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Abstrakt

Inducibilni expresni systémy jsou systémy, které umozinuji ,zapinat‘ a ,vypinat® expresi genu
z4jmu, a jsou tedy uziteCnym ndastrojem pro studium funkce gend. Existuji desitky riznych
inducibilnich expresnich systémd, které se navzajem lisi tirovni, na které k indukci dochazi,
dobou indukce, moznostmi vyuziti atd. V této praci budou popsény tfi typy inducibilnich
expresnich systémi, na kterych budou demonstrovany obecné rysy systémii regulovanych na
urovni transkripce. Jsou to systémy zalozené na regulaci lac operonu Escherichia coli, dale
systémy vyuzivajici regulac¢nich elementl transpozonu Tn/0 E. coli, které jsou zodpovédné za
rezistenci vici tetracyklinu, a nakonec systémy regulované agonisty receptoru pro steroidni
hormon ekdyson, ktery je klicovym reguldtorem vyvoje hmyzu. Prace obsahuje i1 kapitolu o

vyuziti inducibilnich expresnich systémi u parazitickych organismii.

Klicova slova: expresni systémy, exprese proteintl, lac operon, receptor pro ekdyson, paraziticti

prvoci

Abstract

Inducible expression systems are systems with ability to switch expression of genes of interest
on and off. Therefore, they are useful molecular tools for analysis of gene function. Nowadays,
there are tens of various inducible expression systems available that differ from each other in
level of regulation of gene expression, time of induction, possibilities of use, etc. This work is
focused on three of them to illustrate common features of the inducible expression systems
which regulate gene expression at the level of transcription. Firstly, systems based on regulation
of lactose operon of Escherichia coli are mentioned. Secondly, systems which use regulatory
elements of tetracycline resistance-encoding transposon Tn/0 of E. coli are described. Third
chapter is focused on systems regulated by agonists of ecdysone receptor. In the last chapter

cases of use of inducible expression systems in the study of parasitic organisms are summarized.

Key words: expression systems, protein expression, lactose operon, ecdysone receptor,

parasitic protists



Seznam zKkratek

AF activation function

AID auxin inducible degron
CaMV cauliflower mosaic virus
CMYV cytomegalovirus

CRP cyclic AMP receptor protein
dd destabiliza¢ni doména

DHFR dihydrofolat reduktaza
DiCre dimerizable Cre

EcR ecdysone receptor
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KRAB Kriippel-associated box
LAP lac activator protein

MFS Major facilitator superfamily

NLS nuclear localization signal

PARP procyclic acidic repetitive protein
PTS phosphosugar transferase system
RNAP RNA polymeréza

rtTA reverse Tc-controlled transactivator
RXR retinoid-X receptor

SCF Skp, Cullin, F-box containing
complex

SELEX systematic evolution of ligands by
exponential enrichment

SV40 simian virus 40

TATi trans-activator trap identified

Te tetracyklin

TIR1 transport inhibitor response
TMG methyl-B-D-thiogalaktopyranosid
TMP trimethoprim

TRAD Tet repressor and putative
activating domains

tTA Tc-controlled trans-activator

tTS tetracycline controlled transcriptional
silencer

UAS upstream activation sequence
USP ultraspiracle

UTR untranslated region

VP16 virion protein 16

WHO World Health Organization
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1 Uvod

Inducibilni expresni systémy jsou systémy pro manipulaci s genovou expresi nachazejici
vyuziti v mnoha oblastech vyzkumu 1 v biotechnologické vyrobé. Teoreticky Ize jejich
prostiednictvim jednoduchym zdsahem (pfidanim chemické latky, zménou teploty apod.) ménit
mnozstvi genového produktu v bunikdch zivého organismu, at’ uz jde o tvora jednobunécného ¢i
mnohobunééného. Kli¢ovou vlastnosti inducibilnich expresnich systémd je, jak uz ndzev napovida,
inducibilita, tedy schopnost zmény exprese po indukci. Miru inducibility systému je mozné vyjadrit
jako pomér exprese (pfipadné aktivity) produktu daného genu ve stavu indukovaném ku expresi ve
stavu pred indukci, tj. kolikrat se po indukci zvySila exprese genu oproti pivodnimu stavu. Dal§im
dilezitym parametrem je bazalni exprese, tedy exprese pred indukci. Obecné¢ plati, ze ¢im je bazalni
exprese nizsi, tim lépe, ackoliv ne vzdy je nulovd exprese produktu v neindukovaném stavu
bezpodmineéné nutnd. Neméné dulezitou skutecnosti, kterd je urCujici pro vyuziti daného
inducibilniho systému, je povaha indukujici latky. Jeji toxicita, mozny pleiotropni efekt na buiky,
schopnost pronikat do bunék a tkani, doba trvani piisobeni a v neposledni fade€ i cena — to vSechno je

nutno brat v potaz pii vybéru vhodného inducibilniho systému.

Vsechny inducibilni expresni systémy, at’ uz sebevic sofistikované, vyuzivaji mechanismui
regulace genové exprese, které prirozené probihaji v buiikach nasich ¢i jinych organismi. V tomto
duchu Ize inducibilni expresni systémy rozd¢lit podle toho, na jaké Grovni regulace genové exprese
plsobi. Systémy regulované na Urovni transkripce jsou povétSinou zaloZené na transkripcnich
faktorech — represorech a aktivatorech transkripce, jejichZz schopnost interagovat s regulacnimi
sekvencemi na molekule DNA se méni v zavislosti na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti konkrétniho
stimulu. Tim mohou byt nejrizngjsi organické latky, ale i teplotni Sok, osmoticky stres, zateni urcité
vlnové délky ¢i interakce s jinym proteinem. Dal§i moZnosti je napiiklad regulace transkripce pomoci
inducibilnich RNA polymerdz. Regulaci na trovni stability mRNA lze zajistit pomoci RNA
interference ¢i nejruznéjSich regulovatelnych ribozymt, které mRNA nastépi tak, ze oddeli od
transkriptu 5” ¢i 3" nepfekladanou oblast, a tim urychli jeji degradaci. Translaci je moZné regulovat
specifickou vazbou proteini na motiv tvofici vlasenky v ramci regulované mRNA. Eventualné 1ze
manipulovat s mnoZstvim konkrétniho proteinu v buiice pomoci flize vybraného genu se
sekvenci destabilizacni domény, ktera po dokonceni translace zptsobi degradaci proteinu, jestlize

neni pfitomen jeji inhibitor.

Cilem této prace je na piikladech tfi inducibilnich systému naznacit cestu, jak se z proteini

regulujicich procesy v buiikach jedné skupiny organismi staly diky usili mnoha lidi komponenty



komplexnich expresnich systémil se Sirokym spektrem aplikaci. Ackoliv jsou vSechny tfi vybrané
systémy regulovany na urovni transkripce, hraji v organismu svého piivodu velmi odlisné role. Jeden
slouzi k regulaci exprese enzymi alternativni metabolické drahy, druhy umoznuje resistenci vici
pusobeni antibiotika a tfeti fidi vyvoj mnohobunécného organismu. Posledni kapitola této prace je
vénovana vyuziti inducibilnich expresnich systéml u parazitickych prvokd. Budou zde strucné
popsany mechanismy regulace inducibilnich systémd, které byly u téchto organismi aplikovany, a

také bude uveden prehled publikovanych pouziti danych systémt u konkrétnich druhti paraziti.

2 lac operon u Escherichia coli

2.1 Prirozena funkce operonu

Systém regulace genové exprese strukturnich genti pomoci genti regulacnich zalozeny na
pritomnosti ¢i nepfitomnosti uréitého metabolitu popsali Jacob a Monod (1961) na modelu lac
operonu Escherichia coli. Na zéklad¢ vysledkii do t¢ doby zndmych experimentii navrhli
mechanismus, jakym by na molekularni trovni mohlo dochézet k jevu zndmému jiz od pocatku 20.
stoleti - tzv. ,,enzymatické adaptaci®, tedy produkci urcitych enzymt mikroorganismy pouze v
pritomnosti jejich substratti (Jacob&Monod, 1961). lac operon obsahuje geny, jejichz produkty se
ucastni metabolismu laktézy (Jacob&Monod, 1961). Jednd se o [-galaktozidazu (LacZ), lac
permeéazu (LacY) a thiogalaktosid transacetyldzu (LacA). lac permedaza je transmembranovy protein
vyuzivajici transportu protonil po elektrochemickém gradientu k symportu D-galaktopyranosidl proti
koncentracnimu gradientu do nitra bunky (Guan&Kaback, 2006). B-galaktoziddaza (LacZ) mé dvé
enzymatické aktivity — katalyzuje hydrolyzu lakt6zy na glukozu a galaktdzu, ale také zménu B(1—4)
vazby mezi glukdzou a galaktézou na f(1—6). Produktem druhé zminéné reakce je allolaktoza, ktera
je schopna indukovat expresi lac operonu (Lester, 1952; Jobe&Bourgeois, 1972; Miiller-Hill et al.,
1964). Poslednim enzymem /ac operonu je LacA neboli thiogalaktosid transacetylaza, jejiZ role neni
stale UpIn€ jasna (Roderick, 2005). Pfirozené substraty tohoto enzymu znamy nejsou, ale bylo
zjisténo, ze enzym katalyzuje pfenos acetylového zbytku z molekuly acetyl-CoA na analogy
galaktdzy isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG) a methyl-f-D-thiogalaktopyranosid (TMG),
které po této modifikaci jiz nemohou indukovat expresi /ac operonu ani nejsou transportovany lac
permeazou. Neni-li LacA funk¢ni, dochdzi k hromadéni zminénych molekul, coz zplsobuje
zpomaleni ristu. Z tohoto divodu se predpoklada, ze mé LacA detoxifikacni funkci a umoziuje
export nehydrolyzovatelych molekul nezndmym mechanismem ven z bunky. (Herzenberg, 1961;

Wilson&Kashket, 1969; Roderick, 2005; Andrews&Lin, 1976).



2.2 Regulace lac operonu

Regulacni oblast /ac operonu obsahuje promotor rozezndvany RNA polymerazou a operator
(Obr.1). Do regulacni oblasti 1ze zahrnout také gen lacl (pod promotorem Pi), jehoz produktem je
represor. Ten se v podob¢ tetrameru vaze pravé do oblasti operatoru na molekule DNA a ucinn¢
brani RNA polymerdze opustit promotor a zahgjit transkripci /acZYA mRNA (Obr. 2A)
(Gilbert&Maxam, 1973; Lee&Goldfarb, 1991). Vedle zminéného operatoru (O1) existuji vSak jeste
dalsi dvé mista, do kterych se Lacl vaze (Pfahl et al., 1979). Prvni z téchto sekundarnich vazebnych
mist, O2, se nachazi uvnitt sekvence genu lacZ blizko prvnimu operatoru O1 a afinita represoru k této
sekvenci je 25 - 31krat nizsi, nez je tomu u O1 (Reznikoff et al., 1974). Druhy z nich, O3, lezi na
konci genu /lacl a afinita represoru k nému je jesté nizsi, cca 100krat niz§i nez u O1 (Pfahl et al.,
1979). Navzdory této skutecnosti jsou sekundarni vazebna mista O2 a O3 velmi dulezitd z hlediska
umlceni exprese, které je prokazateln¢ efektivnéjsi, pokud jsou tyto ,pseudo-operatory‘ ptitomny
(Besse et al., 1986). Divodem je struktura tetrameru Lacl, ktery nese hned dvé DNA vazebné domény
(McKay et al., 1982). U superspiralizovanych molekul DNA proto miize dochéazet k ohybu
dvousroubovice, vazbé represoru na dva operatory zaroven a vzniku Utvaru nazyvanému ,,/ac
repression loop® (Obr. 2B), jenz je stabilnéj$i nez prosty komplex represor-operator (Borowiec et al.,

1987; Eismann&Miiller-Hill, 1990; Brenowitz et al., 1991).

[P e | T T, [ecoy lacZ | lacY [PNEATT DNA

Obr. 1: Schéma lac operonu E. coli. Zluty obdelnik znaéi misto pro vazbu CRP proteinu. Dle Wilson et al.,
2007; Borowiec et al., 1987, upraveno.

2.3 Indukce lac operonu

Pokud je v médiu pfitomna laktdza, je v omezené mife transportovana /ac permeazou do
bunky, kde je nésledné B-galaktoziddzou hydrolyzovana. Oba enzymy se totiz v buiice vyskytuji
v malém mnoZstvi, 1 kdyz neni indukovana exprese lac operonu (Jobe&Bourgeois, 1972). B-
galaktozidaza dava vznik allolaktoze, ktera 1 ve velmi nizké koncentraci spusti expresi /ac operonu
(Jobe&Bourgeois, 1972). Po navazani allolaktéozy na Lacl je komplex represor-operator
destabilizovan a je mozné zah4jit transkripci (Barkley et al., 1975). K expresi operonu v§ak nedochézi
v ptipad¢, kdy je kromé laktozy (resp. allolaktozy) ptitomna 1 glukoza (Kolb et al., 1993). Tento
»glukozovy efekt je pripadem katabolické represe, kdy ptitomnost glukézy ¢i produkt jejiho
metabolismu ovliviiuje expresi inducibilnich operonti (Magasanik, 1961; Epps&Gale, 1942).

Pritomnost glukozy totiz zpisobi defosforylaci proteinti systému PTS (phosphosugar transferase



system), ktery, je-li fosforylovan, slouzi jako aktivator adenylat cyklazy — glukoza tedy nepiimo
inhibuje tvorbu cAMP v buiice (Deutscher et al., 2006, Makman&Sutherland, 1965). cAMP tvofti
komplex s CRP (Cyclic AMP receptor protein), jenz se vaze do regulacni oblasti lac operonu (Obr.
2A) (Majors, 1975). Dimer CRP proteinu interaguje s C-terminalni doménou a-podjednotky
bakterialni RNA polymerdzy (aCTD I nebo II) a timto zpisobem zvysi afinitu RNA polymerazy
k oblasti promotoru a podpofi vznik uzaviené¢ho komplexu RNAP-promotor a iniciaci transkripce lac

operonu (Busby&Ebright, 1999) .
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Obr. 2: A Regulace exprese lac operonu. B Schematické znazornéni represni smycky (,,lac repression loop*)
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indukujicich expresi lac operonu. Dle Wilson et al., 2007; Borowiec et al., 1987, upraveno.



2.4 Modifikace a vyuziti Lacl-lacO systému

Regulacni oblasti lac operonu jsou hojné pouzivany pro expresi cizorodych proteinti v E. coli
(Rosano&Ceccarelli, 2014). Pro takovéto ucely se vSak vétSinou vyuzivd mutantniho /ac promotoru
izolovaného z kmene UVS5, ktery byl odolny vici katabolické represi, a i v pfitomnosti glukozy
produkoval srovnatelné mnozstvi -galaktozidazy jako v jeji neptitomnosti (Silverstone et al., 1970).
Tento promotor se vyskytuje na chromosomu kmene E. coli BL21(DE3), ktery je nejvice pouzivanym
bakterialnim kmenem pro expresi rekombinantnich proteinti (Rosano&Ceccarelli, 2014). Plni zde
funkci inducibilniho promotoru pro expresi T7 RNA polymerazy, jez je do bakteridlniho chromosomu
vlozZena v podobé¢ profaga A-DE3. V pfitomnosti indukujici molekuly bakterialni RNA polymeraza
transkribuje gen pro T7 RNA polymerazu, ktera nasledné rozpoznava sekvenci T7 promotoru a zahdji

transkripci rekombinantniho proteinu nachazejiciho se za promotorem (Studier&Moffatt, 1986).

Dalsim vylepSenim tohoto systému byly fuze lacUV5 promotoru, ktery je sam o sob¢ relativné
slaby, s promotory silngj§imi. Fuze s promotorem tryptofanového operonu dala vznik zac promotoru,
ktery poskytuje expresi vy$si nez oba zminéné promotory (de Boer et al., 1983). Uspéch tohoto
fazniho promotoru spocivé podle De Boer a kolektivu (1983) ve skute¢nosti, ze /lacUVS5 obsahuje ,,-
10 konsensus sekvenci (Pribnowiv box), ale nikoliv konsensus ,,-35“ oblast, kterd je naopak
soucasti trp promotoru. Jejich spojenim tak dochazi ke vzniku velmi silného promotoru. Jesté silnéjsi
jsou promotory tic a trc, které vznikly zvétSenim vzdalenosti mezi ,,-35% a ,,-10* oblasti fac promotoru

z pivodnich 16 para bazi na 18 (tic) a 17 (trc) (Brosius et al., 1985).

Mezi fizni lac promotory lze zahrnout 1 T7/lac promotor, jenz vznikl spojenim T7 promotoru
s lac operatorem, ktery, je-li ve vhodné vzdalenosti (15 ¢i 21 parh bazi od pocatku transkripce),
umoziuje prostifednictvim vazby Lacl represoru blokovat polymerac¢ni aktivitu T7 RNA polymerazy
(Dubendorf et al, 1991). T7/lac promotor je pfitomen na nékterych vektorech ze série plasmidi pET

(Novagen, 1999).

lacl na bakteridlnim chromosomu ma velmi slaby promotor, z ¢ehoZ plyne nizké exprese Lacl
represoru. Pokud se rekombinantni gen z4jmu s /ac promotorem nachazi na multikopiovém plasmidu,
muze se stat, ze malé mnozstvi molekul represoru nebude stacit k ,umlCeni‘ exprese, a to povede
k expresi genu z4jmu i v neindukovaném stavu (Miiller-Hill et al., 1968; Rosano&Ceccarelli, 2014).
Tomu Ize zabrénit pouzitim kmene bakterii, ktery nese mutaci v promotoru /acl genu nazvanou lacl?,
kterd umoziuje pocet molekul represoru na bunku vyrazné zvysit (Miiller-Hill et al., 1968; Calos,

1978).



2.5 Dalsi induktory

Exprese z lac promotoru miize byt indukovéana nejen laktézou (resp. allolaktézou) ale i1 pro
tyto ucely bézné pouzivanymi analogy galakt6zy — isopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosidem (IPTG)
a methyl-B-D-thiogalaktopyranosidem (TMG) (Obr. 1C) (Herzenberg, 1959). Tyto pro bakterie
nemetabolizovatelné latky jsou stejné jako laktoza transportovany LacY permeazou a modifikovany
LacA transacetylazou (Herzenberg, 1961). V nékterych piipadech je Zaddanou vlastnosti expresnich
systémil moznost manipulace s mnozstvim produkovaného proteinu pouzitim rtiznych koncentraci
indukujici molekuly. Pokud tedy neni cilem maximalni indukce exprese produktu, ale odstupiiovana
odpovéd’ dle mnozstvi indukujici molekuly, je vhodné pouzit kmeny E. coli s mutantni LacY
permedzou, u kterych vstupuje IPTG nebo TMG do builkky pouze pomoci pasivniho transportu

(Jensen et al., 1993; Marbach&Bettenbrock, 2012; Marschall et al., 2017).

Ne u vSech systémi zalozenych na lac regulaci je nutné pro indukci exprese do média pridavat
indukujici molekuly jako je IPTG ¢i laktéza. Moznost regulace pouhym zvySenim teploty nabizi
termosenzitivni mutant /ac represoru, kterého poprvé popsali Bukrinsky a kolektiv (1988) pod
oznacenim /aclts. Tento represor umoziiuje indukovat transkripci z #rc promotoru zvySenim teploty
z 30na 42 °C (Adari et al., 1995). Pti této teploté vSak dochazi ke spusténi HSR (heat-shock response)
a aktivaci protedz degradujicich denaturované proteiny, coz nejsou pravé idedlni podminky pro
expresi rekombinantnich proteinti (Schumann, 2016). Pro omezeni tohoto efektu za zvysenych teplot
lze pouzit kmeny bakterii s defektnim o** faktorem (o faktor fidici HSR u bakterii) ¢ kmeny

s mutovanymi geny pro protedzy lon a clpA (Gottesman, 1990).

2.6 Autoindukce

Dal8i moZnosti optimalizace exprese, zejména pro buiku toxickych rekombinantnich
proteint, je vyuziti autoindukce. Exprese v autoindukénim médiu je zalozena na diauxickém rustu
bakterialni kultury, tedy takovém, vyznacujicim se dvéma exponencidlnimi fazemi ristu (Monod,
1949). Takova média obvykle obsahuji dva zdroje energie a uhliku — glukozu a (v ptipade lac
promotort) laktézu. Na pocatku glukéza blokuje expresi lac permeédzy a tim i transport laktozy do
buiiky, a proto neni ihned zahdjena exprese potencialné Skodlivého proteinu z lac promotoru a
bakterialni kultura tak miize nartst do optimalni optické denzity. Kdyz je glukdza spotfebovana,
zacne transport laktozy do bunky a zah4ji se exprese rekombinantniho proteinu z /ac promotoru (Kolb
et al., 1993; Studier, 2005). Pokud je pro zvyseni vytézku proteinu uzivana T7 RNA polymeraza,

ktera je schopna modulovat proteosyntézu tak, Ze protein zajmu umistény pod regulovatelnym T7



promotorem tvoii i vice nez 50 % veskerych proteinti buiiky, je mozné, ze se rlst bakterialni kultury
po jeji aktivaci velmi zpomali z divodu nedostatku energie. Proto je vhodné dodat do autoindukéniho
média dalsi zdroj uhliku a energie, ktery podpofi rist i v dob¢ indukce. Takovym zdrojem miize byt
glycerol, ktery miize mnozstvi ziskaného proteinu 1 zdvojnasobit (Studier, 2005; Studier&Moffatt,
1986).

2.7 Vyutziti lac systému u eukaryot

Hu a Davidson (1987) jako prvni aplikovali /ac expresni systém na sav¢i bunky. Pro Gi¢innou
regulaci transkripce vSak bylo tfeba upravit sekvenci Lacl. Autofi zjistili, Ze 90 % Lacl se v sav¢ich
buiikach nachdzi v cytoplasmé a pouhych 10 % se dostava do jadra (Hu&Davidson, 1987). Témét
vyhradné jadernou lokalizaci (z 98 %), vyssi schopnost uml€eni transkripce a vyssi citlivost k IPTG
(ve srovnani s pivodnim Lacl) vykazoval Lac represor s pfidanym jadernym lokalizac¢nim signalem
(NLS) viru SV40 piipojenym na C-konec represoru pies linker tfi aminokyselin (Fieck et al., 1992).
Labow a kolektiv (1990) vytvorili jaderné lokalizovany Lacl obsahujici VP16 aktiva¢ni doménu (tj.
100 aminokyselin z C-konce virion proteinu 16) herpes simplex viru a SV40 NLS na N-konci a tento
fazni protein nazvali LAP348. Tento transaktivator byl schopen vazbou na repetici 14 ¢i 21 lac
operatorii umisténych do virového promotoru zvysit expresi reportérového genu oproti bazalnimu
stavu i vice nez 1000krat (Labow et al., 1990). Zajimavou formou Lacl je tzv. LAP267, u kterého
byla VP16 aktivatni doména vloZzena za 267. aminokyselinu pivodniho Lacl. Toto umisténi
zpisobilo citlivost transaktivatoru ke zvySené teploté a jeho aktivitu za nizkych koncentraci IPTG
(Baim et al., 1991). Exprese prostrednictvim LAP267 tak mtize byt indukovéana bud’ pfidanim IPTG
(do 5mM) nebo snizenim teploty na 32°C. Naopak expresi lze utlumit jak odstranénim IPTG ¢i

zvySenim jeho koncentrace nad SmM, tak i zvySenim teploty na 39 °C (Baim et al., 1991).

Pozoruhodny experiment umoziujici sledovani indukce exprese na Zivych zvifatech byl
proveden Cronin a kolektivem (2001). Autofi pracovali s linii mySi mutantnich v lokusu albino, jehoz
produktem je enzym tyrozinaza produkujici prekurzor melaninu. Z této linie mysi, které se vyznacuji
absenci pigmentu, byla vytvofena transgenni zvifata vykazujici stabilni expresi Lacl represoru.
Transgenni mysi byly kfizeny s pigmentovanymi jedinci nesoucimi gen pro tyrozindzu regulovany
endogennim promotorem, do kterého byly vloZeny tfi lac operatory. Ktizenim vzniklé dvojité
transgenni mysi obsahovaly jak represor, tak gen pro tyrozinazu, jejiz exprese byla vazbou represoru
blokovana — mysi tedy byly bilé. Pokud jim bylo podavéno ve vod¢ na piti 10mM IPTG, u mysi se

objevila pigmentace (Cronin et al., 2001).



Navzdory tomu, Ze systémy zaloZené na lac regulaci jsou u eukaryot schopné znacné zvysit
expresi oproti neindukovanému stavu, indukce (resp. umléeni v pripadé LAP transaktivatord) je zde
v porovnani s bakterialnimi systémy velmi pomalé a vyzaduje koncentrace IPTG, které¢ mohou mit

cytotoxicky efekt (Hu&Davidson, 1987; Figge et al, 1988; Gossen et al., 1994; Yarranton, 1992).

3 Tetracyklinem regulované inducibilni systémy

3.1 Pasobeni tetracyklini a resistence vii¢i nim

Tetracykliny jsou Sirokospektra antibiotika piisobici jak na bakterie, tak na nékterd eukaryota
(Chopra&Roberts, 2001). Antibakteridlni pisobeni tetracyklint spoc¢iva v zablokovani proteosyntézy
interakci s rRNA 30S ribozomalni podjednotky. Brani tak vzniku peptidové vazby mezi jiz
existujicim peptidem a nové prichozi aminoacyl tRNA tak, Ze po sparovani kodonu s odpovidajicim
antikodonem a hydrolyze GTP na EF-Tu faktoru neumozni rotaci aminoacyl tRNA do A mista a
misto toho zplsobi jeji vymr$téni ven z ribosomu (Brodersen et al., 2000). /n vitro experimenty
ukdzaly, Ze se tetracyklin, byt s mensi afinitou, vaZe i na eukaryotické (80S) ribozomy, avSak
neinhibuje proteosyntézu (Budkevich et al, 2008). Delsi dobu trvajici 1écba savcu tetracykliny vsak
muze ovlivnit syntézu proteinii v mitochondriich, coz se projevuje zejména u rychle proliferujicich

tkani (van der Bogert&Kroon, 1981).

Jsou znamy ¢tyti zakladni mechanismy umoziujici bakteriim odolévat piisobeni tetracyklind.
Nejcastéjsim zptisobem je zabranéni akumulace antibiotika v bunice pomoci efluxnich pfenaseci a
dale také odstraiiovani tetracyklinu z jeho vazebného mista na ribosomu pomoci specidlnich
ochrannych proteint. Mén¢ Casté jsou pak monooxygenazy, jez modifikuji tetracyklin a tim podporuji
jeho degradaci, a mutace v 16S rRNA, na kterou se antibiotikum vaze (Nguyen, 2014). Z pohledu
této prace jsou vyznamné zejména efluxni proteiny, jejichz geny mohou byt jak na chromosomu, tak
na plasmidech (Guillaume et al., 2004). Exprese téchto resistenci umoziujicich proteinli v§ak neni
pro buiiku za normalnich okolnosti, tj. v nepfitomnosti antibiotika, ptili§ vyhodna, a proto je tfeba ji
regulovat (Lee&Edlin, 1985; Eckert&Beck, 1989). Zatimco u gram-pozitivnich bakterii je exprese
efluxnich pfenasecti pravdépodobné regulovana pomoci atenuace translace, u gram-negativnich

bakterii k regulaci dochazi na Grovni transkripce (Chopra&Roberts, 2001).

Dobfe prostudovanym piikladem je regulace exprese pienasece TetA nalezené¢ho na Tn/0 u
E. coli. Tnl0 je slozeny transpozon obsahujici nékolik genli — pienase¢ TetA, represor TetR, Na*
dependentni glutamat permeazu JemA, protein neznamé funkce JemB a represor operonti rezistence

k tézkym kovim JemC (Chalmers et al., 2000). TetA je pfenaSeCem ve vnitini membrané gram-
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negativnich bakterii, ktery stejné jako LacY permeaza patii do Major facilitator superfamily (MFS)
—rodiny transportnich proteinti obsahujicich 12 a-helixt prochézejicich membranou (Marger&Saier,
1993). Tetracyklin koordinovany s hofe¢natym kationtem je pomoci TetA transportovan ven do
periplasmatického prostoru vyuzivaje piitom transportu protonti v opacném smeéru (tedy antiportem)

(Yamaguchi et al.,1990).

3.2 Regulace exprese TetA a TetR (Tni0)

Tet regulon se sklada z genti TetA a TetR, jejichz transkripce je navzajem opacné orientovana
(Obr. 3A). Regulacni oblast téchto genli se nachdzi mezi nimi (Wray et al., 1981). Zde byly v ramci
sekvence 81 part bazi, které TetA a TetR odd¢€luji, identifikovany dva operatory (O; a O2) a
promotory pro oba geny (Bertrand et al., 1983). Promotor TetA (Pa) je velmi silnym promotorem
(vice nez dvakrat siln€jsi nez lac promotor bez plisobeni katabolické represe) a je téméf shodny
s konsensus ,,-35“ a ,,-10“ sekvencemi u E. coli (Bertrand et al., 1984). V téze regulacni oblasti byly
nalezeny i1 dva piekryvajici se promotory pro TetR (Pri a Pr2), vyznacujici se jen slabou homologii s
»-35“a ,,-10* konsensus sekvencemi a vykazujici dohromady niz§i expresi jimi fizenych genti nez Pa
(Hillen et al., 1984; Bertrand et al., 1984). Vzhledem k rozdilnym vysledkiim riznych metod analyzy
pocatku transkripce, neni jasné, nakolik se jednotlivé promotory Pri a Pro skutecné uplatiiuji pti
transkripci in vivo a zda objeveni Pr; jako promotoru TetR nebylo jen artefaktem in vitro transkripce

(Hillen et al., 1984; Giilland&Hillen, 1992).

V nepfitomnosti tetracyklinu se Tet represor v podob& dimerti vaZze na operatory O; a O2
vzdalené od sebe 10 part bazi (tj. vazi celkem 4 molekuly TetR), pficemz ma vyssi afinitu k O», tedy
operatoru blize genu ftetd (Wray&Reznikoff, 1983). Zaroven, pokud je represorem obsazen O
dochazi k represi obou geni, zatimco pokud je obsazen jen O2, sniZi se pouze exprese TetA (Meier
et al., 1988). Z toho Hillen a Berens (1994) vyvozuji, Ze jde o jakousi pojistku proti aktivaci exprese
TetA pienasece za situace mirného poklesu mnoZzstvi TetR (Obr. 3C). Oba operatory jsou tvofeny
palindromatickou sekvenci, se kterou represor interaguje pomoci helix-turn-helix motivu
(Isacson&Bertrand, 1985). Pokud je pfitomen tetracyklin, vaze se, koordinovan s dvoumocnym
kationtem, do oblasti ,,core* represoru. Nasledna zména konformace se projevi oddalenim DNA
vazebnych a-helixii podjednotek dimeru a toto uspotfddani jim nedovoli nadale interagovat s B
konformaci DNA. Disociaci represoru z oblasti promotorii se uvolni prostor pro interakci s RNA

polymerazou a miiZe byt iniciovana transkripce fet4 i tetR (Obr. 3B) (Kisker et al., 1995).
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Dutlezitou okolnosti tetracyklinem indukovanych expresi je skuteCnost, ze ¢im vysSsi je
mnozstvi TetR v bunce, at’ uz zasluhou vicekopiového plasmidu ¢i silného promotoru, tim vice

tetracyklinu je potteba pro uvolnéni represe (Bertrand et al., 1984).
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Obr. 3:A Schéma regulaéni oblasti genti zefR a tetd. Cerné podtrzeni znaéi sekvenci operatorii. Modfe je vyznatena
struktura promotoru fetd, ¢ervené tetR. B Regulace exprese genil feftR a tetd. C Regulace mnozstvi molekul TetR

represoru. D Struktura molekul tetracyklinu a doxycyklinu. Dle Betrand et al., 1983; Wray et al., 1983; Hillen&Berens,
1994, upraveno.
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3.3 Modifikace a vyuZziti systému TetR-terO

Na rozdil od jiz zminéného Lacl-lacO systémi expresni systémy regulovatelné tetracykliny
se ve vetsi mife pouzivaji 1 u eukaryotickych bunék a jsou napt. jednim z nejslibnéjSich kandidat na
vyuziti v genové terapii ¢loveéka (Gossen et al., 1994; Stieger et al., 2009). Poprvé byla tetracyklinem
indukovana exprese reportérového genu u bun€k tabaku vlozenim zet operatoru do sekvence silného
CaMV 35S RNA promotoru (Frohberg et al., 1991). Nésledn¢ byl tento systém testovan na celych
transgennich rostlinach (Gatz et al., 1991) a kvasince Schizosaccharomyces pombe (Faryar&Gatz,
1992). U kvasinky Saccharomyces cerevisiae bylo potvrzeno, Ze Ize tetracyklinem regulovat nejen
transkripci RNA polymerazou II, ale i RNA polymerazou III, jez je zodpovédna za transkripci
molekul tRNA, které casto obsahuji interni promotory (Dingermann et al, 1992;

Geiduschek&Tocchini-Valentini, 1988).

3.4 Tet transaktivatory

3.4.1 TetOFF systém

Fuzi Tet represoru s C-terminalni aktiva¢ni doménou VP16 byl vytvofen transaktivator, ktery
se v nepfitomnosti tetracyklinu vaze na tetO sekvenci lezici uvnitf minimalniho promotoru
odvozeného od promotoru IE lidského cytomegaloviru, ze které transaktivator stimuluje zahéjeni
transkripce. Linie HeLa bunck stabilné¢ produkujici tento transaktivator byly schopné exprese
reportérového genu pod zminénym promotorem, avSak po ptidani i jen malého mnozstvi tetracyklinu
exprese reportéru vyrazné poklesla (Gossen&Bujard, 1992). Tentyz systém transaktivatoru
v kombinaci s CMV promotorem byl aplikovan 1 na transgenni mysi, u kterych byla inducibilita

exprese reportérového genu potvrzena v nékolika testovanych tkénich (Furth et al., 1994).

3.4.2 TetON systéem

Nevyhodou TetOFF systému je pravé zjeho podstaty vyplyvajici nutnost podavat
experimentalnim zvifatim dlouhodobé tetracykliny, aby exprese transgenu ziistala vypnutd, a naopak
pokud je zamérem expresi indukovat, je tieba z t€la zvifete veSkery tetracyklin (resp. doxycyklin)
odstranit, coZ miize byt Casoveé narocné (Gossen et al., 1995). Protoze kontinualni uzivani antibiotika
muiZe byt problémem, jak pro udrzeni linie transgennich zvitat, tak pro pfipadné vyuziti v lidské
terapii, Gossen a kolektiv (1995) pfipravili mutaci ¢tyf aminokyselin Tet represoru novy
transaktivator rtTA s opacnou funkei, nez byla pozorovana u tTA, tedy indukci exprese reportéru po

piidani doxycyklinu.
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3.4.3 KRAB TetON (tTs)

Vyznamnou modifikaci Tet represoru byla jeho fuze s KRAB doménou lidského zinc finger
proteinu Kox1 (Deuschle et al., 1995). KRAB-zinc finger proteiny jsou transkripéni regulatory
vysSich obratlovcl obsahujici C-termindlni zinc finger motiv a N-terminalni KRAB doménu a jsou
mimo jiné zodpovédné za transkripcni uml€eni transponovatelnych elementti (Ecco et al., 2017).
KRAB je u eukaryot vysoce konzervovany motiv slozeny ze dvou amfipatickych a-helixi, ktery, je-
li soucasti proteinu s DNA vazebnou doménou, funguje jako represor transkripce (Margolin et al.,
1994). TetR-KRAB transrepresor (tTS) je schopen v nepfitomnosti tetracyklinu umlcet transkripci
vazbou na fetO umisténé upstream od Pcmy nezéavisle na jejich orientaci, a to i pokud jsou vzdaleny
tisice bazi od pocatku transkripce (Deuschle et al., 1995). Jakym mechanismem KRAB doména
transkripci ovlivituje neni dosud plné€ objasnéno. Represe pravdépodobné vznika soucinnosti mnoha
proteind (napf. histon deacetyldz a DNA methyl transferdz) tvoticich komplexy na scaffold proteinu
KAP1 interagujicim s KRAB doménou (Schultz et al., 2001; Sripathy et al., 2006; Ecco et al., 2017).
Vyhoda inducibilnich systémi zalozenych na fuzi s KRAB doménami spociva ve vyuziti
komplexniho obranného aparéatu bunck vzniklého v dlouhé koevoluci s transponovatelnymi elementy

pro ucely manipulace s expresi libovolného transgenu (Ecco et al., 2017).

3.4.4 Kombinovany TetON systém

Spojenim aktivit rtTA a tTS*® (KRAB doména pochézi z krysiho Kid-1 zinc finger proteinu)
vznikl novy inducibilni systém, vyuZivajici silnych stranek obou vysSe zminénych TetON systémil —
efektivni aktivaci transkripce z Pcmv promotoru pomoci VP16 domény rtTA transaktivatoru za
pritomnosti doxycyklinu, a naopak sniZeni basalni exprese v neindukovaném stavu diky KRAB

doméné transrepresoru (Freundlieb et al.,1999).

3.4.5 Autoregulacni smycka

Haberman a kolektiv (1998) vytvorili TetOFF systém schopny autoregulace exprese tTA
transaktivatoru nesené¢ho rekombinantnim adeno-asociovanym virovym vektorem a testovali jej na
HeLa bunkach i in vivo na krysach. Jak reportérovy gen, tak gen transaktivatoru jsou zde pod
kontrolou minimalniho CMV promotoru a sedmi kopii tet operdtoru, proto v nepfitomnosti
tetracyklinu dochazi ke zvySovani exprese transaktivatoru, ktery funguje jako aktivator transkripce
sebe sama a také reportérového genu, zatimco po pfidani antibiotika se pfestane transkribovat
transaktivator a po jeho degradaci vymizi i exprese reportéru (Haberman et al., 1998). Autoregulacni
TetOFF a ostatni vySe zminéné Tet systémy byly vyuzity pro regulaci exprese riznych genovych
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produktti u riznych typt tkani a byly aplikovany na zvifeci modely v€etné primata (Stieger et al.,

2009).

4 Receptor pro ekdyson a jeho vyuziti pro inducibilni expresi transgenti

4.1 Ekdyson a jeho role v regulaci genové exprese

Steroidni hormon ekdyson je klicovym regulatorem vyvoje hmyzu. V pribéhu larvalniho
stadia je buitkami v hmyzim mozku uvoliiovan prothoracikotropni hormon, ktery je jednim z hlavnich
stimulti pro produkci ekdysonu prothorakalni zlazou (Kodrik, 2014). Ekdyson je nasledn€ uvoliiovan
do hemolymfy, kde jej monooxygenéaza P450 pfeméni na 20-hydroxyekdyson, jenz prostiednictvim
vazby na jaderné receptory spousti fadu procesii spojenych se svlékanim a metamorfézou (Petryk et
al., 2003). Hlavnim jadernym receptorem pro 20-hydroxyekdyson je heterodimer proteinti EcR
(ecdysone receptor) a USP (ultraspiracle) (Koelle et al., 1991; Yao et al., 1992).

Jaderné receptory steroidnich hormond maji multidoménovou strukturu — obsahuji N-
termindlni doménu s transaktiva¢ni oblasti nazyvanou AF-1, vysoce konzervovanou DNA vazebnou
doménu a s ni flexibilnim linkerem spojenou ligand vazebnou doménu na C-konci proteinu, ktera
obsahuje druhou transaktivacni oblast AF-2 (Obr. 4) (Griekspoor et al., 2007). Ligand vazebna
doména je tvofena 12 a-helixy, které svym usporadanim vytvari hydrofobni kapsu, do které se ligand
vaze. Po jeho navéazani dojde k vyrazné¢ konformaéni zméné a vzniku prostoru pro interakci
s koaktivatory, které se na receptor vazi prosttednictvim kratkého LXXLL motivu (Wurtz et al., 1996;
Heery et al., 1997). Tyto koregulatory ptispivaji svou aktivitou k remodelaci chromatinu a iniciaci

transkripce (Griekspoor et al., 2007).

transaktivacni oblast AF-1 transaktivacni oblast AF-2

; :

N i I o Bl

DNA linker ligand vazebna doména
vazebna doména

Obr. 4: Schematické znazornéni multidoménové struktury jadernych receptort steroidnich hormonti. Dle
Griekspoor et al., 2007, upraveno.
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Proces aktivace exprese ekdysonem kontrolovanych genli probiha pravdépodobné
nasledujicim zptisobem. V jadie lokalizované EcR a USP nejprve interakci konzervovanych oblasti
nachazejicich se na ligand vazebné doméné utvoii EcR-USP dimer, coz je nutné pro vazbu jak
ligandu, tak DNA. Receptor pomoci DNA vazebnych domén specificky rozpoznava kratké
invertované repetice Sest part bazi dlouhych elementii na molekule DNA. Interakci s témito EcRE
(ecdysone response element) se receptor v pfitomnosti ligandu podili na aktivaci transkripce, v jeho
nepfitomnosti naopak miize hrat roli represoru (Obr. 5). Receptor navdzany na DNA pak slouzi jako
platforma pro nejriiznéjsi komplexy koaktivatort, respektive korepresort v pifipadé, ze ligand

ptitomen neni (Thomas et al., 1993; Yao et al., 1992; 1993; Buszczak&Segraves, 1998; Riddiford et

al., 2000).
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Obr. 5: Zjednodusené schéma indukce exprese ekdysonem regulovanych gent (napf. hsp27). Ve struktufe
promotoru je zvyraznén TATA box. Dle Graham, 2002, upraveno.
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4.2 Vyuziti EcR pro inducibilni expresi

Ekdyson a dalsi ekdysteroidy nejsou produkovany pouze hmyzem, ale i fadou dalSich
organismu a patologicky se vyskytuji i v téle ¢loveka. Nicméné za normalnich okolnosti savci tyto
hormony neprodukuji. Diky tomu, Ze steroidni hormony savct nejsou schopné aktivovat hmyzi
receptory pro ekdyson, jsou tyto receptory vhodné pro regulaci exprese transgent v sav¢ich buiikach
(Bajguz et al., 2015; Lansoud-Soukate et al., 1990; Graham, 2002). Inducibilni expresni systémy

zaloZzené na indukci steroidnimi hormony maji oproti zminénym tetracyklinem indukovanym
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systémim fadu vyhod. Krom¢ snazSiho pronikani steroidnich hormond do bunék a tkani a nizké

toxicity néktefi autoii pozorovali i niz§i bazalni expresi a vys$si inducibilitu systému (No et al., 1996).

Christopherson a kolektiv (1992) pouzili EcR z Drosophila melanogaster pro inducibilni
expresi reportérového genu pod virovym promotorem se ¢tyfmi kopiemi EcRE v kultufe lidskych
bun¢k. Bylo zjisténo, ze na rozdil od bunék hmyzu v savéich bunkach ekdyson ani 20-
hydroxyekdyson expresi prostiednictvim EcR neindukuji. Nicmén¢ indukce 1ze dosahnout pouzitim
jejich analogu — muristeronu A. Autoii testovali 1 rizné fuzni EcR receptory, z nichz nejlepSich
vysledki dosahl protein obsahujici transaktivacni doménu VP16 herpes simplex viru, DNA vazebnou
doménu glukokortikoidniho receptoru a ligand vazebnou doménu EcR. Dale bylo experimentalné
oveieno, ze DNA vazebnou doménu EcR lze nahradit DNA vazebnou doménou bakteridlniho
represoru a ziskat tak receptor, ktery specificky vaze ptisluSné bakterialni regulacni elementy na DNA
a zaroven je schopny aktivovat transkripci (Christopherson et al., 1992). Konzervovana
multidoménova struktura jadernych steroidnich receptorti tak umoznuje vytvaret rekombinantni

receptory Zadanych vlastnosti.

4.2.1 VgEcR-RXR systém

Jak jiz bylo zminéno, ekdyson aktivuje v hmyzich bunikach expresi diky vazbé na heterodimer
EcR-USP a zda se, ze i v pfipadé pouziti u sav€ich bunck je pfitomnost obou podjednotek
heterodimeru s vyhodou (Yao et al., 1992; 1993). EcR je vSak schopny tvofit heterodimer nejen
s USP, ale i s jeho savéim homologem RXR (retinoid-X receptor) (Thomas et al., 1993). No a kolektiv
(1996) uspésné indukovali expresi reportérového genu u dvojité transgennich mysi vykazujicich
stabilni expresi VpEcCR (tj. EcR receptor s VP16 transaktivacni doménou) a RXR v T-lymfocytech.
ProtoZze by EcRE motiv pouzZivany v konstruktech pro inducibilni exprese mohl byt v sav¢ich
buiik4ch rozeznan jinym receptorem, nez je Zadouci, byla mutovana DNA vazebna doména VpEcR
receptoru tak, aby vice pfipominala DNA vazebnou doménu glukokortikoidniho receptoru. Vysledny
receptor, ozna¢ovany jako VgEcR, pak specificky rozeznaval novy motiv nazyvany E/GRE (No et
al., 1996). Wang a kolektiv (1998) vyuzili tento systém pro inducibilni expresi p53 v bunééné linii
lidského nadoru plic, ktera dany protein vitbec neprodukuje. Autofi pozorovali, Ze zvySena exprese
p53 vedla k nevratnému zastaveni riistu rakovinnych bun€k a senescenci. Dale bylo zjisténo, Ze
absence p53 mulze byt pfi¢inou odolnosti rakovinnych bunék k nékterym druhiim chemoterapie

(Wang et al., 1998).
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4.2.2 EcR receptor Bombyx mori a chimérické receptory

Ackoliv bunky saveti RXR receptor vétSinou prirozené produkuji, u nékterych typti bunék je
jeho exprese slaba. Proto bylo nutné vnaset do bunék na vektoru nejen rekombinantni EcR, ale i RXR
pod silnym promotorem, nebot’ EcR vyzaduje velké mnozstvi RXR receptorti, aby mohl po ptidani
ligandu aktivovat expresi (Thomas et al., 1993). ZvySena exprese RXR vSak zpiisobuje, ze se tento
receptor sam vaze na modifikované EcRE sekvence a aktivuje transkripci i v neindukovaném stavu,
dokonce i1 kdyz EcR neni viibec pfitomen, coz ma za nésledek zvySenou bazalni expresi (Hoppe et
al., 2000). Alternativni feSeni nalezli Suhr a kolektiv (1998), kteii zjistili, Ze EcR receptor bource
morusového (Bombyx mori) vykazuje vyS$i schopnost tvofit heterodimery s RXR a pro
heterodimerizaci i indukci exprese mu staci i relativné malé mnozstvi tohoto proteinu. Kombinaci
¢asti EcR receptort obou zminénych druhti byl vytvoten chiméricky receptor DB-EcR nesouci VP16
transaktivacni doménu a DNA vazebnou doménu VgEcR. Tyto domény zajisti specifické rozeznani
E/GRE motivu a G¢innou aktivaci transkripce, zatimco efektivni dimerizaci umozni ligand vazebna
doména EcR Bombyx mori (Hoppe et al., 2000). Ukazkou tspésné aplikace jiného chimérického EcR
receptoru je RHeoSwitch systém. Jeho hlavnimi komponentami jsou fuzni EcR receptor vznikly
spojenim ligand vazebné domény EcR receptoru Choristoneura occidentalis s DNA vazebnou
doménou transkripcniho faktoru Gal4 Saccharomyces cerevisiae a jeho dimerizacni partner — RXR
protein s VP16 transaktivaéni doménou. Gal4-EcR receptor se tak vaze na UAS element, coz je
sekvence rozeznavand Gal4, a pokud je pfitomen ligand, dojde k tvorbé heterodimeru s VP16-RXR
a iniciaci transkripce (Karns et al., 2001). Dale je mozné i1 pouziti EcR receptoru, ktery vedle jeho
vlastni ligand vazebné domény obsahuje 1 VP16 transaktivatni doménu a DNA vazebnou i
homodimerizacni doménu z Gal4. Tento chiméricky receptor nazyvany GvEcR netvoii heterodimery,

ale aktivuje expresi jako homodimer (Esengil et al., 2007; Lee et al., 2016).
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4.2.3 VyuZiti u jinych skupin organismii

Ackoliv byly systémy zalozené na indukci ekdysteroidy primarné uréeny pro regulaci genové
exprese u savcl s moznym budoucim uplatnénim v genové terapii Cloveéka, pozdéji byly aspésné
aplikovany 1 u jinych organismi, vcetné rostlin a hub (Tavva et al., 2006; Gamboa-
Meléndez&Judelson, 2015). Dai a kolektiv (2005) pouzili u hmyzich bun¢k zminény Gal4-EcR
receptor v kombinaci s RXR nesoucim aktivaéni domény k regulované expresi difterického toxinu,
ktery mé velmi silné cytotoxické ucinky i v malych mnozstvich, a na tomto ptikladu demonstrovali
velmi nizkou hodnotu bazalni exprese v neindukovaném stavu, které je tento systém schopen
doséhnout. Praktické vyuziti ECR-USP systému nasli Ito-Harashima a kolektiv (2017), kteti vytvorili
kmeny kvasinky Saccharomyces cerevisiae produkujici ECR a USP receptory tii riznych druha
hmyzu a protein taiman, coz je koativator steroidnich receptorti u D. melanogaster. Tyto kmeny
nesouci zaroven vektor pro ECR-USP regulovanou expresi reportérového genu by, jak autoti navrhuji,
mohly slouzit pro levnou a snadnou detekci agonistti EcR receptort, a tedy k testovani potencidlnich

insekticidl (Ito-Harashima et al., 2017).
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Obr. 6: Struktura vybranych agonisti receptoru pro ekdyson. Dle Bajguz et al., 2015, upraveno.

4.2.4 Latky uZivané k indukci EcR-RXR a pFibuznych systémii

Analogy ekdysonu pouzivané pro inducibilni expresi se vétSinou ziskavaji z rostlin, které je
ptirozené produkuji, mimo jiného i na obranu proti hmyzu. Vedle muristeronu A 1ze k indukci exprese
pomoci EcR pouzit i dalSi phytoekdysteroidy, naptiklad ponasteron A ¢1 C. K tomuto ucelu se
pouzivaji i nesteroidni agonisté EcR receptoru — dibenzoylhydraziny tebufenozid, methoxyfenozid ¢i
GS-E (Obr. 6) (Bajguz et al., 2015; Saez et al., 2000; Graham, 2002). Co se tyce systému zalozenych
téz na pouziti RXR receptoru, inducibilitu 1ze v takovém ptipad€ zvysit pfidanim pfirozeného ligandu

RXR receptoru — kyseliny 9-cis-retinové €i jinych, syntetickych ligandl ve smési s ligandem pro EcR.
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Kvili moznému pleiotropnimu ucinku se vSak nedoporucuje jejich dlouhodoba aplikace u savc€ich

bun¢k (Saez et al., 2000; Boehm et al., 1995).

5 Inducibilni expresni systémy pouZivané u parazitickych organismii

Roc¢né umiraji na nasledky onemocnéni zpiisobenych parazitickymi prvoky stovky tisic lidi
(WHO, 2018). Pro uc¢innou lécbu téchto onemocnéni je nutné hledat terapeutika, ktera zasahnou a
pomohou specificky eliminovat pravé dané parazitické organismy a zaroveinl co nejméné poskodi
jejich hostitele, coz vyzaduje znalost biologickych procestt obou zucastnénych. Vedle omezeni
zdravotnich rizik a ekonomickych ztrat vSak miize studium procesii probihajicich v bunkach
parazitickych prvokt vést i k poznéni zcela unikatnich mechanismti (Benne et al., 1986). Ackoliv
jsou jednobunééni parazité Casto extrémné adaptovani na specifické podminky tél svych hostitelii a
jejich kultivace in vitro je mnohdy néro¢nd, n€které z nich se podafilo nejen dlouhodobé¢ kultivovat

YV v

mimo hostitele ale také uspésné transformovat vlozenim cizorodé DNA (Meissner et al., 2007).

Dnes je dostupnd fada moznosti, jak manipulovat s genovou expresi parazitickych prvoki
vcetné nékolika inducibilnich expresnich systému, které budou struéné popsany v této kapitole.
Ptiklady pouziti té€chto expresnich systémi jsou shrnuty v tabulce na konci kapitoly (Tab.1). Budou
zminény 1 systémy, které de facto nepatii mezi expresni systémy v bézném smyslu — systém regulace
na urovni stability proteinu (pomoci destabiliza¢nich domén a auxinem indukovatelné degradace) a

inducibilni Cre rekombinace.

Aplikace inducibilnich expresnich systémid béZzné pouZivanych u bakteridlnich ¢i
eukaryotickych modelovych organismi (E. coli, S. cerevisiae atd.) na jednobunécné parazity je ¢asto
problematickd zejména proto, Ze o mechanismech genové exprese parazitickych protist se vi stale
velmi malo a ani pfibuznost parazitickych druhd nemusi byt zarukou toho, Ze proces zjistény u
jednoho organismu bude stejn¢ funkéni 1 druhého, coZz plati naptiklad pro drahu RNA interference
(Meissner&Soldati, 2005; Baum et al., 2009; DaRocha et al., 2004). Resenim muize byt vyuziti
inducibilnich systémi zalozenych na rozdilné genové expresi nékterych genl u riznych stadii
parazitickych organismd, tedy pouziti endogennich regulacnich elementt pro ,zapinani a vypinani‘
exprese vybraného genového produktu, ovSem za podminky, Ze je zndm zpulsob, jak in vitro
indukovat piechod do jiného stddia (Ghedin et al., 1998; Hehl et al., 2000; Combe et al., 2009).
Nevyhoda tohoto pfistupu tkvi kromé jiného také v tom, Ze vétSinou neni znam piesny mechanismus,
jakym k této stddium-specifické aktivaci genové exprese dochazi. Oproti tomu, systémy zaloZené na
dobfe prostudovanych regulacnich elementech bakteridlniho ¢i virového plvodu byvaji velmi

specifické, ale pro jejich aplikaci na vybrany organismus je nezbytna znalost napiiklad struktury
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promotord, mechanisml posttranskripénich modifikaci, degradace proteini atd. u konkrétniho
organismu. Pfipadné je vhodné nejprve otestovat riizna slozeni a uspotadani konkrétniho
inducibilniho konstruktu za pouziti reportérovych geni (Sun et al., 2000; 2005;
Wirtz&Clayton,1995).

5.1 Inducibilni expresni systémy u parazitickych protist: regulace na urovni transkripce

Nejcastéji pouzivané u parazitickych organismi jsou pravé systémy zalozené na regulaci
transkripce pomoci interakce TetR represoru s operatorem a u nékterych organismi je to moznost
zatim jedina, co se inducibilni exprese tyce (Meissner&Soldati, 2005; Ortiz&Johnson, 2003). U
Trypanosoma brucei byly pouzity i dalsi systémy zalozené na represorem regulovatelnych
bakteridlnich operonech — lac operonu E. coli, p-cym a p-cmt operonu Pseudomonas putida a van
operonu Caulobacter crescentus, které je vSechny mozné kombinovat pravé s tetracyklinem
regulovatelnou expresi gent a ziskat tak dva rtizné, nezévisle regulovatelné genové produkty v jedné
buiice (Tschopp et al., 2011; Mullick et al., 2006; Sunter, 2016; Gitzinger et al., 2011; Li et al., 2017).
U rodit Toxoplasma a Plasmodium se pouZzivaji také transaktivatory vzniklé fuzi TetR represoru
s transkripci aktivujici doménou specifickou pro Apikomplexa (TRAD, TATi) (Meissner et al., 2002;
Pino et al., 2012; Meissner et al., 2005; Ehlgen et al., 2012). Kromé¢ toho, Ze k expresi za pouziti
transaktivator dochdzi v nepfitomnosti tetracyklinu (resp. anhydrotetracyklinu), je oproti
pivodnimu systému rozdil i v poctu operatori — zatimco v prvnim piipadé pro umlceni exprese
represorem stac¢i mensi pocet operatort (1-2) a navySeni jejich po¢tu mize negativné ovlivnit expresi
v indukovaném stavu, u transaktivatori se pouzivéa vyssi pocet operatora (obvykle 7) (Bringaud et
al., 2000; Sun&Tai, 2000; Meissner et al., 2002; Meissner et al., 2005). V kazdém piipad¢ je zasadni
1 vybér vhodného promotoru, do kterého se sekvence operatoru umisti. VétSinou se jedna o
promotory, které umoziuji velmi intenzivni transkripci, naptiklad u Trypanosoma brucei se pro tyto
ucely pouziva dobie charakterizovany PARP (procyclic acidic repetitive protein) promotor nebo na
stadiu nezavisly rRNA promotor — oba rozeznavané RNA polymerazou I (Wirtz&Clayton, 1995;
Niemirowicz et al., 2018). Kompatibilni s pouzitim fef operatorti je i transkripce zajistovana fadgovou
T7 RNA polymerazou specificky rozeznavajici T7 promotor (Wen et al., 2001; DaRocha et al., 2004;
Wickstead et al., 2002). TetR-tetO systém se mimo jiné hodi i pro regulovanou expresi antisense
RNA a pro vytvoreni knockdown fenotypu pomoci drahy RNA interference, kterd je u nékterych
parazitickych prvoka funkéni (Kolev et al., 2011; Bringaud et al., 2000; Shi et al., 2000).
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5.2 Inducibilni expresni systémy u parazitickych protist: regulace na urovni stability mRNA

Katalyticky aktivni RNA — ribozymy, jejichz aktivitu lze modifikovat pfidanim urcité latky,
mohou byt vyuzity pro manipulaci s mnozstvim konkrétni mRNA, a tedy i dan¢ho proteinu. U
parazitickych prvokti byly zatim k tomuto ucelu pouzity dva rizné ribozymy — g/msS ribozym
vyskytujici se u Bacillus subtilis a dalSich gram-pozitivnich bakterii a Sm1 hammerhead ribozym
objeveny u Schistosoma mansoni. glmS riboswitch je schopen sam sebe $tépit po navazani molekuly
glukosamin-6-fosfatu. Tato latka je produktem enzymu, ktery vznika expresi glmS genu, v jehoz
5'UTR oblasti se nachazi pravé zminény autokatalyticky RNA element (Winkler et al., 2004;
Watson&Fedor, 2011). V ptipadé Plasmodium falciparum a Trypanosoma brucei byla sekvence
tohoto RNA elementu vlozena mezi gen zajmu a piislusnou 3'UTR oblast, aby po indukci $tépeni
glukosamin-6-fosfatem byla 3"UTR oblast oddélena od zbytku transkriptu (Obr. 7). mRNA, ktera
takto pfijde o polyA sekvenci na 3" konci je nasledné degradovana (Prommana et al., 2013; Cruz-
Bustos et al., 2018). Agop-Nersesian a kolektiv (2008) se pokusili vyuzit pro degradaci mRNA
reportérového genu u P. falciparum a T. gondii derivaty Sml ribozymu, které¢ umistili pred start
kodon tak, aby po nastépeni autokatalytickou RNA doslo k oddéleni 5"UTR a degradaci transkriptu.
Na rozdil od g/mS ribozymu, Sml ribozymy nevyZzaduji pro svou autokatalytickou funkci Zadné
specialni latky, naopak je tieba pouzivat inhibitory pro zmirnéni jejich aktivity. Analog adenosinu
toyocamycin sice inhibuje aktivitu Sm1 ribozymu, nicmén¢ ve zminéném experimentu byl funkcni
jen u T. gondii, a i tak se ukézalo, Ze neni pfili§ vhodnym inhibitorem, protoze je toxicky a ma
negativni vliv na expresi obecné, a to véetné reportérového genu, jehoz mRNA stabilizuje (Agop-

Nersesian et al., 2008).
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Obr. 7: Indukce $tépeni g/mS ribozymem piidanim molekuly glukosaminu. Dle Prommana et al., 2013,
upraveno.

5.3 Inducibilni expresni systémy u parazitickych protist: regulace na urovni translace

Belmont a Niles (2010) ziskali pomoci in vitro selekce metodou SELEX (systematic evolution
of ligands by exponential enrichment) sadu RNA aptamerti — oligonukleotidti schopnych se
specificky vazat na bakteridlni represor TetR. Pokud se vlasenkovité struktury aptamert nachéazeji
pted start kodonem v 5"UTR oblasti genu, tak na né¢ se vazajici represor mize velmi u¢inné branit
translaci dané mRNA (Obr. 8) (Goldfless et al., 2012). Goldfless a kolektiv (2014) aplikovali tento
systém, ktery umoZznuje umlceni a reverzibilni zahajeni exprese vybraného proteinu pfidanim
anhydrotetracyklinu, u P. falciparum. Fiuzi TetR s vybranymi proteiny P. falciparum, které
vykazovaly homologii s regulatory translace kvasinky S. cerevisiae (TetR-DOZI a TetR-CITH), byl
vytvoien velmi efektivni systém, jehoz schopnost inhibice translace muze byt dale navysena ptidanim
RNA aptamerti i do 3'UTR oblasti transgenu. Tento systém tak zahrnuje nejen specifickou interakci
bakteridlniho represoru s aptamery, ale také vyuziti endogennich regula¢nich mechanismti bunky

vedoucich ke zvySené degradaci represorem ,0znacené¢’ mRNA (Ganesan et al., 2016).
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Obr. 8: Schematické zndzornéni regulace translace pomoci RNA aptameru. Dle Goldfless et al., 2012,
upraveno.

5.4 Inducibilni systémy u parazitickych protist: regulace na rovni stability proteinu

U parazitickych prvokii bylo zatim popsano pouziti dvou typt destabilizacnich domén —
ddFKBP a ddDHFR. ddFKBP je destabiliza¢ni doména odvozend od lidského proteinu FKBP12
(FK506-binding protein 12). Pokud je doména soucasti proteinu (na jeho N- ¢i C-konci), zptisobuje
jeho rychlou degradaci proteazomem. Degradaci proteinu lze zabranit pifidanim ligandl —
rapamycinu, FK506 nebo syntetickym ligandem Shield-1 (Banaszynski et al., 2006). Tento zpisob
inducibilni degradace byl funkéni u fady parazitickych organismi (7. cruzi, P. falciparum, T. gondii,
E. histolytica, L. mexicana, L. major) a ve vétSiné piipadd byl jako ligand destabiliza¢ni domény
pouzit Shield-1. Nicméné Liu a Singh (2014) na zaklad¢ srovnani stabilizace proteinu rliznymi
ligandy u Entamoeba histolytica dospéli k zavéru, ze cenové dostupnéjsi ligandy ddFKBP -
rapamycin a FK506 - plni svou funkeci stejné dobte jako Shield-1. Je v§ak na misté podotknout, Ze pfi
pouziti této destabilizaéni domény bylo velmi casto mozné detekovat zbytky daného proteinu i bez
stabilizace ligandem (Armstrong&Goldberg, 2007; Ma et al., 2012; Azevedo et al., 2013; Wheeler et
al., 2015). Efektivitu degradace lze zvysit pomoci siln¢ destabilizujici mutace zminéné domény
nazyvané ddrv (Dvorin et al., 2010). Druhou ¢asto pouzivanou destabiliza¢ni doménou je ddDHFR

pivodem z dihydrofolat reduktazy E. coli, jejimz stabiliza¢nim ligandem je trimethoprim (TMP)

24



(Iwamoto et al., 2010). Ma a kolektiv (2015) pouzili tuto destabilizaéni doménu k regulovatelné
produkeci riznych toxickych proteint a vytvoreni ,sebevrazedného® kmene Trypanosoma cruzi, ktery
by mohl slouzit jako atenuovana vakcina chranici hostitele pied Chagasovou chorobou. Zajimavym
zjisténim bylo, ze degradace ddDHFR oznacenych proteini je zavisld na teploté a pii nizSich
teplotach (23 °C) neni ptili§ efektivni, coz omezuje vyuzitelnost tohoto systému (Podesvova et al.,

2017).

Alternativou ke zminénym destabilizacnim doménam je vyuziti mechanismu auxinem
indukovatelné¢ degradace (AID). Jde o dréhu vyskytujici se u rostlinnych bunék, kterd zajistuje
specifickou degradaci represorti AUX/IAA rodiny pomoci auxin-specifické SCF™ E3 ubiquitin
ligazy. SCFTR se sklad4 z nékolika riiznych proteinfi a po vazbé auxinu na TIR1 receptor komplexu
pfimo interaguje se zminénymi transkripénimi faktory a zarovenn s E2 ubiquitin konjugujicim
enzymem, ktery dany AUX/IAA represor oznaci jako urceny k degradaci proteazomem (Obr. 9)
(Nishimura et al., 2009; Dharmasiri et al., 2005; Tan et al., 2007). Pouziti tohoto systému u
parazitickych prvoki méd dvé zdkladni podminky, a to expresi TIR1 podjednotky SCF komplexu,
ktera se ptirozené vyskytuje pouze u rostlin, a ddle ,oznaceni‘ proteinu z4jmu na jednom z koncti
auxinem regulovatelnym represorem (napi. IAA17 z Arabidopsis thaliana) (Kreidenweiss et al.,
2013). Protoze je tento systém funk¢ni 1 pti nizsi teplotach (21 °C), Philip a Waters (2015) jej uspésné
aplikovali pfi testovani funkce kalcineurinu u riznych stadii Plasmodium berghei, vcetné stadii

v hmyzim vektoru.

SCF™ E3 ubiquitin ligaza

auxin degradace C~
— R poeemen, ¥y
AID doména . ,

N

\

protein zajmu

Obr. 9: Schematické znazornéni auxinem fizené degradace proteini. Dle Nishimura et al., 2009,
upraveno.
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5.5 Inducibilni systémy u parazitickych protist: DiCre rekombinaza

Cre je mistn¢ specifickd rekombinaza bakteriofaga P1 katalyzujici rekombinaci mezi dvéma
loxP misty - 34 part bazi dlouhymi sekven¢nimi motivy obsahujicimi palindromatické sekvence
(Nagy, 2000; Abremski&Hoess, 1984). Jullien a kolektiv (2003) vytvofili a testovali nékolik variant
dimerizujici Cre rekombindzy (DiCre). Tento enzym je tvofen dvéma oddélenymi fragmenty Cre
rekombinazy, které jsou ptes polypeptidovy linker spojené s rapamycin vazajici doménou — FKBP12
nebo FRB. Samostatné fragmenty postradaji aktivitu, ale po pfidani rapamycinu dimerizuji a vytvaii
funk¢ni rekombindzu (Jullien et al., 2003; 2007). Varianta DiCre slozend z FKBP-Cre59 a FRB-
Cre60 byla pouzita u 7. gondii, P. falciparum a L. mexicana (Andematten et al., 2013; Colins et al.,
2013; Duncan et al., 2016). Santos a kolektiv (2017) vytvoftili bunécnou linii L. major, ktera krome
stabilni exprese DiCre rekombindzy nese i gen zajmu ohranic¢eny /oxP misty. Gen je vSak vloZen
v nespravné orientaci, a tedy jeho expresi nevznikd funkéni protein. Po aktivaci DiCre dojde
k rekombinaci a ,obraceni‘ genu z4jmu do spravné orientace a zahajeni exprese daného proteinu.
Navraceni genu do pivodniho nefunkéniho uspotadani brani mutovana loxP mista, kterd po prvni
rekombinaci daji vznik jednomu funkénimu a jednomu mutovanému loxP mistu, ke kterému ma

DiCre vyrazné sniZenou afinitu (Santos et al., 2017).
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Tabulka 1: Pfehled pouziti inducibilnich expresnich systému u parazitickych prvokda.

Wirtz&Clayton (1995);
Biebinger et al. (1997);
Wirtz et al. (1999);
Ochatt et al. (1999);
Trypanosoma brucei TetR - tetO tetracyklin transkripce Bringaud et al. (2000);
Shi et al. (2000); Kelly
et al. (2007); Sunter et
al. (2012); Niemirowicz
et al. (2018)
Wickstead et al.
(2002); Alsford et al.
TetR - tetO - inducibilni T7 tetracvklin transkrioce (2005); Alibu et al.
promotor ¥ P (2005); Kelly et al.
(2007); Poon et al.
(2012)
Lacl - lacO IPTG transkripce Tschopp et al. (2011)
kyselina vanilinova (kyselina
VanR - vanO 4-hydroxy-3- transkripce Sunter (2016)
methoxybenzoova)
CymR - cuO !(ysellna 4 , transkripce Lietal. (2017)
isopropylbenzoova
. GIcN6P (glukosamin-6- - Cruz-Bustos et al.
glmS ribozym fosfat) stability mRNA (2018)
Trypanosoma cruzi TetR - tetO - inducibilni T7 tetracyklin transkripce Wen et al. (2001);
P promotor ¥ P DaRocha et al. (2004)
ddFKBP Shield-1 stability proteinu | Ma et al. (2012)
ddDHFR TMP-laktat stability proteinu | Ma et al. (2015)
Leishmania chagasi TetR - tetO - inducibilni T7 doxycyklin transkripce Yao et al. (2007)
promotor
Leismania donovani stadium-specificka exprese Ghedin et al. (1998)
. . Yan et al. (2001); Yan
TetR - tetO tetracyklin transkripce et al. (2002)
Leismania major ddFKBP Shield-1, rapamycin, FK506 | stability proteinu | da Silva et al. (2009)
DiCre rekombinace rapamycin dimerizace Santos et al. (2017)
Leishmania mexicana TetR - tetO - inducibilni T7 tetracyklin transkripce Kraeva et al. (2014)
promotor
ddFKBP Shield-1 stability proteinu | Wheeler et al. (2015)
DiCre rekombinace rapamycin dimerizace Duncan et al. (2016)
ddDHFR TMP, TMP-laktat stability proteinu | odesvova etal.
(2017)
Leishmania tarentolae TetR - tetO -inducibilni T7 tetracyklin transkripce Kushnir et al. (2005)
promotor
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Tabulka 1: (druhé cast)

Sun&Tai (2000); Sun

Giardia intestinalis TetR - tetO tetracyklin transkripce et al. (2005); Touz et
al. (2005)
stadium-specificka exprese transkripce Hehl et al. (2000)
Trichomonas vaginalis | TetR - tetO tetracyklin transkripce Ortiz&Johnson (2003)

Plasmodium berghei

stadium-specificka exprese

Combe et al. (2009)

TRAD - tetO

anhydrotetracyklin

transkripce

Pino et al. (2012)

AID auxin stabilita proteinu | Philip&Waters (2015)
TetR - tetO anhydrotetracyklin transkripce Wang et al. (2017)
Meissner et al.
Plasmodium falciparum | TATi - tetO anhydrotetracyklin transkripce (2005); Ehlgen et al.
(2012)
Armstrong&Goldberg
ddFKBP Shield-1 stability proteinu (2007); Russo et al.

(2009); Azevedo et al.
(2013)

Sm 1 hammerhead
ribozym

toyocamycin

stability mRNA

Agop-Nersesian et al.
(2008)

DDTM (derivat ddFKBP) Shield-1 stability proteinu | Dvorin et al. (2010)
. . Muralidharan et al.

ddDHFR TMP stability proteinu (2011)

DiCre rekombinace rapamycin dimerizace Colins et al. (2013)

glmS ribozym

GIcN6P (glukosamin-6-fosfat)

stability mRNA

Prommana et al.
(2013)

AID

auxin a jeho derivaty

stability proteinu

Kreidenweiss et al.
(2013)

TetR - RNA aptamer

anhydrotetracyklin

translace,
(stabilita mRNA)

Goldfless et al.
(2014); Ganesan et al.
(2016)

Toxoplasma gondii

Meissner et al.

TetR - tetO anhydrotetracyklin transkripce (2001), Gissot et al.
(2017)

TATi - tetO anhydrotetracyklin transkripce Meissner et al. (2002)

ddFKBP Shield-1 stability proteinu | Herm-Gotz etal.

(2007)

Sm 1 hammerhead

toyocamycin

stability proteinu

Agop-Nersesian et al.

ribozym (2008)
. . . . . Andematten et al.
DiCre rekombinace rapamycin dimerizace (2013)
AID auxin stability proteinu | Brown et al. (2018)
Ramakrishnan et al.
(1997); Hamann et al.
. . . . (1997); Vines et al.
Entamoeba histolytica | TetR - tetO tetracyklin transkripce (1998): Ramakrishnan
et al. (2001); Katz et
al. (2003)
ddFKBP Shield-1, rapamycin, FK506 stability proteinu | Liu&Singh (2014)
ddDHFR TMP stability proteinu | Liu&Singh (2014)
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6 Zavér

Inducibilni expresni systémy predstavuji uziteCny nastroj pro studium bunécnych procesi.
Jejich pouziti umoziluje ziskat bunééné linie, u kterych lze teoreticky vyvolat ¢i naopak umlcet
produkci libovolného genového produktu v ¢asovém rozmezi n€kolika hodin ¢i dni. Vyuzit je 1ze jak
pro produkci proteini ve velkych mnozstvich v bakterialnich kulturach, tak i pro jemnou
modulaci hladiny genovych produktdi u eukaryotickych bundk. Radu inducibilnich expresnich
systémt je mozné pouzit i pro studium a regulaci bunécnych pochodt u parazitickych prvok, ackoliv

u nekterych z nich je repertoar pouzitelnych inducibilnich systémi velmi omezeny.

Inducibilni expresni systémy se neustale vyvijeji. Pivodni systémy jsou modifikovany, aby
odpovidaly narokiim na expresi riznych genovych produkti v rliznych organismech, a aplikaci
rozli¢nych regulatorti exprese vznikaji systémy nové, nabizejici dosud nevidané moznosti. Relativné
novym trendem v oblasti inducibilni exprese jsou expresni systémy regulované svétlem o urcité
vlnové délce. Tyto systémy umoziuji velmi rychlou a specifickou kontrolu exprese proteinli zajmu
s minimalnim negativnim vlivem na zkoumané organismy. Tento efektivni a levny zptisob indukce

exprese by tak mohl v budoucnu nahradit chemicky indukované expresni systémy.

29



7 Literatura

Prehledové ¢lanky (review) jsou oznaceny hvézdi¢kou *

Abremski, K., & Hoess, R. (1984). Bacteriophage P1 site-specific recombination. Purification and properties
of the Cre recombinase protein. Journal of Biological Chemistry, 259(3), 1509-1514.

Adari, H., Andrews, B., Ford, P. J., Hanning, G., Brosius, J., & Makrides, S. C. (1995). Expression of the
human T-Cell receptor VB5. 3 in Escherichia coli by thermal induction of the trc promoter: Nucleotide
sequence of the laclts gene. DNA and cell biology, 14(11), 945-950.

Agop-Nersesian, C., Pfahler, J., Lanzer, M., & Meissner, M. (2008). Functional expression of ribozymes in
Apicomplexa: towards exogenous control of gene expression by inducible RNA-cleavage. International
Jjournal for parasitology, 38(6), 673-681.

Alibu, V. P., Storm, L., Haile, S., Clayton, C., & Horn, D. (2005). A doubly inducible system for RNA
interference and rapid RNAi plasmid construction in Trypanosoma brucei. Molecular and biochemical
parasitology, 139(1), 75-82.

Alsford, S., Kawahara, T., Glover, L., & Horn, D. (2005). Tagging a T. brucei RRNA locus improves stable
transfection efficiency and circumvents inducible expression position effects. Molecular and biochemical
parasitology, 144(2), 142-148.

Andenmatten, N., Egarter, S., Jackson, A. J., Jullien, N., Herman, J. P., & Meissner, M. (2013). Conditional
genome engineering in Toxoplasma gondii uncovers alternative invasion mechanisms. Nature methods, 10(2),
125.

Andrews, K. J., & Lin, E. C. (1976). Thiogalactoside transacetylase of the lactose operon as an enzyme for
detoxification. Journal of bacteriology, 128(1), 510.

Armstrong, C. M., & Goldberg, D. E. (2007). An FKBP destabilization domain modulates protein levels in
Plasmodium falciparum. Nature methods, 4(12), 1007-1009.

Azevedo, M. F., Sanders, P. R., Krejany, E., Nie, C. Q., Fu, P., Bach, L. A., ... & Gilson, P. R. (2013). Inhibition
of Plasmodium falciparum CDPK1 by conditional expression of its J-domain demonstrates a key role in
schizont development. Biochemical Journal, 452(3), 433-441.

Baim, S. B., Labow, M. A., Levine, A. J., & Shenk, T. (1991). A chimeric mammalian transactivator based on
the lac repressor that is regulated by temperature and isopropyl beta-D-thiogalactopyranoside. Proceedings of
the National Academy of Sciences, 88(12), 5072-5076.

Bajguz, A., Bakala, 1., & Talarek, M. (2015). Ecdysteroids in plants and their pharmacological effects in
vertebrates and humans. In Studies in Natural Products Chemistry (Vol. 45, pp. 121-145). Elsevier. *

Banaszynski, L. A., Chen, L. C., Maynard-Smith, L. A., Ooi, A. L., & Wandless, T. J. (2006). A rapid,
reversible, and tunable method to regulate protein function in living cells using synthetic small
molecules. Cell, 126(5), 995-1004.

Barkley, M. D., Riggs, A. D., Jobe, A., & Bourgeois, S. (1975). Interaction of effecting ligands with lac
repressor and repressor-operator complex. Biochemistry, 14(8), 1700-1712.

Baum, J., Papenfuss, A. T., Mair, G. R., Janse, C. J., Vlachou, D., Waters, A. P., ... & de Koning-Ward, T. F.
(2009). Molecular genetics and comparative genomics reveal RNAi is not functional in malaria
parasites. Nucleic acids research, 37(11), 3788-3798.

Belmont, B. J., & Niles, J. C. (2010). Engineering a Direct and Inducible Protein—RNA Interaction To Regulate
RNA Biology. ACS chemical biology, 5(9), 851-861.

30



Benne, R., van der Burg, J., Brakenhoff, J. P., Sloof, P., van Boom, J. H., Tromp, M. C. (1986). Major transcript
of the frameshifted coxIl gene from trypanosome mitochondria contains four nucleotides that are not encoded
in the DNA. Cell, 46(6), 819-826.

Bertrand, K. P., Postle, K., Wray Jr, L. V., & Reznikoff, W. S. (1983). Overlapping divergent promoters control
expression of Tn10 tetracycline resistance. Gene, 23(2), 149-156.

Bertrand, K. P., Postle, K., Wray Jr, L. V., & Reznikoff, W. S. (1984). Construction of a single-copy promoter
vector and its use in analysis of regulation of the transposon Tn10 tetracycline resistance determinant. Journal
of bacteriology, 158(3), 910-919.

Besse, M., von Wilcken-Bergmann, B., & Miiller-Hill, B. (1986). Synthetic lac operator mediates repression
through lac repressor when introduced upstream and downstream from lac promoter. The EMBO journal, 5(6),
1377-1381.

Biebinger, S., Wirtz, L. E., Lorenz, P., & Clayton, C. (1997). Vectors for inducible expression of toxic gene
products in bloodstream and procyclic Trypanosoma brucei. Molecular and biochemical parasitology, 85(1),
99-112.

Boehm, M. F.,; Zhang, L., Zhi, L., McClurg, M. R., Berger, E., Wagoner, M., ... & Nadzan, A. M. (1995).
Design and synthesis of potent retinoid X receptor selective ligands that induce apoptosis in leukemia
cells. Journal of medicinal chemistry, 38(16), 3146-3155.

Borowiec, J. A., Zhang, L., Sasse-Dwight, S., & Gralla, J. D. (1987). DNA supercoiling promotes formation
of a bent repression loop in lac DNA. Journal of molecular biology, 196(1), 101-111.

Brenowitz, M., Pickar, A., & Jamison, E. (1991). Stability of a Lac repressor mediated" looped
complex". Biochemistry, 30(24), 5986-5998.

Bringaud, F., Robinson, D. R., Barradeau, S., Biteau, N., Baltz, D., & Baltz, T. (2000). Characterization and
disruption of a new Trypanosoma brucei repetitive flagellum protein, using double-stranded RNA
inhibition. Molecular and biochemical parasitology, 111(2), 283-297.

Brodersen, D. E., Clemons Jr, W. M., Carter, A. P., Morgan-Warren, R. J., Wimberly, B. T., & Ramakrishnan,
V. (2000). The structural basis for the action of the antibiotics tetracycline, pactamycin, and hygromycin B on
the 30S ribosomal subunit. Cell, 103(7), 1143-1154.

Brosius, J., Erfle, M., Storella, J. (1985). Spacing of the -10 and -35 regions in the tac promoter. Effect on its
in vivo activity. Journal of Biological Chemistry, 260(6), 3539-3541.

Brown, K. M., Long, S., & Sibley, L. D. (2018). Conditional knockdown of proteins using Auxin-inducible
degron (AID) Fusions in Toxoplasma gondii. Bio-protocol, 8(4). €2728.

Budkevich, T. V., El'skaya, A. V., & Nierhaus, K. H. (2008). Features of 80S mammalian ribosome and its
subunits. Nucleic acids research, 36(14), 4736-4744.

Bukrinsky, M. 1., Barsov, E. V., & Shilov, A. A. (1988). Multicopy expression vector based on temperature-
regulated lac repressor: expression of human immunodeficiency virus env gene in Escherichia
coli. Gene, 70(2), 415-417.

Busby, S., & Ebright, R. H. (1999). Transcription activation by catabolite activator protein (CAP). Journal of
molecular biology, 293(2), 199-213. *

Buszczak, M., & Segraves, W. A. (1998). Drosophila metamorphosis: the only way is USP?. Current
Biology, 8(24), R879-R882. *

31



Calos, M. P. (1978). DNA sequence for a low-level promoter of the lac repressor gene and an ‘up’promoter
mutation. Nature, 274(5673), 762.

Collins, C. R., Das, S., Wong, E. H., Andenmatten, N., Stallmach, R., Hackett, F., ... & Blackman, M. J. (2013).
Robust inducible Cre recombinase activity in the human malaria parasite P lasmodium falciparum enables
efficient gene deletion within a single asexual erythrocytic growth cycle. Molecular microbiology, 88(4), 687-
701.

Combe, A., Giovannini, D., Carvalho, T. G., Spath, S., Boisson, B., Loussert, C., ... & Ménard, R. (2009).
Clonal conditional mutagenesis in malaria parasites. Cell host & microbe, 5(4), 386-396.

Cronin, C. A., Gluba, W., & Scrable, H. (2001). The lac operator-repressor system is functional in the
mouse. Genes & development, 15(12), 1506-1517.

Cruz-Bustos, T., Ramakrishnan, S., Cordeiro, C. D., Ahmed, M. A., & Docampo, R. (2018). A Riboswitch-
based Inducible Gene Expression System for Trypanosoma brucei. Journal of Eukaryotic Microbiology, 65(3),
412-421.

da Silva, L. M., Owens, K. L., Murta, S. M., & Beverley, S. M. (2009). Regulated expression of the Leishmania
major surface virulence factor lipophosphoglycan using conditionally destabilized fusion
proteins. Proceedings of the National Academy of Sciences, 106(18), 7583-7588.

Dai, X., Willis, L. G., Palli, S. R., & Theilmann, D. A. (2005). Tight transcriptional regulation of foreign genes
in insect cells using an ecdysone receptor-based inducible system. Profein expression and purification, 42(2),
236-245.

DaRocha, W. D., Otsu, K., Teixeira, S. M., & Donelson, J. E. (2004). Tests of cytoplasmic RNA interference
(RNA1) and construction of a tetracycline-inducible T7 promoter system in Trypanosoma cruzi. Molecular
and biochemical parasitology, 133(2), 175-186.

De Boer, H. A., Comstock, L. J., & Vasser, M. (1983). The tac promoter: a functional hybrid derived from the
trp and lac promoters. Proceedings of the National Academy of Sciences, 80(1), 21-25.

Deuschle, U., Meyer, W. K., & Thiesen, H. J. (1995). Tetracycline-reversible silencing of eukaryotic
promoters. Molecular and cellular biology, 15(4), 1907-1914.

Deutscher, J., Francke, C., & Postma, P. W. (2006). How phosphotransferase system-related protein
phosphorylation regulates carbohydrate metabolism in bacteria. Microbiol. Mol. Biol. Rev., 70(4), 939-1031.
%

Dharmasiri, N., Dharmasiri, S., & Estelle, M. (2005). The F-box protein TIR1 is an auxin
receptor. Nature, 435(7041), 441-445.

Dingermann, T., Frank-Stoll, U., Werner, H., Wissmann, A., Hillen, W., Jacquet, M., & Marschalek, R. (1992).
RNA polymerase III catalysed transcription can be regulated in Saccharomyces cerevisiae by the bacterial
tetracycline repressor-operator system. 7he EMBO journal, 11(4), 1487-1492.

Dubendorf, J. W., & Studier, F. W. (1991). Controlling basal expression in an inducible T7 expression system
by blocking the target T7 promoter with lac repressor. Journal of molecular biology, 219(1), 45-59.

Duncan, S. M., Myburgh, E., Philipon, C., Brown, E., Meissner, M., Brewer, J., & Mottram, J. C. (2016).
Conditional gene deletion with DiCre demonstrates an essential role for CRK3 in L eishmania mexicana cell
cycle regulation. Molecular microbiology, 100(6), 931-944.

Dvorin, J. D., Martyn, D. C., Patel, S. D., Grimley, J. S., Collins, C. R., Hopp, C. S, ... & Baker, D. A. (2010).
A plant-like kinase in Plasmodium falciparum regulates parasite egress from erythrocytes. Science, 328(5980),
910-912.

32



Ecco, G., Imbeault, M. & Trono, D. (2017). KRAB zinc finger proteins. Development, 144(15),2719-2729. *

Eckert, B., & Beck, C. F. (1989). Overproduction of transposon Tn10-encoded tetracycline resistance protein
results in cell death and loss of membrane potential. Journal of bacteriology, 171(6), 3557-3559.

Ehlgen, F., Pham, J. S., de Koning-Ward, T., Cowman, A. F., & Ralph, S. A. (2012). Investigation of the
Plasmodium falciparum food vacuole through inducible expression of the chloroquine resistance transporter
(PfCRT). PLoS One, 7(6), €38781.

Eismann, E. R., & Miiller-Hill, B. (1990). lac repressor forms stable loops in vitro with supercoiled wild-type
lac DNA containing all three natural lac operators. Journal of molecular biology, 213(4), 763-775.

Epps, H. M., & Gale, E. F. (1942). The influence of the presence of glucose during growth on the enzymic
activities of Escherichia coli: comparison of the effect with that produced by fermentation acids. Biochemical
Journal, 36(7-9), 619.

Esengil, H., Chang, V., Mich, J. K., & Chen, J. K. (2007). Small-molecule regulation of zebrafish gene
expression. Nature chemical biology, 3(3), 154-155.

Faryar, K., & Gatz, C. (1992). Construction of a tetracycline-inducible promoter in Schizosaccharomyces
pombe. Current genetics, 21(4-5), 345-349.

Fieck, A., Wyborski, D. L., & Short, J. M. (1992). Modifications of the E. coli Lac repressor for expression in
eukaryotic cells: effects of nuclear signal sequences on protein activity and nuclear accumulation. Nucleic
acids research, 20(7), 1785-1791.

Figge, J., Wright, C., Collins, C. J., Roberts, T. M., & Livingston, D. M. (1988). Stringent regulation of stably
integrated chloramphenicol acetyl transferase genes by E. coli lac repressor in monkey cells. Cell, 52(5), 713-
722.

Freundlieb, S., Schirra-Miiller, C., & Bujard, H. (1999). A tetracycline controlled activation/repression system
with increased potential for gene transfer into mammalian cells. The journal of gene medicine, 1(1), 4-12.

Frohberg, C., Heins, L., & Gatz, C. (1991). Characterization of the interaction of plant transcription factors
using a bacterial repressor protein. Proceedings of the National Academy of Sciences, 88(23), 10470-10474.

Furth, P. A., St Onge, L., Boger, H., Gruss, P., Gossen, M., Kistner, A., Bujard, H. & Hennighausen, L. (1994).
Temporal control of gene expression in transgenic mice by a tetracycline-responsive promoter. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 91(20), 9302-9306.

Gamboa-Meléndez, H., & Judelson, H. S. (2015). Development of a bipartite ecdysone-responsive gene switch
for the oomycete P hytophthora infestans and its use to manipulate transcription during axenic culture and
plant infection. Molecular plant pathology, 16(1), 83-91.

Ganesan, S. M., Falla, A., Goldfless, S. J., Nasamu, A. S., & Niles, J. C. (2016). Synthetic RNA—protein
modules integrated with native translation mechanisms to control gene expression in malaria parasites. Nature
communications, 7, 10727.

Gatz, C., Kaiser, A., & Wendenburg, R. (1991). Regulation of a modified CaMV 35S promoter by the Tn10-
encoded Tet repressor in transgenic tobacco. Molecular and General Genetics MGG, 227(2), 229-237.

Geiduschek, E. P., & Tocchini-Valentini, G. P. (1988). Transcription by RNA polymerase I1l. Annual review
of biochemistry, 57(1), 873-914. *

Ghedin, E., Charest, H., Zhang, W. W., Debrabant, A., Dwyer, D., & Matlashewski, G. (1998). Inducible
expression of suicide genes in Leishmania donovani amastigotes. Journal of Biological Chemistry, 273(36),
22997-23003.

33



Gilbert, W., & Maxam, A. (1973). The nucleotide sequence of the lac operator. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 70(12), 3581-3584.

Gissot, M., Hovasse, A., Chaloin, L., Schaeffer-Reiss, C., Van Dorsselaer, A., & Tomavo, S. (2017). An
evolutionary conserved zinc finger protein is involved in Toxoplasma gondii mRNA nuclear export. Cellular
microbiology, 19(2), e12644.

Gitzinger, M., Kemmer, C., Fluri, D. A., Daoud El-Baba, M., Weber, W., & Fussenegger, M. (2011). The food
additive vanillic acid controls transgene expression in mammalian cells and mice. Nucleic acids
research, 40(5), e37-e37.

Goldfless, S. J., Belmont, B. J., de Paz, A. M., Liu, J. F., & Niles, J. C. (2012). Direct and specific chemical
control of eukaryotic translation with a synthetic RNA—protein interaction. Nucleic acids research, 40(9), e64-
e64.

Goldfless, S. J., Wagner, J. C., & Niles, J. C. (2014). Versatile control of Plasmodium falciparum gene
expression with an inducible protein—RNA interaction. Nature communications, 5, 5329.

Gossen, M., & Bujard, H. (1992). Tight control of gene expression in mammalian cells by tetracycline-
responsive promoters. Proceedings of the National Academy of Sciences, 8§9(12), 5547-5551.

Gossen, M., Bonin, A. L., Freundlieb, S., & Bujard, H. (1994). Inducible gene expression systems for higher
eukaryotic cells. Current opinion in biotechnology, 5(5), 516-520. *

Gossen, M., Freundlieb, S., Bender, G., Muller, G., Hillen, W., & Bujard, H. (1995). Transcriptional activation
by tetracyclines in mammalian cells. Science, 268(5218), 1766-1769.

Gottesman, S. (1990). Minimizing proteolysis in Escherichia coli: genetic solutions. Methods in enzymology,
185,119-129. *

Graham, L. D. (2002). Ecdysone-controlled expression of transgenes. Expert opinion on biological therapy,
2(5), 525-535. *

Griekspoor, A., Zwart, W., Neefjes, J., & Michalides, R. (2007). Visualizing the action of steroid hormone
receptors in living cells. Nuclear receptor signaling, 5(1), nrs-05003. *

Guan, L., & Kaback, H. R. (2006). Lessons from lactose permease. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct., 35,
6791. *

Guillaume, G., Ledent, V., Moens, W., & Collard, J. M. (2004). Phylogeny of efflux-mediated tetracycline
resistance genes and related proteins revisited. Microbial Drug Resistance, 10(1), 11-26.

Giilland, U., & Hillen, W. (1992). The Tn10-encoded tetR mRNA has heterogeneous 5’ ends in vivo and in
vitro. Gene, 114(1),97-101.

Haberman, R. P., McCown, T. J., & Samulski, R. J. (1998). Inducible long-term gene expression in brain with
adeno-associated virus gene transfer. Gene therapy, 5(12), 1604-1611.

Hamann, L., BuB}, H., & Tannich, E. (1997). Tetracycline-controlled gene expression in Entamoeba
histolytica. Molecular and biochemical parasitology, 84(1), 83-91.

Heery, D. M., Kalkhoven, E., Hoare, S., & Parker, M. G. (1997). A signature motif in transcriptional co-
activators mediates binding to nuclear receptors. Nature, 387(6634), 733-736.

Hehl, A. B., Marti, M., & Kohler, P. (2000). Stage-specific expression and targeting of cyst wall protein—green
fluorescent protein chimeras in Giardia. Molecular biology of the cell, 11(5), 1789-1800.

34



Herm-Goétz, A., Agop-Nersesian, C., Miinter, S., Grimley, J. S., Wandless, T. J., Frischknecht, F., & Meissner,
M. (2007). Rapid control of protein level in the apicomplexan Toxoplasma gondii. Nature methods, 4(12),
1003.

Herzenberg, L. A. (1959). Studies on the induction of beta-galactosidase in a cryptic strain of Escherichia coli.
Biochimica et biophysica acta, 31(2), 525-538.

Herzenberg, L. A. (1961). Isolotion and identification of derivatives formed in the course of intracellular
accumulation of thiogalactosides by Escherichia coli. Archives of biochemistry and biophysics, 93(2), 314-
315.

Hillen, W., & Berens, C. (1994). Mechanisms underlying expression of Tn 10 encoded tetracycline
resistance. Annual review of microbiology, 48(1), 345-369. *

Hillen, W., Schollmeier, K., & Gatz, C. (1984). Control of expression of the Tnl0-encoded tetracycline
resistance operon II. Interaction of RNA polymerase and TET repressor with the tet operon regulatory
region. Journal of molecular biology, 172(2), 185-201.

Hoppe, U. C., Marbéan, E., & Johns, D. C. (2000). Adenovirus-mediated inducible gene expression in vivo by
a hybrid ecdysone receptor. Molecular Therapy, 1(2), 159-164.

Hu, M. C. T., & Davidson, N. (1987). The inducible Iac operator-repressor system is functional in mammalian
cells. Cell, 48(4), 555-566.

Chalmers, R., Sewitz, S., Lipkow, K., & Crellin, P. (2000). Complete nucleotide sequence of Tnl10. Journal
of bacteriology, 182(10), 2970-2972.

Chopra, 1., & Roberts, M. (2001). Tetracycline antibiotics: mode of action, applications, molecular biology,
and epidemiology of bacterial resistance. Microbiol. Mol. Biol. Rev., 65(2), 232-260. *

Christopherson, K. S., Mark, M. R., Bajaj, V., & Godowski, P. J. (1992). Ecdysteroid-dependent regulation of
genes in mammalian cells by a Drosophila ecdysone receptor and chimeric transactivators. Proceedings of the
National Academy of Sciences, §9(14), 6314-6318.

Isackson, P. J., & Bertrand, K. P. (1985). Dominant negative mutations in the Tn10 tet repressor: evidence for
use of the conserved helix-turn-helix motif in DNA binding. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 82(18), 6226-6230.

Ito-Harashima, S., Matsuura, M., Kawanishi, M., Nakagawa, Y., & Yagi, T. (2017). New reporter gene assays
for detecting natural and synthetic molting hormone agonists using yeasts expressing ecdysone receptors of
various insects. FEBS open bio, 7(7), 995-1008.

Iwamoto, M., Bjorklund, T., Lundberg, C., Kirik, D., & Wandless, T. J. (2010). A general chemical method to
regulate protein stability in the mammalian central nervous system. Chemistry & biology, 17(9), 981-988.

Jacob, F., & Monod, J. (1961). Genetic regulatory mechanisms in the synthesis of proteins. Journal of
molecular biology, 3(3), 318-356. *

Jensen, P. R., Westerhoff, H. V., & Michelsen, O. (1993). The use of lac-type promoters in control
analysis. FEuropean journal of biochemistry, 211(1-2), 181-191.

Jobe, A., & Bourgeois, S. (1972). lac repressor-operator interaction: VI. The natural inducer of the lac
operon. Journal of molecular biology, 69(3), 397-408.

Jullien, N., Goddard, 1., Selmi-Ruby, S., Fina, J. L., Cremer, H., & Herman, J. P. (2007). Conditional
transgenesis using dimerizable Cre (DiCre). PloS one, 2(12), €1355.

35



Jullien, N., Sampieri, F., Enjalbert, A., & Herman, J. P. (2003). Regulation of Cre recombinase by ligand-
induced complementation of inactive fragments. Nucleic acids research, 31(21), e131-e131.

Karns, L. R., Kisielewski, A., Gulding, K. M., & Theodorescu, D. (2001). Manipulation of gene expression by
an ecdysone-inducible gene switch in tumor xenografts. BMC biotechnology, 1(1), 11.

Katz, U., Bracha, R., Nuchamowitz, Y., Milstein, O., Mirelman, D. (2003). Comparison between constitutive
and inducible plasmid vectors used for gene expression in Entamoeba histolytica. Molecular and biochemical
parasitology, 128(2), 229-233.

Kelly, S., Reed, J., Kramer, S., Ellis, L., Webb, H., Sunter, J., ... & Carrington, M. (2007). Functional genomics
in Trypanosoma brucei: a collection of vectors for the expression of tagged proteins from endogenous and
ectopic gene loci. Molecular and biochemical parasitology, 154(1-4), 103.

Kisker, C., Hinrichs, W., Tovar, K., Hillen, W., & Saenger, W. (1995). The Complex formed between tet
repressor and tetracycline-Mg? reveals mechanism of antibiotic resistance. Journal of molecular
biology, 247(2), 260-280.

Kodrik, D. (2014). Hormony a hormonalni ¥izeni antistresové odpovédi u hmyzu. Ziva, 5,206-208. *

Koelle, M. R., Talbot, W. S., Segraves, W. A., Bender, M. T., Cherbas, P., & Hogness, D. S. (1991). The
Drosophila EcR gene encodes an ecdysone receptor, a new member of the steroid receptor
superfamily. Cell, 67(1), 59-77.

Kolb, A., Busby, S., Buc, H., Garges, S., & Adhya, S. (1993). Transcriptional regulation by cAMP and its
receptor protein. Annual review of biochemistry, 62(1), 749-797. *

Kolev, N. G., Tschudi, C., & Ullu, E. (2011). RNA interference in protozoan parasites: achievements and
challenges. Eukaryotic cell, 10(9), 1156-1163. *

Kraeva, N., Ishemgulova, A., Lukes, J., & Yurchenko, V. (2014). Tetracycline-inducible gene expression
system in Leishmania mexicana. Molecular and biochemical parasitology, 198(1), 11-13.

Kreidenweiss, A., Hopkins, A. V., & Mordmiiller, B. (2013). 2A and the auxin-based degron system facilitate
control of protein levels in Plasmodium falciparum. PLoS One, 8(11), €78661.

Kushnir, S., Gase, K., Breitling, R., & Alexandrov, K. (2005). Development of an inducible protein expression
system based on the protozoan host Leishmania tarentolae. Protein expression and purification, 42(1), 37-46.

Labow, M. A., Baim, S. B., Shenk, T., & Levine, A. J. (1990). Conversion of the lac repressor into an
allosterically regulated transcriptional activator for mammalian cells. Molecular and cellular biology, 10(7),
3343-3356.

Lansoud-Soukate, J., Gharib, B., Baswaid, S., Capron, A., & de Reggi, M. (1990). Ecdysteroid-like compounds
in the serum and urine of African patients infected with Loa loa and Mansonella perstans
microfilariae. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 84(2), 269-271.

Lee, J., & Goldfarb, A. (1991). Lac repressor acts by modifying the initial transcribing complex so that it
cannot leave the promoter. Cell, 66(4), 793-798.

Lee, S. W., & Edlin, G. (1985). Expression of tetracycline resistance in pBR322 derivatives reduces the
reproductive fitness of plasmid-containing Escherichia coli. Gene, 39(2-3), 173-180.

Lee, S., Sohn, K. C., Choi, D. K., Won, M., Park, K. A., Ju, S. K., ... & Ro, H. (2016). Ecdysone receptor-
based singular gene switches for regulated transgene expression in cells and adult rodent tissues. Molecular
Therapy-Nucleic Acids, 5, €367.

36



Lester, G. (1952). The beta-galactosidase of lactose mutants of Escherichia coli, K-12. Arch. Biochem.
Biophys., 40(2), 390-401.

Li, F.J., Xu, Z. S., Aye, H. M., Brasseur, A., Lun, Z. R., Tan, K. S., & He, C. Y. (2017). An efficient cumate-
inducible system for procyclic and bloodstream form Trypanosoma brucei. Molecular and biochemical
parasitology, 214, 101-104.

Liu, Y. C., & Singh, U. (2014). Destabilization domain approach adapted for regulated protein expression in
the protozoan parasite Entamoeba histolytica. Infernational journal for parasitology, 44(10), 729-735.

Ma, Y. F., Weiss, L. M., & Huang, H. (2012). A method for rapid regulation of protein expression in
Trypanosoma cruzi. International journal for parasitology, 42(1), 33-37.

Ma, Y., Weiss, L. M., & Huang, H. (2015). Inducible suicide vector systems for Trypanosoma cruzi. Microbes
and infection, 17(6), 440-450.

Magasanik, B. (1961, January). Catabolite repression. In Cold Spring Harbor symposia on quantitative
biology (Vol. 26, pp. 249-256). Cold Spring Harbor Laboratory Press. *

Majors, J. (1975). Specific binding of CAP factor to lac promoter DNA. Nature, 256(5519), 672.

Makman, R. S., Sutherland, E. W. (1965). Adenosine 3',5'-phosphate in Escherichia coli. Journal of Biological
Chemistry, 1309-1314.

Marbach, A., & Bettenbrock, K. (2012). lac operon induction in Escherichia coli: systematic comparison of
IPTG and TMG induction and influence of the transacetylase LacA. Journal of biotechnology, 157(1), 82-88.

Marger, M. D., & Saier Jr, M. H. (1993). A major superfamily of transmembrane facilitators that catalyse
uniport, symport and antiport. Trends in biochemical sciences, 18(1), 13-20.

Margolin, J. F., Friedman, J. R., Meyer, W. K., Vissing, H., Thiesen, H. J., & Rauscher, F. J. (1994). Kriippel-
associated boxes are potent transcriptional repression domains. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 91(10),4509-4513.

Marschall, L., Sagmeister, P., & Herwig, C. (2017). Tunable recombinant protein expression in E. coli:
promoter systems and genetic constraints. Applied microbiology and biotechnology, 101(2), 501-512. *

McKay, D. B., Pickover, C. A., & Steitz, T. A. (1982). Escherichia coli lac repressor is elongated with its
operator DNA binding domains located at both ends. Journal of molecular biology, 156(1), 175-183.

Meier, 1., Wray, L. V., & Hillen, W. (1988). Differential regulation of the Tn10-encoded tetracycline resistance
genes tetA and tetR by the tandem tet operators O1 and O2. The EMBO journal, 7(2), 567-572.

Meissner, M., & Soldati, D. (2005). The transcription machinery and the molecular toolbox to control gene
expression in Toxoplasma gondii and other protozoan parasites. Microbes and infection, 7(13), 1376-1384. *

Meissner, M., Agop-Nersesian, C., & Sullivan, W. J. (2007). Molecular tools for analysis of gene function in
parasitic microorganisms. Applied microbiology and biotechnology, 75(5), 963-975. *

Meissner, M., Brecht, S., Bujard, H., & Soldati, D. (2001). Modulation of myosin A expression by a newly

established tetracycline repressor-based inducible system in Toxoplasma gondii. Nucleic acids
research, 29(22), el15-e115.

Meissner, M., Krejany, E., Gilson, P. R., de Koning-Ward, T. F., Soldati, D., & Crabb, B. S. (2005).
Tetracycline analogue-regulated transgene expression in Plasmodium falciparum blood stages using
Toxoplasma gondii transactivators. Proceedings of the National Academy of Sciences, 102(8), 2980-2985.

37



Meissner, M., Schliiter, D., & Soldati, D. (2002). Role of Toxoplasma gondii myosin A in powering parasite
gliding and host cell invasion. Science, 298(5594), 837-840.

Monod, J. (1949). The growth of bacterial cultures. Annual Reviews in Microbiology, 3(1), 371-394. *

Miiller-Hill, B., Crapo, L., & Gilbert, W. (1968). Mutants that make more lac repressor. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 59(4), 1259.

Miiller-Hill, B., Rickenberg, H. V., & Wallenfels, K. (1964). Specificity of the induction of the enzymes of
the lac operon in Escherichia coli. Journal of molecular biology, 10(2), 303-318.

Mullick, A., Xu, Y., Warren, R., Koutroumanis, M., Guilbault, C., Broussau, S., ... & Caron, A. W. (2006).
The cumate gene-switch: a system for regulated expression in mammalian cells. BMC biotechnology, 6(1), 43.

Muralidharan, V., Oksman, A., Iwamoto, M., Wandless, T. J., & Goldberg, D. E. (2011). Asparagine repeat
function in a Plasmodium falciparum protein assessed via a regulatable fluorescent affinity tag. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 108(11), 4411-4416.

Nagy, A. (2000). Cre recombinase: the universal reagent for genome tailoring. genesis, 26(2), 99-109. *

Nguyen, F., Starosta, A. L., Arenz, S., Sohmen, D., Dénhéfer, A., & Wilson, D. N. (2014). Tetracycline
antibiotics and resistance mechanisms. Biological chemistry, 395(5), 559-575. *

Niemirowicz, G. T., Cazzulo, J. J., Alvarez, V. E., & Bouvier, L. A. (2018). Simplified inducible system for
Trypanosoma brucei. PloS one, 13(10), €0205527.

Nishimura, K., Fukagawa, T., Takisawa, H., Kakimoto, T., & Kanemaki, M. (2009). An auxin-based degron
system for the rapid depletion of proteins in nonplant cells. Nature methods, 6(12), 917-923.

No, D., Yao, T. P., & Evans, R. M. (1996). Ecdysone-inducible gene expression in mammalian cells and
transgenic mice. Proceedings of the National Academy of Sciences, 93(8), 3346-3351.

Novagen. (1999). pET  system  manual 8th  Edition. Novagen, Inc. Dostupné na
https://research.thcrc.org/content/dam/stripe/hahn/methods/biochem/pet.pdf

Ochatt, C. M., Biitikofer, P., Navarro, M., Wirtz, E., Boschung, M., Armah, D., & Cross, G. A. (1999).
Conditional expression of glycosylphosphatidylinositol phospholipase C in Trypanosoma brucei. Molecular
and biochemical parasitology, 103(1), 35-48.

Ortiz, D., & Johnson, P. J. (2003). Tetracycline-inducible gene expression in Trichomonas
vaginalis. Molecular and biochemical parasitology, 128(1), 43-49.

Petryk, A., Warren, J. T., Marqués, G., Jarcho, M. P., Gilbert, L. L., Kahler, J., ... O'Connor, M. B. (2003).
Shade is the Drosophila P450 enzyme that mediates the hydroxylation of ecdysone to the steroid insect molting
hormone 20-hydroxyecdysone. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 100(24), 13773-13778.

Pfahl, M., Gulde, V., & Bourgeois, S. (1979). “Second” and “third operator” of the lac operon: an investigation
of their role in the regulatory mechanism. Journal of molecular biology, 127(3), 339-344.

Philip, N., & Waters, A. P. (2015). Conditional degradation of Plasmodium calcineurin reveals functions in
parasite colonization of both host and vector. Cell host & microbe, 18(1), 122-131.

Pino, P., Sebastian, S., Kim, E. A., Bush, E., Brochet, M., Volkmann, K., ... & Soldati-Favre, D. (2012). A
tetracycline-repressible transactivator system to study essential genes in malaria parasites. Cell host &
microbe, 12(6), 824-834.

38



Podesvova, L., Huang, H., & Yurchenko, V. (2017). Inducible protein stabilization system in Leishmania
mexicana. Molecular and biochemical parasitology, 214, 62-64.

Poon, S. K., Peacock, L., Gibson, W., Gull, K., & Kelly, S. (2012). A modular and optimized single marker
system for generating Trypanosoma brucei cell lines expressing T7 RNA polymerase and the tetracycline
repressor. Open biology, 2(2), 110037.

Prommana, P., Uthaipibull, C., Wongsombat, C., Kamchonwongpaisan, S., Yuthavong, Y., Knuepfer, E., ... &
Shaw, P. J. (2013). Inducible knockdown of Plasmodium gene expression using the glmS ribozyme. PloS
one, 8(8), €73783.

Ramakrishnan, G., Rogers, J., Mann, B. J., Petri Jr, W. A. (2001). New tools for genetic analysis of Entamoeba
histolytica: blasticidin S deaminase and green fluorescence protein. Parasitology international, 50(1), 47-50.

Ramakrishnan, G., Vines, R. R., Mann, B. J., & Petri Jr, W. A. (1997). A tetracycline-inducible gene
expression system in Entamoeba histolytica. Molecular and biochemical parasitology, 84(1), 93-100.

Reznikoff, W. S., Winter, R. B., & Hurley, C. K. (1974). The location of the repressor binding sites in the lac
operon. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 71(6),2314-2318.

Riddiford, L. M., Cherbas, P., & Truman, J. W. (2000). Ecdysone receptors and their biological actions.
Vitamins and hormones, 60, 1-73. *

Roderick, S. L. (2005). The lac operon galactoside acetyltransferase. Comptes rendus biologies, 328(6), 568-
575. *

Rosano, G. L., & Ceccarelli, E. A. (2014). Recombinant protein expression in Escherichia coli: advances and
challenges. Frontiers in microbiology, 5, 172. *

Russo, 1., Oksman, A., Vaupel, B., & Goldberg, D. E. (2009). A calpain unique to alveolates is essential in
Plasmodium falciparum and its knockdown reveals an involvement in pre-S-phase development. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 106(5), 1554-1559.

Saez, E., Nelson, M. C., Eshelman, B., Banayo, E., Koder, A., Cho, G. J., & Evans, R. M. (2000). Identification
of ligands and coligands for the ecdysone-regulated gene switch. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 97(26), 14512-14517.

Santos, R. E., Silva, G. L., Santos, E. V., Duncan, S. M., Mottram, J. C., Damasceno, J. D., & Tosi, L. R.
(2017). A DiCre recombinase-based system for inducible expression in Leishmania major. Molecular and
biochemical parasitology, 216, 45-48.

Shi, H., Djikeng, A., Mark, T., Wirtz, E., Tschudi, C., & Ullu, E. (2000). Genetic interference in Trypanosoma
brucei by heritable and inducible double-stranded RNA. Rna, 6(7), 1069-1076.

Schultz, D. C., Friedman, J. R., & Rauscher, F. J. (2001). Targeting histone deacetylase complexes via KRAB-
zinc finger proteins: the PHD and bromodomains of KAP-1 form a cooperative unit that recruits a novel
isoform of the Mi-2a subunit of NuRD. Genes & development, 15(4), 428-443.

Schumann, W. (2016). Regulation of bacterial heat shock stimulons. Cell Stress and Chaperones, 21(6), 959-
968. *

Silverstone, A. E., Arditti, R. R., & Magasanik, B. (1970). Catabolite-insensitive revertants of lac promoter
mutants. Proceedings of the National Academy of Sciences, 66(3), 773-779.

Sripathy, S. P., Stevens, J., & Schultz, D. C. (2006). The KAP1 corepressor functions to coordinate the
assembly of de novo HP1-demarcated microenvironments of heterochromatin required for KRAB zinc finger
protein-mediated transcriptional repression. Molecular and cellular biology, 26(22), 8623-8638.

39



Stieger, K., Belbellaa, B., Le Guiner, C., Moullier, P., & Rolling, F. (2009). In vivo gene regulation using
tetracycline-regulatable systems. Advanced drug delivery reviews, 61(7-8), 527-541. *

Studier, F. W. (2005). Protein production by auto-induction in high-density shaking cultures. Protein
expression and purification, 41(1), 207-234.

Studier, F. W., & Moffatt, B. A. (1986). Use of bacteriophage T7 RNA polymerase to direct selective high-
level expression of cloned genes. Journal of molecular biology, 189(1), 113-130.

Suhr, S. T., Gil, E. B, Senut, M. C., & Gage, F. H. (1998). High level transactivation by a modified Bombyx
ecdysone receptor in mammalian cells without exogenous retinoid X receptor. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 95(14), 7999-8004.

Sun, C. H., & Tai, J. H. (2000). Development of a tetracycline controlled gene expression system in the
parasitic protozoan Giardia lamblia. Molecular and biochemical parasitology, 105(1), 51-60.

Sun, C. H., Su, L. H., & Gillin, F. D. (2005). Influence of 5’ sequences on expression of the Tet repressor in
Giardia lamblia. Molecular and biochemical parasitology, 142(1), 1-11.

Sunter, J. D. (2016). A vanillic acid inducible expression system for Trypanosoma brucei. Molecular and
biochemical parasitology, 207(1), 45-48.

Sunter, J., Wickstead, B., Gull, K., & Carrington, M. (2012). A new generation of T7 RNA polymerase-
independent inducible expression plasmids for Trypanosoma brucei. PLoS One, 7(4), €35167.

Tan, X., Calderon-Villalobos, L. I. A., Sharon, M., Zheng, C., Robinson, C. V., Estelle, M., & Zheng, N.
(2007). Mechanism of auxin perception by the TIR1 ubiquitin ligase. Nature, 446(7136), 640-645.

Tavva, V. S., Dinkins, R. D., Palli, S. R., & Collins, G. B. (2006). Development of a methoxyfenozide-
responsive gene switch for applications in plants. The Plant Journal, 45(3), 457-469.

Thomas, H. E., Stunnenberg, H. G., & Stewart, A. F. (1993). Heterodimerization of the Drosophila ecdysone
receptor with retinoid X receptor and ultraspiracle. Nature, 362(6419), 471-475.

Touz, M. C., Conrad, J. T., & Nash, T. E. (2005). A novel palmitoyl acyl transferase controls surface protein
palmitoylation and cytotoxicity in Giardia lamblia. Molecular microbiology, 58(4), 999-1011.

Tschopp, F., Charriere, F., & Schneider, A. (2011). In vivo study in Trypanosoma brucei links mitochondrial
transfer RNA import to mitochondrial protein import. EMBO reports, 12(8), 825-832.

van den Bogert, C., Kroon, A. M. (1981). Tissue distribution and effects on mitochondrial protein synthesis of
tetracyclines after prolonged continuous intravenous administration to rats. Biochemical pharmacology,
30(12), 1706-17009.

Vines, R. R., Ramakrishnan, G., Rogers, J. B., Lockhart, L. A., Mann, B. J., & Petri Jr, W. A. (1998).
Regulation of adherence and virulence by the Entamoeba histolytica lectin cytoplasmic domain, which
contains a B2 integrin motif. Molecular biology of the cell, 9(8), 2069-2079.

Wang, M., Wang, Q., Gao, X., & Su, Z. (2017). Conditional knock-out of lipoic acid protein ligase 1 reveals
redundancy pathway for lipoic acid metabolism in Plasmodium berghei malaria parasite. Parasites &
vectors, 10(1), 315.

Wang, Y., Blandino, G., Oren, M., & Givol, D. (1998). Induced p53 expression in lung cancer cell line
promotes cell senescence and differentially modifies the cytotoxicity of anti-cancer drugs. Oncogene, 17(15),
6314-6317.

Watson, P. Y., & Fedor, M. J. (2011). The glmS riboswitch integrates signals from activating and inhibitory
metabolites in vivo. Nature structural & molecular biology, 18(3), 359-363.

40



Wen, L. M., Xu, P., Benegal, G., Carvaho, M. R. C., Butler, D. R., & Buck, G. A. (2001). Trypanosoma cruzi:
exogenously regulated gene expression. Experimental parasitology, 97(4), 196-204.

Wheeler, R. J., Gluenz, E., & Gull, K. (2015). Basal body multipotency and axonemal remodelling are two
pathways to a 9+ 0 flagellum. Nature communications, 6, 8964.

Wickstead, B., Ersfeld, K., & Gull, K. (2002). Targeting of a tetracycline-inducible expression system to the
transcriptionally silent minichromosomes of Trypanosoma brucei. Molecular and biochemical
parasitology, 125(1-2), 211-216.

Wilson, C. J., Zhan, H., Swint-Kruse, L., & Matthews, K. S. (2007). The lactose repressor system: paradigms
for regulation, allosteric behavior and protein folding. Cellular and molecular life sciences, 64(1), 3-16. *

Wilson, T. H., & Kashket, E. R. (1969). Isolation and properties of thiogalactoside transacetylase-negative
mutants of Escherichia coli. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Biomembranes, 173(3), 501-508.

Winkler, W. C., Nahvi, A., Roth, A., Collins, J. A., & Breaker, R. R. (2004). Control of gene expression by a
natural metabolite-responsive ribozyme. Nature, 428(6980), 281-286.

Wirtz, E., & Clayton, C. (1995). Inducible gene expression in trypanosomes mediated by a prokaryotic
repressor. Science, 268(5214), 1179-1183.

Wirtz, E., Leal, S., Ochatt, C., & Cross, G. M. (1999). A tightly regulated inducible expression system for
conditional gene knock-outs and dominant-negative genetics in Trypanosoma brucei. Molecular and
biochemical parasitology, 99(1), 89-101.

World  Health  Organization.  (2018). World  Malaria  Report  2018.  Dostupné  z:
https://www.who.int/malaria/publications/world-malaria-report-2018/report/en/

Wray, L. V., & Reznikoff, W. S. (1983). Identification of repressor binding sites controlling expression of
tetracycline resistance encoded by Tn10. Journal of bacteriology, 156(3), 1188-1191.

Wray, L. V., Jorgensen, R. A., & Reznikoff, W. S. (1981). Identification of the tetracycline resistance promoter
and repressor in transposon Tn10. Journal of bacteriology, 147(2), 297-304.

Wurtz, J. M., Bourguet, W., Renaud, J. P., Vivat, V., Chambon, P., Moras, D., & Gronemeyer, H. (1996). A
canonical structure for the ligand-binding domain of nuclear receptors. Nature structural biology, 3(1), 87-94.

Yamaguchi, A., Udagawa, T., & Sawai, T. (1990). Transport of divalent cations with tetracycline as mediated
by the transposon Tnl0-encoded tetracycline resistance protein. Journal of Biological Chemistry, 265(9),
4809-4813.

Yan, S., Martinez-Calvillo, S., Schnaufer, A., Sunkin, S., Myler, P. J., & Stuart, K. (2002). A low-background
inducible promoter system in Leishmania donovani. Molecular and biochemical parasitology, 119(2), 217-
223.

Yan, S., Myler, P. J., & Stuart, K. (2001). Tetracycline regulated gene expression in Leishmania
donovani. Molecular and biochemical parasitology, 112(1), 61-69.

Yao, C., Luo, J., Hsiao, C. H. C., Donelson, J. E., & Wilson, M. E. (2007). Leishmania chagasi: a tetracycline-
inducible cell line driven by T7 RNA polymerase. Experimental parasitology, 116(3), 205-213.

Yao, T. P., Forman, B. M., Jiang, Z., Cherbas, L., Chen, J. D., McKeown, M., ... & Evans, R. M. (1993).
Functional ecdysone receptor is the product of EcR and Ultraspiracle genes. Nature, 366(6454), 476-479.

Yao, T. P., Segraves, W. A., Oro, A. E., McKeown, M., & Evans, R. M. (1992). Drosophila ultraspiracle
modulates ecdysone receptor function via heterodimer formation. Cell, 71(1), 63-72.

41



Yarranton, G. T. (1992). Inducible vectors for expression in mammalian cells. Current Opinion in
Biotechnology, 3(5), 506-511. *

42



