Genetické manipulace:
nova éra vyzkumu hmyzu

Marek Jindra

Genetika je jednim z ucinnych nastroji k odhalovani principt vyvoje a fungo-
vani zivych organismt, protoZe pfinasi dikazy o funkci jednotlivych genu. V kla-
sické genetice odvozujeme tyto funkce od defektt zptsobenych mutacemi.
Reverzni genetika je postupem, kdy biologickou funkci né€jakého genu hledame
tak, Ze gen vyradime z funkce nebo do organismu pridime a podle potfeby akti-
vujeme. Takovy vyzkum umoznuji modelové organismy, v nichz lze s geny expe-

rimentalné manipulovat.
Vyhody octomilky

octomilka (Drosophila melanogaster).
Moznosti genetickych manipulaci, dostup-
nost materialu a informaci u tohoto druhu
nebyly pfekonany u zadného jiného orga-
nismu. Mutantni a geneticky modifikované
octomilky obdrzime z vefejnych genetic-
kych bank. Uplnid geneticka informace
zapsana v DNA octomilky byla prectena
a je vSem pristupna na internetu, stejné

jako udaje o dosud znamych funkcich asi
poloviny z jejich 14 tisic gent.

Jelikoz vétSinu z téchto gent nachazime
také u vyssich zivocicht v¢etné ¢lovéka, mo-
hou mit vysledky ziskané pouzitim D. me-
lanogaster obecnou platnost. Pohled do

Gen pro zeleny svétélkeujic protein GFP z me-
diizy Aequorea victoria byl do thini bource
morusového (Bombyx mori) vnesen pomoci
rekombinantniho viru Sindbis. Foto M. Ubli-
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ucebnic a do nejlepsich védeckych casopi-
st ukazuje, ze prace na octomilce vyznam-
né prispéla k rozvoji moderni biologie a ze
dodnes intenzivn€ pokracuje ve stovkach
sv€tovych laboratori. Nase zemé, ktera
kdysi dala prostfednictvim Gregora Mende-
la svétu zakony dédicnosti, je vsak v tomto
sméru pozadu. Laboratore, které uméji
potencial octomilky vyuzit, totiz u nas tepr-
ve vznikaji, napf. v Entomologickém ustavu
AV CR. Podivejme se na nékolik trikti, které
nam na modelu jménem Drosophbila poma-
haji zjistit, k cemu ktery gen vlastné€ je.

Nastroje pro reverzni genetiku:
Jak pridame octomilkam novy gen

Octomilka by se byla nestala tak dilezi-
tym modelem, kdyby ji nebylo mozno gene-
ticky transformovat, tj. vnaset do jejiho
genomu useky DNA (geny). Mohou to byt
bud jeji vlastni geny, nebo geny jinych
druhti, tfeba i lidské, jejichz univerzalni
funkci Ize v téle mouchy ovérit. Prenos gent
umoznuji mimo jiné tzv. transpozabilni ele-
menty (transpozony), které se zaclenuji do
chromozomu hostitele i s pridanou DNA.
Zminime dva takové vektory: element P spe-
cificky pro octomilku a piggyBac, ktery lze
pouzit u Sirokého spektra druhti.

Transformaci octomilky elementem P po-
prvé provedli Spradling a Rubin v r. 1982.
Z elementu P odstranili gen pro enzym
transponazu a tim i jeho autonomni schop-
nost zaclenit se do DNA a pfemistit (trans-
ponovat) v genomu z mista na misto. Takto
upraveny element P 1ze do DNA musky vlo-
zit, kdyz aktivitu transponazy dodame
pomoci jiné DNA, tzv. helperu. Transfor-
maci provadime tak, Ze do embrya octomil-
ky injikujeme sklenénou jehlickou smés
dvou kruhovych DNA: helper kodujici
transponazu a nas vektor P, ktery kromé
markeru (genu-znacky) nese také gen,
ktery chceme studovat (obr. 1). Markerem
je zpravidla gen pro barvu oka nebo jiny
viditelny znak, kterym pfitomnost cizi
DNA v octomilce monitorujeme. Pfi trose
Stésti se element P v jadrech embrya dosta-
ne do kontaktu s DNA, ptisobenim transpo-
nazy se svymi specialnimi konci zabuduje
do nékterého z chromozomi a stane se tak
jeho soucasti. Aby mél vektor k DNA pri-
stup, je nutno injikovat embrya drive, nez
se kolem jejich jader vytvori buné¢né mem-
brany, tj. asi do 1 hodiny po nakladeni vajic-
ka. Zpravidla injikujeme stovky embryi.

Podstatné je, aby se transgen stal dédic-
nou soucasti organismu, tj. soucasti jeho
zarodecné linie, budoucich vajicek nebo
spermii. Na octomilce vychované z injiko-
vaného embrya jesté zadné znamky trans-
formace nevidime, jelikoZ integrace vekto-
ru P probéhla jen v nékterych jejich
bunkach. Pokud se vsak vektor zaclenil také
do zarodecné linie, nalezneme v potomstvu
musek transformované jedince nesouci
transgenni DNA ve vsSech bunkach. Tyto
transformanty pozname podle markeru,
jakym muze byt napf. gen kodujici protein
GFP (Green Fluorescent Protein) vypujceny
ze zelené svétélkujici meduzy Aequorea vic-
toria. Gen pro GFP bylo napfed nutno pfe-
nést z genomu meduzy do elementu P a za-
jistit jeho rozpoznani ve tkanich octomilky
vhodnou regulacni sekvenci DNA: diky to-
mu pak transformované musce mohou zele-
né fluoreskovat oci (obr. 1).

Pro¢ pravé oci? Je to diky regulacni
sekvenci DNA, kterou v r. 1999 Ernst Wim-
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Obr. 1 Schéma transformace octomilky Droso-
phila melanogaster transpozonovym vektorem I
Gen pro zelené fluoreskujici protein (GFP)
vypiljceny z mediizy zpiisobuje svétéllkovini oli
octomilky poté, co byl pomoct elementu P zabu-

dovdn do jeji DNA. Snimky M. Jindry

mer pred gen GFP umistil. Na tuto sekven-
ci se vaze a gen GFP tak aktivuje protein
Pax6 pfitomny v oku, jehoz vyvoj fidi.
Tento marker je univerzalni, protoze jak
uvidime dale, Pax6 aktivuje zelenou fluo-
rescenci také v oku bource morusového —
Bombyx mori (obr. 4).

Jak fidime aktivitu
uméle vloZenych genti

Trik se svétélkujicima ocima ilustruje
jedno z pouziti elementu B a to k cilené
aktivaci (expresi) gent ve zvolenych bun-
kach a tkanich. Tato metoda nam obecné
umoznuje zjistit organové specifickou
expresi genu v pribéhu embryonalniho
vyvoje. Do mutantti, jejichZ vyvoj je naru-
Sen ztratou néjakého genu (X), vneseme
tento gen umistény za vhodnou, tkanové
specifickou regulacni sekvenci, tzv. spous-
té¢em — enhancerem. Tak spustime expre-
si genu X pouze v téch bunkach, v nichz je
enhancer aktivovan, podobné jako tomu
bylo v pfipad€ Pax6. Pokud umozni aktivita
genu X omezena napf. jen na nervovou sou-
stavu mutantni musce normalni vyvoj,
vime, Ze je funkce genu X napf. ve stfevé
postradatelna, zatimco v nervové soustaveé
je nezbytna.

Elegantni zpusob, jak zaridit cilenou
expresi genu, je zalozen na aktivaCnim pro-
teinu GAL4, vyputj¢eném pro zménu z kva-
sinek. Tato metoda vyzaduje pfipravu dvou
linii transgennich octomilek (obr. 2). Do

Obr. 2 Princip cilené genové exprese. Tran-
skripéni faktor GAL4 z kvasinek se v potomstvu
transgennich octomilek vize na regulaini
sekvenci UAS a spousti gen X (bliZe viz text),
jehoz produkt — protein X — zjistujeme proti-
litkou (zelené). Protein X se pak nachdzi pouze
tam, kde je GAL4 aktivovdin enhacerem z genu
engrailed (en). DNA budouciho kiidla je zbar-

vena modre. Snimky I. Gaziové

jedné vneseme pomoci vektoru P gen pro
GAL4, jehoz expresi fidi tkanové specificky
enhancer. Druha linie ponese gen X za
motivem DNA zvanym UAS (Upstream Acti-
vation Sequence), na ktery se GAL4 vize.
Dokud musky téchto dvou linii nezkfizime,
gen X ,ml¢i“. V potomstvu vzniklém zkfi-
Zenim obou linii vSak GAL4 zapne expresi
genu X, a to pouze tam, kde je enhancer
pro GAL4 aktivni. Obr. 2 ukazuje expresi
transgenniho proteinu, cilenou pomoci
enhanceru engrailed (en) do 14 clanka
embrya a do zadni poloviny budouciho
kfidla octomilky.

Ve vyvojové biologii nas kromé ,kde“
také Casto zajima, ,kdy“ je funkce genu pro
organismus potiebna. JelikoZz mnohé regu-
lacni geny maji zivotné dulezité funkce jiz

Obr. 3 Umléent genu jun metodou transgenni
interference RNA (RNA:) odhaluje funkci tohoto
genu ve vyvoji octomilky. GAL4 aktivuje ve spe-
cifické thdni produkci symetrické RNA genu jun,
kterd se diky pdrovint bdzi sloi do dvouvlikna
(dsRNA); dsRNA pak spousti enzymatickon de-
gradaci messengerové RNA (mRNA) genu jun,
protein Jun tedy nevznikne. Snimky M. Jindry
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béhem embryogeneze, mutanti, kterym ty-
to funkce chybéji, hynou pred vylihnutim,
aniZz bychom mohli sledovat ulohu genu
v pozdéjSim vyvoji. Proto je tfeba expresi
genu, nebo naopak umlceni genu aktivovat
ve vhodném okamziku podle potieby. K to-
muto ucelu poslouzi regulac¢ni sekvence,
jejichz aktivitu lze stimulovat vnéjsimi vlivy.
Prikladem je enhancer genu pro protein
Hsp70 (Heat shock protein). Pokud je tento
enhancer ve vektoru P pred zkoumanym
genem, pak v bunkiach D. melanogaster
nesoucich tyto sekvence DNA tepelny Sok
indukuje expresi transgenu. Timto zpuso-
bem Ize nahradit (komplementovat) chybé&ji-
ci aktivitu vlastniho mutantniho genu a urcit,
ktera faze vyvoje tento gen vyzaduje.

Jak geny uml¢ime

Abychom zjistili ulohu genu v Zivém
organismu, musime gen né€jak vyradit z ¢in-
nosti a pak zkoumat nasledky. Klasicka
mutageneze je vSak pomala a nespecificka.
Jak jsme jiz zminili, mutace v dulezitych
genech navic casto vedou ke smrti v ra-
nych stadiich, takZe nam pozdéjsi a tieba
zajimavéjsi uloha genu unikne. Dnes vsak
muzeme geny nejen vyrazovat z Cinnosti
bez pracné izolace mutant, ale dokonce je
inaktivovat podle potieby v jednotlivych
organech octomilky a v rtznych vyvojo-
vych stadiich.

Principem takového umlcovani genu je
proces zvany RNA interference (RNAI),
ktery kdysi davno organismy vyvinuly jako
obranu proti viram. Byl objeven koncem
90. let 20. stol. RNAi v bunce degraduje
mRNA, nezbytny meziclanek prenosu
informace mezi genem (DNA) a jeho funk¢-
nim produktem (proteinem), pro néjz je
mRNA predlohou. Zpusobit to mize dvou-
vlaknova RNA (prirozena RNA je jedno-
vlaknova) shodna s nékterym z gent aktiv-
nich v bunkiach organismu. Dvouvliknova
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RNA je rozpoznana systémem RNAi, ktery
ji nejprve rozdéli na malé useky a ty pak
pouzije jako vzor pro rozlozeni homologni
prirozené mRNA na stejné Casti. Tim je zne-
moznén preklad mRNA do proteinového
produktu a gen je umlcen.

Jak ale dvouvlaknovou RNA do bunék
dostat? Pomuze nam opét element B ktery
umozinuje vyrabét takovou RNA pfimo
v bunkach zivé octomilky. Do vektoru P vlo-
zime sekvenci genu, ktery chceme umlcet,
a to dvakrat za sebou v opacné orientaci
(obr. 3). Prepisem této sekvence vznikne
molekula RNA, kterd se diky své vnitini
symetrii sama slozi do dvouvlikna. Tato
RNA je jedem, ktery si na sebe octomilka
sama tvori.

Vzpomeneme-li si nyni na systém
GAL4-UAS pro cilenou expresi, snadno
pochopime, jak lze zbran RNAi zamifit
pouze na vybrané organy octomilky. Opac-
né orientované useky naseho genu staci
umistit za sekvenci UAS a mouchu nesouci
tento konstrukt zkfizit s prislusnou linii
GAL4. Obr. 3 ukazuje pfiklad umlceni genu
Jun pomoci aktivity GAL4 v hrbetni Casti
hrudi. Zatimco ztrata genu jun by octomil-
ku zabila ve stadiu embrya, prostorové
omezena RNAi zpusobuje rozst€p hrudi,
a tudiz odhaluje funkci jun pri morfogene-
zi dosp€lce.

Ma ale pro nas takovy poznatek vyznam?
JistéZze ma, nebot stejny protein Jun zpro-
stfredkovava nasi imunitni odpovéd nebo
programovanou smrt nasich bunék; nékteré
mutace v genu jun zpisobuji rakovinu. Na
rozdil od octomilky ma ¢lovék ne jeden, ale
hned tfi geny kodujici podobné proteiny
Jun. Nasledky jejich experimentalniho uml-
¢eni vSak u zivych lidi studovat nemiizeme.

Bourci morusovi a milion dalSich

Bylo by skvélé, kdybychom mohli ales-
pon nékteré z metod béZnych u octomilky

Tepelna indukce proteinu X
z transgenniho elementu piggyBac
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aplikovat na ostatni druhy hmyzu. Nejprve
si ale feknéme, k ¢emu by takovy vyzkum
vibec byl. Jeden vyznam je obecné biolo-
gicky. Vedle D. melanogaster zname vice
nez milion druhti hmyzu, jejichz variabilita
je nezmérna. Maji nejriznéjsi tvary, uplat-
nuji odliSné vyvojové a Zivotni strategie,
prezimuji nebo migruji, adaptuji se na
rizné podminky. V této pestré spolecnosti
ma octomilka vyjimecné postaveni, nebot
postrada nékteré typické rysy (napf. témér
celé télo musky je béhem metamorfozy tvo-
feno z primordialnich bun€k, zatimco u vét-
Siny hmyzu z existujicich bunék larvy). Aby-
chom pochopili obecné principy hmyzi
biologie, musime proto funkce alespon
nékterych genti ov€rit u jinych druh.
Druhy aspekt je prakticky. Cetné druhy
hmyzu Skodi na kulturnich plodinach, jiné
(napf. komari) zase prenaseji lidské nemo-
ci. Chceme-li v budoucnu inteligentnim
zpusobem zasahnout proti Skidciim nebo
zastavit prenos napfr. malarie, neobejde se
to bez genetickych manipulaci prislusnych

Obr. 4 Tepelnd indukce transgenniho proteinu
u bource morusového (Bombyx mori). Transfor-
mace bource transpozonovym vektorem piggy-
Bac (vlevo dole) byla provedena podobné jako
u octomilky (D. melanogaster, obr. 1). Trans-
genni marker GFP z mediizy, ¥izeny vazebnou
DNA pro protein Pax6 zpiisobuje zelené svétél-
kovini ol samicky, kterd prdvé klade vajicha
(nahote vlevo). Pritomnost proteinu GFP je
videt jiz 67 dni po nakladent vajicek v jedno-
duchych olich jesté nevylihlé larvy bource
(vpravo nahote). Kromé genu GFP obsahuje
vektor piggyBac jesté gen pro urcity protein (X),
jehoZ expresi Ize indukovat zahidtim larev na
42 °C. Teplo piisobi na enhancer (enh.) hsp70
(blize viz text) a protein X se hromadi v jdd-
rech pokozky bource (vpravo dole). Enhancer
hsp70 pochdzi z octomilky, kde stejny systém
Junguje pri 37 °C. Snimky M. Ublitové a M.
Jindry

25 °C— 42 °C
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druhtt hmyzu. To byl jesté donedavna sen,
ktery se vSak pomalu napliuje. Posledni
vyvoj technik prenosu genti pomoci
novych transpozonu a virovych vektora
otevira moznosti genové manipulace u mo-
tylt, komartd, much, broukd. Nékteré moz-
nosti si ukazeme na bourci morusovém, se
kterym naSe laboratof také pracuje.

Misto P elementu piggyBac

Ziskat zelenooké bource (obr. 4) na zpu-
sob octomilek nebyl problém po tom, co
japonsti a francouzsti badatelé ukazali, ze
transpozon piggyBac muZe u bource
nahradit element P To bylo v r. 2000, 18 let
po uspésné transformaci D. melanogaster:
Jak jsme jiz vidéli, vihesenim DNA do orga-
nismu vSak problém nekondi; aktivitu
nového genu je také nutno urcitym zpuso-
bem fidit. Proto jsme kromé GFP vlozili do
chromozomt bource jesté dalsi gen, zara-
zeny za jiz zminény enhancer Hsp70 (Heat
shock protein) z drozofily. Tim jsme ziskali
moznost aktivovat vlozeny gen v zivych
bourcich zvySenim teploty. Kromé systé-
mu tepelné indukce funguje u bource
i systém cilené exprese GAL4-UAS, znazor-
nény na obr. 2. I kdyZ Drosophila zistane
nedostiznym modelem, nic nam uZ nebra-
ni provadét reverzni genetiku u bourct.
PiggyBac navic umoznuje vyuZit bource
jako bioreaktor pro vyrobu Zadanych pro-
teint. V Japonsku napf. do genomu bource
vlozili gen pro lidsky kolagen, ktery ve
vysoké kvalité vyprada zaroven se svym
hedvabim.
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Co dokaze virus Sindbis

Pres pocatecni optimismus se piggyBac
zatim neosvédcil pfi funkeni analyze gent.
Expresi transgennich proteind ani dvouvlak-
nové RNA se totiz jesté nepodafilo vyvolat
u bourct vyvojové defekty, diky nimz
bychom mohli sledovat funkci gent. Kromé
toho ziistava dédic¢na transformace bource
¢asové naro¢nd, nebot jeho generacni doba
45 dni je pétkrat delsi nez u drozofily.

Vhodnou alternativou muze byt Sindbis,
alfavirus z Cel. Togaviridae, ktery infikuje
hmyz, ale nezabiji ho. Genom viru Sindbis
tvoii jednovlaknova RNA kodujici proteiny
nutné pro propagaci viru. Do virového
genomu lze pridat cizi gen, ktery se pak
v bunce hostitele ve vysoké mife exprimuje
spolu s virovymi geny. Vyhodou je, Ze nas
gen zaneseme snadno a rychle injekci viru
do téla bource; nevyhoda spociva v tom, Ze
se Sindbis neprenasi na dalsi generace
a nepronika do vsech bunék.

Abychom vidéli, jak se virova infekce
v téle Sifi, znovu pouzijeme gen pro zelené
fluoreskujici protein (GFP) z meduzy. Uz tii
dny po aplikaci viru se v larvé bource pro-
jevi pritomnost GFP, nejsiln€ji v zarodcich
budoucich kfidel, nohou a oc¢i dospélce
(obr. 5). Infekce pretrvava béhem premény
larvy v kuklu a kukly v dosp€lého bource,
aniz by tuto metamorfozu narusila. To nam
umoznuje vyuzit Sindbis pro genetické stu-
dium vyvoje.

Jednou z moznosti je inaktivace vybra-
nych gent cestou RNA interference (RNA1).
RNA viru Sindbis se v bunkach hostitele
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Obr. 5 VyuZit viru Sindbis u bource morusové-
ho k expresi ciztho proteinu (GFP) a umlient
genu bource BR-C. Gen BR—C, s nimz chceme
manipulovat, byl umistén za nestrukturni
a strukturni geny viru. GFP signalizuje pritom-
nost viru v zdrodcich budoucich kridel, nobou
a ot (Sipky). Infekce pretrvdvd do dospélosti,
napt. v oku (vlevo dole). Vivoj oka, stejné jako
kuklent a vjvoj nohou & kiidel je narusen umi-

Cenim genu BR—C (RNAi). Snimky M. Ublffové

prepisuje v obou smérech vcetné vlozené-
ho genu, takze vznikajici komplementarni
kopie mohou tvofit dvouvlaknovou RNA
a proces RNAi spustit. Ze k tomu skute¢né
dochazi, jsme u bource ovérili uml¢enim
genu BR-C. Dvouvlaknova RNA z viru zpt-
sobila v tkanich larev degradaci prirozené
mRNA pro BR-C, coz bud zabranilo kukle-
ni nebo narusilo nasledny vyvoj o¢i a nohou
dospélce (obr. 5). Zarovenn nedoslo k de-
generaci jiz nepotfebnych snovacich Zzlaz
larvy. To znamena, ze ztrata funkce genu
BR-C ovlivnila u bource oba aspekty meta-
morfozy, ve kterych hraje BR-C klicovou roli
i u octomilky, jak bylo jiz mnoho let znamo
ze studia jejich mutantd. Nas vysledek je prv-
nim skutecnym diikazem, Ze gen BR-C hraje
podobnou roli ve vyvoji alespont dvou hmy-
zich tadu, tedy dvoukfidlych a motyld.
Uvedené priklady vyuziti viru Sindbis
a transpozonu piggyBac ukazuji, Ze se gene-
tické manipulace hmyzu stavaji realitou. Ci-
lem neni samozfejm¢ skladat z bourct
a meduz zelenooké chiméry jako dr. Fran-
kenstein, ale dozvédét se vice o hmyzu —
nejpocetnéjsi skupin€ zivocichti na Zemi.
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