherinov pocas ETM.

Po delaminacii, migrujuce NCC ziskavaju novy regulacny stav, exprimuji mnoZstvo
transkripénych faktorov délezitych pre ich migraciu a iniciuju diferenciacné programy, ktoré
vedu k odliSnym derivatom (Obr. 10). Niektoré Specifikujice gény NL, ako napriklad FoxD3,
Etsl a Sox8 / 9/10 ostavajuzachované v migrujicich bunkdch (Betancur et al., 2010).
Migrujuce NCC su nepretrzite vystavované réznym enviromentdlnym signalom a tak sa

diferencuju na Siroku Skalu derivatov. (Simdes-Costa and Bronner, 2015).
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Obrazok 10: Génovd regulacnd siet’ (GRN) pre formovanie buniek neurdlnej listy.

Nacrt GRN kontrolujiicej vyvoj neurdlnej listy. K tvorbe embryonalneho ektodermu dochddza cez rézne signaly,
ktoré indukuju expresiu Specifickych génov, pre formovanie okraja neurdlnej platne, ¢im dochddza k tvorbe jej
hranic. Tieto gény sa navzdjom pozitivne regulujii a tiez vedu k Specifikacii neurdlnej listy prostrednictvom
aktivacie Specifikatorov neurdlnej listy. Tento Specifikacny program vedie k aktivacii epitelo-mezenchymalnej
tranzicie (ETM), ktord umozZiiuje migrdciu buniek neurdlnej listy. Migrujiice bunky neurdlnej listy exprimuju
subor regulatorov ktoré im davaju schopnost pohybovat' sa a iniciovat rézne diferenciacné programy. Prevzaté
a upravené podla (Parker et al., 2018).

Vo vyvijajicom sa embryu, posobia opozitné gradienty hlavnych signalnych dréh ako je
dréha retinovej kyseliny (RA), FGF, WNT, ktoré iniciuji usporiadanie a uhniezdenie
génovych exprimaénych domén pozdiz hlavovo-chvostovej osi v nervovom systéme
(Deschamps and van Nes, 2005). Takéto usporiadanie spiSta interakcie medzi transkripénymi
faktormi, ktoré vytvaraji péasy génovej expresie a tie urcuji budice hranice rhombomér
(Parker et al., 2016). Hox gény sa Ucastnina tychto kaskad, pretoze poskytuji priame
odpovede na RA signalizaciu, ktord je zodpovedna za uhniezdenie génovych exprimaénych
domén, interagujii so segmentaénymi génmi a tak ovplyviiuju formovanie rhombomér
(Obr. 11) a zaroven sa podielaju na auto a medzi-regulaénych interakciach doélezitych pre
udrzanie segmentacnej expresie a Specifikécii ich identity. KI'iCovym rysom tohto procesu je
vytvorenie linie s ur¢itymi kompartmentami alebo segmentami, kazda s expresiou unikatnych
Hox génov, ¢o usti do formovania hlavovo-chvostovej osi, dolezitej pre formovanie
regiondlnych variacii v zadnom mozgu. Pocas segmentacie zadného mozgu, delaminujice
bunky neurélnej liSty migruju vo vyhradenych prudoch za ucasti Hox génov a osidluju
jednotlivé faryngové obliky. Specifické rhomboméry prispievajii odlisne do jednotlivych
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pradov, napriklad najviac NCC, ktoré migruju do prvého faryngového obluku (PA1) vzniké z
druhej mezoméry stredného mozgu, zatial’ co do PA2 pridia bunky prevazne z rhomboméry 4

(Obr. 11). (Parker et al., 2018).

| Hox negativ | | Hoxa2, b2

Hoxa3, b3, d3

|Hoxa4, b4, d4

Obrazok 11: Schematické zndzornenie expresie Hox génov a migrdcie buniek neurdlnej listy (NCC) do
farnygovych oblukov (mys).

Farby jednotlivych faryngovych oblikov (PAI1-PA4) odrdzaju ich hlavovo-chvostovu identitu, ktora je
Specifikovand faryngovym Hox kodom. Tmavo modrymi Sipkami su zndzornené migracné prudy NCC z
rhombomeér (r1-r8) do faryngovych oblitkov. Vo faryngovom obliiku 1 (PAI) nie su exprimovné Ziadne Hox gény
(Hox negativ). Exprimacie jednotlivpych Hox génov vo faryngovych oblikoch siu zndzornené farebne. Prevzaté a
upravené podla (Parker et al., 2018).
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1.4. Meis transkripcné faktory

Objav transkripcného faktora Meis (myeloidovy ektopicky virovy integraény priestor) je
spojeny s rakovinou a embryonalnym vyvojom. Bol objaveny ako homeoboxovy (HOX)
kofaktor u stavovcov aj bezstavovcov, pocCas experimentov na D. melanogaster, kde jeho
mutacia spdsobila homeoticku transformaciu a u pacientov videla k urychleniu progresu
HOX-dependentnej leukémie (Moskow et al., 1995; Rieckhof et al., 1997). Stadie v
poslednych rokoch odhalili nové molekularne detaily o fungovani Meis proteinov v roznych
vyvojovych prostrediach, avSak vela z nich nebolo doteraz overenych, tak ako nebol uplne

preskiimany ich vyznam u nadorov.

1.4.1. Rodina Meis proteinov a ich Struktiura

Meis gény koduju transkripéné faktory, ktoré patria do samostatnej skupiny TALE
(prediZenie troch aminokoyselinovych slugiek) homeodoménovych (HD) proteinov a HD
vyuzivajii na vizbu s DNA. U TALE proteinov dochadza takmer vzdy k prediZzeniu motivom
prolin-tyrosin-prolin (PYP) (Obr. 12, Mukherjee and Biirglin, 2007). Tieto motivy vytvaraji
hydrofony vak, ktory umoziiuje TALE homeodoménovym proteinom viazat' sa na DNA
(Saadaoui et al., 2011).

Meis gény patria do rodiny Meinox. Tato rodina génov je pritomna u zvierat ale aj u
rastlin, kde su zname uz ako meis a knox gény. U stavovcov sa rodina Meinox d’alej deli na
Meis a Prep rodinu. Cicavce maju tri homolégy Meis génov (Meisl, Meis2, Meis3) a dva
homology prep génov (Prepl a Prep2). Avsak, u zebricky je tychto génov az pat (meisla,
meislb, meis2a, meis2b a meis3) k ¢omu doslo v procese gendmovej duplikdcie pocas
evolucie (Furutani-Seiki and Wittbrodt, 2004).

Vsetky Meis proteiny su si velmi podobné, a preto je ich tazké odlisit najmd pri ich
overexpresii alebo u experimentov spoliehajiacich sa na detekciu prostrednictvom protilatok.
U l'udi a mysi je identita Meis1 a Meis2 transkripénych faktorov viac ako 85 %. (Schulte and
Geerts, 2019).

Meis proteiny zdiel'aji dva spoloc¢né Struktirne znaky, Meinox homolégnu doménu, ktora
je tvorena dvoma alfa helixami, MH-A a MH-B a TALE-HD (Obr. 12.). Okrem toho, vsetky
Meinox proteiny obsahuji N- a C- domény, produkované alternativnym splicingom (Obr. 12,
Geerts et al., 2005). N-termindlny koniec pravdepodobne nema ziadnu biochemicku aktivitu,

zatial’ o C-terminalny koniec plni funkciu transkripcnej aktivacnej domény (Hyman-Walsh et
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al., 2010). Meinox proteiny obsahuju aj jadrovy exportny signal (NES) a jadrovy lokaliza¢ny
systém (NLS) (Obr. 12, Kolb et al., 2018).

MNES MLS

N— MHA — MH@ -n—H D | ——c

Obrizok 12: Struktiira proteinov Meis.

Meinox doména pozostava z dvoch homolognych alfa-helixov, MH-A a MH-B. Na MH-B doméne je lokalizovany
Jadrovy exportny signal (NES, zndazorneny modrou). NES je tvoreny sekvenciou aminokyselin LLELEK, ktora je
vysoko konzervovand a bola ndjdena v MH-B doméne u stavovcov aj bezstavovcov v Meis aj Prep proteinoch.
TALE (predizenie troch aminokoyselinovych sluciek) homeodoména (HD) je taktiez evolucné konzervovand v
tejto rodine a na jej N-konci sa nachadza jadrovy lokalizacny signal (NLS, zndzorneny cervenou). Prevzaté a
upravené podla (Schulte and Geerts, 2019).

1.4.2. Komplexya interakcie Meis proteinov

Proteiny z rodiny Meinox st schopné vytvarat’ heterodiméry s TALE proteinmi PBX1-
PBX4, ktoré su im Struktirne podobné. K tvorbe heterodimérov dochadza v nepritomnosti
DNA prostrednictvom homolégne domény lokalizované na N- termindlnom konci (MH-A a
MH-B u Meinox a PBC-A a PBC-B u PBX proteinov). (Knoepfler et al., 1997; Shanmugam
et al., 1999). Zda sa, Ze kooperacia medzi Meis/Prep a Pbx rodinami proteinov je dosiahnuta
skrz priame protein-proteinove interakcie (Jolma et al., 2015).

Meis proteiny sa na DNA viazu zvyCajnevo forme vysSich komplexov ako Meis-Pbx
heterodiméry, ale zaroven st vyznamnymi kofaktormi posteriornych Hox génov na ktoré sa
viazu priamymi interakciami. Na zaklade experimentov na modely zebricky sa predpoklada,
ze Meis proteiny, ktoré sa viazu na Hox proteiny prispievaju k rozvoju spravnej segmentacne;
identity, konkrétne u rhombomér 2 az 4 (Waskiewicz et al., 2001). Nepriama interakcia Meis
je sprostredkovand medzi Pbx a paralognou skupinou Antp (Antennapedia) proteinov (Obr.
13, Shanmugam et al., 1999; Williams et al., 2005). Okrem Hox a Pbx sa na Meis viaZe Siroké
spektrum d’alSich transkripénych proteinov, ¢i uz priamo alebo nepriamo cez Pbx proteiny a
spolo¢ne sa viazu na DNA (Obr. 13). Vizba Meis proteinu na rovnaké cielové miesta DNA
moze viest’ k réznym funkénym vystupom v zavislosti odpresného zlozenia multimérneho
transkripéného komplexu, ktory sa vyskytuje okolo proteinov. Naviazanim Meis proteinov na
DNA dochadza k regulacii génovej expresie a dynamiky chromatinovej organizacie.

Meis gény podliehaji réznym splicingovym variantam, ktoré moézu viest k odlisnej
biologickej aktivite. U cicavcov dochadza k vzniku velkého mnozstva zostrihovych variant,
za zmienku stoja varianty na 3 'konci, ktoré vedu k rozdielnym zostrihom protein kodujticich

exnénov 11 a 12 ¢im dochadza k vzniku 4 Styroch rozdielnych izoforiem proteinu s odliSnymi
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C-koncami. U zebricky dochadza k zostrihu 5 variant u génu meis2a, z toho su Styri viarianty

kodujtce protein a u génu meis2b su tieto varianty tri, z toho dve kdduji protein.

m MEIS-PBX dimerizacia
@ WESFE

& 2

Priama interakcia s Nepriama interakcia s
posteriordlnymi HOX  anterioralnymi HOX

@ v @D

TF
Asocidcia s d'alsimi HD proteinymi a TF

Obrazok 13: Schéma prikladov tvorby komplexov s Meis proteinmi.

Meis proteiny vytvaraju heterodiméry cez priame interakcie s PBX proteinmi, posteriornymi HOX proteinmi
(pHOX) a dalsimi transkripcnymi faktormi. Nepriame interakcie su sprostredkované medzi anteriornymi HOX
(aHOX) proteinmi skrz PBX, okrem toho sa Meis proteiny viazu cez PBX aj na dalsie transkripcné faktory (TF).
Prevzaté a upravené podla (Schulte and Geerts, 2019).

1.4.3. Funkcia Meis proteinov v embryu

K expresii znaéného mnoZzstva Meis transkripénych faktorov dochddza pocas
embryogenézy. V procese gastrulaciesu u kurat'a a mysi transkripty Meisl a Meis2 pritomné
v primitivnom pruhu a na lateralnom okraji mezodermu, kde prechadzaji do neurélnej
trubice, oka, vnutorného ucha, stredného a zadného mozgu, proximalnych pupeiiov koncatin,
somitov branchidlnych oblukov, migrujicich buniek neuralnej listy a kadiovaskularného
systému v neskorom somitovom S§tadiu (Coy and Borycki, 2010; Sanchez-Guardado et al.,
2011). Meis3 gén je exprimovany v zadnom mozgu a pankrease, avSak sa zd4, Ze u embryi
zebricky a X.leavis sa nenachadza v koncatinach a sietnici (Manfroid et al., 2007). V
suvislosti s touto Sirokou Skalou vyskytu Meis proteinov v ramci embryonalneho vyvoja sa
predpokladd, ze Meis patri medzi dolezité regulacné faktory réznych vyvojovych procesov.

Expresia Meis2 v bunkach neuralnej liSty bola preukdzand na Meis2 deficientnych
embryach mysi, ktoré vykazovali defekty v tkanivach derivovanych z neurélnej listy, ako
napriklad defekty pri formovani srdca, ktoré viedli k nekompletnej separacii vytokového
traktu. V predoslych $tudidch bol publikovany komplex Pbx1/Meisl ako priamy regulator
Pax3 v premigraénych NCC u rhombomér, z ktorych sa diferencuju bunky srdecnej NL
(Chang et al., 2008). Predpokladéd sa, ze absencia Meis2 moze byt kompenzovana Meis].

Deficit Meis2 sa teda odraza len v oblastiach, ktoré su pre jeho expresiu unikatne. Okrem toho
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doslo u tychto mutantov aj k poruche vyvoja kranidlnych nervov. Meis proteiny mozu pocas
ich expresie diverzifikovat, po tom ¢o ddjde k Specifikacii NCC a ziskat’ tak funkcie pri
formovani vnutornych usnych a d’alsich chrupaviek. Doélezitost’ Meis2 u neuralnej liSty bola
potvrdena aj na mysich kondiciondlnych mutantoch Meis2. U kondicionalnych mutantov
doslo k porucham tvéarovo-hlavového skeletu, ktoré¢ viedli k anomalidm mandibuly, hyoidne;j
kosti alebo k poruchdm vyvoja vntitornych usnych chrupaviek, ale tiez aj k defektom srdca a
kranialnych nervov ako tomu bolo v predoslom modely. Tieto ziskané data rozsSiruji znalosti
0 Meis/Pbx proteinoch, ktoré kontroluju osudy NCC. Okrem, uz znamych funkcii v srdecnych
bunkach neurdlnej listy doslo k preukazaniu, ze podobna transkripcna siet” pravdepodobne
funguje aj pri kontrole diferenciacie kranidlnych NCC, zostava tak objasnit’ aké st cielové
gény Meis transkripcnych faktorov. (Machon et al., 2015).

V zebricke boli identifikované ortology génu meisl s 91 % aminokyselinovou zhodou s
myS$im proteinom a v pripade Meis2a a Meis2b $lo o zhodu 88 % a 96 %. Experimealne bolo
potvrdené, ze vSetky tieto gény s exprimované v brachidlnych obliikoch zebricky v Case 48
hpf (Thisse and Thisse, 2005). Skrining zaloZeny na vyuZziti Morfolin u zebri¢iek odhalil
dolezitost meis génov pocas kraniofacidlneho vyvoja. Injikdcia Morfolin blokujicich
translaciu meis! ukazala, Ze v porovnani s kontrolami, 50 % meis! morfanov vykazovalo
rozne stupne sfuzovania chrupaviek viscerokrania. Zvycajne doslo k sfuzovaniu chrupaviek ,
ktoré boli derivované z toho istého alebo susedného branchialného obluku. Morfanti meis!/ a
meis2a maju podobny kraniofacidlny fenotyp, avSak nedoslo k preukazaniu priameho vplyvu
na vyvoj hlavovych chrupaviek u génov meis2b a meis3. (Melvin et al., 2013).

Diferenciacia embryonalnych kmenovych buniek do kardiovaskularnych typov buniek sa
deje cez ¢asovo naprogramované zmeny v chromatinovej Struktire, ktoré st pod vplyvom
kardiovaskularnych regulatorov, €o otvara moZznosti ich identifikicie a Stidia. Na
identifikaciu tychto regulatorov boli vyuzité knock-down experimeny pomocou Morfolin na
modely zebricky. Medzi génmi identifikovanymi bez zndmej funkcie v srdenom vyvoji bol
aj transkripény faktor Meis2, avSak predchadzajuce stadie preukdzali, Ze u mysi a zebricky
zohrava doleziti tlohu prave Meisl (Maves et al., 2009; Minehata et al., 2008; Stankunas et
al., 2008). Napriek tomu, vyuzitie Morfolin injikovanych do oplodnenych vajec zebricky
viedlo k defektnej srdec¢nej morofgenéze. Defekty bolo mozné pozorovat’ v stadiu 19 hpf, ked’
doslo u meis2b morfantov k neschopnosti sfuzovat’ srde¢nu trubicu, neskoér v 24 hpf doslo k
defektu jej rotacie. Okrem toho, Ze srdecnd trubica zostavala u morfantov meis2b linedrna a
vykazovala trvalé defekty v spravnom formovani srdca, doSlo aj k zniZeniu srde¢ného tepu. In

situ experimenty na embryach zebrafish ukazali, ze meis2b je exprimovany v srdecnej oblasti,
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tato expresia velmi uzko pripomina expresiu Gata4, zndmeho srde¢ného transkripéného
faktoru. Okrem toho, bola pozorovana expresia meis2b aj v oblasti vyvijajiceho sa zadné¢ho
mozgu a somitov. Tieto zistenia naznacuju, ze meis2b hra dolezitu ulohu pri formovani
normalnej srdecnej funkcie. (Paige et al., 2012).

Diverzifikdcia a morfogenéza pravého a lavého srdecného priestoru je stale madlo
pochopend a preskimanda. U cicavcov je tato asymetria dolezita pre spravnu morfogenézu a
vedenie krvi (Campione and Franco, 2016; Koshiba-Takeuchi et al., 2009). Experimenty na
zebricke vyznamne pomohli pochopit’ mechanizmy, ktoré davaju zaklad tejto stranovej
rozmanitosti. Guerra et al. (2018) sa systematicky venoval tejto otdzke cez knock-out
experimenty a dalSie pristupy. Prvykrat popisal existenciu dvoch transkripénych
kompartmentov v predsieni zebricky, ktoré su zaroven analégom v pravej a l'avej predsieni u
cicavcov. Prekvapivo, in situ hybridizdcia ukizala asymetricku expresiu meis2b v avom
kompartmente srdca dospelej zebri¢ky. Uloha Meis2b TF pri kompartmentalizacii predsiene
bola overena posunom citacicho ramcu v meis doméne pomocou TALEN-ov. Tri tyzdne po
fertilizacii doslo k vyznamnému zvySeniu pomeru povrchu predsiene ku komore u meis2b /-
zebriGiek, pricom dizka tela a velkost komory sa nezmenili. Na rozdiel od predoslej
publikacie, ktora vyuzivala knock-down experimenty (Paige et al., 2012) neboli detegované
ziadne morfogenetické defekty. V skratke, homeoboxovy transkripény faktor Meis2b
pravdepodobne zohrava doélezitu Glohu pri vytvarani a udrZiavani l'avo-pravej asymetrie v
predsieni zebricky a reguluje jej morfogeneticky rast. U dospelej zebicky je expresia meis2b
lokalizovana na l'avej strane predsiene kde kontroluje expresiu pitx2c. U mutantov meis2b je
pitx2c vyrazne down-regulovany, ¢o naznacuje, ze meis2b pdsobi proti smeru expesie
myokardialného pitx2c. Regulator Pitx2c je vyluéne exprimovany v l'avej predsieni myokardu
u obojzivelnikov a cicavcov, kde reguluje Siroku Skélu génov exprimujucich sa v lavej
predsieni (Franco et al., 2014). Tieto Gdaje naznacuju, ze l'avy predsienovy priestor zdiela u
zebricky evolucne konzerovany povod spolo¢ne s tetrapodmi, vratane niekolkych génov
exprimovanych v tomto regione. Dolezitym krokom v buducich §tididch bude identifikacia
Specifickych regulacnych elementov expresie Meis2b a tiez identifikdcia d’alSich
transkripcnych faktorov srde¢ného mezodermu pre lepSie pochopenie bunkovej divezifikacie
a jej kontroly. U mysi je homologom Meis2b prave Meisl, ktory tu zohrava ulohu pre
regulaciu bunkového cyklu kardiomyoytov, pricom nedostatok Meisl vedie k zvySenej
proliferacii tychto buniek (Mahmoud et al., 2013). Podobne u zebric¢iek s nedostatkom

Meis2b dochadza k zvySenej myokardidlnej proliferacii v predsieni. Tymito zisteniami sa
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otvara dalSia zaujimava moznost' Studovania spominanych fenotypov bunkovej autonéomie
pod proliferacnym regula¢nym vplyvom Meis2b. (Guerra et al., 2018).

Uloha Meis proteinov pri regulacii proliferacie progenitorovych buniek je konzervovana u
stavovcov aj bezstavovcov, najmd pocCas vyvoja o¢i. U D.melanogaster, mutantnej na
Homothorax (hth), ortoldg Mesi proteinu u stavovcov, doslo k poskodeniu proliferacii o¢nych
progenitorvych buniek (Bessa et al., 2002), zatial’ ¢o u mysi s vyradenim génom Meis! doslo
k miernym vyvojovym defektom u SoSovky a sietnici (Marcos et al., 2015). Ako uz bolo
spominane, gény Meis zdiel'aji vysoké percento sekvencnej podobnosti, Co vedie k velkej
funkénej redundancii. Stimulovana delécia Meis/ aj Meis2 koexprimovanych v
prezumptivnom SoSovkovom ektoderme vedie k vic¢§im defektom ako mutacie v samostatnom
géne (Antosova et al., 2016). U zebricky a kurata meis! (spolotne s meis2 u vtakov)
exprimuje cyklin D1 v embryonélnej sietnici (Bessa et al., 2008; Heine et al., 2008).
Niekol'ko studii objavilo regulacnti slucku medzi Meis proteinmi a Wnt signalnou dréhou,
kanonickou aj nekanonickou, o mdze naznacovat’ d’alSie sposoby regulacie proliferacie Meis
proteinmi. AvSak, na preukdzanie priamej regulaciegénov bunkového cyklu pomocou
proteinov Meis su potrebné d’alSie vyskumy. (Schulte and Geerts, 2019).

Blizke spojenie bolo objavené medzi Meis proteinmi a RA signalizaciou, prostrednictvom
¢oho sa Meis proteiny mozu podiel’at’ na diferenciacii, Struktirovani a segmentécii embrya.
RA aktivuje Meis! a Meis2 expresiu vo vyvijajucich sa koncatinach stavovcov (Freemantle et
al., 2002; Mercader et al., 2000), na oplatku Meis proteiny inhibuji RA-degradujuci enzym
Cyp26b, ¢im dochéadza k tvorbe koncentraéného gradientu vo vyvijajucich sa koncatinach
(Rosello-Diez et al., 2014). V skratke, tam kde RA posobi na regionalizaciu alebo
Strukturovanie, napriklad pri formovani zadného mozgu alebo koncatin, Meis proteiny
funguju ako kI'i€ové reguldtory segmentacie a morfogenézy (Mercader et al., 2000).

Je zrejmé, Ze pritomnost’ proteinov Meis je pre proliferaciu a udrzanie nediferencovanych
buniek v mnohych biologickych kontextoch nespornd, tak ako je ajich schopnost’ indukovat’
bunkovu diferenciaciu alebo tvorbu Struktir dobre preskimand, nevyplyva vSak z tychto

Studii Ziadny zjednocujici model.

1.4.4. Defekty v Meis génoch a ochorenia

Defekty v Meis génoch st spojené s celou radou ochoreni. Cudské vrodené mutacie MEIS
sa prejavuju vo vyvojovej expresii Clenov rodiny Meis v srdci, mozgu a neurdlnej liste
(Schulte and Frank, 2014; Stankunas et al., 2008). Napriklad, mutacia v MEISI predstavuje
rizikovy faktor pre syndrém nepokojnych néh (Hammerschlag et al., 2017; Lane et al., 2017).
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Mutécie MEISI boli spojené s predsiefiovou fibrilaciou, zatial' ¢o mutécie v MEIS2 majh uz
komplexnejsi charakter (Schulte and Geerts, 2019). Okrem toho, gény MEIS maju doblezité
postavenie pri leukémii a pri ostatnych nadorovych ochoreniach. MEISI, bol poprvé objaveny
v dobe, kedy doslo k identifikacii jeho génového lokusu ako myeloidového ektopického
virového integracného priestoru pre akatnu myeloidovi leukémiu v mySacom modeli.
Disregulacia Meis TF sa poklada za kla¢ovy faktor progresu niekolkych typov leukémie u
I'udi. (Imamura et al., 2002; Kawagoe et al., 1999).

Relativne nedavno doslo k popisu l'udskych pacientov s de novo bodovou mutaciou v géne
MEIS2. Tito pacienti trpeli mentadlnym postihnutim, abnormalnym podnebim, vrodenymi
srdcovymi vadami a dysmorfiou tvare (Fujita et al., 2016; Srivastava et al., 2018; Verheije et
al., 2019). Zaroven pacienti s mutaciou v MEIS2 vykazuji zretelny fenotyp tvare
pozostavajici z nizkej prednej linie vlasov, tenkého obocia, velkej Spicky nosu s
antevertovymi a hypoplastickymi nosnymi dierkami a hornou perou v tvare pismena M.
Okrem toho, trpia aj poruchami autistického spektra a maji nizke IQ. Doposial’ bolo
popisanych 47 I'udi s mutaciou v MEIS2, u ktorych §lo vo vicsine pripadov o mikrodelécie. U
Styroch pacientov sa ukazal MEIS2 ako hlavny gén zodpovedny za fenotyp. U postihnutych s
bodovou muticiou dochadza takmer v polovici pripadov k porucham srdca, pricom
najbeznejSou poruchou su septalne defekty (Fujita et al., 2016; Srivastava et al., 2018;
Verheije et al., 2019). Meis2 pravdepodobne reguluje rany srde¢ny vyvoj cez mir-134, mikro
RNA, u ktorej bola preukazani silnd down-regulacia v srde¢nom tkanive s vrodenymi
poruchami, zatial ¢o jej up-regulacia redukuje proliferaciu kardiomyocytovych
progenitorovych buniek (Wu et al., 2015). Len u troch pacientov, u ktorych boli sekvenaciou
potvrdené mutécie v posune citacieho rdmca a bodové mutécie, nedoslo k razstepu podnebia
(Verheije et al., 2019). Je zaujimavé, Ze ani jedna zo Studovanych mutacii v MEIS2 neviedla k
poruseniu N-termindlnej domény. Nedavne Stadie ukazali, ze funkcia MEIS2 je modulovana
mikro RNA, mir-204, ktora posobi pri morofgenéze a diferenciacii oka (Wu et al., 2017). U
pacientov doteraz neboli popisane ziadne chyby suvisiace s vyvojom oka, avSak na Uplne
objasneniest potrebné d’alsie stadie. (Giliberti et al., 2020).

Sekvenacné celognomové stadie identifikovali MEIS2 ako novy lokus zvySujlci
nachylnost na glaukom (Shiga et al, 2018). U pacientov s muticiou MEIS2, nebol
identifikovany glaukdém ani vysoky vnutroocny tlak, avSak vacsina z nich sa stale nachadzala
v pediatrickom veku, ¢o znamena, Ze d’alSie Stadie na objasnenie spojitosti mutacie MEIS2 a
glaukoému budi nevyhnuté k postudeniu toho, ¢i sa frekvencia tohto ochorenia lisi u pacientov

s mutaciou MEIS?2 od frekvencie vyskytu glaukomu u l'udi bez mutacie.
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Velké mnozstvo vedeckych prac preukazalo pronadorovu ulohu transkripéného faktoru
Meis2 pri hematologickych zhubnych nadoroch ako je myeloidna leukémia a ostatnych
typoch rakoviny ako napriklad neuroblastom alebo rakovina prostaty. Tiez bolo publikované,
ze Meis2 hra ulohu pri kontrole bunkového cyklu. Odstranenie Meis2 v bunkach
neuroblastomu vedie k mitotickym aberdciam, zatial’ Co expresia ektopického MEIS2 vedie k
proliferacii nadorovych buniek (Zha et al., 2014).

MEIS?2 sa na zéklade doposial’ ziskanych vedeckych informacii moze radit’ medzi gény
zapojené¢ sa do poruch neurologického vyvoja a rakoviny (Agoston et al., 2012). Meis
proteiny pravdepodobne stoja za Sirokym spektrom epigenetickych modulécii chromatinu
pocas embryondlneho vyvoja a taktiez u homeostazy kmenovych buniek u dospelych
jedincov. Ziskané vysledky posiliiuju zapojenie génu MEIS2 pacientov s ochoreniami
srdcového a nervového systému a MEIS2 pravdepodobne urCuje zretelny tvarovy fenotyp,
¢im sa stava rozpoznateI'nou poruchou neurologického vyvoja pomocou takzvanej ,,reverznej

fenotypizacie®. (Giliberti et al., 2020).
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3 CIELE PRACE

I.  Priprava mutantnej linie meis2a a meis2b génov u zebricky pomocou CRISPR

technologie.

II.  Popis fenotypovych zmien v rybich embryach po CRISPR mutagenéze meis2a a

meis2b a v morfantoch.

III.  Porovnanie fenotypovych zmien u ryb po injikacii Morfolin a mutantnych embryri po

CRISPR mutagenéze.
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4 MATERIAL

4.1 Reagenty a chemikalie

1X NEBuffer™ 3.1, NEB

1X T4 DNA Liga¢ny Reak¢y Pufor, NEB (kat.c. B0202S)

2X DreamTaq Master Mix, Thermo Fisher Scientific (kat.c. K1081)

4 % PFA, Paraformaldehyd, Sigma -Aldrich (kat.c. 30525-89-4)

10 X SDS pufr 25 (1 liter: 30.3 g Tris baza, 144,4 g Glycin, 10 g SDS)

10X SSC, Citronan sodny, Sigma-Aldrich (kat.¢. 6132-04-3)

10X Transférovy pufor (1 liter: 144 g Glycin, 30,3 g Tris-baza)

25mM MgCl2, Chlorid hore¢naty, Thermo Fisher Scientific

40 % Akrylamid/Bis Roztok, 29:1 (3.3 % C), Bio Rad (kat.¢. 161-0146)
50X TAE (2M Tris Bazy, 1M Kyselina octova, S0mM EDTA)

Alcianova modra roztok (80 % Etanol, 20 % Kyselina octova, 0,1 % Alcianova modra)
Ampicilin, Roche (kat.¢. 10835242001)

Anti-DIG alkalicka fosfataza, Roche (kat.c. 11093274910)

APS, Peroxosiran aménny 10 %, Thermo Fisher Scientific (kat.¢. 17874)
BamHI restrikéna endonukeaza, NEB (kat.¢. R0O136)

Borax, Sigma-Aldrich (kat.c. HT1002)

BSA, Hovédzi sérovy albumin, Sigma-Aldrich (kat.c. 9048-46-8)

BsmBI restrik¢na endonukaza, NEB (kat.c. R0580)

Citonova kyselina, Sigma-Aldrich (kat.¢. 77-92-9)

Deionizovana voda

DIx1la préba zna¢na DIG

EcoRI restrikéna endonukeaza , NEB (kat.¢. RO101S)

EtOH, Absolutny etanol, Penta (kat.¢. 64-17-5)

Femto HRP substrat, SuperSignal™, Thermo Fisher Scientific (kat.¢. 34094)
Fenol, Merck (kat.¢. 108-95-2)

Fenolova cerven, Sigma-Aldrich (kat.¢. 143-74-8)

Formamid, Sigma-Aldrich (kat.c. 75-12-7)

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Marker

Ginzburg Ringer roztok (10ml: 110 pl 5M NacCl, 18 pl IM KCl, 62,5ul 0,2M NaHCO3)
Glycerol, Sigma-Aldrich (kat.¢. 56-81-5)

Heparin, Sigma-Aldrich (kat.¢. 9041-08-1)

Chloroform, Sigma-Aldrich (kat.¢. 67-66-3)

Izopropanol, Penta (kat.¢. 67-63-0)

KCl, Chlorid draselny, Serva (kat.¢. 7447-40-7)

KOH, Hydroxid draselny, Sigma-Aldrich (kat.c. 1310-58-3)

LB, Luria-Bertaniovo médium - 1 % trypton, 0,5 % kvasinkovy extrakt, 1 % NaCl, deionizovanej H,O
Levamisol, Sigma-Aldrich (kat.¢. 16595-80-5)
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Lugolov roztok (10 g KI a 5g I, vo vode)

MeOH, Metanol, Penta (kat. ¢. 67-56-1)

Mlieko, Sigma-Aldrich (kat.c. M7409)

Myl7 proba znacena DIG

NaCl, Chlorid sodny, Serva (kat.¢. 7647-14-5)

NBT/BCIP, Thermo Fisher Scientific (kat.¢. 34042)

Octan sodny Sigma-Aldrich (kat.¢. S2889)

Octova kyselina, Penta, (kat.c. 64-19-7)

Ovcie sérum, Merck (kat.¢. S3772)

Page Ruller™ marker, Thermo Fisher Scientific (kat.¢. 26620)

PBS - Pufor fosfatovych soli (1liter: 80g NaCl, 2 g KCl, 14.4g Na,HPOy4, 2.4g KH,PO4, deionizova H,O pH 7,4)
PBST (1 % Triton 100 v 1X PBS)

PBT (0.1 % Tween v 1X PBS)

pGEM ®-T Easy Vektor, Promega (kat. ¢. A1360)

Ponceau, Serva (kat.¢. 3342902)

Primarna protilatka anti-meis2 (kralik) - domaca priprava

Pronaza, Roche (kat. ¢.10165921001)

Proteinaza K a pufor, Roche (kat.¢. 3115836001)

PTA, Fosfolfungova kyselina (1 % PTA vo vode)

pT7-gRNA, Addgene (plazmid ¢. 46759)

RIPA pufror ( S0mM Tris-baza, pH 7,5, ImM EDTA, 150mM NacCl, 1 % NP40, 0,25 % deoxycholat sodny)
SDS, Dodecylsulfat sodny, Sigma-Aldrich (kat.¢. L3771)

Sekunadrna protilatka anti-kralik IgG (Alexa Fluor® 594), Thermo Fisher Scientific (kat.c. A-21207)
T4 DNA ligaza, NEB (kat.c. M0202)

TBE pufor (1M Tris baza, 1M kyselina borita, 0.02M EDTA)

TEMED, Fluka (kat.c. 87689)

Tris-Cl, Tris baza, Sigma-Aldrich (kat.¢. 77-86-1)

tRNA, Roche (kat.¢. 10109517001)

Tween 20, Sigma-Aldrich (kat.¢. 9005-64-5)

Roztoky pre Izolaciu plazmidového vektora z tekutej bakterialnej kultury (Miniprep)
P1 roztok: 25mM TRIS, 10mM EDTA, 1 % gluko6za

P2 rpztok: 0,2M NaOH, 1 % SDS
P3 roztok: 5M Kyselina octova

4.1.1 Kity

QIAEX II ® Gel Extraction Kit, Qiagen (kat.¢. 20021)
MEGAShortscript™ T7 Transcription Kit, Invitrogen (kat.c. AM1334)
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4.1.2 Primre, Morfolina (5=>3")

M13 reverzny primer - CAGGAAACAGCTATGAC

meis2a MO - CCAGCTCATCGTACCTTTGCGCCAT

meis2b MO - CTTCGTACCGTTGAGCCATCAGCAT

Forward primer meis2a ex. 2 - CAA ACTGCACGACTTTCCTC
Forward primer meis2a ex. 3 - GTG CATTGACATGGCTGAG
Forward primer meis2a ex. 8§ - TCA CATATGCAAATGAAGCACC
Forward primer meis2b ex. 2 - TCCTGTTTAACTTCATGTGTGCT
Forward primer meis2b ex. 3 - CGCATGAAGGCCTAGTTATTG
Forward primer meis2b ex. 4 - TGG GTTGTTGTTCTGACAAAC
Forward primer meis2b ex. 8 - GCT TTCACGCTGTTGTTTATC
Reverse primer meis2a ex. 2 - GTTAGCAGAAATCGAAGCGG
Reverse primer meis2a ex. 3 - TGCGGCTACTTAGAACTTCC
Reverse primer meis2a ex. 8 - CACTTGCAGCTCACTTGTATTC
Reverse primer meis2b ex. 2 - CACTGACTTGCACTTTTCTGGA
Reverse primer meis2a ex. 3 - CTTTCAGCCAAGCATCCAC
Reverse primer meis2a ex. 4 - TCTGATAACACGCGGACTC
Reverse primer meis2a ex. 8 - CAA GCCAAATGGATGGGAG

4.2 Biologicky materal
Danio rerio - divoky typ, linia AB
Escherichia coli - TOP10 chemicky kompetentné baktérie

4.3 Laboratorne vybavenie

Blotovacia stprava (1660827EDU, Tetra and Blotting Module, Bio-Rad)

Micro CT (SKYSCAN 1272 High-Resolution, Bruker)

Mikroinjikator (5252000013, FemtoJet 41 Eppendortf,)

Mikroskop (Olympus SZX9) s kamerou (Olympus DP72)

PCR termocyklér (2070211, Biometra TAdvanced)

Spektrofotometer (Nanodrop 1000, Thermo scientific)

Stprava pre akryamidovu elektorofrézu (165800EDU, Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad)
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5 METODY

Mutantné linie u génov meis2a a meis2b boli pripravené vyuzitim systému Crispr/Cas9.
Metodika zahrnuje dizajn a pripravu sgRNA, ktord bola nasledne injikovana do jedno az
dvojbunkového embrya zebricky Danio Rerio. Zhruba v 6. tyzdni boli embrya zebricky
genotypované pomocou testu mobility heteroduplexov (HMA), prostrednictvom ¢oho sme
ziskali heterozygotnu liniu FO. Takto ziskana linia bola krizena s rybami divokého typu ¢im
sme dosli k zisku heterozygotnej generacie F1. Krizenim heterozygotov sme ziskali mutanta
generaciu homozygotov, u ktorej sme dalej analyzovali fenotyp prostrednictvom farbenia
Alcianovou modrou, in situ hybridizaciou, mikroCT a mutatnych ryb bol vyuzity Western

blot. Fenotypy mutatnych linii boli porovnané so ziskanymi fenotypmi morfantov.
5.1 Crispr/Cas9 systém

5.1.1 Dizajn sgRNA

Pre gény meis2a a meis2b boli boli navrhnuté sgRNA v exonoch 2, 3 a 8, ktory je sucast’ou
DNA vizbove] homedomény, u génu meis2b bol navrhnuty sgRNA aj v exone 4. Regiony
prisluSnych exoénov boli analyzované niekol'kymi online dostupnymi predikénymi
programami pre dizajn sgRNA ako napriklad Chopchop (https://chopchop.cbu.uib.no/),
CCTop (https://crispr.cos.uni-heidelberg.de/) a CRISPOR (http://crispor.tefor.net/). Na

zaklade predikovanej efektivity a off-targetov boli vybrané vhodné sgRNA. Upravené podla
(Nickl, 2019).

5.1.2 Klonovanie a priprava sgRNA

5.1.2.1 Hybridizacia oligonukleotidov

Oligonukleotidy pre navrhnutésgRNA boli hybridizované v PCR termocykleri. Zasobné
roztoky oligonukleotidov boli nariedené na 25 pM a z kazdého komplementarneho
oligonukleotidu bolo odobranych 5 pl roztoku tak, Ze vysledna rek¢na zmes bola o objeme 10
ul a obsahovala 5 pl forward a 5 pl reverse oligonukleotidov. Hybridizacia prebehla za

podmienok uvedenych v tabul’ke (Tab. 1).

Tab. 1: Program pre hybridizdciu oligonukleotov gRNA.

Teplota [°C] Cas [min]
95 3
ZniZovanie teplotydo 25 °C Znizovanie teloty o 5 °C kazdu 1 min
4 00
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5.1.2.2 Ligacia gRNA do vektora

Dvojvlaknové oligonukleotidy gRNA boli ligované do vektoru pT7 (Obr. 14), ktory bol
najskor linearizovany reskrikénou endonukazou (RE) BsmBI v reakcii uvedenej v Tab. 2.
Takto pripraveny restrikény mix bol inkubovany v termocykleri po dobu 1 hodiny pri 55 °C,
aktivita RE bola zastavend pri 80 °C po dobu 20 min. Linearizovany vektor pT7 bol
purifikovany prostrednictvom gélovej elektroforézy. K restrikénej zmesi bolo po inkubdcii
pridanych 5 pl 6x nanaSacieho farbiva, pripravena zmes bola nanesena na jamky agarozového
gélu, bol pouzity GeneRuler™ 100 bp Plus DNA marker. Restrikéna zmes s markerom bola
nanesend na 1 % agarozovy gél pripraveny s 1 X TAE pufrom, separicia trvala 25 min pri
120 V. Bandy s rozstiepenym vektorom boli z gélu vyrezané a vektor bol izolovany DNA
exktrakénym kitom Qiaex II ® Gel extraction Kit (Qiagen). Do linearizovaného vektoru boli
ligované hybridizované oligonukleotidy gRNA, liga¢na rekacia je uvedend v Tab. 3. Takto
pripravend reakcia bola inkubovana 1 hodinu pri izbovej teplote (RT) a uloZena cez noc v
chladnicke pri 4 °C.

(51) Kasl  Narl (52)

sfol (s3)
(2428) Sspl / PluTl (55)

vard (180 .. 202)
rd (194 .. 211

Apol - EcoRl (212)
- Eco53kl (220)
(2223) Xmnl Banll - Sacl (222)
cas ae . ~ AccB51 (224)
(2174 .. 2193) Amp-R Aval - BsoBl - Kpnl - TspMI - Xmal (228)
— BmeT1101 (229)
Smal (230)
ttzit}oz‘;’]Ts:t?l ~BamHI (233)
- sall (322)
_Accl (323)
Hincll (324)
(2023) Tsol “~_ Bgln (335)
) T7 (347 .. 366)
" Hindl (372)
“._M13 Reverse (390 . 406
PT7-gRNA - M13/pUC Reverse (403 ..425)
2541 bp ~
- BspQl - Sapl (615)
L4440 (621 ..638
AflINN - Pcil (731)
~ Nspl (735)
(1772) NmeAlll
(1704) BsrFl
(1694) Bpml Drdl (839)
(1685) Bsal
BR322¢ 891
(1624) Ahdl

BseYl (1035)
PspFl (1039)

AlwNI (1147)

Obrazok 14: Schéma vektora pT7.
Prevzaté : https://www.addgene.org/46759/.
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Tab. 2: Priprava reakcnej zmesi pre stiepenie vektoru pT7 restrikcnou endonukedzou BsmBI.

Reagenty Objem [pl]
10x NEBuffer™ 3.1 3
pT7 vektor (0,8 png/pl) 4
BsmBI RE (10 000 U/ml) 1
Deionizovna voda 22
Celkovy objem: 30

Tab. 3: Priprava ligacnej zmesi pre klonovanie oligonukeotidov do vektora pT7.

Reagenty Objem [pl]
10x T4 DNA Ligac¢ny reakcény pufor 1
T4 DNA ligaza 1
pT7 linearizovany vektor 2
Hybridizované oligonukleotidy 2
Deionizovana voda 4

Celkovy objem: 10

5.1.2.3 Transformacia do baktérii, izolacia inzertu
Ligacna zmes (cely objem) bola vyuZita na transformaciou do baktérii (linia TOP10) podl'a

protokolu 1.

Protokol 1:Tranasformacia do kompetitivnych baktérii TOP 10

. Rozmrazenie kompetitivnych baktérii TOP10 na lade.

. Pridanie liga¢nej zmesi k zhruba 120 pl suspenzie baktérii a jemné prepitetovanie.
. Inkubacia na 'ade po dobu 30 min.

. Transformacia tepelnym Sokom na termobolku zahriatom na 42 °C po dobu 40 s.

. Navrat zmesi spat’ na l'ad a pridanie 200 ul LB média.

. Inkubacia pri 37 °C po dobu 1 hodiny pri kontinualnom miesani (250 rpm).

N N R WD =

. Nanesenie suspenzie baktérii na Petriho misku s agarom a Ampicilinom (Amp), kultivacia
pripravenych misiek poc¢as noci (O/N) pri 37 °C.

8. Priprava tekutej kultary: k 2 ml LB média st pridané 2 pl antibiotika (Amp, 50 ng/pl).

9. Prenesenie bakterialnej kolonie pomocou $picky na pipety do pripravenej tekutej kulttry, kultivacia

O/N s trepanim na 250 rpm.

Plazmidovy vektor bol nasledne izolovany z tekutej kultary baktérii postupom uvedenym v

protokole 2.
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Protokol 2: Izolacia plazmidového vektora z tekutej bakteridlnej kultry (Miniprep)

. Prepipetovanie bakterialnej kultiry do 2 ml mikroskimaviek, centrifugécia 1 min na 13 000 rpm.
. Odstranenie suprenatantu a respuspendovanie peletu v 300 ul P1 roztoku, vorexovanie.

. Pridanie 300 pl P2 roztoku, inkubacia 5 min pri RT

. Pridanie 300 pl P3 roztoku, premieSanie v rukach, centrifugacia 10 min na 13 000 rpm pri 4 °C.

. Odobranie supernatantu, k supernatantu sa prida 500 pl izopropanolu, pretrepanie zmesi.

AN L B W N =

. Centrifugacia na 13 000 rpm na dobu 5 min, oplachnutie peletu s 250 ul 80 % etanolu (EtOH) a
premiesanie obratom.
7. Centrifugacia na 13 000 rpm na 2 min, odobranie EtOH, suSenie peletu na 50 °C
8. Pridanie 30 pl deionizovej vody k vysuSenému peletu, rozpustanie pri 37 °C na 30 min za staleho
mieSania.
5.1.2.4 Verifikacia inzertu a transkripcia
Inzert kodujuci gRNA, ktory bol zaligovany do vektora pT7 bol verifikovany Sangerovou

sekvenaciou spouzitim M13 primeru. Reak¢na zmes na sekvenéciou bola pripravena podla

poziadaviek externej spolo¢nosti Eurofins Scientific (https://www.eurofinsgenomics.eu/), v

ktorej boli vzorky sekvenované. Vzorky plazmidove; DNA, kde bola sekvenaciou potvrdena
pritomnost’ poZadovaného inzertu, boli linearizované podl'a reakcie v Tab. 4 a inkubované pri
37 °C pocas 2 hodin. Nasledne boli tieto vzorky precistené octanom sodnym v pomere 1:10
(octan sodny : objem vzoky) s pridavkom 96 % EtOH v pomere 2,5:1 (EtOH : objem vzorky).
Vzorky s overenym inzertom a precistené octanom sodnym boli transkribované do sekvencie
sgRNA pomocou komeréného kitu MEGAShortscript™ T7 Transcription Kit (Thermofisher).
Transkribované sgRNA boli precistené fenol-chloroformovou precipitdciou, pri ktorej sme
najskor ku vzorkam pridali 15 pl octanu amoénneho a premieSali. Nasledovala fenol-
chlorformova extrakcia, ku kazdej vzorke bolo pridanych 150 pl fenol-chloroformu,
centrifugacia 4 min pri 4 °C na 14 000 rpm. Po centrifugéicii bolo pridanych 150 pnl
chloroformu a nasledovala centrifugacia za rovnakych podmienok. RNA bola precipitovana
pridanim 300 pl EtOH a inkubovana 15 min pri minus 20 °C. Nasledovala centrifugicia na 4
min pri 4 °C na 14 000 rpm, odobranie supernatantu a rozpustenie peletu v 40 pl

deionizovanej vody. Pripravené sgRNA boli skladované pri minus 80 °C.

Tab. 4: Priprava reakcnej zmesi pre Stiepenie plazmidovej DNA, pT7 vektora pomocou RE BamHI.

Reagenty Objem [pl]
10x NEBuffer™ 3.1 4
DNA plazmid, pT7 vektor (1000 pg/ul) 5
BamHI RE (20 000 U/ml) 2
Deionizovna voda 29
Celkovy objem: 40
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5.2 Injikacie

Embryia zebricky boli injikovné do 1 az 2 bunkového §tadia injikacnou zmesou o objeme

zhruba 5 az 10 nl. VSetky navrhnuté sgRNA pre jeden gén boli injikované v injikacnej zmesi

spolo¢ne (vid. Tab. 5), zatial’ ¢o kazdy gén bol injikovany zvlast. Morfolina sme injikovali v

reakénej zmesi podl'a Tab. 6 v konstantnom objeme. Upravené podla (Nickl, 2019).

Tab. 5: Zlozenie injikacnej zmesi pre injikaciu komlexu Cas9/sgRNA .

Reagenty Objem [ul]
Cas9 (500 ng/ul) 5
Mix sgRNA (1200 ng/pl) 2
KCL (1M) 0,5
10X NEBuffer™ 3.1 1
Fenolova Cernen 1
Deionizovana voda 0,5
Celkovy objem: 10
Tab. 6: Zlozenie injikacnej zmesi pre injikaciou Morfolin.

Reagenty Objem [ul]
Morfolino 1 mM 1
Fenolova ¢ervei 1

Deionizovana voda 8
Celkovy objem: 10

5.3 Genotypovanie

Po dosiahnuti dostatocnej vel'kosti ryby (zhruba v 6 tyzdnoch) sme DNA ziskali z Casti
chvostu ryby. Nukleové kyseliny sme izolovali pomocou proteindzy K (Tab. 7) po dobu 1
hodiny na 55 °C a enzym inaktivovali po dobu 20 min na 85°C. DNA v lyzate sme dalej
amplifikovali pomocou PCR, kazdy lokus (respektive exén) bol amplifikovany zvlast podla

podmienok v Tab 8. a Tab. 9. Amplifikovanu ¢ast DNA sme dalej separovali na gély.

Tab. 7: Priprava proteindazy K k izoldciii DNA z jednej vzorky.

Reagenty Objem [pl]
Pufr proteinaza K 2,5
Proteinaza K 1
Deionizovana voda 21,1
Celkovy objem: 25
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Tab. 8: Reakcny mix pre amplifikdaciu DNA.

Reagenty Objem [nl]
2X DreamTaq PCR Master Mix 5
DNA templat 1,3
Forward primer (meis2a alebo meis2b) 0,25
Reverse primer (meis2a alebo meis2b) 0,25
Deionizovana voda 3.3
Celkovy objem 10

Tab. 9: PCR program pre amplifikaciu DNA. Opakovanie kroku 2 az 4 35x.

Teplota Cas [min]
1.95°C 5:00
2.95°C 1:00
3.61°C 0:30
4.72 °C 0:30
5.72°C 5:00
6.4 °C )

5.3.1 Genotypovanie F0, F1 a F2 generacie

Generaciu FO sme genotypovali pomocou testu mobility heteroduplexov (HMA) na
akrylamidovom gély (40 % akrylamid/bis-akryamid, 29:1), v 1x TBE pufri, separécia bezala
1 hodinu na 80 V. Potencidlne heterozygotné ryby, ktoré poskytovali heteroduplex na
elektoroforéze, boli vybrané a kiZené s rybami divokého typu.

F1 generaciu sme genetypovali na 2 % agarozovom gély, po dobu 25 min pri 120 V.
Vybrané heterozygotné ryby boli sekvenované v externej spolocnostiEurofins Scientific. Pred
sekvenaciou sme vybrané PCR produkty heterozygotov zaligovali do pGEM-T vektora
(Tab. 10) s cielom sekvenovat’ len jednu alelu potencidlne mutantnej vzorky, pre jej lepSie
rozpoznanie. Po ligicii nasledovala transformacia do kompetitivnych baktérii TOP10
(Protokol 1) a izolacia DNA podla protokolu 2. Izolovana plazmidovd DNA bola Stiepena
(Tab. 11) a zaslana na sekvenaciu. Sekvenecné data boli analyzované online odstupnym

nastrojom CRISPR-ID (http://crispid.gbiomed.kuleuven.be/). Heterozygotné ryby s mutaciou

v Citacom ramci boli pouZzité na krizenie homozygotnej linie, ktoru sme genotypovali za

rovnakych podmienok ako generaciu F1.
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Tab. 10:Priprava ligacna zmeis pre ligovanie do pGEM-T Vektora.

Reagenty Objem [nl]
T4 DNA ligacny pufor 1
T4 DNA ligaza 0,5
pGEM-T Easy Vektor 0,5
PCR produkt 2
Deionizovana voda 6
Celkovy objem: 10

Tab. 11:Priprava reakcnej zmesi pre Stiepenie plazmidovej DNA, pGEM-T7 vektora pomocou REEcoRI.

Reagenty Objem [ul]
10X NEBuffer™ 3.1 1
EcoRI RE (20 000 U/ml) 0,5
Deionizovana voda 3,5
DNA plazmid, pGEM-T 5
Celkovy objem: 10

5.4 Fenotypova analyza

U ziskanych mutantnych linii a morfantov sme analyzovali fenotyp prostrednictvom
Styroch pristupov. U morfantov a knock-out linii sme vyuzili farbenie chrupaviek Alcianovou
modrou (protokol 3) a in situ hybrididciu (protokol 4), pre vizualizaciu expresie génov nasho
zdujmu. Pritomnost’ proteinu sme u mutantnych linii overili Western blotom (protokol 5) a

ryby podrobili microCT, za i€elom Studovania morfologickych zmien u mutantov.

5.4.1 Farbenie Alcianovou modrou

Protokol 3: Farbenie Alcianovou modrou

1. Fixacia embryi v 96 % EtOH po dobu 1 dna.
2. Farbenie chrupaviek: inkubacia v Alcianovej modrej (0,1 %, 8 (EtOH) : 2 (kyselina octova)) pocas
noci za staleho mieSania.
3. Rehydratacia: EtOH v destilovanej vode, za staleho mieSania (60 rpm).
100 % EtOH ... 15 min
90 % EtOH ... 10 min
70 % EtOH ... 10 min
40 % EtOH... 10 min
15 % EtOH ... 10 min
4. Premyvanie: rychly preplach 1x PBST a potom 10 min v destilovanej vode.
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5. Depigmentacia embryi: inkubdcia na 'ade v 1 % KOH s 3 % H>0, (8 : 2), pokial’ nie st embrya
presvetlené.

6. Inkubécia s koncentrovanym boraxom pri RT 20 min.

7. Inkubécia so 65 % boraxom s 2 % Trypsinom podl'a potreby.

8. Uskladnenie embryi: prevedenie skletov embryi cez koncentra¢nu radu glycerolov riedenych s 1 %
KOH za staleho mieSania na 60 rpm.
25 % glycerol ... 10 min
50 % glycerol ... 10 min
75 % glycerol ... 10 min

100 % glycerol- uschovanie

5.4.2 In situ hybridizacia

Protokol bol prevzaty a upraveny podla: https://wiki.zfin.org/display/prot/Thisse+Lab+-

+In+Situ+Hybridization+Protocol+-+2010+update.

Protokol 4: In situ hybridizacia

1. Dechorionacia embryi zebricky pomocou Prondzy: pridanie 50 pl pronazy k embryam (24 hpf)
inkubécia pri RT po dobu 5 min. Premytie embryi 3x E3 vodou. Inkubécia embryi pri 28,5 °C do
pozadovaného vyvojového Stadia.

2. Fixovanie embryi v 4 % paraformaldehyde (PFA) s 1x PBS, pocas noci pri 4 °C.
Deii 1

3. Dehydratacia embryi:
PBS ...2 x 5 min
25 % MeOH/PBS ...5 min
50 % MeOH/PBS ...5 min
75 % MeOH/PBS ...5 min
100 % MeOH/PBS...5 min
4. Rehydratacia embryi:
75 % MeOH/PBS ...5 min
50 % MeOH/PBS ...5 min
25 % MeOH/PBS ...5 min
PBS ...4 x 5 min
5. Depigmenacia embryi starSich ako 24 hpf: roztok na depigmentéciu: 0,8 % KOH, 1 % H>0», 0,1 %
Tween, po dobu 20 min pri RT, premytie 3 x 5 min v PBT.
6. Natravenie embryi proteindzou: pridanie 500 pl roztoku proteinazy K (Proteinaza K v BPT,

1 : 1000) k embryam, inkubacia pri RT po dobu 10 min u 24 hpf a 40 min u 48 hpf.
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7. Refixacia embryi: pridanie 800 ul % PFA k vzorkdm, inkubdacia 20 min pri RT, premytie vzoriek v
PBT 5 x 5 min,

8. Prehybridizacia: Priprava Hybe" podl'a tabul’ky 12. Hybe" sa pripravuje odobratim cca 8 ml Hybe,
ku ktorému sa prida 8 pl Heparinu a 400 pl tRNA. Pridanie 500 pl pripraveného Hybe 'ku kazde;j

vzorke a zahrievanie na 70 °C po dobu 2 hodin bez mieSania.

Tab. 12:Zlozenie prehybridizacného roztoku Hybe™.

Reagenty Objem [ml] Vysledny roztok
Formamid 25 50 % formamid
20X SSC 12,5 5x SSC

Heparin (100 ng/ml) 0,5 50 pg/ml

tRNA (10 mg/ml) 0,5 500 pg/ml
Tween 20 (20 %) 0,25 0,1 %
Kyselina citénova (1M, pH 6) 0,46 pH 6

H,O doplnit’ do 50

*Hybe" je Hybe" bez tRNA a heparinu

9. Hybridizacia: Denaturacia proby v 50 ul Hybe® na 80 °C, 5 min. Riedenie proby v pomere 1:250 v
predhriatom Hybe" na 70 °C. Pridanie 500 pl hybridiza¢ného roztoku s probou ku kazdej vzorke.

Inkubacia pocas noci na 70 °C.
Deini 2

10. Premyvanie: odstranenie hybridiza¢ného roztoku a premyvanie.
a) 1x rychle premytie v Hybe- 70°C
b) 75 % Hybe- /25 % 2X SSC ... 15 min/70°C
¢) 50 % Hybe- /50 % 2X SSC ... 15 min/70°C
d) 25 % Hybe- /75 % 2X SSC ... 15 min/70°C
e) 100 % 2X SSC ... 15 min/70°C
) 100 % 0,2X SSC ... 2 x 30 min/70°C
2) 75 % 0,2X SSC/25 % PBT ... 10 min/RT
h) 50 % 0,2X SSC/50 % PBT ... 10 min/RT
1) 25 % 0,2X SSC/75 % PBT ... 10 min/RT
j) PBT (PBS + Tween)
11. Blokovanie: pridanie 500 pl blokujuceho roztoku (Tab. 13) ku kazdej vzorke, inkubacia 3 hodiny
pri RT.

Tab. 13: Zlozenie blokujuceho roztoku.

Reagenty Objem [ul]
Ovcie sérum (50X) 20
BSA (100 mg/ml, 50X) 20
Levamisol (1M, 1000X) 1
PBT 959
Celkovy objem: 1000
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12. Nariedenie ani-DIG Alkalickej fosfatizy v blokujucom roztoku v pomere 1 : 4000, pridanie 500 pl
k vzorke, inkubéacia O/N pri 4 °C.

Dern 3

13. Premyvanie vzoriek: PBT 6 x 15 min.

14. Farbenie: Farbenie AP pufrom (Tab. 12), pridanie 1 ml AP pufru ku vzorkdm 2 x 15 min, pri
druhom premyvani prenesenie vzoriek na 12-jamkovu platiiu. Po druhom premyti a odobrati pufru
pridanie NBT/BCIP roztoku (50X), 600 pl ku kazdej vzorke, inkubacia v tme pri RT.
Kontrolovanie farbenia priblizne kazdych 15 min.

15. Stop roztok: premyvanie v stop roztoku (Ix PBS a 1 mM EDTA) 2 x 5 min. Pre odstranenie

pozadia, rychle premytie 4 % PFA, prenesenie vzoriek do metylceluldzy a uschovavanie v ne;j.

5.4.3 Western blot

Protokol 5: Western blotting

1. Priprava vzorky:
a) Odobratie E3 vody, premytie v 500 ul PBT, 1x 5 min.
b) Odstranenie Zitka 500 pl Ginzburg Ringer roztoku, prepipetovanie zmesi kym nie je Zitok
odstraneny.
¢) Centrifugacia 500 x g, 5 min na 4 °C, odstranenie supernatantu.
d) Pridanie 50 pl RIPA pufru s proteazovymi ihnibitormi
¢) Rozdrvenie embryi, inkubacia na I'ade po dobu 30 min, vortexovanie kazdych 5 min.
f) Centrifugacia po dobu 15 min na maximum pri 4 °C.
g) Uskladnenie supernatantu v novej mikroskiimavke a uchovanie pri - 80 °C.
2. Priprava aparatay, separa¢ného gélu (12 %) pre western blot (WB) a zaostrovacieho gélu pre WB.
3. Nanesenie vzoriek (10 pl) a Page Ruller markru (4 pl). Akryamidova elektorofréza bezi v 1X SDS
pufri, na 80 V prvych 20 min, nasledne na 120 V po dobu 110 min.
4. Mokr¢ blotovanie:
a) Priprava membrany, chromatografického papieru a Spongii: vSetky komponenty blotovacej
kazety su namocené v transférovom pufti.
b) Blotovacia kazeta: na jednu stranu ulozenie Spongie, nasledne 3 x chromagograficky papier, gél,
membrana, 3 x chromatograficky papier, Spongia, uzavretie blotovacej kazety.
¢) Priprava nadoby na WB, umiestnenie mieSadla, chladiacich blokov, blotovacej kazety, naplnenie
nadoby transferovym pufrom a uzavretie.

d) Blotovanie bezi na 0,36 A po dobu 1 hodiny.
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5. Farbenie

a) Premytie membrany 1 x v 1x PBT, vizualizacia bandov v Ponceau po dobu 5 min, vyrezanie
Casti membrany tam, kde sa nachddzaju proteiny nasho zaujmu, premytie 3 x v 1x PBT.

b) Blokovanie v 10 % mlieku s PBT po dobu 1 hodiny pri RT, premytie 3 x v 1x PBT.

c¢) Inkubacia s primarnou protilatkou v 1 % mlieku v pomere 1 : 1000 po dobu 1 hodiny pri RT.
Premytie 3 x v 1 x PBT 5 min pri RT.

d) Inkubacia so sekundarnou protilatkou v 1 % mlieku v pomere 1 : 10 000 po dobu 1 hodiny pri
RT.

e) Vysusenie membrany filtranym papierom a inkubacia po dobu 10 min s femto HRP substratom
a zabalenie membrany do folie.

f) Vysusenie membrany filtracnym papierom a skenovanie.

5.4.4 Pocitacova tomografia (MicroCT)

Pre zobrazenie vnitornej morfologie u mutatnych ryb a ryb divokého typu sme vyuzili
MicroCT. Vzorky vybranych ryb boli spracované v Ceskom centre pre fenogenomiku, Ustav
molekularnej genetiky. Vzorky boli fixovné po dobu 5 dni v 4 % PFA, potom prenesené do
1 % kyseliny paraftalovej (PTA) na dobu 14 dni, kde boli kontrastované a nakoniec do 25 %
Lugolovho roztoku na dobu 2 dni. Vzorky boli zafixovné v agaréze a skenované vysoko
rozliSujicim MicroCT SKYSCAN 1272, (Bruker), scany boli rekonStruované v programe

InstaRecon.
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6 VYSLEDKY

6.1 Dizajn gRNA

Pomocou online dostupnych predikénych programov (vid'. kapitola 4.1.1) boli vybrané
optimalne miesta pre Stiepenie exdénov pomocou Cas9 endonukledzy (Tab. 14). Vsetky
pouzité sekvencie boli najdené v Danio rerio genéme a overené¢ v gendmovom prehliadaci

https://www.ensembl.org/. U génu meis2a boli navrhnuté tri sgRNA, z toho jedna v DNA

vizbove] doméne, u génu meis2b boli navrhnuté Styri sgRNA z toho jedna v homeodoméne
(Obr. 15). Sangerovym sekvenovanim bola overena pritomnost” navrhnutého inzertu v pT7
vektore, ktory bol d'alej pouzity v procese pripravy sgRNA (Obr. 16). Tiez boli navrhnuté
oligonukleotidy kodujice sgRNA (Tab. 15), ktoré boli zaklonované do pT7 vektora,
transformované do baktérii, izolované a transkribované pomocou pT7 do sgRNA.
Transkribované sgRNA boli overené na agaré6zovom gély (Obr. 17).

Navrhnuté sgRNA st tvorené 20 ribonukeotidami (crRNA) a na 5” konci sa nachadza
univerzalna downstream sekvencia (tracrRNA) nevyhnutnd k spravnej interakcii s Cas9
endonukledzou (Tab. 14).

Tab. 14: Targetujuce sekvencie sgRNA v génoch meis2a a meis2b a sekvencie sgRNA pre jednotlivé exony.
Cervenym je znazornena PAM sekvencia, nevyhnutna k zacieleniu DNA.

Exén Targetujiica sekvenciasgRNA(5'->3") sgRNA(5'->3")

meis2a: exon 2 TGGACGGGGTCGGGATGTACGGG UGGACGGGGUCGGGAUGUACH*
meis2a: exén 3 GTCCTCGTTGAAGGAGTCCGAGG GUCCUCGUUGAAGGAGUCCG*
meis2a: exén 8 GTCGTCACCCGTGCCAGGCGAGG GUCGUCACCCGUGCCAGGCG*
meis2b: exén 2 GGGGTTCCGACGTCGATGTACGG GGGGUUCCGACGUCGAUGUA*
meis2b: exén 3 CCGAGAGAGCCGGGAGTCGCTGG CCGAGAGAGCCGGGAGUCGCH
meis2b: exén 4 ATTATCCAGCTCTGGGTTAGAGG AUUAUCCAGCUCUGGGUUAG*
meis2b: exén 8 AACTGGGGATGAGGACGATCAGG  AACUGGGGAUGAGGACGAUC*

*tractRNA-5"
AAATCTCGATCTTTATCGTTCAATTTTATTCCGATCAGGCAATAGTTGAACTTTTTCACCGTGGCTCAGCCACGCCTAG
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Obrazok 15: Grafické zndzornenie lokalizdcie navrhnutych sgRNA.
Pre gén meis2a boli navrhnuté sgRNA v exone dva, tri a osem, ktory je sucastou homeodomény (HD). U génu

meis2b boli navrhnuté Styri sgRNA v exénoch dva, tri, Styri a osem, ktory je sucastou homeodomény (HD).
Exony, v ktorych boli navrhnuté sgRNA su pritomne vo vetkych zostrihovych variantdach.

(o 0 a8 T G G 7 A T AT | A A T A T G ACBRBTCEE & g { T
gRNA meisZaex? gRNA meis2b ex2

A j | | f | | | |

\ f i | |

1 { 1 i

5 A ) il A 2 [\ ! [\A A .
1 120 13 g T ) - m ) 1
A AAA C G G A o A A B AGGLG AC AT ] [ [ G B I ¢ 1 a a.c¢cJ |

gRNA meis2bex3

UV TV TV Jﬁ'\’ [ AR WL J{\U& L

120

10 120 130 10
T a Y i CaG G C TG G o i T &

gRNA meisZbex4

TAAAACGATCGTCC L AT fF EE WG T T EE A T

L T G G GG G6GTG 1]

gRNA meis?aex §

Obrazok 16: Chromatogram sekvendcie vektora pT7.
Po zaklonovani inzeru do pT7 vektora bola sekvendaciou overend pritomnost pozadovanych inzerov, ktoré

koduju gRNA.
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Tab. 15: Komplementarne olgonikleotidy kodujice sgRNA pre meis2a a meis2b.

Exon Forward Reverse

meis2a: ex6n 2 TAGGTGGACGGGGTCGGGATGTAC AAACGTACATCCCGACCCCGTCCA
meis2a: exon 3 TAGGTCCTCGTTGAAGGAGTCCG AAACCGGACTCCTTCAACGAGGA
meis2a: exon8 TAGGTCGTCACCCGTGCCAGGCG AAACCGCCTGGCACGGGTGACGA
meis2b: exon 2 TAGGGGTTCCGACGTCGATGTA AAACTACATCGACGTCGGAACC

meis2b: exbn 3 TAGGCCGAGAGAGCCGGGAGTCGC AAACGCGACTCCCGGCTCTCTCGG
meis2b: exbn 4 TAGGATTATCCAGCTCTGGGTTAG  AAACTAACCCAGAGCTGGATAAT
meis2b: exén 8§ TAGGAACTGGGGATGAGGACGATC AAACGATCGTCCTCATCCCCAGTT

Obrazok 17: Overenie transkribovanych sgRNA na agarozovom gély.
Uspesnost transkripcie bola overena u vietkych sgRNA pre kazdy navrhnuty exon (meis2a exony: 2a, 3a, 8a,
meis2b exony: 2b, 3b, 4b, 8b). (M) marker.

6.2 Genotypovanie

Do jedno alebo dvojbunkového Stddia oocytu bol injikovany mix vSetkych navrhnutych
sgRNA spolocne s Cas9. Mix sgRNA bol pre jednotlivé gény injikovany zvlast. V Stadiu 5
vybranych dvanastich embryach preukazala pritomnost’ heteroduplexov pomocou testu
mobility heteroduplexov (HMA) aspon u jedného embrya, injikdciu sme povazovali za
uspesni. Po dosiahnuti dostato¢nej velkosti ryb (zhruba 6 tyzdnov) boli tieto ryby
genotypované HMA (FO generéacia) a mutatné ryby boli pouzité na ziskanie homozygotne;j
mutantnej linie (F2 generacia). Pre fenotypové analyzy sme pouzili embrya ziskané krizenim

uz overenych homozygotnych mutantov a fixovali ich v poZadovanom vyvojovom $tadiu.

6.2.1 Genotypovanie F0 generacie

Embryd injikové CRISPR/Cas9 systémom (F0 generacia) boli genotypované pomocou
testu mobility heteroduplexov (HMA). CRISPR/Cas9 systém vytvara malé inzercie alebo
delécie v cielovom géne (takzvané indly), ktoré vedi k vzniku heteroduplexov a tie sa
zvycajne nachadzaju pod rozliSovacou schopnostou agarézovej gélovej elektroforézy. HMA

dokaze identifikovat’ indle uz nad 2 bp.
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Uspesnost’ injikacie systému bola pri oboch génoch viac ako 70 % (Tab.16). Mutantné
ryby (mozaiky) ziskané genotypovanim prostrednictvom HMA (Obr. 18, 19) boli pouzité na
d’alSie krizenie. U génu meis2a vykazoval najvacsiu efektivitu sgRNA navrhnuty v exone 2 a
3 u génu meis2bto boli sgRNA navrhnuté pre exony 2 a 4 (Obr. 18, 19). U dalSich krizeni
sme pracovali vyhradne s liniami mutantnymi v exénoch 2.

Tab. 16: Kvantifikacia genotypovania a uspesnosti injikacie F0 generdcie a prenosu mutacii do F1 generdcie.
F1 generdcia u meis2b génu nebola doposial’ genotypovand.

Gén Celkom FO mutanti  Uinnost®  Celkom F1 FO Utinnost’
FOgenotyp.ryb [%] genotyp.ryb  mutanti [%]
meis2a 48 34 70,8 98 34 34,7
meis2b 77 54 70,2 - - -

| — Exo6n 2 o
o Lﬁ_’ Mut. Mut. Mut. Mut. Mut. Mut. WT

| —

500bp N

e L L L LTI

Ex6n 3

| —
M —
Mut. Mut. Mut. Mut. Mut. WT

4

500bp Rt

Obrazok 18: Genotypovanie F0 generdcie u meis2a génu.
Heteroduplexy boli detegovné u vzoriek oznacenych ako mutanti (Mut.) u exonov 2 a 3. Ako kontrola bola
pouzita DNA ryby divokého typu (WT) a proteinaza K (P) v ktorej nebola izolovana ziadna DNA. (M) marker.
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Mut. Mut. Mut. Mut. Mut. Mut Mut.

Obrazok 19: Genotypovanie F0 generdcie u meis2b génu.
Heteroduplexy boli detegovné u vzoriek oznacenych ako mutanti (Mut.) u exénov 2 a 4. Ako kontrola bola
pouzita DNA ryby divokeho typu (WT) a proteindaza K (P) v ktorej nebola izolovanad Ziadna DNA. (M) marker.

6.2.2 Genotypovanie F1 generacie

KriZzenim FO mutantov s rybami divokého typu sme ziskali F1 generaciu. F1 generaciu sme
genotypovali agarézovou gélovou elektorofrézou, ktora nam pomohla odhalit’ heterozygotné
mutanté ryby uz s vac¢s§im indlom (deléciou alebo inzerciou, Obr. 20). Efektivita mutagenézy a
frekvencia prenosu potencidlnej mutacie na d’alSiu generaciu (F1) je zobrazena v tabulke 16.
V pripade génu meis2a bola efektivita prenosu 34,7 %. Generaciu F1 u génu meis2b sme
doposial’ negenotypovali z dévodu nedostatocnej vel'kosti ryb pre odobranie vzorky DNA v
¢ase dokoncovania tejto diplomovej prace.

Niekol’ko potencidlnych heterozygotnych ryb F1 generdcie sme sekvenovali a vysledky

sekvenacie boli overené v online néstroji CRISP-ID. Zo Siestich sekvenovanych vzoriek ryb
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doslo k preukazaniu delécie s posunom citacieho ramca len u troch z nich. U tychto ryb sme
sekvenaciou preukdzali deléciu 50 bazovych parov (Obr. 21, 22). Pre problémy s
reprodukciou boli pouzité na generaciu d’alSej linie len dve z tychto ryb, ktoré boli opét
krizené s rybami divokého typu, kvoli ziskaniu diverzity v pohlavi a moznosti ziskat” d’alSiu

homozygotnt liniu.

HE HE HE HE HE HE HE WT P

-— - — -
- e e — @ =

Obrazok 20: Genotypovanie F1 genrdcie u meis2a.

Spodné bandy heterozygotov (HE) s deléciou, zodpovedaju 300 bp dlhym DNA fragmentom
markera (M). Ako kontrola bola pouzita DNA ryby divokého typu (WT) a proteindza K (P) v ktorej
nebola izolovana Ziadna DNA.

C
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Obrazok 21: Schematické navrhy primerov, sSgRNA v exone 2 u Danio rerio a oznacenie delécil.
Navrhnuty forward primer (zelend) a reverse primer (bledo ruzova) v exone 2. Oznacenie navrhnutej sgRNA
(bledo ruzova) a vzniknutych delécii (ruzova).
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wt CTGTGCTCTTGCTGACTTTCTGCTTCCC———————————————————— TTACGGGGATCCACA
mut CTGTECTCTTGCTGACTTTCTGCTTCTCTT GCAGTACGAT GAGCTGECTCACTACGECEECATGEACGEGETCGGEATGTACGGGEAT CCACA
TR R R R R R A AT RRAR TR R RN AR R RR TR R W TR R R R R R R R RN R
50bp del. meisZa/vz.14/exZ/F1
Wt TGTGCTC TTGCTGACTTTC TGO T TCTCT T —— —— — —— —— = —— —— e e GCEGEGATCCAC
mut CTGTECTC TTGCTGACTTTCTGCTTCTCTTGCAGTACGATGAGCTGECTCACTACGECGGCATGEACGGEETCGEEATCTACGEEGATCCAC
PR AR R R AR AR A RAN A A RN AR RAR AT AR AR R LR R A S S R B & 5
50bp del. meisZa/vz.1l6/ex2/F1

B

wt MLMAQRVSSFTDQQLEL. SLPTLFLLCNVRESCLTS CVLHMIKSLSDSVRRPCPLWWRDGW SWESDVDVRGPARASAPAAGS SFESRAARTTCOPT

mut MLMAQRVSSFTDQOLEL. SLETLFLLCNVRESCLTSCARYDQISV. FSTETLPTMVAGWME LGFRRRCTGTRTRLGPCRRFII. ITGRHHMPTNT

Obrazok 22: Vysledky sekvendcie ryb F1 generedcie u génu meis2a v exone 2.
(4) Sekvendcia preukdazala deléciu 50 bp, ktord vedie k zmene citacieho ramca (B)v exone 2 (ex.2) u oboch ryb
(pracovny nazov vzorka (vz.) 14 a 16 ).

6.2.3 Genotypovanie F2 generacie

Generéacia F2 bola ziskana krizenim heterozygotnych ryb, ktoré boli overené sekvenaciou a
genotypovanim na agarozévom gély, rovnako ako generdcia F1 (obr. 23, 24). Ziskané
homozygotné ryby boli pouZité na fenotypové analyzy a na udrZanie mutantnej homozygotne;
linie.

Obrazok 23: Genotypovanie F2 genrdcie u meis2a, vzorka 14.

Bandy homozygotov (H0) s 50 bp deléciou, odpovedaju 300 bp dlhym DNA fragmentom markeru
(M). Ako kontrola bola pouzita DNA ryby divokého typu (WT) a ako pozitivha kontola (+) bola
pouzita DNA uz overenej homozygotnej ryby.
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Obrazok 24: Genotypovanie F2 genrdcie u meis2a, vzorka 16.

Bandy homozygotov (H0) s 50 bp deléciou, odpovedaju 300 bp dlhym DNA fragmentom markeru
(M). Ako kontrola bola pouzita DNA ryby divokého typu (WT) a ako pozitivna kontola (+) bola
pouzita DNA uz overenej homozygotnej ryby.

6.3 Fenotypova analyza

6.3.1 Farbenie alcianovou modrou

Farbenie Alcidnovou modrou, ktord saviaZe na kyslé polysacharidy v chrupavkach, nam
umoznilo Studovat vyvoj hlavovo-tvarovych chrupaviek pocas embryonalneho vyvoja
zebri€ky. Rany vyvoj chrupaviek sme sledovali u embryi po CRISPR/Cas9 mutagenéze v
géne meis2a a u morfantov s uml¢anymi expresiami meis2a a meis2b génov.

Ako kontrolu k indukovanej mutagenéze sme zvolili Specifické Morfolina pre meis2a a
meis2b, ktoré znizuju expresiu Meis2 proteinov. Nami pouzit¢é Morfolina blokujii proces
translacie mRNA do aminokyselinovej sekvencie tym, Ze brania nasadnutiu ribozomu.
Knock-down experimenty s Morfolinami nam tiezZ umoZznuju Studovat’ délezitost’ jednotlivych
Meis2 proteinov, a tak determinovat’ vztah medzi TF Meis2a a Meis2b.

U morfantov zebricky sme pozorovali rozsiahle malformécie chrupaviek. K deformécidm
doslo predovSetkym v mandibularnych chrupavkach, kde sme pozorovali sfizovanie
Meckelovej chrupavky s palatoquadrate a taktiez deformécie ceratohyal a hyomandibulare.
(Obr. 25, 26).

Pri farbeni hlavovych chrupaviek knock-out embryi, u ktorych bol z funkcie vyradeny gén
meis2a, sme nepozorovalizretelné malformacie chrupaviek, ktoré by boli dosledkom absencie

Meis2a transkripéného faktoru (Obr. 27).
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Obrazok 25: Anatomia chrupaviek hlavy u Danio rerio, 5 dpf.
Ventralny pohlad na anatomické uporiadanie chrupaviek zebricky vo vyvojovom
Stadiu 5 dnini po fertilizacii (dpf). Prevzaté a upravené podla (Zoeller et al., 2009).

MO 5 dpf

kontrola ‘ meis2a meis2b 7

Obrazok 26: Farbenie chrupaviek hlavy Alcianovou modrou u morfantov meis2a a meis2b, 5 dpf.
Ventralny pohlad na Alcianové farbenie embryi 5 dni po fertilizacii (dpf). Malformacie chrupaviek hlavy po
injikacii mofrolin (MO) blokujucich translaciu meis2a a meis2b génu. V oboch pripadoch doslo k deformdciam
mandibularnych chrupaviek (Meckelovej chrupavky, palatoquadratum, ceratohyal a taktiez hyomandibulare). U
meis2b bol pozorovany fentotyp u 9 z 31 embryii a u meis2b to bolo u 7 embryi z celkového poctu 46.
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Obrazok 27:Farbenie chrupaviek hlavy Alcianovou modrou u mutantov meis2a, 8 dpf.
Ventralny pohlad na Alcianové farbenie embryi 8 dni po fertilizacii (dpf) u knock-out ryb. Nie su pozorované
ziadne vyrazne zmeny v usporiadani chrupaviek v hlavovej oblasti.

6.3.2 In situ hybridizacia

Pri analyze mutantov sme sa zamerali na dve hlavné oblasti, a to kraniofacialnu oblast’ a
vyvoj srdca, ktoré su poskodené pri vyvoji embryi u mysi s chybajicim Meis2 (Machon et al.,
2015). In situ hybridizacia (ISH) ndm umoznila sledovat’ lokalizaciu expresie Specifickych
génov neuralnej liSty pomocou komplementarnych DNA préb. U morfantov sme venovali
pozornost’ Specifikatoru buniek neuralnej listy, génu dix/, ktory je okrem iného exprimovany

aj v tvarovo-hlavovych Struktirach. U morfantov a mutantov sme pozorovali expresiu génu
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myl7, ktory sa exprimuje v svalovej srdecnej predsieni a tym moduluje srdecny vyvoj a
kontraktilitu myokardu.

U morfantov sme pozorovali redukciu expresie dlx/ v oblasti mandibularneho a hyoidného
obluku (Obr. 28) pri knock-down oboch génov, ¢o naznacuje ddleZitost Meis2a a Meis2b
proteinov pri formovani tychto Strukar.

In situ hybridizacia myl7 ndm umoznila sledovat’ morfologické zmeny vo vyvoji predsiene
srdca zebricky (Obr. 29). Expresiu myl7 sme sledovali u morfantov z ventradlneho pohladu,
kde sme pozorovali zmenu v rozsahu signalu expresie génu a jeho ¢iasto¢nu redukciu (Obr.
30). U mutantov meis2a, ktoré sme sledovali z frontdlnej strany, sme pri znaceni myl7
pozorovali ve'mi mierne zvicSenie predsiene srdca, avSak na potvrdenie tychto pozorovani st

potrebné d’alSie experimenty (Obr. 31).

MO 24 hpf

kontrola meis2a meis2b

dix1

Obrazok 28: Expresia dix1u morfantov (MO) meis2a a meis2b, 24.hpf.

Gén dix1 je u kontrolnej ryby exprimovany v koncovom mozgu (telencephalon, t), medzimozgu (diencephalon, d),
v mandibuldarnom obluku (m) a hyoidnom obluku (h). U morfantov meis2a aj meis2b bola pozorovand redukcia
expresie v mandibule a hyoidnom obliku.

483 hpt

Obrazok 29:Usporiadanie srdca u Danio rerio, 5 dpf.
Cervenym je znaceny predsienovy prekurzor, modrym je znaceny komorovy prekurzor, zlta
znaci predsienovo-komorovy kandl. Prevzaté a upravené podla (KeBler et al., 2012).
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MO 48 hpf

kontrola meis2a meis2b

myl7

Obradzok 30: In situ hybridizdacia myl7 na morfantoch meis2a a meis2b, 48 hpf.
Pohlad z ventralnej strany na znacenu srdecnu predsien, u morfantov meis2a a meis2b doslo
k zmene expresie.

KO 48 hpf

kontrola meis2a meis2a meis2a

Obrazok 31:1n situ hybridizdacia myl7 na mutantoch meis2a, 48 hpf.
Pohlad z frontdlnej strany na znacenu srdecnu predsiern, u mutantov meis2a je mozné pozorovat
velmi mierne zvicSenie predsiene srdca.
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6.3.3 Western blot

Western blot sme vyuzili na overenie pritomnosti proteinu Meis2a vo vzorkach mutatnych
ryb, ako kontrolu sme pouzili izolované proteiny z ryby divokého typu. Izolované proteiny z
mysi sme pouzili pre overenie funkCnosti protilatky na jednotlivé modelové organizmy.
Protilatka, ktorti sme pouzili bola primarne generovana pre mysi Meis2.

Bandy odpovedajice vel'kosti Meis2 proteinov sme pozorovali u vsetkych testovanych
vzoriek (Obr. 32). Podl'a ocakavani sa nam podarilo pozorovat bandy, ktoré odpovedaju
Meis2 proteinu (42 kDa) v extrakte z mySieho embrya, ¢im sme potvrdili Specifitu protilatky.
Band podobnej velkosti (40 kDa) bol pozorovany aj vo vzorkach proteinov izolovanych zo
zebricky. U Dania sme bandy pozorovali vo vzorke z ryby divokého ale aj vo vzorkach s KO
meis2a, pravdepodobne z toho dovodu, ze aminokyselinové sekvencie vsetkych testovanych
Meis proteinov su si vel'mi podobné (Obr. 33) a vizba protilatky, nie je Specifika na Meis2a a
pravdepodobne nebude $pecificka ani na Meis2b.

M 4 VA Z
wr wr KO KO ¥

42 kD

Obrazok 32: WB detekcia pritomnosti Meis2 proteinov.

Ako kontrola boli pouzité proteinové vzorky mysi (M, WT) a ryby divokého typu (Z, WT). Tak ako u kontrolnych
vzoriek aj u mutantov zodpovedali detegované bandy velkostiam Meis2a aj Meis2b proteinov (u mysi 42 kDa, u
zebricky 40 kDa).
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Obrdzok 33: Porovnanie aminokyselinovych sekvencii Meis2.
(Z-zebricka, M-mys).

6.3.4 Zobrazovanie pocitacovou tomografiou (MicroCT)

MicroCT ndm umoznuje Studovat’ morfogenézu vnutornych orgdnov mutovanych ryb a
zaroven zachovat’ ich integritu, tak ako tomu bolo u Zivého organizmu.

Analyzovali sme dve dospelé mutantné ryby, meis2a (KO meis2a) a dve ryby divokého
typu vo vyvojovom Stadiu 2 mpf. Zamerali sme sa na sledovanie zmien v chrupavkach tvare
ako napriklad palatoquadratum (PQ) a basihyale (BH) (Obr. 34). U Ziadnej mutantnej ryby
sme nepozorovali zretelné morfologické zmeny, ktoré by boli spolo¢né u oboch testovanych
KO meis2a ryb. Dalej sme sa zamerali na vyvoj srdca, konkrétne srde¢nej predsiene (Obr. 35,
36), kde sme na zaklade predoslych vysledkov z in situ hybridizacie o¢akdvali mierne zmeny
v jej vel'kosti. V dospelych rybach sme nenasli zmeny tvaru ¢i velkosti srdca.

KaZzdopadne, analyza microCT neodhalila vyznamné zmeny v Studovanych Strukturach, v
kraniofacialnej oblasti a v srdci. Ryby KO meis2a st Zivotaschopné a fertilné. Pre objektivne
posudenie bude v buducnosti nevyhnuté analyzovat vacsiu kohortu ryb, ¢i uz ryb divokého

typu alebo mutantov.
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KO meis2a

KO meis2a

Obrazok 34: Frontdalny rez hlavou Danio rerio, microCT, 2mpf-
Snimky frontalnych rezov z microCT u ryb divokého typu (WT) a mutantov (KO) meis2a. Nepozorovali sme
Jednoznacny fenotyp v hlavovych chrupavkach ako napriklad palatoquadrate (PQ) alebo basihyal (BH).

67



KO nieis2a:
| L

KO meis2a®

Obrazok 35: Tranzverzdlny rez hlavou Danio rerio, microCT, 2mpf.
Snimky tranzverzalnych rezov z microCT u ryb divokého typu (WT) a mutantov (KO) meis2a. Nepozorovali sme
Jednoznacny fenotyp v predsieni (P) a komore srdca (K).

KO meis2a

KO meis2a

Obrazok 36: Sagitdlny rez Danio rerio, microCT, 2mpf.
Snimky sagitalnych rezov z microCT u ryb divokého typu (WT) a mutantov (KO) meis2a. Ani sagitalny pohlad
neodhalil jednoznacny fenotyp v predsieni (P) a komore srdca (K).
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7 DISKUSIA

Neuralna lista, ktora je derivovana z ektodermu, sa vel'mi Casto oznacuje aj ako Stvrta
zarodocna vrstva (Hall, 2000), a to prave kvoli tomu, Ze ide o populdciu multipotentnych
migrujucich buniek, ktoré su schopné dat’ vznik Sirokej Skale odvodenych tkaniv. Migracia
buniek neuralnej listy je jednym zo zadkladnych dejov evolucie stavovcov, ktory vedie k
formovaniu chrupaviek hlavy ako napriklad ¢el'usti a tvarovej Casti, pigmentovym a srdcovym
bunkam, periférnem nervovému systému, axénom a vela dalSicho. Ide o tranzientnu
Struktaru, ktora podstupuje epitelovo-mezenchymalnu tranziciu, preto je pritomnd len v
ranych embryonalnych Stddiach. Akékol'vek poruchy vyvoja neuralnej listy mozu viest' k
zavaznym patologiam a negativnemu dopadu na mnozstvo organovych systémov a funkénych
Struktir v ramci tela stavovcov, ¢im sa otvara dolezitost’ a Siroké Studijné pole pre vyskum
tychto Struktur.

Je dolezité pochopit’ mechanizmus formovania a diverzifikacie neurdlnej liSty, a preto
bolo v rdmci poslednych rokov vynaloZené velké usilie na §tidium indukénych molekul
neuralnej lidty. Specifikdcia neuralnej liSty na neuralnej platni je niekol’ko stupiiovy proces.
Neuralna lista je pravdepodobne pod kontrolou transkripnych a epigenetickych faktorov,
ktoré vytvaraju hierarchické usporiadanie v regula¢nych kaskadach (Huang and Saint-Jeannet,
2004; Simdes-Costa and Bronner, 2015). K indukcii buniek neurdlnej liSty dochddza pocas
gastrulacie na hranici medzi prezumptivnou epidermis a neurdlnou platiiou. Prvym krokom je
pravdepodobne Specifikacia okrajov neurdlnej platne. Neuralna platia by mala nasledne
indukovat’ v bunkdch na okraji neurdlnej platne transkripcné faktory, ktoré ich Specifikuju.
Specifikatory neuralnej platne indukuju dalsi set $pecifickych transkripénych faktorov a to
Specifikatory neurdlnej listy, ktoré indukuju epitelovo-mezenchymaélnu tranziciu nasledovani
delaminaciou z neuroepitelu a migraciou buniek neuralnej liSty pod kontrolou Specifickych
transkripénych faktorov. V poslednom kroku dochadza k diferenciacii buniek neurélnej listy.

Avsak, nie vSetky faktory, ktoré pravdepodobne zohravaju dolezitti Specifika¢nti tlohu
pocas formovania buniek neurdlnej liSty, st zahrnuté v génovej regulacnej sieti pre
formovanie buniek neurélnej listy. Prikladom moézZe byt TALE homeodoménovy transkripény
faktor Meis. Machon et al. (2015) preukazal, ze Meis2 je vysoko abundantny v bunkach
neuralnej liSty, a ze zohrava dolezita Glohu pre ich spravnu funkciu. Meis2 deficientné embrya
myS$i preukazovali defekty v tkanivach, ktoré st derivované z neurdlnej liSty. Bolo
pozorovanych niekol’ko abnormalit v kranidlnych nervoch, abnormalny vytokovy trakt srdca a

problémy v spravnom formovani srdca. Experimenty v rovnakej $tadii, na kondicionalnych
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mutantoch mysi, potvrdili dolezitost Meis2 ako vyznamného faktoru pocas formovania
buniek neurdlnej liSty. Kondiciondlnej mutanty preukazali poruchy pri vyvoji
kraniofacidlneho skeletu , srdca a taktiez abnormality v kranidlnych nervoch. (Machon et al.,
2015).

Podobné vysledky boli ziskane aj na experimentoch vyuzivajicich ako modelovy
organizmus Danio rerio. U zebriCiek bola preukazna dolezitost’ pritomnosti Meisl a Meis2a
proteinov pocas ran¢ho embryondlneho vyvoja, kde doslo poruchdm vo vyvoji tvarovo-
hlavovych chrupaviek, ktoré st derivované z NCC. ZniZenie expresie oboch proteinov viedlo
k ziskaniu podobného kraniofacidlneho fenotypu. (Melvin et al., 2013). Avsak celd Studia
bola postavena na vyuzivani knock-down experimentov pomocou Morfolin.

Morfolina boli pouzité na plosSny skrining génovych funkcii u zebricky (Pickart et
al., 2006). Ide zdroven o najviac vyuzivané anti-sense knock-down nastroje v tomto
modelovom organizme, ktoré st schopné redukovat’” maternalne, tak aj zygotické proteiny
(Ciruna et al., 2002). Morfolina poskytuji Siroké moznosti pre skimanie funkcie génov v
zivych organizmoch, ale s dostupnostou nastrojov, ktoré dokazu Specificky modifikovat’
gendm sa naskytuje Coraz viac otazok ohl'adne schopnosti Morfolin poskytnat’ jednoznacné
fenotypové vysledky. Pre overenie Specifity Morfolin, Kok et al. (2015) vo svojej Studii
indukovali knock-down $pecifické mutéacie u viac ako dvadsiatich génov. Ziskane fenotypy u
polovice génov, u ktorych bola potvrdena Specifita MO rescue experimentmi, neodpovedali
publikovanym fenotypom zaloZenych na Morfolinach a targetovani RNA. Na zaklade tychto
vysledkov, autori predpokladaju, ze Specifita Morfolin nie je dostato¢na k tomu, aby bol
targetovany len jeden gén, o ktory sa zaujimame, ¢o vedie k znacnym pochybnostiam aj u
doposial’ publikovanych dat. (Kok et al., 2015).

Prave pre to v tejto praci vyuzivame predovSetkym miestne Specificky CRISPR/Cas9
systém ako nastroj pre vytvorenie mutatnych linii v meis2 génoch u zebriCky. AvSak aj
napriek vysSie spomenutym pochybnostiam o Specifite Morfolin, sme sa rozhodli ich vyuzit
ako kontrolu k knock-out experimentom a tieZ pre zistenie vztahov medzi jednotlivymi
paralogmi génu.

CRISPR/cas9 systém bol etablovany v naSom laboratoriu a poskytuje jednoduchu a
finan¢ne nendro¢nu modifikacii genomu s omnoho vysSou Specifitou na nami cielené miesto v
sekvencii DNA na rozdiel od Morfolin. Tieto programovatel'né nukledzy v genome indukuja
vznik dvojretazcovych zlomov. Indukcia mutécie, resp. knock-out génu, o ktory sme sa
snazili v tejto praci je zavisla na oprave dvojretazcovych zlomov. Spdsob opravy ma

esencidlny vyznam pre zachovanie gendomovej integrity. RozliSujeme medzi homologickou
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opravou ( oprava podla sesterskej chromatidy) ale v pripadoch, kedy sme chceli navodit’
knock-out génu, sme sa spoliehali na nehomologne spajanie koncov nukleotidovych retazcov
DNA, ktoré viedli k vzniku heteroduplexov. Heteroduplexy sme detegovali pomocou testu
mobility heteroduplexov (HMA). Miestne Specifické nukledzy, ako st nukleazy zinkovych
prstov (ZFN), efektorové nukledzy podobné transkripénym aktivatorom (TALEN) a
CRISPR/Cas9 systém su schopné menit’ gendm organizmu trvalo a tito zmena je prenaSana
na potomkov, ¢o nam umoznilo vygenerovat F2 homozygotnu liniu meis2a, zatial' o
morfolina maja len casovo obmedzené knock-down pdsobenie.

Na druhu stranu, dominantné postavenie Morfolin v génovych skriningoch na Danio rerio
je nevyvratiteI'né, avsak neddvno sa objavila Studia, ktord uz pracuje s miestne Specifickymi
nukledzami. Guerra et al. (2018) pomocou TALEN-ov §tudoval mechanizmy podielajice sa
na stranovej rozmanitosti srdca. Cez tento knock-out pritup vyradili z funkcie meis gény v
genome zebricky. Ziskany fenotyp v srdci sa vSak znaéne lisil od fenotypov, ktoré boli
pozorované u zebricky po knock-down experimentoch s Morfolinami. Genémova mutacia v
¢itacom ramci meis génov poukazala na dominantné postavenie meis2b. (Guerra et al., 2018).
V tychto mutantoch doslo k razantnému zvicSeniu srdecnej predsiene zebricky v pomere k jej
komore. Paige et al. (2012) pomocou Morfolin identifikoval meis2b gén ako gén podiel’ajici
sana srde¢nom vyvoji. Na rozdiel od knock-out experimentov (Guerra et al., 2018), Paige et
al. (2012) vyuzili Morfolina a pozoroval problémy s morfogenézou srdca tykajice sa
formovania srdecnej trubice a jej rotacie. Defekty boli trvalé a vyustili do nespravneho
tvarového usporiadania srdca. (Paige et al., 2012). Z tychto zisteni nevyplyva jednoznacny
zaver pre priradenie funkénych vlastnosti meis2 pocas kardiovaskularneho vyvoja srdca. Ide o
dalsi priklad, kedy bol pozorovany rozdielny fenotyp po mutagenéze pomocou
programovatel'nych nukledz a knock-down experimentov pomocou Morfolin, ¢o
pravdepodobne ukazuje na ich nedostatocnt Specifititu. Preto sa aj v tejto oblasti naskytuje
zaujimava moznost’ pre Stidium génov rodiny meis, ktord sme sa rozhodli preskimat’ aj v
tejto praci pomocou knock-down aj knock-out pristupov.

Transkripény faktor Meis (myeloidovy ektopicky virovy integraény priestor) bol pdvodne
objaveny kvoli jeho mutacii, ktord urychlila progres HOX-dependentnej leukémie (Moskow
et al, 1995; Rieckhof et al., 1997). Ide o transkripény faktor TALE (prediZenie troch
aminokoyselinovych sluciek) s homeodoménou, cez ktort interaguje s DNA. Je ddlezité si

uvedomit’, Ze vSetky Meis proteiny zdielaji vel'ku ¢ast’ homolognych aminokyselinovych
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usekov, a preto je ich rozliSenie vel'mi tazké, hlave u experimentov zalozenych na detekcii
pomocou protilatok, ktoré sme sa rozhodli vyuzit' aj my. U T'udi aj u mysi je podobnost’
Meisl a Meis2 transkripénych faktorov viac ako 85 %. (Schulte and Geerts, 2019).

Meis proteiny boli spociatku povazované za kofaktory proteinov Hox, vSak dnes sa
predpokladd, ze ide o dolezité a relativne vysoko univerzalne regulatory bunkového
spravania. Meis s schopné tvorit” heterodiméry alebo heterotriméry s proteinmi ako napriklad
Pbx, Hox a d’alSimi transkripénymi faktormi, pravdepodobne cez priame protein-proteinove
interakcie (Jolma et al., 2015). Predpoklada sa, Ze aktivita meis génov je prisne regulovana vo
viacerych urovniach, pocniic regulaciou RNA expresie, zostrihom mRNA a stabilitou
proteinu, az po posttranslacné modifikacie. Tento predpoklad vSak vyzaduje dalSie
systematické experimentalne testovanie. (Schulte and Geerts, 2019).

V gendme cicavcov sa nachadzaju tri homoldgy meis génov (meisl, meis2, meis3), ale u
zebriCky je tychto génov pat’ (meisla, meislb, meis2a, meis2b a meis3) (Furutani-Seiki and
Wittbrodt, 2004). V tejto praci sme sa zamerali na transkripény faktor Meis2, ktorého gén sa v
genéme zebriCky vyskytuje v dvoch paralogoch. Pocas evolucie doSlo u Danio rerio k
duplikacii genému, o viedelo k vzniku meis2a a meis2b. Kazdy z tychto génov dokaze dat
vznik niekol’kym proteinovym variantdm pocas alternativneho splicingu. Gén meis2a koduje
pat’ alternativnych zostrihovych variant, z toho 4 produkty koduji funkény protein. U génu
meis2b moéze dojst k vzniku 3 zostrihovych variant z toho dve koduju protein. U mysSi a
cloveka je pocet proteinovych variant vyrazne vyssSi, zarovenl ani u jedného z tychto
organizmov nedoslo k duplikacii Meis2. U ¢loveka vznik4 27 splicingovych variant MEIS2 s
10 produktmi a u mysi je variant Meis2 19 so 6 produktmi.

Pripravili sme mutantné knock-out linie zebricky v oboch génoch, meis2a aj meis2b.
Pouzili sme CRISPR/Cas9 systém, pre ktory sme navrhli hned’ niekol’ko sgRNA. V pripade
oboch génov sme pracovali s deléciami v exonoch 2, ktoré viedli k posunu ¢itacieho ramca a
zaroven su pritomné vo vSetkych zostrihovych variantach, ktoré kodujii funkéné proteiny.
Vynara sa tu otdzka toho, ¢i stoji gendmova duplikacia za rozdelenim funkcii meis2 medzi
meis2a a meis2b (sub-funkcionalizécia) alebo tymto krokom doslo k vzniku novych funkcii
(neo- funkcionalizacia). Stadium funkcie a dbleZitosti Meis proteinov vo vyvoji zebricky je
zaujimava z pohladu hl'adania kolinearity vo vyvoji regulaénych mechanizmov u stavovcov
ako mys alebo Clovek.

Hlavna otazka, na ktori sme sa v predkladanej praci zamerali je zistenie ulohy Meis2
transkripcného faktora pocas diferencidcie buniek neurdlnej liSty. Nase otazky vyplyvaju

hlavne z diskutabilnych publikovanych dat, a preto sme sa zamerali na to, aka tllohu zohrava
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Meis2 pri poskodeniach srdca a chrupaviek pocas kraniofacidlneho vyvoja. V nasledujticich
kapitolach budu diskutované ziskane vysledky a hypotézy, ktoré ilustruju dolezitost’ meis?2

génovej rodiny pocas formovania buniek neuralnej listy.

7.1 Priprava mutantnej linie meis2a a meis2b

Vytvorili sme knock-out mutatné linie meis/a a meis1b injikéciou do 1 alebo 2 bunkového
Stadia embrya. Injikovana bola zmes vsetkych navrhnutych sgRNA, spolu s endonukle4dzou
Cas9, pricom bol kazdy gén injikovany zvIast. SgRNA boli navrhnuté tak, aby navigovali
Cas9 protein do Specifickych miest v exdnoch, kde boli navrhnuté (Obr. 15). Pomocou online

dostupnych predikénych programov ako je Chopchop (https://chopchop.cbu.uib.no/), CCTop

(https://crispr.cos.uni-heidelberg.de/) a CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) boli na zaklade

predikovanej efektivity a off-targetov vybrané a pripravené najvhodnejSie sgRNA.
Pritomnost’ sgRNA bola po transkripcii overena na agar6zovom gély (Obr. 17).

V stadiu 5 dpf bolo po kazdej injikécii vybranych 12 ndhodnych embryi a genotypovanych
testom mobility heteroduplexov (HMA). V pripade, Ze sme identifikovali aspoii jedno
mutatné embryo, povazovali sme injikaciu za Gspesnu. U génu meis2bh sme mali problém s
generovanim FO mutatnej linie, pravdepodobne z dovodu inaktivnej endonuklazy Cas9. Kvoli
tejto skuto¢nosti doSlo k zdrZaniu a neboli sme schopni vygenerovat F2 mutanti liniu
homozygotov a podrobit’ ju tak fenotypovym analyzam v ¢ase odovzdadvania tejto prace.

Genotypovanie FO generdcie pomocou HMA potvrdilo o¢akévanu efektivitu sgRNA u
jednotlivych génov, a to s uspeSnostou zhruba 70 % (Tab. 16). AvSak tato u¢innost’ je len
ilustracnd, ked’ze sme injikovali kombinacie vSetkych sgRNA navrhnutych pre jeden gén, tym
padom je efektivita zavisla od mnozstva faktorov, ako napriklad od pripravy injika¢ného

mixu.

7.2 Uloha Meis2a pri vyvoj tvarovych chrupaviek

Bolo publikovanych niekol’ko $tadii, ktoré pojednavaju o dolezitosti Meis2 transkripéného
faktora ako o esencidlnom prvku pre diferencidciu buniek neurdlnej liSty pocas
kraniofacidlneho vyvoja. Na kondiciondlnych mutantoch mys$i boli sledované poruchy
tvarovo-hlavového skeletu, ktoré mali za nasledok defekty v mandibule, hyoidnej kosti a tiez
v chrupavkéach vnutorného ucha (Machon et al., 2015). Tak ako u mysi aj u zebric¢iek bola
preukazana dolezitost’ pritomnosti Meisl a Meis2a proteinov pocas raného embryondlneho
vyvoja. U zebric¢iek doslo k poruchdm vo vyvoji tvarovo-hlavovych chrupaviek, ktoré su
derivované z NCC. Bolo pozorované sfizovanie chrupaviek, ktoré su zvycajne derivované z
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toho istého alebo susedného branchialného obluku. (Melvin et al., 2013). Melvinova et al. (
2013), stadia bola postavend na experimentoch s Morfolinami, ktorych S$pecifita je v
poslednej dobe vel'mi diskutovana (Kok et al., 2015).

Knock-down experimenty v tejto praci preukdzali dominantnu ulohu Meis2 vo vyvoji
buniek neuralnej listy a ich hlavovo-tvarovych derivatoch. U oboch génov, meis2a aj meis2b
sme sledovali vyrazné fenotypy v oblasti tvarovych chrupaviek, kde doslo k spojeniu
Meckelovej chrupavky s palatoquadratum, ¢im nase vysledky koreluju s pracou Melvin et al.
(2013), kde bol podobny fenotyp sledovany len u meis2a. Okrem tychto chrupaviek, boli
deformované aj ceratohyal a hyomandibulare. (Obr. 25, 26). Na morfantoch prevedena in situ
hybridizacia dix1génu, ktory bol popisany ako regulator neurogenézy zucastnujuci sa vyvoja
predného mozgu, branchidlnych oblukov a kraniofacidlnych derivatov, podporila fenotypové
vysledky z farbenia tvarovo-hlavovych chrupaviek. Exprimacia dix/ bola u knock-down
oboch homologov meis2 redukovand v oblastiach mandibularneho a hyoidného obluku (Obr.
28). Z tychto vysledkov vyplyva to, ze dix1 sa nachadza pravdepodobne pod regulaciou meis2
aj meis2b a preto doslo k jeho redukcii u meis2a a meis2b knock-down embryi.

Na druht stranu, u pripravenej linie pomocou CRISPR-Cas9 technoldgie sme u embryi s
knock-out meis2a nepozorovali ziadne zretel'né defekty pri vyvoji chrupaviek hlavy ani pri
jednom z pouzitych pristupov a to u farbenia Alcidnovou modrou (Obr. 27) a u microCT
(Obr. 34).

Nasa vytvorenad knock-out linia meis2a tak nepotvrdila pozorovania pri experimentoch s
Morfolinami. Je mozné, Ze za tym stoji ich nedostatocna Specifita a tak mo6zu ovplyviovat
expresiu aj d’al§ich meis génov, ako napriklad meisla a meislb. Knock-down experimenty s
Morfolinami ukézali to, Ze oba proteiny Meis2 by mali zohravat’ Glohu pri kraniofacialnom
vyvoji. Redukcia dix/ v mandibularnom a hyoidnom obluku podporuje hypotézu dolezitosti
Meis2 proteinov pri formovani tychto Struktar. AvSak hlavny pristup, a to knock-out
experimenty, ktoré sme v tejto praci vyuzili, nepotvrdili, ze Meis2a je esencialny pre
kraniofacidlny vyvoj. Tym paddom sme vyvratili predpoklad zaloZeny na Morfolinach, Ze
Meis?2 je nevyhnutel'ny pri vyvoji hlavy. Na druht stranu, Morfolino pre meis2a moze taktiez
targetovat’ meis2b z dovodu homolégii v Start kodonoch a nizkej morfolinovej Specifite, preto

su nevyhnuté d’alSie experimenty na knock-out liniach meis2b.

7.3 Meis2a pravdepodobne zohrava zanedbatel’nu tlohu pri vyvoji srdca

U cicavcov je asymetria a rozdielna morfogenéza pravého a l'avého srdecného priestoru

dolezitd pre spravne vedenie krvi, ale zarovenl stale malo preskimand (Campione and
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Franco, 2016; Koshiba-Takeuchi et al., 2009). Zebricka ako modelovy organizmus pomohla k
pochopeniu mechanizmov U¢astniacich sa stranovej rozmanitosti srdca.

Guerra et al. (2018) po prvé popisal Meis2b transkripény faktor ako faktor, ktory sa
asymetricky exprimuje na l'avej strane srdca dospelého Danio rerio. Prvé zmeny vo zvyseni
pomeru povrchu predsiene, v ktorej preukdzal exprimaciu meis2b, k pomeru povrchu komory,
sledoval od tretieho tyzdia po fertilizacii na knock-out meis2b deficientnych rybach (Guerra
et al., 2018). Na identifikaciou srdecnych reguldtorov u zebricky boli vyuzité aj Morfolina,
experimenty ukdzali defektni srdecni morfogenézu cez problémy vo fuzovani srdecnej
trubice a problémy s jej rotaciou (Paige et al., 2012).

In situ hybridizdcia myl7, modulatora vyvoja a kontraktility srde¢nej predsiene, na
morfantoch v naSich experimentoch ukéizala zmenu v expresii meis2a aj meis2b a ich
¢iastocnu redukciu (Obr. 3), ¢o naznacuje ucast Meis2 proteinov vo vyvoji predsiene u
zebriCky. Na knock-out mutantoch meis2a sme sledovali nie prili§ vyrazny fenotyp, a to
mierne zvac¢Senie predsiene srdca v embryach 48 hpf (Obr. 31).

Vel'mi mierne zvicSenie predsiene srdca u naSich knock-out embryi, ktoré sa nepotvrdilo u
dospelych ryb, nas vedie k zaveru, Ze Meis2a pravdepodobne zohrava len zanedbatel'nti ulohu
vo vyvoji tohto organu. Homozygotnd knock-out linia meis2b nestihla byt do dokoncenia
tejto prace vygenerovana. V buducnosti by bolo ur€ite dobre zvazit' in situ hybridiza¢na
analyzu meis2a aj meis2b na embryach starSich ako 48 hpf. Na tychto embryach by sa
pravdepodobne mohol objavit’ vyraznejsi fenotyp, podobny tomu, ktory bol prezentovany v
publikacii Guerra et al. (2018), ktori zacali pozorovat’ zvd¢Sovanie srde¢nej predsiene u KO

meis2b zebriciek aZ od 3 tyzdna po fertilizaci.

7.4 Verifikacia pritomnosti proteinu Meis2a Western blotom

U mutantnych embryi sme potvrdili pritomnost’ proteinov Meis2a (Obr. 32). Ked’ze sme
pripravili mutantt homozygotnu liniu zebricky s knock-out meis2a, pritomnost’ tohto proteinu
nebola z naSej strany oCakavand. Protilatka, ktorti sme pouzili, bola primarne pripravena na
detekciu Meis2 u mysi, ale preukazala sa G¢inna aj u zebriCky, pretoze detegovala band
spravnej vel'kosti a to zhruba o velkosti 40 kDa, ¢o zodpoveda vel'kostiam Meis2 a Meis2b
proteinov. Na druhu stranu, bandy o rovnakej velkosti boli detegované aj vo vzorkach z
mutovanych zvierat. Dovod, preco sa nam pravdepodobne podarilo identifikovat Meis2a
proteiny v KO mutantnych vzorkach je ten, Ze aminokyselinové sekvencie Mesi2 a Meis2b su
si vel'mi podobné (Obr. 33) a protilatka nebola $pecifickd len na Meis2a. Dalej je mozné, Ze

protilatka rozoznava N-termindlny koniec Meis2a, ktory je v knock-out rybach pritomny
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(nonsense mutacia je v exone 2). Pre dosledné overenie pritomnosti proteinov pravdepodobne
vyradenych z funkcie je nevyhnutné v dalSich testoch pouzit' Specificku protilatku, alebo
overit’ pritomnost’ Meis2 u knock-out ryb, ktoré su deficientné v oboch homolégoch génov

meis2a aj meis2b.

7.5 Pocitacova tomografia (MicroCT)

MicroCT analyza meis2a deficientnych ryb nepreukdzala vyrazné morfologické zmeny v
porovnani so vzorkami ryb divokého typu. Pre buduce analyzy, ¢i uz na knock-out
jednotlivych génov alebo knock-out meis2a aj meis2b zaroven bude nevyhnutné pouzit’ vac¢siu

kohortu ryb. (Obr. 34, 35, 36)

7.6 Zhrnutie

Pomocou CRISPR-Cas9 bola pripravend knock-out meis2a deficientna linia Danio rerio.
Sekvenacia potvrdila deléciu 50 bp a posun ¢itaciecho rdmca v Meis2a proteine. Mutantnu
liniu meis2b sme do odovzdania tejto prace nestihli pripravit, hoci FO generacia bola
vytvorena.

Potencidlne vztahy medzi Studovanymi transkripénymi faktormi boli overené
Morfolinami, ktoré preukazali moznu dolezitost’ meis2a aj meis2b pocas kraniofacialneho aj
srdecného vyvoja Danio rerio. Na rozdiel od morfantov, mutanti v meis2a nevykazovali
Ziadny zretelny fenotyp v hlavovo-tvarovych chrupavkach. Vo vyvoji srdca sme pozorovali
len vel'mi slaby fenotyp u embryi, a to v expresii myl7, markeru pre vyvoj srdecnej predsiene.
Tak ako mutanti aj morfanti preukdzali miernu zmenu expresie tohto markeru. MicroCT
analyza dospelych ryb nepotvrdila zmeny vo vyvoji srdca a hlavovych chrupaviek. Linia
knock-out meis2a je Zivotaschopna a fertilna.

K presnému urceniu ulohy meis? génov v Danio rerio bude nutné vygenerovat
homozygotnu liniu meis2b a nésledne liniu ktora bude deficientna v oboch homologoch meis?2

a teda v meis2a aj meis2b.
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8 ZAVER

V tejto praci sme Studovali tlohu transkripéného faktoru Meis2 pocCas embryonalneho
vyvoja Danio rerio. U zebricky doslo pocas evolucie k duplikdcii genému. Preto sme
sledovali vplyv dvoch paralogov Meia2a a Meis2b transkripénych faktorov na bunky
neuralnej listy poc€as vyvoja zebricky ako modelového organizmu. Neurdlna liSta sa nazyva aj
Stvrtym zarodonym listom, z toho dovodu, ze dédva vznik Sirokej Skéale bunkovych derivatov,
vratane hlavovo-tvarovych chrupaviek a taktiez aj srdeCnym bunkam. V tejto praci sme sa
zamerali na determindciu a vyvoj kraniofacidlych a srdeénych buniek, pretoze sme
predpokladali, ze ide o derivaty buniek neuralnej listy, ktoré by mali byt’ regulované Meis2.

Pre Studium Meis2 sme zvolili mutatné linie pripravené pomocou CRISPR-Cas9
technologie a ako kontrolu ku knock-out experimentom sme vyuzili Morfolina. Pri knock-out
experimentoch, kedy sme vytvorili mutantné linie meis2a, nedoslo k potvrdeniu predpokladov
zalozenych na experimentoch s Morfolinami. Pri vyvoji kraniofacidlnych chrupaviek sme u
mutantov meis2a nepozorovali Ziadny fenotyp, pricom u morfantov boli pozorované vyrazné
zmeny vo vyvoji hlavovych hlavovych chrupaviek, taktiez aj v expresii Specifickych génov,
ako napriklad dix/. Je mozZné, Ze uCinky Morfolin mimo ich ciel’ st rozSirenejsie, ako sa
predpokladalo.

K vysloveniu hypotézy o regulaénych funkciach Meis2 je potrebny d’alsi vyskum.

Aby sa zabrédnilo vzdjomnej kompenzacii meis2a a meis2b, je vhodné urobit’ vyskum na
embryach deficientnych na oba tieto transkripéné faktory. TaktieZ by k porozumeniu Meis2
pomohla analyza viacerych Specifikatorov buniek neuralnejlisty, aby sme boli schopni zaradit’
Meis2 do regulacnej kaskady buniek neuralnej liSty. Objasnenie regulacnych sieti, v ktorych
sa moZu zucastiiovat’ Meis2 proteiny, ¢i uZ na extraceluldrnej alebo na intracelularnej Grovni,
je vel'ka vyzva pre vyvojovych biologov. Vd’aka ziskaniu vel’kého mnozstva genomickych a
proteomickych dat o Meis rodine transkripcnych faktorov, spolo¢ne s rychlo sa vyvijajicimi

genomickymi technoldgiami to snad’ nie je az tak vzdialeny ciel.
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