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Abstrakt

Pro nékteré bunécné manipulace se dnes vyuzivaji promotory, které mohou byt indukovany
chemickymi, nebo urcitymi fyzikalnimi faktory. Nejvétsi dlraz je v této praci kladen na promotory
indukovatelné svétlem. Jsou dva pfistupy, které nam umoznuji aktivaci promotoru plisobenim svétla.
Prvni z nich vyuziva tzv. ,,caged molecules”, chemickych induktord, jejichz regulacni aktivita je
»maskovana™ fotolabilni chranici skupinou. Druhy pfistup zahrnuje optogenetické systémy, které
mohou v buiikach regulovat transkripci. Tyto systémy jsou kédovany v DNA organismu, ktery tento
systém nese, a jako jediny vnéjsi regulacni stimul potfebu;ji svétlo. Zakladni soucésti optogenetickych
aparatl jsou fotoreceptory, které pro svou funkci potfebuji kofaktor — chromofor. Fotoreceptory se
fadi do né€kolika funkénich skupin podle typu chromoforu a zptisobu jejich fotoaktivace. Tato prace
dava ptehled o optogenetickych systémech, vyuzitych pro regulaci transkripce z hlediska vyuzitého
fotoreceptoru a mechanismu indukce. Stejné tak se zabyva vyuzitim ,,caged molecules® pro regulaci
transkripce. Dale jsou zde jmenovany piipady vyuziti téchto systémli v kvasinkach, modelového
organismu vyuzivaného ve véde¢ a pro biotechnologické ucely. Na zavér diskutuji urcitd omezeni, které
promotory indukovatelné svétlem v nekterych piipadech disponuji, mezi néz patii typ chromoforu,

vlnova délka pouzivaného svétla ¢i efektivita samotného systému.

Kli¢ova slova: optogenetika, induktor, promotor, kvasinky, fotoaktivace, svétlo



Abstract

Promoters which can be regulated by different chemical or physical factors are often used in
cell manipulations. This thesis focuses predominantly on promoter systems which use light as an
inductor. There are two main approaches to controlling a promoter by light. The first one uses so-
called ,,caged molecules®, chemical inducers whose inducing activity is ,,masked* by a photolabile
protecting group. The second approach includes optogenetic systems, which can regulate transcription
in cells. These systems are encoded in the DNA of the organism, and light is the only external
regulatory stimulus. Photoreceptors that need a specific cofactor (chromophore) are the main
components of optogenetic systems. There are several groups of photoreceptors classified by the type
of chromophore and photoactivation mechanism. This thesis gives an overview of optogenetic systems
used for transcription regulation and focuses on different photoreceptors and induction mechanism
used. The systems using photocaged molecules are described as well. Furthermore, the thesis deals
with light-systems in yeast as a model organism as well as organism used for biotechnological
purposes. Finally, some limitations of light inducible promoters are discussed, including the

chromophore type, the wavelength of the light, and the efficiency of the particular system.
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CIB1, CIBN - "Cryptochrome-Interacting Basic-helix-loop-helix", vazebny partner CRY2
COP1 - gen u kvasinek

COP1 - vazebny partner UVRS

Cphl - bakterialni fytochrom

Cre - rekombinéza

CREB - transkrip¢ni faktor

Cre-ER - rekombinaza, aktivovatelna tamoxifenem

CRISPR/Cas9 - nastroj pro editaci DNA

CRY?2 - kryptochrom

DMNT-EDTA - chelata¢ni ¢inidlo, vyuzivané pro maskovani méd’natych kationtt
DNA - deoxyribonukleova kyselina

EL222 - fotoaktivovatelny bakteridlni transkripcni faktor

Envl - bakteridlni histidin kindzova doména

ER - estrogenovy receptor

FAD - flavinadenindinukleotid

FHL - vazebny partner PhyA

FHY1 - vazebny partner fytochromu PhyA

FixJ - transkrip¢ni faktor

FKF1 - receptor modrého svétla, obsahujici LOV doménu

FLARE - "Fast Light and Activity-Regulated Expression", transkripcni systém vyuzivajici svétlo a vapnik



FMN - flavinmononukleotid

FUN-LOV - "Fungus LOV Domains", transkrip¢ni systém aktivovatelny svétlem

GAD - aktivacni doména transkripcniho aktivatoru GAL4

GALI, GALI0, GAL7 - geny galakt6zového metabolismu v kvasinkach

Gal4p - transkripcni aktivator, regulujici transkripci galaktdozovych genti u kvasinek

Gal80p - inhibitor GAL4

Gagq - typ G proteinu

GFP - "Green Fluorescent Protein", zeleny fluorescenc¢ni protein

GI - "GIGANTEA", vazebny pertner FKF1

HSP - "Heat Shock Protein", v tomto ptipad¢ se vaze na ER

HTH - "Helix-Turn-Helix" vazebna doména

ipRGC - ,Intrinsically Photosensitive Reticfghjnal Ganglion Cells*, svétlo¢ivné bunky v oku
IPTG - isopropyl-p-galatosid

LACE - ,,Light Activated CRISPR/Cas9 Effector, transkripéni systém aktivovatelny svétlem
LacZ - gen, kodujici beta-galaktosidazu

LexA - vazebna doména

LINuS - svétlem indukované jaderné lokalizacni sigaly

LITEs - ,,Light Inducible Transcriptional Effectors", transkripéni systém aktivovatelny svétlem
LITEZ - ,,Light Engineered Zinc finger proteins®, transkrip¢ni systém aktivovatelny svétlem
LOV - "Light Oxygene or Voltage", fotoreceptorova doména

LoxP — sekvence DNA, umoznujici rekombinaci pomoci Cre rekombinazy

NFAT - "Nuclear Factor of Activated T-cells", transkripéni faktor

NIR - "Near Infra Red", blizké infracervené svétlo

NLS - "Nuclear Localization Signal"

nMag - "Negative Magnet", protein obsahujici LOV doménu

OmpR - bakterialni transkrip¢ni faktor

opto-DN-CREB - svétlem regulovatelny inhibitor transkripéniho faktoru CREB

p65 - transaktivaéni doména

paCas9 - fotoaktivovatelna verze Cas9 nukleazy

PA-Cre - fotoaktivovatelna Cre rekombinaza

PAS - "Per-ARNT-Sim", velka skupina senzorovych domén

pB - "Phytochrome Blue", stav xanthopisnu

PCB - fytokyanobilin

P.pcc2 — indukovatelny promotor, vyuzivany u nékterych systému pro zelené svétlo

Pfr - "Photoreceptor Far Red", stav molekuly fytochromu

Pg - "Phytochrome Green", stav fytochromu, ¢i téZ "Phytochrome Ground", stav xanthopsinu
PhiReX - transkripéni systém aktivovatelny svétlem

PHOS - kysela fosfataza u kvasinek



Prspso— teplem indukovatelny promotor u kvasinek

PhyA - fytochrom

PhyB — rostlinny fytochrom

PIF6 - "Phytochrome Interacting Partner", vazebny partner PhyB
PKC - fosfokindza C

PLC - fosfolipaza C

pMag - "Positive Magnet", protein obsahujici LOV doménu
PpsR2 - vazebny partner BphP1

Pr - "Photoreceptor Red", stav molekuly fytochromu

PR - "Photoreceptor", fotoreceptor

PYP - "Photoactive Yellow Protein", xanthopsinovy fotoreceptor
RNA - ribonukleova kyselina

rTNA - transferova RNA

S-gal - 3,4-cyklohexenoeskuletin f-D-galaktopyranosid

sgRNA - "Single Guide RNA"

synTALE - ,,Synthetic Transcription Activator Like Effectors®, transkripéni systém aktivovatelny svétlem
T7xt, T7ct - N-koncovy a C-koncovy zbytek polymerazy z T7 bakteriofaga
T7RNAP - RNA polymeraza pochazejici z bakteriofaga T7
TAG - stopkodon, ¢i triplet, kodujici tRNA pyrrolysinu

TALE - vazebna doména

TetO - gen pod promotorem, indukovatelnym tetracyklinem
TetR - tetracyklinovy represor

TF - transkrip¢ni faktor

UAS - "Upstream Regulation Sequence”

UV - ultrafialové svétlo

UV-B - ultrafialové svétlo vinové délky 280 nm - 320 nm

UV-B - ultrafialové svétlo vinové délky 320 nm - 400 nm

UVRS - fotoreceptor UV svétla

VP16 - transaktiva¢ni doména virového ptivodu

VVD - "VIVID", protein obsahujici LOV doménu

WC-1 - "White Collar" fotoreceptor a vazebny partner VVD

YF1 - chimerni kinaza, inhibovatelna svétlem
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1 Uvod

Existuje n€kolik urovni, na kterych Ize genovou expresi regulovat, av§ak nejvice usporna, proto také
nejhojnéji vyuzivand, je regulace genové exprese na urovni iniciace transkripce. Transkripce se
zahajuje v oblasti promotoru. Je to regulacni oblast DNA, na kterou se vazi transkripéni faktory
s aktivatnimi doménami, diky kterym miize nasednout RNA polymeraza a transkripce mize byt
zahajena. V pfipadé kvasinek a eukaryotnich organismi obecné je potieba nasednuti nékolika
obecnych transkripénich faktor v oblasti core promotoru, ktera urcuje, odkud a kterym smérem bude
probihat transkripce. Jsou zde vSak dalsi regulacni sekvence (at’ jiz upstream ¢i downstream), na které
se opét mohou vazat n¢které regulacni proteiny, které dale ovliviuji, jakou mérou bude transkripce
probihat. Sila promotoru se tedy odviji nejen od samotné core promotorové sekvence, ale i poctu a
umisténi regulacnich sekvenci. Mimo to zavisi i na dostupnosti promotorovych a regulacnich sekvenci
v ramci chromatinu (Alberts 2008*). Indukovatelnym promotorem myslime takovy promotor, ktery
obsahuje sekvence, jez mohou vazat regula¢ni proteiny, které transkripci z daného promotoru vyrazné
ovlivituji (Da Silva a Srikrishnan 2012%). Mezi regulacnimi proteiny mizeme najit aktivatory ¢i
represory. Zalezi vzdy na kontextu a spolupraci dalSich transkripcnich regulatorti, jestli se dany

regulacni protein bude chovat jako aktivator, nebo represor (Alberts 2008%*).

O tom, jestli se bude dany regulator vazat na piislusné regulacni sekvence, rozhoduje afinita DNA
vazebné domény regulac¢niho proteinu k prislusné sekvenci. Ta mize byt dana samotnou sekvenci,
z které se odviji prostorové uspotradani regulac¢niho proteinu, ale mtize byt dale ovlivnéna navazanim
né&jakého induktoru (ptipad pozitivni regulace), popt. inhibitoru (negativni regulace). Jejich plisobenim
dochazi ke konforma¢ni zméné proteinového regulatoru a tim i zmén¢ schopnosti vazat DNA a
regulovat transkripci. Induktor mize indukovat expresi diky navazani aktivatoru ¢i vyvazanim
represoru, inhibitor naopak inhibuje transkripci vyvazanim aktivatoru ¢i umoznénim nasednuti
represoru. Pomoci téchto mechanismti je mozné kontrolovat genovou expresi a urovat tak mnozstvi

vyrobeného produktu (Alberts 2008%*).

Chceme-li v kvasince exprimovat protein naseho z4jmu, je vzdy nutné najit i vhodny promotor, za
ktery umistime gen naseho zajmu, abychom zajistili jeho transkripci. V dnesni dob€ je zmapovano jak
velké mnozstvi promotord zajistujicich konstantni transkripcni aktivitu, ve vétsi mife nezavislou na
vnéjs$ich podminkach, tak promotord indukovatelnych (Da Silva a Srikrishnan 2012*). Ty mohou byt
regulované riiznymi mechanismy (viz. 2. kapitola ). Indukovatelny promotor mtize ke své aktivité
vyuzivat pfirozeny regulacni aparat bunky (Johnston 1987%). Existuji vSak i systémy, u kterych casti
nebo celé promotorové sekvence a proteinové regulatory pochazi z jinych druhti organismt a jsou
vhodné kombinovany tak, aby jako celek byly schopné regulace exprese daného genu (Da Silva a
Srikrishnan 2012%*). Chceme-li tedy ménit silu samotného promotoru, je mozné to zafidit na urovni
jeho sekvence a sekvence nebo poctu regulacnich cis-elementti (Blazeck a Alper 2013*), nebo

vhodnym zasahem do struktury proteinovych transkripénich regulatorti (Pathak a kol. 2017). Ptiklady
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jednotlivych soucasti transkripéniho systému, které se vyuZzivaji pro jeho vytvoreni, jsou napf.
samotné core sekvencie urCitého promotoru (Blazeck a Alper 2013%*), regulacni sekvence jako jsou
UAS (,,Upstream Regulation Sequence*) galaktézovych genti v kvasinkach (West a kol. 1987), DNA
vazebné domény jako jsou Galdp (Sadowski a kol. 1988) nebo LexA (Brent a Ptashne 1985), a
nakonec aktiva¢ni domény jako je tteba VP16 (Sadowski a kol. 1988, 16).

Vyhodou indukovatelnych promotorti je, ze mohou byt ovlivnitelné z hlediska sily indukce (tedy i
nasledné exprese), nebo Casu, kdy jsou aktivovany, popft. jak dlouho jsou aktivovany. Jejich vyuziti je
napiiklad vyhodné, pokud je naSim zajmem exprimovat gen, ktery pro vyuzivany organismus
predstavuje néjakou zatéz. Idedlni indukovatelny promotor tvoii minimalni pozadi ve své
neaktivované forme a je citlivy ke svému induktoru. Prodleva mezi zptistupnénim induktoru buitkdm a
zacatkem transkripce by méla byt co nejkratsi. V idedlnim piipadé by systém mél byt schopny
flexibilné pfechazet z neaktivniho stavu do aktivniho a naopak, podobn¢ jako spinac. Induktor sam by
pak nemél ovliviiovat dalsi biologické procesy v buiice a jeji zivotaschopnost obecné, mél by se dat
rovnomerné rozdeélit mezi bunénou masu a v idedlnim piipadé by ani nemél byt piili§ drahy (Da Silva
a Srikrishnan 2012%; Motta-Mena a kol. 2014%). Tyto pfedstavy o dokonalém indukovatelném
promotoru vSak ne vSechny popsané ¢i vyvinuté systémy vykazuji, nicméné v dnes$ni dobé jich
existuje velké mnozstvi a pro rizné studie mohou byt vhodné i riznorod¢ ptistupy z hlediska regulace

iniciace transkripce.

Cilem této prace je nastinit sou¢asné moznosti regulace transkripce, vyuzitelné zejména u kvasinek.
Duraz je kladen na systémy vyuzivajici pro svou regulaci svétlo. Prevazna Cast prace je proto
vénovana principim indukce transkripce pomoci svétla a podrobné se zabyva jednotlivymi systémy,
které byly vyuzity pro svétlem regulovanou transkripci. Prace taktéz shrnuje piistupy indukce

transkripce pomoci svétla, které byly doposud vyuzity u kvasinek.



2 Varianty indukovatelnych promotoru

Indukovatelnych promotort je vSeobecné zndmo velké mnozstvi, mimo kvasinek i u fady dalSich
organismu. Tato kapitola se proto omezuje jen na nejznaméjsi zastupce téchto systémd a jejim cilem je

popsat moznosti indukce transkripce, které se odviji od povahy induktoru.

2.1 Promotory indukovatelné chemicky

Indukce exprese pomoci chemickych induktorti je v soucasnosti asi nejvyuzivangjsi piistup. Vzhledem
k tomu, ze je takovych systémii velmi mnoho, omezim se pouze na urCité zastupné piiklady u
kvasinek. Typickym piikladem chemicky indukovatelnych promotori jsou promotory genil
metabolismu galaktézy GALI, GALI0 a GAL7 (St John a Davis 1981; Douglas a Hawthorne 1964).
Transkripce z téchto promotort je aktivovana v pfitomnosti galaktézy, naopak pfitomnost glukozy ji
inhibuje (Adams 1972). Systém pro regulaci téchto gend zahrnuje dva regulétory, transkripcni
aktivator Gal4p a jeho inhibitor Gal80p. Induktor — galakt6za, se vaze na Gal80p, coz potla¢i jeho
inhibi¢ni aktivitu vi¢i Gal4p. Diky tomu nic nebrani Gal4p v zahajeni transkripce vazbou na regulac¢ni

sekvence (obr. 1) (Johnston 1987%).

galaktoza _I - _I GAL4

a Em )

Obr. 1: Indukce exprese pomoci galaktdzy. Galaktdza brani vazbé GAL8O na transkripcni faktor GAL4, ktery
nasledné mlze aktivovat transkripci genlt GAL1, GAL10 a GAL7. Schéma vytvoreno podle (Johnston 1987).

chromozom Il

Jako induktory chemické povahy se vyuZzivaji i méd'naté kationty, pro které se vyuZziva promotor genu
COP] (Etcheverry 1990*; Labbé¢ a Thiele 1999%). U methylotrofnich kvasinek (napt. Pichia pastoris),
schopnych metabolizovat methanol, se zase vyuziva silny promotoru genu AOX! (alkohol oxidaza 1).

Je indukovatelny methanolem a inhibovatelny pfitomnosti glukozy a ethanolu (Cregg a kol. 1985).

U kvasinek se také vyuZzivaji inhibovatelné promotory. Mezi né patfi promotor genu alkohol
dehydrogenazy, ktery je aktivni za neptitomnosti glukézy (4ADH2) (Price 1997), promotor genu kyselé
fosfatazy (PHOS) aktivni v nepfitomnosti fosfatu (Tait-Kamradt a kol. 1986; Dehoux a kol. 1986),
nebo promotor O-acetyl homoserin sulthydrolazy (MET25) aktivni v nepfitomnosti methioninu ¢i S-

adenosymethioninu (Thomas, Cherest, a Surdin-Kerjan 1989; Solow, Sengbusch, a Laird 2005).



Pouzivame-li pfirozené¢ho regulac¢niho aparatu kvasinky pro heterologni transkripci, je zadouci, aby
zasahy, kterymi regulujeme transkripci daného genu nezasahovaly do pfirozenych regulaci buiiky a
naopak. Jinymi slovy, aparat, ktery reguluje transkripci pfirozenych genti by nemél byt ten samy,
kterym regulujeme expresi heterologniho genu. Proto se téchto ptipadech pouzivaji kmeny, u kterych
jsou geny pro dany regulacni apardt deletované (Hughes a kol. 2012). Jinou variantou je pouZiti
heterolognich promotorovych systémi, jejichz induktory v kvasinkovych buiikdch neovliviiuji
transkripci zaddného genu. Takové systémy mohou vyuZzivat jako induktor napt. f—estradiol (Louvion,
Havaux-Copf, a Picard 1993; Ottoz, Rudolf, a Stelling 2014) nebo isopropyl-f-thio-galaktosid (IPTG)
(Kjaerulff a Nielsen 2015). Jiny pfistup vyuZziva potlaceni exprese pomoci doxycyklinu (Yen a kol.
2003). Tyto systémy mimo jin¢ byly upraveny tak, aby mohly byt regulovany pomoci svétla, jejich

princip bude blize objasnén v kapitole 3.8.

I pfes svou rozsifenost maji chemicky regulovatelné promotory fadu dalSich nevyhod (pro
zjednoduseni budu psat o indukci, ackoliv tyto pfipady plati i pro inhibici). Jednim z nich je moznost
pouze jednosmérné indukce. Pokud jednou dodame induktor, je velmi obtizné jej z média zase odebrat
(Miiller a kol. 2015*). Vyjimku mohou piedstavovat piipady, kdy je induktor ziroven v burice
metabolizovan, takze by se po néjaké dobé mohl opét uvolnit prostor pro novy beh indukce (Kusen a
kol. 2016). Chovani chemického induktoru je do velké miry ovlivnéno difuzi, coz opét muze
predstavovat problém v fad¢ situaci. Latka se nemusi do vSech mist biologického systému dostat
stejné rychle a ve stejné davce, coz zhorSuje moznosti regulace exprese v ramci ¢asu, prostoru i miry
odpovédi (Miiller a kol. 2015%). V neposledni tad¢, ve velkych mnozstvich mohou byt nékteré
induktory pro organismy $kodlivé a jejich pouziti drahé (hlavné pfi biotechnologickych aplikacich)

(Salinas a kol. 2017%).

2.2 Promotory indukovatelné fyzikalnimi faktory

Organismy muze ohrozit i fada fyzikalnich faktord vnéjsiho okoli, proto i pro n¢ v buiikach existuji
regula¢ni mechanismy, které se odrazi na charakteru genové exprese, ¢ehoz mnoho umélych systému
VyuZziva.

2.2.1 Promotory indukovatelné teplotou

Dalsi moZznosti pro indukci exprese je vyuziti zvySené teploty (Suzuki a kol. 2006). Teplo je induktor
levny a velmi dobfe pronikd do bunécnych struktur, je uplatnitelny i pro terapeutické ucely (Huang a
kol. 2000). U kvasinek Schizosaccharomyces pombe byl popséan teplem indukovatelny promotor Ppgpis.
Jiz pti teploté 36°C reportérovy gen vykazoval nartst exprese, pii 42°C byla jeho produkce maximalni

(Fujita a kol. 2006).

V kombinaci s teplem indukovatelnymi promotory se nachazi zajimava moznost vyuziti ultrazvuku,

ktery umoziuje cilit tvorbu tepla na konkrétni oblast v bunééné populaci (velikost 10-100 mm®) a
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indukovat tak expresi pouze v jeho vybrané Casti (Plathow a kol. 2005). Zvukové viny vysoké
frekvence napomahaji transfekci cizorodé DNA do bun€k a mohou indukovat expresi u promotort

indukovatelnych teplem (Huber a kol. 2003).

Dalsi zajimavy pfistup spoc¢iva ve vyuziti magnetickych nanoc¢éstic pro generovani tepla v buiikach
tkani pomoci méniciho se magnetického pole. Tato metoda opét vyuziva teplem indukovatelnych
promotort v buiikach, tentokrat jsou vSak aktivovany teplem generovanym pohybem nanocastic

v disledku piisobeni magnetického pole. (Ortner a kol. 2012)

Ziejmou nevyhodou téchto systémil je nebezpeci pisobeni tepelného stresu, coz ma za nasledek

zvySeni ROS (Morano, Grant, a Moye-Rowley 2012%).

2.2.2 Alternativni fyzikalni pfistupy

Je mnoho dalsich fyzikalnich faktort, které mohou regulovat genovou expresi, jako je naptiklad velky
osmoticky tlak (Martinez-Montafiés a kol. 2013), elektricky proud (Rubenstrunk a kol. 2005), nebo
nedostatek kysliku (T. Liu a kol. 2005).

Tyto faktory vsSak Casto predstavuji pro organismus urCitou zatéz, coz se muze projevit na fyziologii
dané¢ho organismu (Chowdhury, Smith, a Gustin 1992; Rubenstrunk a kol. 2005; Trendeleva,
Aliverdieva, a Zvyagilskaya 2014%*). Pasobeni oxidativniho stresu mtize napiiklad omezit celkove

vykonnost transkripce (Shenton a kol. 2006) a proteosyntézy (Shenton a Grant 2003).

U kvasinek se mizeme setkat s upravenym promotorem, ktery spousti transkripci uréitych gent pii
nizkém pH okolniho prostiedi. Byl odvozen od pfirozeného kvasinkového promotoru a knému byly
pridany vazebné sekvence pro aktivatory, které se vazaly zejména pii nizkém pH. Krom¢ pH maji na
aktivitu tohoto promotoru vliv také oxidativni a osmoticky stres (Rajkumar a kol. 2016). Tento
promotor proto miize byt u€inny pii péstovani kvasinek v suboptimalnich podminkach, avsak ptesna

regulace exprese vzhledem k dalSim faktortim, které ji ovliviiuji, je v tomto piipad¢ problematicka.

2.2.3 Promotory indukovatelné svétlem a optogenetika

V posledni dobé se rozSifuje vyuziti svétla pro kontrolu mnoha bunécnych procest, od
meziproteinovych interakci (Taslimi a kol. 2014), signalnich drah (Stewart-Ornstein a kol. 2017), ptes
cileni proteinti do urcitych bunéénych struktur (Yang a kol. 2013) az pravé po regulaci exprese (viz.
kapitola Systéemy regulované svetlem). Na velkém vzestupu je obor zvany optogenetika, ktera
kombinuje vyuziti svétla s vhodnymi proteinovymi efektory, které si bunka dokaze sama vyrabét.
Velmi atraktivnim rysem stale vice popularni optogenetiky je moznost kontrolovat fadu biologickych
procestit pouze pusobenim svétla (Miesenbock 2009%). Kromé optogenetiky se nabizi vyuZiti
maskovanych induktorii, které taktéZ mohou byt vyuzity pro fizeni urcitych biologickych funkci

pomoci svétla (Kusen a kol. 2016).
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induktoru, stejné jako jeho intenzitu a je mozné vymezit oblasti, které budou induktoru vystaveny
(Gautier a kol. 2014%*). Dalsi nespornou vyhodou je moznost plsobit do hloubky i bez nutnosti
naruSeni integrity vzajemného bunécného (Miesenbock 2009) ¢i kultivacniho usporadéni, jsou proto
vhodné napf. pro anaerobni kultivaci (Binder a kol. 2016*). Induktor neni omezen difuzi (Miiller a
kol. 2015%*) a je mozné vyuzit i vice promotort regulovatelnych svétlem pro expresi nékolika riznych
gent najednou, pokud kazdy z jejich promotort bude indukovatelny jinou vinovou délkou (J. J. Tabor,
Levskaya, a Voigt 2011; Miiller, Engesser, Schulz, a kol. 2013) Vyuziti svétla pro indukci exprese, a

to zejména v kvasinkéch, je hlavnim tématem této prace a je diskutovano v dalsich kapitolach.

3 Systémy regulované svétlem
3.1 Mechanizmus fotoaktivace

Reakce molekuly na svétlo mize byt dvojiho typu, vratna a nevratna. Jsou molekuly, které ptisobenim
svétla vytvori stabilni produkt. Takova fotoaktivace molekuly je nevratna a tyto fotolabilni molekuly

jsou vyuzivany pro tvorbu tzv. ,,caged molecules* (Gautier a kol. 2014*).

Molekuly, u nichZ je reakce na svétlo vratnd, jsou napfi. fotoreceptory. Ty mohou piechdzet mezi
dvéma stavy opakovan¢ (Gautier a kol. 2014*). Mezi n¢ patii kryptochromy (Kochhar, Kochhar, a
Mohr 1981), fytochromy (Borthwick a Cathey 1962), fototropiny (Freddolino, Gardner, a Schulten
2013), rhodopsiny (Bliss 1946), receptory UV svétla (Jenkins 2014), proteiny s BLUF doménou (Iseki
a kol. 2002), xantopsiny (Kort a kol. 1996) a fotoreceptory, vyuzivajici 5° deoxyadenosylkobalamin
jako chromofor (Kutta a kol. 2015). Soucasti fotoreceptoru je polypeptid a jeho kofaktor, chromofor.
Chromofor dokaze pohltit uréité kvantum svételné energie, foton (Gautier a kol. 2014*). Tato energie
umozni molekule chromoforu zménit konformaci z cis na trans, pfemistit elektron ¢i proton, nebo
vytvofit novou kovalentni vazbu (Michael A. van der Horst a Hellingwerf 2004*). Relativné¢ mala
zména chromoforu se projevi na prostorovém usporadani celého peptidu (Gautier a kol. 2014%), a
umozni mu napf. vazbu sjinym proteinem (Shimizu-Sato a kol. 2002), nebo umozni urcitou
enzymatickou aktivitu (Zhang a kol. 2011). Kvantum svételné energie potifebné k této zméné neni
nahodné, fotoreceptory reaguji jen na fotony urcitych vinovych délek (Michael A. van der Horst a
Hellingwerf 2004%*). Aktivovany stav neni dlouhodobé¢ stabilni a aktivovany fotoreceptor se muze
vratit do svého zakladniho stavu samovoln¢ (Gautier a kol. 2014*). V nékterych piipadech je mozné

tento proces urychlit opét svétlem o urcité vinové délce (Smith a Holmes 1977).

3.2 Obecné principy regulace transkripce pomoci svétla

Existuje mnoho druhti néstrojti a systéma, které umoziuji organismim reagovat na svétlo. Zname fadu

fotoreceptort a fotoreaktivnich molekul u bakterii (Losi a kol. 2002), rostlin (Sharrock a Quail 1989),



hub (Froehlich a kol. 2002) a zivocichil (Provencio a kol. 1998). Jejich funkce v ptivodnim organismu
zahrnuji kontrolu cirkadialniho rytmu (Komada a kol. 2015), fototropismus u rostlin (Christie a kol.
1999) ¢i fototaxi (Chau, Bhaya, a Huang 2017). Nekteré z téchto fotoreaktivnich molekul byly pouzity
pro vytvoreni umélych, svétlem indukovatelnych promotort, které umoziuji transkripci heterologniho
proteinu. Nize v jednotlivych podkapitolach jsou tyto systémy, vyuzité u riiznych druhi organismi,

uvedeny. Piehled optogenetickych systémil uvadi 7ab. 1.

Pokud budeme chtit genovou expresi n¢jakym zplisobem fidit ptisobenim svétla, nabizi se nam nékolik
pristupti. Jednou z variant je velmi vyuzivany princip dvouhybridového systému, kdy se vytvoii
rozdéleny transkripcni faktor, majici oddélenou DNA vazebnou (BD) a aktiva¢ni (AD) doménu.
Vlivem svétla se tvoii heterodimery, které mohou regulovat transkripci (obr. 2) (Shimizu-Sato a kol.
2002). Variaci na toto téma jsou jednokomponentové systémy, které vyuzivaji pouze jeden druh
proteinu. Je dokonce mozné mit transkripéni faktor fizovany s fotosenzitivni doménou tak, aby svétlo

pfimo ovliviiovalo schopnost vazat se na prislusnou regulaéni oblast (Motta-Mena a kol. 2014).

BP "
svétlo .
BP
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Obr. 2: Priklad dvouhybridového systému. Takovy systém obsahuje dva proteiny, z nichZ jeden obsahuje DNA
vazebnou doménu (,Binding Domain”“, BD), kterd se vaZe na operdtor promotoru, a druhy trans-aktivacni
doménu (AD). Oba tyto proteiny obsahuji jeden ze dvou proteind, mezi né patfi fotoreceptor (,,Photoreceptor”,
PR) a jeho vazebny partner (,,Binding Partner”, BP). PUsobenim svétla tyto chimerni proteiny dimerizuji a vytvari
funkéni transkripéni faktor. Schéma bylo vytvoreno podle Shimizu-Sato a kol. 2002.

Druhé varianta kombinuje chemickou povahu induktoru a vyuziti svétla. Je zaloZena na moznosti
menit schopnost ur¢ité molekuly aktivovat transkripci pisobenim svétla. Mezi né patii tzv. ,,caged
molecules* nebo také ,,photocaged molecules” (Mayer a Heckel 2006*), jejichz funkci podle mého
nazoru nejlépe vystihuje termin ,maskované molekuly“. Princip téchto molekul spociva
v ,,maskovani‘ induktoru pomoci fotolabilni ,.chranici skupiny tak, aby byla zakrytd kriticka
struktura dané molekuly. Zamezi se tak jejich plisobeni na vykonny aparat bunky. Plisobenim svétla se
,maska‘* odstrani a pivodni aktivita molekuly induktoru se obnovi (obr. 3) (Young a Deiters 2007b*;

Tang a kol. 2013%*).
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Obr. 3: Princip fungovani maskovanych molekul. Maskovany induktor (vyznaceno ¢ervené) neml(ize
vykonavat svoji funkci induktoru, dokud je stericky kryt fotolabilni chranici skupinou (vyzna¢eno modre).
Plsobenim svétla chranici skupina nevratné zméni svoji konformaci a oddéli se od induktoru, ktery se tim
stava aktivni a mUZe napt. svoji vazbou na urcity transkripcni faktor ovliviiovat transkripci. Schéma vytvoreno
podle Gautier a kol. 2014, a Binder a kol. 2014.

Tieti zplsob zahrnuje svétlem regulovatelné proteiny signalnich kaskady, které maji vliv na regulaci
transkripce v buiice. Mizeme tak narazit na svétlem aktivovatelné efektory signdlnich drah, jako jsou
kindzy, fosfatazy (Moglich, Ayers, a Moffat 2009a), ¢i enzymy vytvaiejici druhé posly (Folcher a kol.
2014).

Mimo tyto kategorie nachazime je$té moznost prestavby DNA pomoci svétlem regulovatelnych Cre

rekombinaz (Taslimi a kol. 2016), popf. svétlem aktivovatelné RNA-polymerazy (Binder a kol. 2014).

3.3 Systémy vyuZivajici Cervené i blizké infracervené svétlo
Vyuziti Cerveného svétla pro ovladani optogenetickych systémut je vyhodné, nebot’ oproti kratSim
vinovym délkam snédze pronikd do bunéénych struktur a piisobi na buitky méné toxicky (Robertson,

Davis, a Johnson 2013).

Systémy tohoto typu mohou jako efektorové molekuly vyuzivat fytochromy, proteinové senzory
puvodem z rostlin nebo bakterii. Polypeptid fytochromu ma na své N-terminalni doméné chromofor,
ktery méni ptisobenim svétla konformaci z cis na trans (M. A. van der Horst a kol. 2005%*). Rostlinny
fytochrom se muze vyskytovat ve dvou strukturné odliSnych stavech, ,,Pr* (zakladni stav) a ,,Pfr
(biologicky aktivni stav). Pfechod mezi t€mito stavy ovliviluje ptisobeni svétla, kdy Cervené svétlo
(cca 660 nm) vyvola zménu z,Pr (red) zékladniho stavu na ,,Pfr* (far-red) aktivni, pfi blizkém
infraCerveném svétle (,,Near Infra-Red light“, NIR, tj. cca 740 nm) vSak dochazi k ndvratu do
zakladniho stavu (Smith a Holmes 1977). V prib&éhu casu se molekula fytochromu mize do

zakladniho stavu vratit samovolné€ i ve tmé, avSak ptisobenim pfislusné vinové délky se tento proces



urychli (Taslimi a kol. 2016). Tato reverzibilita umozniuje vytvoteni jakéhosi spinace, ktery nam

umoziuje zapinat ¢i vypinat transkripci efektivné obéma sméry.

Kromé svého prvniho vyuziti u kvasinek, o némz se zminim pozdéji, tento systém nasel své uplatnéni
v sav€ich buiikach. Byl pouzit ve formeé dvouhybridového systému. Fytochrom PhyB, pochézejici
z Arabidopsis thaliana, byl spojen s aktivatni doménou VP16 a jadernym lokaliza¢nim signalem
(NLS). Fytochrom se ve své aktivované formé ,,Pr* mohl vazat na protein PIF6 (phytochrome-
interacting factor 6), ke kterému byla na N-konci jest¢ ptipojena doména TetR tetracyklinového
represoru, ktera se vazala na regula¢ni sekvence cilového promotoru. Aby byl systém funk¢ni a mohl
byt fotoreaktivni, bylo potfeba zajistit dodani chromoforu fytokyanobilinu (PCB), jednoho
z degradacnich produktii hemu, ktery zivoc¢isné buiiky netvoii. Ten byl ziskan z cyanobakterie
Spirulina a nasledn¢ ptidan do média (Miiller, Engesser, Metzger, a kol. 2013). Jinym zpisobem
dodani chromorofu PCB bylo vloZzeni genid pro enzymy potfebné pro jeho vyrobu do genomu bunky
pomoci metod genového inzenyrstvi. Tento zplsob umoznil piislusnému organismu, aby si dany

chromofor vyrabél sdm (Miiller, Engesser, Timmer, a kol. 2013).

V ptipadé€ rostlin sice neni nutné uméle dodavat chromofor, ktery je rostlin¢ vlastni, avSak vyuziti
optogenetickych systémti v nich ma jiné komplikace. Rostliny pro sviij pfirozeny vyvoj potiebuji
svétlo, zejména modré a ¢ervené. Mnoho optogenetickych systémi ale vyzaduje tmu, aby mohly byt
regulovany (viz. kapitoly 3.5 a 3.6). Nechceme-li tedy rostlinam upfit bilé svétlo, je nasnadé praveé
vyuziti fytochromil, které mohou byt svétlem oboustranné regulovany. Mtzeme tak potlacit nechténou
expresi genu pusobenim blizkého infracerveného svétla i souc¢asného pisobeni bilého svétla (Miiller a
kol. 2014).

Kromé rostlinnych fytochromti se pro optogenetické systémy vyuzivaji i bakterialni fytochromy.
Jejich aktivacni spektrum pro ptechod z,.Pr“ do ,,Pfr* stavu zahruje obvykle vys$si vinové délky
(660nm — 700nm), nez jak je tomu u fytochromt rostlinnych. Vyhodou bakteriadlnich fytochrom je,
ze mohou jako chromofor vyuzit biliverdin IXa, ktery umi eukaryotické buiiky tvofit samy (Tran a

kol. 2014), v¢etn¢ kvasinek (D. Kim a kol. 2006).

Skute¢né nevsedni model indukce transkripce vytvofili (Folcher a kol. 2014). Na zaklad¢ lidské
mozkové aktivity, snimané BCI (,,brain computer interface*) technologii, vytvareli signal v podobé
infraCerveného zafeni (700nm), kterym putsobili na urcitou populaci mysSich bunék. Tyto bunky
kodovaly fytochrom BphGl z Rhodobacter sphaeroides, ktery plnil roli fotosenzoru. Pokud byl
vlivem svétla aktivovan, zacal fungovat jako diguanylat cyklaza a fosfodiesteraza, diky cemuz mohl
vzniknout druhy posel cyklické diguanosin monofosfat (c-di-GMP). Nasledna signalni kaskada
v téchto bunkach spoustéla transkripci reportérového genu (Folcher a kol. 2014).

Jiny optogeneticky systém vyuzil fytochrom BphP1 z Rhodopseudomonas palustris. Tento typ

fytochromu se fadi mezi tzv. ,,bathy* fytochromy, které pisobenim vinovych délek 740 nm — 780 nm
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prechazi v tomto pfipad¢ ze zékladniho ,,Pfr* (far-red) stavu do aktivniho ,,Pr (red) stavu, ktery
dokaze interagovat s proteinem PpsR2. Pasobeni ¢erveného svétla (650 nm) naopak tento prechod
obraci (Rottwinkel, Oberpichler, a Lamparter 2010). Princip indukce transkripce v této studii opét
vyuziva systému dvou hybridl. Fytochrom BphP1, spojeny s DNA vazebnou doménou TetR, vlivem
blizkého infracerveného zateni (740 nm) interaguje s PspR2, fuzovanym s VP16 aktiva¢ni doménou a
NLS. Cely komplex se tak mize pfesunout do jadra, kde spousti transkripci reportérového genu.
Piisobenim tmy obé komponenty od sebe disociuji a transkripce je potlacena, plisobenim cerveného

svétla (650 nm) se tento proces jesté vice urychluje (Kaberniuk, Shemetov, a Verkhusha 2016).

Dukaz, Ze prostorové rozliseni je velka prednost svétlem indukovatelnych promotort, ukazuje prace
Levskaya a kol. 2005. Vyuzitim fytochromu Cphl z cyanobakterie, vyuzivajictho PCB jako
chromofor, a bakterialni histidin kinazové domény Envl byl v bakterii Escherichia coli vytvotren
chimerni protein, ktery plsobenim svétla pozbyl kinazové aktivity. Dusledkem toho se nemohl
fosforylovat odpovidajici transkripéni faktor OmpR a transkripce pfislusného genu nemohla byt
spusténa (obr. 4). Reportérovy gen v tomto ptipadé kodoval enzym LacZ, ktery ze substratu

3,4-cyklohexenoeskuletin B-D-galaktopyranosidu (S-gal) vytvatel Cernou sraZzeninu. Plisobenim svétla
se transkripce tohoto genu zastavila, takze 1 za pfitomnosti S-gal Zadné Cerna srazenina nevznikala a
bakteridlni kultura vtom misté ziistala svétla. Prakticky pokus dokumentujici funkénost systému
vypadal tak, Zze se na kulturu bakterii nesoucich dvoukomponentovy systém posvitilo pres
nepruhlednou Sablonu, jejiz obraz po urcité dobé na bakteridlni kultufe vystoupil jako pozitiv
(Levskaya a kol. 2005). Tento systém byl vyuzit nejen pro vizualizaci obsahu $ablony, ale i jejich
kontur. Bakteridlni buniky, které nebyly v kultufe osvétleny, produkovaly signalni molekuly, které
difundovaly do okoli. Systém byl pfitom nastaven tak, ze pouze ty burky, které obdrzely signalni
molekulu a zaroven byly osvétleny, mohly produkovat reportérovou [-galaktosidazu a metabolizovat
S-gal. Tuto podminku spliovaly pouze bunky, které se nachazely na rozhrani mezi tmou a svétlem.

Vysledkem byla obtaZena kontura Sablony, at’ uz méla jakykoliv tvar (J. J. Tabor a kol. 2009).

promotor promotor

Obr. 4: Optogeneticky dvoukomponentovy systém v Escherichia coli. Za tmy je hybridni kindza EnvZ
s fotoreceptorovou doménou Cph1l aktivni a fosforyluje transkripcni faktor OmpR, ktery aktivuje transkripci
reportérového genu LacZ. PUsobenim cerveného svétla hybridni kindza prestane byt aktivni, transkripéni
faktor OmpR je nefosforylovany a nemuZe spoustét transkripci reportérového genu LacZ. Schéma bylo
vytvoreno podle Levskaya a kol. 2005.
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3.4 Zelené systémy

Ptibuzné fytochromiim jsou kyanobakteriochromy, fotoreceptory kyanobakterii. Jako chromofor
rovnéz vyuzivaji PCB, avSak pro jejich fotokonverzi jsou potieba jiné, krat$i vinové délky (Hirose a
kol. 2008). Podobné jako fytochromy, i bakteriochromy plsobenim urcitych vlnovych délek
prechazeji mezi dvéma konformacénimi stavy. Z ,,Pg“ (green) zakladniho stavu se pisobenim zeleného
az oranzového svétla (cca 530 — 600 nm) dostavaji do stavu ,,Pr* (red), plisobenim cerveného svétla
(cca 672 nm) se molekula vraci zase do zakladniho stavu (Hirose a kol. 2008; J. J. Tabor, Levskaya, a

Voigt 2011).

Pro svétlem regulovanou transkripci u bakterie E. coli byly vyuzity proteiny CcaS (samotny
fotoreceptor) a CcaR (transaktivator) ze Synechocystis sp. PCC 6803, které vtomto organismu
zajist'uji svétlem regulovatelnou transkripci z promotoru Pe,cc2 (J. J. Tabor, Levskaya, a Voigt 2011;
Nakajima a kol. 2016). Pisobenim zelené¢ho svétla se CcaS sam fosforyluje a zaroven fosforyluje
CcaR, coz zptisobi, ze se CcaR miize vazat na regulacni sekvence promotoru P> a tim aktivovat
jeho transkripci. Cervené svétlo tento proces inhibuje, jak uvadi Hirose a kol. 2008. Podobné& bylo
tohoto systému vyuzito pro transgenni expresi v samotné Synechocystis (Miyake a kol. 2014). Jind
studie, ktera vyuzila stejny modelovy organismus, ale nepotvrdila, Ze by Cervené svétlo transkripci
reportérového genu potlacovalo, naopak pusobeni zateni obou vinovych délek transkripci jesté vice

indukovalo (Abe a kol. 2014).

V sav¢ich a rostlinnych bunkach byl pouzit GipIn¢€ jiny systém pro zelené svétlo (Chatelle a kol. 2018).
Vyuzil nové tiidy fotoreceptorti, které jako chromofor vyuzivaji 5° deoxyadenosylkobalamin
(AdoB12) (Kutta a kol. 2015). Soucasti tohoto systému byla operatorové sekvence CarO a svétlem
aktivovatelny represor CarH, oboji bakteridlniho pivodu. Chromofor musel byt builkdm externé

dodavan, sav¢i bunky tento kofaktor samy syntetizovat neumi (Padmanabhan a kol. 2017%).

3.5 Modpré systémy
Systému, vyuzivajicich modré svétlo je velké mnozstvi, nebot’ vyuzivaji mnoha typa fotoreceptort,
mezi n€z patii rhodopsiny, xantopsiny, kryptochromy, fototropiny a proteiny s BLUF doménou

(Michael A. van der Horst a Hellingwerf 2004*). Oproti ervenému svétlu vSak aplikace modrého

24

hydroxylovych radikalti (Hockberger a kol. 1999) a dalsich skodlivych fotoproduktti (Bodvard a kol.
2011).

3.5.1 Fototropinové systémy
Velky potencial pro optogenetické vyuziti maji proteiny, zvané fototropiny, podle toho, ze ovliviiuji
rlst u rostlin. Domény, které v nich reaguji na svétlo, se oznacuji jako LOV domény (,,Light, Oxygene

or Voltage™) (Christie a kol. 1999). Tyto domény se fadi mezi tzv. PAS (Per-ARNT-Sim) domény,

11



které se vyskytuji Casto jako senzorové nebo vazebné domény u proteinti signalnich drah u rtiznych

druhii organismii (Moglich, Ayers, a Moffat 2009b).

Jako chromofor vyuzivaji flavinmononukleotid (FMN), popt. flavinadenindinukleotid (FAD), oba jsou
v eukaryotickych buiikdch ptfitomné (Miiller a kol. 2015), coz je vyhoda oproti fytochromovym a
kyanobakteriochromovym systémim. Plsobenim modrého svétla (450 nm) cysteinovy zbytek vaze
LOV doména chromofor kovalentn¢. Pokud je vSak tento komplex ponechan ve tmé, postupné se
samovoln¢ vraci do zakladniho stavu, kdy je chromofor k LOV doméné vazan pouze nekovalentné.
Tato zména se odrazi na struktufe celého LOV proteinu. Na svétle dojde k odpoutani jeho centralni
casti od a-helixu na C-konci, kterému se zpfistupni moznost interagovat s dalSimi bunécnymi

komponentami (Nakasone a kol. 2007).

3.5.1.1 FKFI1/GI systém

Jedno zprvnich vyuziti LOV domén pro svétlem indukovatelnou genovou expresi bylo

demonstrovano na bunkach mysi tkanové kultury pomoci dvouhybridového systému. Byly vyuzity

modré svétlo

Gl ) Gl
tma
- reportérovy gen - reportérovy gen
promotor promotor

Obr. 5: Dvouhybridovy systém, vyuZivajici proteind FKF1 a GIGANTEA (Gl). K FKF1 je pfipojena trans-
aktivacni doména VP16 a k Gl je pfipojena DNA vazebnd doména GAL4. Pisobenim modrého svétla FKF1
konformaci diky obsazené LOV doméné, diky ¢emuz se miZe véazat na Gl. Vnika tak kompletni transkrip¢ni
faktor, ktery je schopny indukovat transkripci z daného promotoru. Heterodimer disociuje po urcité dobé ve
tmé. Schéma vytvoreno podle Yazawa a kol. 2009.

proteiny FKF1 a GIGANTEA (GI), které mezi sebou interaguji pisobenim modrého svétla, a
Gal4/VP16 transkripcni systém, kde Gal 4 ma DNA vazebnou doménu a VP16 je aktivatni doména
(viz. 5) (Yazawa a kol. 2009). Dalsi vhodné upravy systému FNF1/GI pfinesly ur€ita zlepseni co do

snizeného pozadi a navySeni transkrip¢ni aktivity pfi svételném plsobeni (Quejada a kol. 2017).

Zcela unikatni moznosti pfineslo propojeni systému FKF1/GI a ,,Engineered Zinc finger proteins®
(LITEZ), syntetickych DNA vazebnych domén typu zinkovych prsti. LITEZ byl vytvofen jako prvni
svétlem ovladany transkripéni systém, jehoz vazebnd doména miize byt navrzena specificky pro

konkrétni DNA sekvenci dle naSich potfeb, napfiklad pro rizné regula¢ni sekvence nékterého
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promotoru (Polstein a Gersbach 2012). Tato technologie rozsituje pouziti FNF1/GI systému pro Sirsi

spektrum riiznych promotora (Polstein a Gersbach 2014).

3.5.1.2 , LightOn*“ systémy

Jina studie vyuzila proteinti VVD (VIVID) z Neurospora crassa, nejmensich proteind, které obsahuji
LOV doménu. VVD vlivem modrého svétla tvofi homodimery, a proto byly fuzovany jednak s Gal4
vazebnou doménou a jednak s aktivaéni doménou proteinu p65, takze vlivem dimerizace se mohl cely
komplex vazat na ptislusné aktivacni sekvence a mohl tak zahajit transkripci (obr. 6). Tento systém se

vyskytuje v literatute téZ pod nazvem ,,LightOn* (X. Wang, Chen, a Yang 2012).

'j modré svétlo
——

tma

reportérovy gen reportérovy gen

Obr. 6: Jednokomponentovy systém , LightOn“, vyuzivajici proteinu VIVID (VVD), obsahujiciho LOV doménu.
K tomuto proteinu je pfipojena jesté DNA vazebna doména GAL4 a trans-aktivacni doména p65. PlUsobenim
modrého svétla se tvori homodimery, které se mohou vazat na regulacni sekvence promotoru a ovliviiovat
transkripci. Schéma vytvoFfeno podle (X. Wang, Chen, a Yang 2012)

Pomoci uprav primarni sekvence promotoru (core sekvence promotoru a pocet a umisténi enhancert)
bylo dale dosazeno minimalizace pozadi na velmi nizkou uroven (Ma a kol. 2013). ,,LightOn* systém
se vyznacuje tim, Zze pouze kratky puls svétla je efektivni pro zahajeni genové exprese (Chen a kol.
2013). Toho bylo vyuzito pro studium dynamiky pfenosu signalu z jedné bunky do druhé, konkrétne
signalizace Notch drdhy u savéich bunék (K.-T. Kim a Song 2016; Isomura a Kageyama 2018).
Nevyhodou je, ze systém do neaktivniho stavu pfechazi pomérné dlouho (2h) a zaroven ucinek

pusobeni tohoto systému nezavisi pfimo umeérné na svételné davce (Motta-Mena a kol. 2014).

Pokud bychom chtéli vyuzit VVD fotoreceptory pro navozeni interakce dvou riznych proteind vlivem
svétla, mimo chténé heterodimery by se pochopiteln€ tvorily i piebyteéné homodimery. Systém zvany
»Magnets* (Kawano a kol. 2015) tomuto jevu dokaze piedejit. Byly vyvinuty dva rozdilné typy VVD,
jejichZ interagujici oblasti obsahovaly urcité nabité aminokyseliny, jedna varianta VVD obsahovala
pozitivné nabité aminokyseliny (tzv. ,,positive Magnet”, pMag), druhd varianta VVD obsahovala
aminokyseliny nabité zaporné (tzv. ,,negative Magnet“, nMag). Diky elektrostatickym interakcim tak
tvoii dimery pouze dva rizné nabité VVD proteiny. Této moznosti vyuzili (Baumschlager, Aoki, a
Khammash 2017) pii tvorbé svétlem aktivovatelnych T7-RNA polymeraz (Opto-T7RNAP). Separatni

casti této polymerazy obsahuji pMag a nMag domény, které umozni polymerdze reasociovat
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pusobenim modrého svétla a tim ji aktivuji (viz. obr. 7) (Baumschlager, Aoki, a Khammash 2017).

Piivodni forma této polymerdzy pochédzi z T7 bakteriofaga a své aktivity omezuje pouze pro T7

pMag
nMag pMag
modré svétlo
EEE——

tma

nMag

@

reportérovy gen

reportérovy gen

Obr. 7: Jednokomponentovy systém , LightOn“, vyuZivajici proteinu VIVID (VVD), obsahujiciho LOV doménu.
K tomuto proteinu je pfipojena jesté DNA vazebna doména GAL4 a trans-aktivacni doména p65. PlUsobenim
modrého svétla se tvofi homodimery, které se mohou vazat na regulacni sekvence promotoru a ovliviiovat
transkripci. Schéma vytvofeno podle (X. Wang, Chen, a Yang 2012)

promotor (S. Tabor a Richardson 1985). Diivodem, pro¢ vyuzit pravé tuto polymerazu pro transkripci
genu naSeho zajmu muze byt fakt, ze zde transkripce nebude ovlivnéna mnozstvim ptirozené RNA
polymerazy v bunice (Baumschlager, Aoki, a Khammash 2017). T7RNAP polymeraza byla jiz pouzita
i v kvasinkach, kde spé$né¢ prepisovala oblast za T7 promotorem (Benton a kol. 1990). Pomoci
systému ,, Magnets* byla mimo jiné vytvotena i svétlem aktivovatelna forma Cas9 nukledzy (paCas9),
schopnd véazat cilovou sekvenci DNA podle specifické ,,single-guide® RNA (sgRNA) skoro stejné
dobfe, jako piivodni forma Cas9. Tato forma Cas9 jesté dale posouva moznosti CRISPR/Cas9
technologie, nebot’ fotoaktivovatelna forma Cas9 nukleazy je kontrolovatelna co do doby plisobenti jeji

aktivity, coz mize snizit nespecificnost jejiho piisobeni (Nihongaki a kol. 2015).

V ptipadé ostatnich, dvouhybridovych systémi, zde vystupuji jako interagujici dvojice jeden
fotoreceptor a jeden k nému vazebny protein, ktery je de facto neustale aktivovany, tj. neustale
schopny vazby. V ptipadé LightOn spolu interaguji rovnou dva fotosenzory, které musi zaroven byt
oba naraz aktivované, aby doSlo k dimerizaci. Dusledkem této vlastnosti LightOn systému je

dimerizace vyhradné vlivem svétla, a tedy i nizké pozadi ve srovnani s ostatnimi systémy (Kawano a

kol. 2015).

3.5.1.3 EL222

Dalsi optogeneticky systém vyuziva transkripéni faktor EL222 z Erythrobacter litoralis, ktery se
pusobenim svétla dokaze vazat na DNA (Motta-Mena a kol. 2014). Pfirozenou soucasti tohoto
proteinu je LOV doména a DNA vazebna Helix-Turn-Helix doména (HTH), uméle byla k tomuto
proteinu piipojena jesté aktivaéni doména VP16 a NLS. Vlivem modrého svétla hybridni transkripéni
faktor EL.222 dimerizuje a vaze se na své konkrétni cis-regula¢ni sekvence. Ve tm¢ naopak tyto dvé

proteinové komponenty disociuji a neaktivni forma LOV domény blokuje jejich schopnost vazat se na

14



DNA. Vysledkem je tak jednokomponentovy transkripcni systém (obr. 8), ktery ma dobré kinetické
vlastnosti a pro pfipadné tpravy je vice predvidatelny, nez je tomu v pfipadé dvoukomponentovych

systémi, nebo dokonce systému, které vyuzivaji signalni drahu (Motta-Mena a kol. 2014).

‘ modré svétlo
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Obr. 8: Jednokomponentovy systém, vyuZivajici protein EL222, obsahujiciho LOV doménu a DNA vazebnou
doménu. K tomuto proteinu byla pfipojena jesté trans-aktivaéni doména VP16. Plisobenim modrého svétla se
tvofi homodimery, které se mohou vazat na regulacni sekvence promotoru a aktivovat transkripci. Schéma
vytvoreno podle (Motta-Mena a kol. 2014).

Systém byl testovan v embryich Danio rerio, kde byla VP16 aktivacni doména nahrazena Setrn&jsi
KalTA4 (Reade a kol. 2017). VP16 aktivacni doména je transkripéné pomérné silna a mize zpusobit
potlaceni transkripce ostatnich gend, coz muze vyvoj zarodku D. rerio narusit (Triezenberg,
Kingsbury, a McKnight 1988; Distel, Wullimann, a Koster 2009). Vyuziti téchto systémt bylo kromé
embryi D. rerio vyzkousSeno i u lidskych tkanovych kultur (Motta-Mena a kol. 2014) a bakterie E. coli
(Jayaraman a kol. 2016), kde byl transkripcni faktor EL222 vyuzit jak pro indukci, tak represi
transkripce, diky upravé vazebnych mist pro EL222 pied danym promotorem. V jednom piipad¢ se
totiz EL222 vazal pfed -10 a -35 regulacni oblasti promotoru, coz vedlo k indukci exprese, v ptipadé

druhém se EL222 vazal mezi tyto oblasti a toto vedlo k uml¢eni transkripce (Jayaraman a kol. 2016).

3.5.1.4 Systém FLARE, regulace svétlem a vapnikem

Mimo samotné odpoveédi na svétlo se podatilo vytvorit transkripéni faktor, ktery zaroven reguluje
hladina vapniku. Systém, ktery ho vyuziva, byl nazvan FLARE (Fast Light and Activity-Regulated
Expression). Své vyuZiti si nasel zejména v neurovédach pro studium konkrétnich neuronovych drah
v mozku (Lee a kol. 2017). Tento transkripcni faktor ma v klidovém stavu membranovou lokalizaci.
Pliisobenim modrého svétla se vSak diky zménéné konformaci LOV domény odhali misto pro $tépeni.
Soucasti tohoto membranové lokalizovaného proteinu je i vazebni doména pro kalmodulin
(,,Calmodulin Binding Domain®, CBD) (W. Wang a kol. 2017). Kalmodulin je protein, ktery zajistuje
signalni odpovéd’ na pfitomnost vapniku, ktery je schopny vazat (Chin a Means 2000*). Systém
FLARE vyuziva kalmodulin propojeny s proteazou, kterd specificky Stépi sekvenci transkripéniho
systému FLARE. Pti zvySené hladin¢ vapniku v bunce se tato protedza pomoci kalmodulinu navaze na

FLARE transkrip¢ni faktor v membran¢, coz ji ptiblizi ke specifickému misto Sté€peni. V pfitomnosti
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obojiho, modrého svétla a vapenatych kationti se transkripéni faktor oddéli od membrany a putuje do

jéadra, kde spousti transkripci ptislusnych genti (obr. 9) (W. Wang a kol. 2017).

TMH
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Obr. 9: Systém FLARE, sloZzeny z mnoha komponent. Jednu jeho ¢ast predstavuje membranovy chimerni
protein, obsahujici transmembranovy helix (TMH), vazebnou doménu pro kalmodulin (CBD), LOV doménu,

/////

protein se skladd z kalmodulinu a specifické proteazy. Pokud je pfitomny vapnik, vdze se na kalmodulin,
ktery se nasledné mUze vazat na CBD. PUsobenim modrého svétla se zarover odhali misto pro Stépeni pro
specifickou proteazu. Pokud je tedy pfitomen jak vapnik, tak modré svétlo, transkripcni faktor je odstépen
a putuje do jadra, kde spousti transkripci. Schéma bylo vytvoreno podle (W. Wang a kol. 2017).

3.5.1.5 YFI/FixJ kindazovy dvoukomponentovy systém

Mimo systémy, vyuzivajicich transkripéni faktory, které dokazou pisobenim svétla aktivovat (popf.
naopak potlacit) svoji funkei, byla LOV doména vyuzita ke kontrole signalni drahy pomoci svétla.
Byla vytvorena svétlem reprimovatelna kinaza YF1 u E. coli fuzi LOV domény z bakterie Bacillus
subtilis, a histidin kinazy z Bradyrhizobium japonicum (Moglich, Ayers, a Moffat 2009a). Aktivita
této kinazy, ve svém puvodnim organismu regulovand kyslikem, ovliviiovala transkripci gent
dusikového metabolismu pomoci transkripcniho aktivatoru FixJ. Pokud byl FixJ fosforylovany, vazal
se na regulacni sekvence a pozitivné reguloval transkripci pod pfislusnym promotorem. (Agron a kol.
1994) Uméle vytvotfena kinaza YF1 méla za tmy kindzovou aktivitu a fosforylovala FixJ, naopak
pusobenim svétla YF1 pisobila jako fosfatdza, ktera defosforylovala FixJ, coz ve vysledku potlacilo
transkripci cilovych gend tohoto systému. (Moglich, Ayers, a Moffat 2009a). Aby zavedeni tohoto
systému do organismu naseho z&jmu bylo snazsi, byly vytvofeny dva plazmidy s klonovacimi misty
pro vlozeni genu naSeho zajmu. Byly vytvofeny tak, aby s jejich vyuzitim bylo mozné transkripci
regulovat pomoci svétla jak negativné, tak i pozitivné (Ohlendorf a kol. 2012). Pfikladem pouziti

tohoto systému je svétlem indukovana tvorba biofilmu u bakterie E. coli (Jin a Riedel-Kruse 2018).
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3.5.1.6  Ostatni principy

Alternativni cestou pro regulaci exprese je vyuziti svétlem indukovatelného jaderného lokaliza¢niho
systému (LINuS) (Niopek a kol. 2014). Tento systém vyuziva AsLOV2 doménu z rostliny Avena
sativa, které stéricky blokuje funkci k ni pfipojenych malych peptidd, jako je napf. NLS. Piisobenim
svétla dojde k jejich odblokovani konformacni zménou LOV domény (Yumerefendi a kol. 2015). NLS
mize byt pfipojen na urcity transkripéni faktor, ktery mizeme plisobenim svétla premistit do jadra,
kde se pak mtize podilet na regulaci transkripce pfislusnych gend. Vyhodou tohoto systému je mala
velikost této proteinové komponenty. Bylo vyvinuto né€kolik variant LINuS, které¢ vykazuji rizné
hodnoty pozadi nebo schopnost odpovidat na stimul s riznou mirou citlivosti a kazda jejich varianta se

proto hodi pro rizné zplsoby pouziti (Niopek a kol. 2014).

3.5.2 CRY domény

Dalsi modré systémy vyuzivaji jako fotoreceptor kryptochrom. Jejich nazev vychazi z faktu, Ze povaha
tohoto fotoreceptoru byla dlouho skrytda (M. A. van der Horst a kol. 2005). Dnes vime, Ze vyuzivaji
flaviny jako chromofor (Kennedy a kol. 2010), podobn¢ jako u fototropiny s LOV doménami, avSak

na rozdil od nich je nevazou kovalentné¢ (Michael A. van der Horst a Hellingwerf 2004*).

Jako vazebny partner rostlinného kryptochromu CRY2 se vyuzivaji proteiny CIB1 ¢i CIBN
(cryptochrome-interacting basic-helix-loop-helix), které dimerizuji s kryptochromem pasobenim
modrého svétla (H. Liu a kol. 2008). CRY domény se kromé& funkce fotoreceptoru v rostlinach
uplatiiuji pii kontrole cirkadialniho rytmu u zivoc€ichii (Griffin, Staknis, a Weitz 1999) a patrné¢ mohou

fungovat i jako magnetoreceptory (Giachello a kol. 2016).

Prvni pouziti paru CRY2 a CIB1 pro indukeci transkripce reportérového genu popisuje (Kennedy a kol.
2010) u kvasinek jako dvouhybridovy systém, jeho dal§i pouziti bylo publikovano u Drosophila
melanogaster (Chan, Alekseyenko, a Kravitz 2015) a Chlamydomonas reinhardtii (Y. Wang a kol.
2017).

Podobné¢ jako vyse popsané LITEZ systémy, vyuzivajici vazebné domény typu zinkovych prsti,
vyuziti TALE DNA vazebnych domén (Deng a kol. 2014) nebo CRISPR/Cas9 systému (Nihongaki a
kol. 2015) umoznuje cilit vazbu optogenetického systému na konkrétni sekvenci v DNA. Kombinace
TALE a CRY2/CIB1 domén umoznila vytvoteni dvouhybridového systému LITEs (,,Light Inducible
Transcriptional Effectors”) (Konermann a kol. 2013) a podobné i LACE (,Light Activated
CRISPR/Cas9 Effector®) systému (Polstein a Gersbach 2015). Druhy zminény systém byl prezentovan

jako mozny nastroj pro potlaceni ristu nadord s tumor-supresorovymi mutacemi (Lin a kol. 2016).

Kdyz se Pathak a kol. 2017 pokouseli vyuzit CRY2/CIB1 dvouhybridovy systém u sav¢ich bunék,

narazili na situaci, kdy pusobenim svétla hybrid CRY2-BD vykazoval jako transkripcni faktor nizsi
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aktivitu, u nekterych variant byla transkripce reportéru dokonce vyssi ve tmé. Pfi¢inou byl patrné
motiv pro dimerizaci u vazebné domény. Hybrid plsobenim svétla dimerizoval, coz vedlo
pravdépodobné k jeho odstranéni, popft. byl v jadie potlacen jinym mechanismem. Odebrani oblasti,
ktera zapficiniovala dimerizaci u téchto vazebnych domén, obnovila schopnost téchto proteint patfi¢né

na svétlo odpovidat.

Vyuzitim systému, které mély vyssi transkripni aktivitu ve tmé, byl vyvinut CRY2/CIB1 systém,
ktery vlivem svétla transkripci naopak zastavoval. ProtoZe i po zastaveni transkripce ptisobenim svétla
produkty reportérového genu stale zlstavaly funkcni, byl k nim pfipojen svétlem aktivovatelny
»degron, mala peptidova znacka, jejiz soucasti je i vySe zminovana LOV2 doména, ktera stéricky
brani vystaveni signalu pro degradaci. Pisobenim svétla se tato sekvence odhali, coz ve vysledku vede
k degradaci celého proteinu (obr. 10) (Bonger a kol. 2014). Protoze LOV2 i CRY2 domény jsou obé
aktivovatelné modrym svétlem, mohl byt pro aktivaci obou ¢asti systému pouzit stejny signal (Pathak
a kol. 2017).
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Obr. 10: Princip fungovani svétlem ovlddaného degradacniho signalu, degronu. Ve tmé je tento signal
blokovan LOV doménou. Plisobenim modrého svétla se degron odhali a cely protein je nasledné degradovan.
Schéma bylo vytvofeno podle (Pathak a kol. 2017).

3.5.3 Xantopsinové systémy

Dalsi skupinou fotosenzord, které byly vyuzity pro kontrolovanou genovou expresi, jsou xantopsiny.
Podobn¢ jako LOV domény, jejich funkéni struktury jsou podobné PAS doménam. Mezi nimi
nachazime PYP proteiny (Photoactive Yellow Protein), které dostaly sviij nazev pro absorpcni
maximum ve zlutém spektru. Jako chromofor vyuzivaji kyselinu p-kumarovou (M. A. van der Horst a
kol. 2005). Plsobenim modrého svétla ptechazi z ,,pG* (ground) stavu do ,,pB* (blue-shifted) stavu
(Hoff a kol. 1994). Nevyhodou tohoto systému je vSak nutnost dodavat chromofor externé (Ali a kol.
2015).

Vyuzitim PYP domény byl vyvinut svétlem regulovatelny inhibitor transkripéniho faktoru CREB (Ali
a kol. 2015). CREB je transkrip¢ni faktor, G€astnici se regulace mnoha gent v sav€ich bunikach a je
aktivovan pfi zvysené hladin¢ cAMP (Impey a Goodman 2001*). Jeho svétlem regulovatelny inhibitor
opto-DN-CREB se plsobenim svétla vazal na CREB, ¢imz jej inhiboval (Ali a kol. 2015)
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3.5.4 Rhodopsinové systémy

Pomérné odlisnou skupinou fotosenzitivnich proteint, které mohou byt vyuzity pro regulaci genové
exprese, jsou rhodopsiny. Jako chromofor vyuzivaji 11-cis-retinal (Wald 1968). Rhodopsiny jsou
soucasti fotoreceptort sitnice oka. Urcité druhy rhodopsinti jsou zédkladem pro vidéni. Tyto rhodopsiny
musi byt schopné detekovat lokalni kontrasty a zmény intenzit ve velmi kratkych ¢asovych intervalech

(mikrosekundy), aby vidéni bylo efektivni a dostatecné ostré (Umino, Solessio, a Barlow 2008). Jiné,

modré svétlo
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Obr. 11: Signalni transdukce melanopsinového receptoru. Plsobenim modrého svétla se receptor
melanopsin se aktivuje se pres G protein (Gag) aktivuje fosfolipazu C (PCL), dale fosfokindzu C (PKC). Ta
zpUsobi otevieni vapenatych kanalG (vyznaceny Zluté) na cytoplazmatické membrané a membrané
endoplazmatického retikula (ER), takZe se hladina vapniku v cytoplazmé nahle zvysi. Vapnik se véZe na
kalmodulin, ktery nasledné aktivuje kalcineurin. Kalcineurin defosforyluje transkripéni faktor NFAT (,,Nuclear
Factor of Activated T-cells”), ktery miZe vstoupit do jadra a aktivovat zde transkripci pfislusnych gend.
Schéma bylo vytvoreno podle (Ye a kol. 2011).

jako je fotopigment melanopsin, diky schopnosti detekovat svétlo mohou ovliviiovat cirkadialni rytmy
zivocicha (Provencio a kol. 2000). Melanopsinovy receptor je spfazen s G-proteiny, které pres dalsi
signalni partnery prenasi signal dal. Vysledkem je zvySena hladina vépenatych kationti v cytoplazmé
a dochazi k depolarizaci bun¢k ipRGC (,,Intrinsically Photosensitive Retinal Ganglion Cells®) (Qiu a
kol. 2005; Sexton, Buhr, a Van Gelder 2012*) V né€kterych buiikach véapenaté kationty funguji jako
druhy posel v signalnich drah, které nakonec aktivuji transkripci urcitych gend (Crabtree a Schreiber
2009). Tato dréha by proto mohla byt aktivovatelnd modrym svétlem, pokud bychom regulovali
hladinu vapniku v téchto bunkach pomoci melanopsinu. Vyuzitim tohoto principu bylo dosazeno
svétlem indukovatelné transkripce reportérového genu v riznych typech sav€ich bunék in vitro

(podrobngjsi popis drahy viz. obr. 11). (Ye a kol. 2011).
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3.5.5 BLUF domény

Aby byl vycet vyuzitych fotoreceptori kompletni, je tfeba jest€¢ zminit proteiny s BLUF doménou
(;,senzors for Blue-Light Using FAD*). Podobné jako LOV domény vyuzivaji flavinadenindinukleotid
jako chromofor, avSak netvoii s nim kovalentni vazbu (M. A. van der Horst a kol. 2005*). BLUF
doména byla objevena jako soucast svétlem aktivovatelné adenylat cyklazy u Euglena gracilis (Iseki a

kol. 2002), nastroj vyuzivany v optogenetice (Stewart-Ornstein a kol. 2017).

BLUF doména se téz vyskytuje u Rhodobacter sphaeroides, kde vramci dvoukomponentového
systému reguluje transkripci urCitych gend. Kromé svétla tento systém reaguje i na hladinu kysliku
(Han a kol. 2004). BLUF doména vSak zatim nebyla pouZita pro vytvoreni optogenetického systému

pro regulovanou expresi u dal$ich organismu.

3.6 UV svétlo v optogenetice

Prestoze UV svétlo se mize zdat nevyhodné pro optogenetické systémy, pro jeho malou pronikavost a
zejména jeho toxicitu (Hollosy 2002), jeho vyuziti nebylo vynechano. Pfedstavuje dalsi alternativu,
ktera se mize hodit, pokud bychom naptiklad cht€li s vyuzitim rdznych optogenetickych systému
regulovat expresi nékolika riznych gend zaroven nezavisle na sobé (Miiller, Engesser, Schulz, a kol.
2013). Jednou z moznosti je vyuziti UV-B fotoreceptoru z 4. thaliana UVRS, ktery ptisobenim UV-B
svétla prestane tvorit homodimery a zacne interagovat s vazebnym partnerem COP1 (Rizzini a kol.
2011). Tento systém nevyuzivad zadnou prostetickou skupinu jako chromofor, pouze aminokyselinu
tryptofan, zabudovany ve struktufe proteinu (Jenkins 2014). Tato svétlem indukovand interakce
umoznila vytvoteni dvouhybridového systému pro UV-B svétlem regulovanou trankripei (Crefcoeur a

kol. 2013; Miiller, Engesser, Schulz, a kol. 2013).

Jina studie vyuzila UV-A (320 nm — 400 nm) svétlem indukované transkripce pro testovani ucinnosti
opalovacich krému. Proteinové komponenty zahrnovaly dvojici kryptochrom CRY2 a upravenou
variantu jeho vazebného partnera CIB1 (Wieland a kol. 2014), které byly jiz zminény u ,,modrych*

systémil.

3.7 ,,Caged molecules*, systémy s maskovanymi molekulami

Predchozi zplisoby vyuzivaji svétlo jako pfimy induktor, v pfipadé maskovanych molekul svétlo
samotny induktor pouze odmaskuje. Jiz pomérné¢ starym piikladem vyuziti tohoto principu je
maskovany estrogen. Byl vyuzit na lidskych tkanovych burkach, u kterych je pfirozené, ze tento
hormon ovliviiuje genovou expresi (Federico G. Cruz, John T. Koh, a Link 2000). Estrogenovy
receptor se za neaktivovaného stavu vaze na protein teplotniho Soku (HSP). Po vazbé ligandu-
estrogenu se od HSP oddé€li a mize vazat ptislusnou promotorovou oblast (Murdoch a Gorski 1991%).
Krom¢ samotného chranéného estrogenu byly vytvofeny i dal§i chranéné ligandy, jako je

hydroxytamoxifen a guanidinotamoxifen, které mohou prostfednictvim vazby na estrogenové
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receptory regulovat transkripéni odpovéd’. (Shi a Koh 2004). Podobny ligand, tamoxyfen aziridin,
vyuziva systém vyuzivajici Cre rekombindzu. Ta je spojend s vazebnou doménou estrogenového
receptoru, vazajici tamoxifen, proto se rekombinaza oznaluje jako Cre-ER. Vazba svétlem
»odmaskovaného* ligandu zpisobi odvdzani ER domény od HSP (Link, Shi, a Koh 2005) VSechny
tyto ptipady vyuzily pro svoji funkci chrénici skupinu nitroveratryl, ktery byl z ligandi odstranén
pusobenim UV svétla (cca 345 nm). Jeho piisobeni jsou v téchto pfipadech buiiky vystaveny nékolik
desitek hodin (Federico G. Cruz, John T. Koh, a Link 2000; Shi a Koh 2004; Link, Shi, a Koh 2005).

Dalsi moznosti je vyuziti maskovaného isopropyl-p-thio-galaktosidu (IPTG) (Young a Deiters 2007a).
Tento induktor se vyuzivad pro indukci promotoru laktézového operatoru u bakterii (Donovan,
Robinson, a Glick 1996*) a promotord z néj odvozenych (de Boer, Comstock, a Vasser 1983). Jeho
pfitomnost, spolu s nepfitomnosti gluk6zy, indukuje transkripci geni laktézového (lac) operonu. IPTG
se vaze na laktézovy represor (Lacl), coz zptsobi jeho odvazani od regulacni sekvence a umozni
transkripci pfislusnych genti (Kercher, Lu, a Lewis 1997*). (Young a Deiters 2007a) vytvofili
fotolabiln€¢ maskovany IPTG, ktery mize obnovit svou funkei induktoru pisobenim UV svétla (365

nm).

Dalsi systém vyuziva ,,Tet-on* systém, vyuzivajici tetracyklin pro aktivaci transkripce. Tetracyklin se
vaze na transkripéni aktivator, ktery nasledné aktivuje transkripci z TetO promotoru (Gossen a kol.
1994). Pro derivat tohoto induktoru, doxycyklin, se podafilo navrhnout vhodnou fotolabilni chranici
skupinu, ktera opét mohla byt odstranéna ptisobenim UV svétla (330 nm — 350 nm) (Cambridge a kol.
2009).

Existuje vSak i systém, ktery vyuziva principu maskovani a zarovenl je pln¢ optogeneticky. Je to
systém s maskovanou T7 RNA polymerazou, syntetizovanou in vivo v sav€ich buiikach. Kli¢em
k vytvoteni takové polymerazy je zapojeni maskované aminokyseliny, pyrrolysinu, do jeji aktivni
oblasti na misto lysinu (Hemphill a kol. 2013). Pro tuto aminokyselinu v§ak maji tRNA pouze nekteré
bakterie nebo archea (Nozawa a kol. 2009*). Sav¢i butiky ji nekoduji, a tak ji ani neumi zapojit pfi
proteosyntéze. Vlozeni genti, kddujicich pyrrolysin tRNA sysnthetazu s prislusnou tRNA rozsifilo
geneticky kod téchto buncék a sekvence TAG, obvykle fungujici jako stopkodon, zaCala kodovat
pyrrolysin. Pasobenim UV zafeni (365 nm) se funkce T7 RNA polymerazy obnovila v disledku

odmaskovani lysinu v aktivnim centru tohoto enzymu (Hemphill a kol. 2013).

3.8 Svétlem indukovatelné promotory u kvasinek

Kvasinkové organismy slouzi jako pfedni modelovy eukaryoticky organismus v molekularni biologii
jiz mnoho let. Mnoho poznatkii o molekularnich mechanismech nékterych procesi, které zobecnujeme
pro eukaryoticky svét, bylo ziskdno pravé studiem kvasinek. Ackoliv je to organismus relativné
jednoduchy, sdili fadu dulezitych znakd i s vys$§imi eukaryoty, vCetné Clovéka. (Botstein a Fink

2011%*). Kromé vyzkumu jsou kvasinky nepostradatelné v potravinatstvi, vyznamnou roli hraji pfi
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vyrob¢ pramyslové hodnotnych latek, jako je ethanol, izobutanol, kys. octova a dalsi (Borodina a

Nielsen 2014%*), ¢i latek s terapeutickym vyznamem (Paddon a Keasling 2014%*).

Jejich nejznaméjsim zastupcem je beéznd pekatskd kvasinka Saccharomyces cerevisiae. Jiz dlouho
zname sekvenci celého jejiho genomu a mnoho jejich genti bylo charakterizovano co do struktury, tak
i jejich funkce. Byla vyuzita jako model pro fadu vyzkumnych technologii a metod, které ve své dobé
byly teprve v zacatku. Vyuziva se také jako eukaryoticky expresni systém (Botstein a Fink 2011%).
Podobné¢ dulezita je i Schizosaccharomyces pombe, ktera sdili podobnost nékterych molekularnich
znakl spise s vys$Simi eukaryoty, nez kvasinkou S. cerevisiae (Russell a Nurse 1986*). Pichia pastoris
se zase diky svému silnému methanolem indukovanému promotoru vyuziva pro expresi heterolognich

proteinti (Ahmad a kol. 2014%*).

Svétlem indukované promotory mohou napomoct dal§imu studiu a regulaci nékterych biologickych
vlastnosti kvasinek, jako je naptiklad bunécny cyklus (Hughes a kol. 2012), nebo naopak mohou
pomoci optimalizovat vyrobu produkti, které v souc¢asné dobé kvasinky pokryvaji (Salinas a kol.

2017%).

3.8.1 Cervené systémy u kvasinek

Prvni svétlem indukovatelny promotor vyuzivajici fytochrom PhyB, byl vytvofen pravé u kvasinek,
konkrétne S. cerevisiae (Shimizu-Sato a kol. 2002). Systém vyuzival kvasinkovy pfirozeny promotor
genu GALI a jeho regulacni aparat. DNA vazebna doména Gal4 byla pfipojena k fytochromu, a k
proteinu PIF3 byla pfipojena aktivaéni doménou GAD (obr. 12). Jin4 prace rozSifuje tento systém
moznosti synTALE (synthetic transcription activator like effectors) DNA vazebné domény, piistup
vyuzity opéet u kvasinek pod ndzvem PhiReX (Hochrein a kol. 2017), systém podobny sav¢imu LITEZ
zminéného vyse (Polstein a Gersbach 2014).

660 nm

740 nm
reportérovy gen nebo tma

reportérovy gen
promotor promotor

Obr. 12: Pisobenim Cerveného svétla (660 nm) fotoreceptor PhyB méni konformaci a vaze svého vazebného
partnera PIF3. Vnikd tak kompletni transkripcni faktor, ktery je schopny indukovat transkripci z daného

promotoru. Heterodimer disociuje pfi pusobeni NIR svétla, nebo po urcité dobé ve tmé. Schéma bylo
vytvoreno podle Shimizu-Sato a kol. 2002.
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Mimo fytochromu PhyB a snim interagujiciho partnera PIF3 byly u kvasinek vyuzity i dalSich
rostlinné fotosystémy, jako jsou PhyA-FHY1 a PhyA-FHL. Systémy rovnéz vykazaly urc¢itou hladinu
exprese za pusobni svétla ptislusné vinové délky i bez ptidani vnéjsiho chromoforu. Pravdépodobné

zde roli chromoforu zastupuje néktera jina latka, kterd se v buiice vyskytuje (Sorokina a kol. 2009).

Problém s exogennim dodévanim FCB byl i u kvasinek vyfeSen pfidanim jeho syntetické drahy u P.

pastoris (Shin a kol. 2014) a S. cerevisiae (Hochrein a kol. 2017).

3.8.2 Modré systémy u kvasinek - fototropiny

U kvasinek se rovnéz mizeme setkat s vyuzitim fototropint a jejich fotocitlivé LOV domény. Prvni
dvouhybridovy systém s vyuzitim LOV domén byl u kvasinek zalozen na pouziti LOV domény
z Avena sativa, ozna¢ovanou jako AsLOV2 (Lungu a kol. 2012) U kvasinek byly rovnéz testovany
sveétlem indukované jaderné lokalizacni signaly LINuS, nebyla vSak u nich spomoci LINuS
vyzkouSena transkripce reportéru (Niopek a kol. 2014). Nedavno byl u kvasinek rovnéz pouzit
jednokomponentovy transkripcni systém vyuzivajici svétlem aktivovatelny transkripéni faktor EL222
pro optimalizovanou syntézu laktatu, izobutanolu ¢i 2-methyl-1-butanolu (2MBOH) (Zhao a kol.
2018). Dalsi optogeneticky dvouhybridovy trankripéni systém, pojmenovany jako FUN-LOV (Fungus
LOV domains), u kvasinek vyuzil jiz jmenovany VVD protein spolu s dal$im fotoreceptivnim
proteinem WC-1 (White Colar 1), ktery také mtize s VVD pilsobenim modrého svétla dimerizovat.

Oba proteiny, obsahujici LOV doménu, pochazi z houby Neurospora crassa (Salinas a kol. 2018).

3.8.3 Modré systémy u kvasinek - kryptochromy

Prvni vyuziti systému vyuzivajiciho kryptochromy pro spusténi genové exprese bylo prezentovano v
praci Kennedy a kol. 2010. Dalsi vyuziti CRY2/CIB1 pro modrym svétlem indukovatelny promotor
ukazal Hughes a kol. 2012. Mimo klasicky dvoukomponentovy transkripéni systém byla dvojice
CRY2 kryptochrom a jeho vazebnd doména CIB1 vyuzita na vytvofeni svétlem aktivovatelné Cre
rekombinazy. Byl-li do kvasinkovych bun¢k vloZena sekvence reportérového genu GFP, jemuz
predchézel termindtor, ohrani¢eny rekombina¢nimigdth loxP misty, plisobenim svétlem aktivovatelné
Cre rekombinazy (PA-Cre) mohla byt tato oblast vystfizena a transkripce reportéru obnovena. Pozdéji
byla vytvofena nova verze PA-Cre, kterd vykazovala niz§i hodnoty pozadi, zvySeni rekombinacni
aktivity, jakoZ i deli setrvani v aktivovaném stavu (Taslimi a kol. 2016). Uprava DNA je samoziejmé
mozna pouze jednim smérem, reportérovy gen tim nevratn¢ ,,zapneme®. Tento systém mulize byt pouzit
napiiklad pro navozeni bunééné diferenciace expresi uréitych geni, jako tomu bylo v piipadé savéich

monocytl (Polstein a kol. 2017).

3.84 ,,Caged molecules* u kvasinek
Dalsi pfistup vyuziva principu odmaskovani indukujici molekuly vlivem svétla. Systémy jiz vyuzité u

kvasinek pouzily methioninem inhibovany promotor (Kusen a kol. 2016) ¢i méd’natymi kationty
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indukovatelny promotor (Kusen a kol. 2017). V ptipad¢ dfive pouzitych systémli maskovanymi
molekulami byla velkd nevyhoda nevratnost indukce. V pfipadé systému vyuZzivajiciho maskovany
methionin, se tato nevyhoda ztraci, nebot’ ve chvili, kdy je zbaven chrénici skupiny, je metabolizovan.
Jeho maskovand forma proto mutze byt pfidina do média v nadbytku a minimalnim pulsem UV-A
svétla se ho uvolni pouze takové mnozstvi, které u€inn€ zabrani expresi, avSak nevypotiebuje se
veskerd jeho maskovana forma (Kusen a kol. 2016). V druhém piipad€ pouziti u kvasinek se jednalo o
systém, vyuzivajici promotor indukovatelny médnatymi kationty chranénymi fotolabilnim
chelata¢nim ¢inidlem DMNT-EDTA pfi pisobeni UV-A zatfeni. Toto ¢inidlo vaZze médnaté kationty
s pomérné velkou afinitou oproti jinym kationtim, méd'naté kationty proto disociuji z DMNT-EDTA

pouze minimalné (Kusen a kol. 2017).

Typ vyuZitého Nazev systému Barva \' kterych chromofor Zdroj - citace

fotoreceptoru svétla organismech

fytochrom BphG1 NIR savci biliverdin IXa. (Folcher a kol. 2014)

fytochrom BphP1/RpPpsR2 NIR savci biliverdin IXa (Kaberniuk,
Shemetov, a
Verkhusha 2016)

fytochrom PhyB/PIF3 cervené kvasinky PCB (Shimizu-Sato a kol.
2002), (Sorokina a
kol. 2009)

fytochrom PhyB/PIF6 Cervené savci PCB (Mdaller, Engesser,
Metzger, a kol. 2013)

fytochrom PhyB/PIF6 cervené savci a rostliny PCB (Miller a kol. 2014).

fytochrom PhiReX Cervené kvasinky PCB (Hochrein a kol.
2017)

fytochrom EnvZ - OmpR cervené E. coli PCB (Levskaya a  kol.
2005), (Tabor a kol.
2009)

fytochrom CcaS - CcaR zelené E. coli PCB (Tabor, Levskaya, a
Voigt 2011), (Miyake
a kol. 2014)

fytochrom CcaS - CcaR zelené Synechocystis PCB (Abe a kol. 2014)

fytochrom CcaS - CcaR zelené E.coli PCB (Nakajima a  kol.
2016)

fotoreceptor s CarH - CarO zelené savci a rostliny AdoB12 (Chatelle a kol. 2018)

AdoB12

fototropin FNF1/GlI modré savci FMN (Yazawa a kol. 2009),
(Quejada a kol. 2017)

fototropin LITEZ modré savci nespecifikovdno (Polstein a Gersbach

2012) (Polstein a
Gersbach 2014)

fototropin LightOn (VVD) modré savci FAD (X. Wang, Chen, a
Yang 2012)

fototropin Magnets modré savci FAD (Kawano a kol. 2015)

fototropin Opto-T7RNAP modré E.coli nespecifikovdno (Baumschlager, Aoki,
a Khammash 2017)

fototropin paCas9 modré savci nespecifikovdno (Nihongaki a  kol.
2015)

fototropin EL222 modré savci a Danio flavin (Motta-Mena a kol.

rerio 2014) (Reade a kol.

2017)
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fototropin EL222 modré E. coli nespecifikovdno (Jayaraman a kol.
2016)
fototropin YF1 - FixJ modré E. coli flavin (Moglich, Ayers, a
Moffat 2009a)
fototropin pDusk, pDawn modré E.coli FMN (Ohlendorf a  kol.
2012) (Jin a Riedel-
Kruse 2018)
fototropin FLARE modré savci flavin (W. Wang a kol. 2017)
fototropin LINuS modré savci FMN (Niopek a kol. 2014)
fototropin AsLOV2 modré kvasinky FMN (Lungu a kol. 2012)
fototropin FUN-LOV modré kvasinky nespecifikovano (Salinas a kol. 2018)
kryptochrom CRY2/CIB1 modré kvasinky flavin (Kennedy a kol. 2010)
(Hughes a kol. 2012)
kryptochrom  CRY2/CIB1 modré Drosophila nespecifikovdno (Chan, Alekseyenko, a
melanogaster Kravitz 2015)
kryptochrom  CRY2/CIB1 modré Chlamydomonas nespecifikovdno (Y. Wang a kol. 2017)
reinhardtii
kryptochrom  LITE modré savci nespecifikoviano (Konermann a kol.
2013)
kryptochrom  LACE modré savci nespecifikovano (Polstein a Gersbach
2015)
kryptochrom  CRY2/CIB1 bidirect modré savci nespecifikovdno (Pathak a kol. 2017)
kryptochrom PA-Cre modré kvasinky FAD (Taslimi a kol. 2016)
rhodopsin melanopsin modré savci 11-cis-retinal (Ye a kol. 2011)
BLUF-protein  AppA - PpsR modré Rhodobacter FAD (Han a kol. 2004)
Sphaeroides
xantopsin opto-DN-CREB modré savci kyselina p- (Alia kol. 2015)
kumarova
uv UVR8 - COP1 UVv-B savci Zadny (Crefcoeur a  kol.
fotoreceptor 2013; Mdller,
Engesser, Schulz, a
kol. 2013)
kryptochrom  CRY2/CIB1 UV-A savci FAD (Wieland a kol. 2014)

Tab. 1: Prehled optogenetickych aparatl pouZzitych pro regulaci transkripce. Tucné jsou vyznaceny systémy
pouZzité u kvasinek. Barvou svétla je myslen rozsah vinovych délek 700 nm — 740 nm pro NIR (near infra red)
svétlo, 660 nm — 670 nm pro Cervené svétlo, 520 nm — 535 nm pro zelené svétlo, 447 nm — 474 nm pro

modré svétlo, 375 nm pro UV-A svétlo a 311 nm pro UV-B svétlo.

3.9 Omezeni systému, regulujicich expresi pomoci svétla

3.9.1 Omezeni optogenetickych systémii

Jako mnoho jinych systémid pro regulovanou transkripci, i systémy regulované svétlem maji sva
omezeni. Abychom maximalizovali vytézek produkce, budeme zajisté volit co nejsilnéjsi promotor a
budeme chtit, aby komponenty optogenetického systému byly v buiice k dispozici v hojném poctu. Ale
produkce velkého mnozZstvi proteind, které bunika nepotiebuje, mize velmi zatizit jeji metabolismus
(Triezenberg, Kingsbury, a McKnight 1988). Proto mensi velikost a niz§i pocet komponent, které
systém vyzaduje pro svétlem regulovanou expresi naseho genu, jsou vyhodné (Motta-Mena a kol.

2014).
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Podobné jako jiné indukovatelné promotory, i systémy indukované svétlem maji obvykle urcitou
hladinu pozadi. Podle studie Pathak a kol. 2014, kter4a srovnavala nekteré optogenetické nastroje pro
svétlem fizenou heterodimerizaci v kvasinkovych bunkach, jako nejspolehlivejsi z hlediska
minimalniho pozadi vychazela dvojice fytochrom phyB a jeho vazebny partner PIF6. Hodnoceny byly
dale pary phyB a PIF3, kryptochrom CRY2 a jeho vazebny partner CIB a nakonec dimerizacni systém

TULIPs, vyuzivajici LOV domény (Strickland a kol. 2012; Pathak a kol. 2014).

Dalsi parametr, ktery je tfeba zvazit, je, zda dany systém nebude mit u¢inek na dal$i biologické
pochody, krom¢ indukce transkripce genu naSeho zajmu. Nezadouci pleiotropni efekt mohou mit
systémy, které vyuzivaji obecnych signalnich molekul, které v kontextu jinych bunék mohou plnit
odlisnou biologickou roli (Ye a kol. 2011). Podobny problém piedstavuje ptitomnost regulac¢nich
vazebnych mist, vyuzivanych pro svétlem regulovanou transkripci, i v dalSich oblastech genomu
vyuzivaného organismu. Naptiklad se stava, ze TALE nebo podobné vazebné domény, které mohou
byt vytvofeny specificky pro urCitou sekvenci, nejsou vzdy plné specifické (Deng a kol. 2014;

Nihongaki a kol. 2015).

Pokud si budeme vybirat systém podle vinové délky svétla, jako lepsi by se mohly zdat systémy,
vyuzivajici Cervené vinové délky. Takové svétlo neni tolik absorbovano bunéénymi strukturami, tedy
pronika hloubéji a zaroven ptisobi i méné toxicky (Robertson, Davis, a Johnson 2013). Na druhé strané
vSak u systém, ptizpisobenych pro kratsi vinové délky (mysleno modré a UV svétlo), je mozné
vyuzit dvoufotonové excitace. V takovém piipadé staci pouzit zdroj svétla, jehoz fotony maji asi
dvojnéasobnou vinovou délku, av$ak pro fotoaktivaci molekuly jsou potieba dva fotony. Oba tyto
fotony musi dorazit ke svému cili ve stejnou chvili s musi byt ve stejné fazi. Dvoufotonova excitace
ma tedy opét vyhodu, Ze pronikd vice do hloubky a umoznuje cilit na konkrétni struktury (Denk,
Strickler, a Webb 1990). Proto se také pro regulaci optogenetickych systémi vyuziva (Kennedy a kol.
2010; Crefcoeur a kol. 2013; Chan, Alekseyenko, a Kravitz 2015). Vybér vinové délky také ovlivni
volbu pfipadného fluorescenéniho reportéru. Pokud je totiz promotor indukovan stejnou vinovou
délkou, jaka se vyuziva k excitaci dané¢ho fluoroforu, miize dochazet ke zkresleni méfeni (Isomura a

Kageyama 2018).

Casové rozliseni systému zavisi na tom, jak dlouho po aktivaci fotoreceptor v aktivovaném stavu
vydrzi, nez se postupné dostane zpet do zakladniho stavu. Napft. systémy, vyuzivajici protein VIVID,
maji polocas prechodu z aktivovaného stavu do zakladniho stavu nékolik hodin. Témto systémtim tak
staci relativné kratky puls a systém muize ovliviiovat transkripci i n€kolik hodin (X. Wang, Chen, a
Yang 2012). Zkraceny puls svétla uSetfi organismy zatéze (Robertson, Davis, a Johnson 2013), kterou
mohou predstavovat systémy, vyzadujici osvit na né¢kolik jednotek az desitek hodin (Chan,
Alekseyenko, a Kravitz 2015; Lin a kol. 2016). Na druhou stranu abychom dosahli ¢asového rozliseni,

je lepsi, aby byl aktivni stav fotoreaktivni molekuly vice labilni (Motta-Mena a kol. 2014). V tomto
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ohledu je proto vyhodné mit moznost fotoreceptor nejen svétlem aktivovat, ale 1 deaktivovat, jako je

tomu u fytochromi (Shimizu-Sato a kol. 2002).

Dalsi omezeni ptedstavuje typ chromoforu, ktery systém vyuziva. Kryptochromy, fototropiny a
proteiny s BLUF doménou vyuzivaji flaviny, které eukaryotickym buiikdm neni tfeba uméle dodavat
(X. Wang, Chen, a Yang 2012). UVR8/COP1 systém indukovatelny UV-B svétlem nevyzaduje
zadnou specifickou prostetickou skupinu (Miiller, Engesser, Schulz, a kol. 2013; Jenkins 2014). U
ostatnich skupin fotoreceptorti tomu tak neni (Provencio a kol. 1998; Shimizu-Sato a kol. 2002; Ali a
kol. 2015; Chatelle a kol. 2018). Vyjimku mohou pfedstavovat bakteridlni fytochromy, vyuZzivajici
biliverdin XlIa, ktery je taktéz pritomen v savcich i kvasinkovych bunkach (D. Kim a kol. 2006; Tran a
kol. 2014).

Nedostupnost chromoforu v butice se da fesSit bud’ izolaci pfislusnych chromoforii z jiného zdroje
(Shimizu-Sato a kol. 2002), nebo dodanim gendt jejich biosyntetickych drah do organismu (Shin a kol.
2014; Hochrein a kol. 2017). Prvni varianta se potyka s problémem rovnomérné distribuce téchto
chromofori mezi buiiky, druha varianta hloubé&ji zasahuje do wvnitiniho pfirozeného nastaveni

organismu.

3.9.2 Omezeni u,caged molecules”

Vyuziti neoptogenetickych systémut, vyuzivajicich molekuly, maskované fotolabilni chranici
skupinou, poskytuje oproti optogenetickym systémim jednu vyhodu. U kment, popf. tkanovych
kultur, u kterych jiz funguje transkripce urcitého genu pod uréitym konkrétnim, chemicky
indukovatelnym promotorem, stac¢i vyuzit piisluSny maskovany induktor, pokud jsou jiz takové
k dispozici (Kusen a kol. 2016). UmoZni ndm to bezprostfedni zapojeni svétla pro regulaci transkripce
v takovychto kmenech i bez pfedchazejicich genetickych uprav. Systémy, vyuzivajici maskované
aminokyseliny, tuto vyhodu nesdili, naopak je tfeba organismus patficné¢ modifikovat, aby mu bylo

umoznéno danou aminokyselinu kédovat (Hemphill a kol. 2013).

Systémy, zalozené na maskovaném induktoru sdili nevyhody s chemicky indukovatelnymi promotory
(viz. kapitola Promotory indukovatelné chemicky), snad az na lepsi ¢asové rozliSeni maskovanych
systémi. Jako chemické induktory také podléhaji difuzi, stejné¢ tak je problematickd rovnomérna
distribuce téchto latek v biologickému systému (Young a Deiters 2007b). Kromé toho, pokud chranici
skupina nema dostateCnou afinitu k induktoru, induktor od ni mtize disociovat i za nepfitomnosti

svétla, coz zpisobi vysoké pozadi (Kusen a kol. 2017)

Mimo to, nase pozornost se sice vaze k odmaskovanému induktoru, ale otazkou je, co se v bunce déje

s odstranénymi chranicimi skupinami?
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4 Zavér

V soucasné dobé existuje mnoho piistupil, které jsou vyuzivany pro regulovanou transkripci u savci,
rostlin, bakterii a hub, kvasinek nevyjimaje. Tyto pfistupy zahrnuji vyuziti jak chemickych induktord,
tak pisobeni riznych fyzikdlnich faktort, nebot’ v bunikdch existuji mechanismy, které umi na tyto
faktory odpovidat. V posledni dobé zaznamenaly nartist transkripéni systémy, vyuzivajici svétlo jako
induktor. Oproti vyuzivanym chemickym induktoriim se systémy, vyuzivajici svétlo, vyznacuji fadou
vyhod, jako je vysoké ¢asoprostorové rozliSeni plsobeni svétla, ¢i moznost opakované piepinat mezi
aktivaci a deaktivaci transkripce. Mezi témito systémy mizeme nalézt dva principialn¢ odlisné
pristupy, optogenetické systémy a systémy vyuzivajici maskované molekuly. Optogenetické systémy
vyuzivaji proteinové fotoreceptory, které plisobenim svétla mohou meénit své chemické vlastnosti,
zaroven se vSak po urcité dobé ve tmé (Ci pii svétle o urCitych vlnovych délkach) vraci zpét do
zakladniho stavu. U maskovanych molekul induktorti svétlo odstranuje fotolabilni chranici skupinu a

tim obnovuje funkci induktoru.

Systémy, vyuzivané v optogenetice pro indukci transkripce svétlem, vyuzivaji takika celého
viditelného svétla spolu s blizkym infra cervenym a ultrafialovym zafenim typu A a B. Systémy,
vyuzivajici maskované molekuly, jsou aktivoviny zejména piisobenim UV svétla. Vyjimku tvofi
pouze zluta oblast spektra, ktera se nevyuziva. Optogenetické transkripcni systémy muzeme dale délit
podle vyuzitého typu fotoreceptoru, kterych je podle souc¢asnych publikaci osm. Mechanismy indukce,
které systémy vyuzivaji, jsou rovnéz riznorodé. Obvykle je systém koncipovan jako dvouhybridovy
systém s rozdélenym transkripcni faktorem, ¢i jako jednokomponentovy systém, kde celou regulaci
obstarava jediny protein. V jinych pfipadech se vyuziva signaliza¢ni kaskady, fotoaktivovatelnych
signalnich sekvenci, nebo svétlem indukovatelné RNA polymerazy ¢i rekombinazy. U maskovanych
molekul ptevlada princip odmaskovaného chemického induktoru, ktery indukuje jinak chemicky
indukovatelné promotory. V pfipadé maskované polymerazy muzeme mluvit o vyuziti jak

optogenetiky, principu maskovanych molekul.

U kvasinek byly vyuzity jak optogenetické aparaty, tak maskované molekuly. V nékterych ptipadech
byly pouzity pravé kvasinky jako modelovy organismus pro vytvoieni nového optogenetického

systému. Jiné studie se zaméfily na vyuziti svétlem regulované transkripce pro pramyslové ucely.

Systémy, vyuzivajici svétlo pro regulaci transkripce, maji samoziejmé sva omezeni a vlastnosti, které
je tfeba zvazit pti vyberu. Systémy, které se mohou hodit pro urCit¢ ucely, mohou byt zase
nevyhodnou volbou pro ucely jiné. V kazdém piipad¢ promotory indukovatelné svétlem predstavuji
velmi uziteCny nastroj jak ve véde, tak v primyslu, a vedle tradi¢nich indukovatelnych promotori

predstavuji novou perspektivni alternativou.
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