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Abstrakt

Malarie je infek¢ni onemocnéni, vjehoz disledku dosud umiraji statisice lidi ro¢né
zejména v oblasti tropické a subtropické Afriky. PGvodcem onemocnéni je Plasmodium,
Sifreni nemoci zajistuji samicky komarli, predevSim zrodu Anopheles. Genetické
manipulace komart jsou perspektivni moznosti, jak zredukovat vyskyt malarie. Byly
navrzeny dvé zakladni strategie, redukéni a substitucni. Pri redukeni strategii maji
transgenni samecci prispét kdlouhodobému sniZeni pocetnosti prirodni komari
populace. Cilem substitucni strategie je vytvorit komary, ktefi maji silné zredukovanou
schopnost zajistit vyvoj parazita, a témito transgennimi komdary nahradit plvodni

komari populaci. Obé strategie jsou dosud ve fazi navrhli a ovérovani v laboratornich

podminkach.

Klic¢ova slova: Transgenni komari, vektor, Plasmodium, malarie

Abstract

Malaria is an infectious disease causing high lethality, mainly in tropic and subtropic
Africa. The disease is caused by unicellular Plasmodium and transmitted by infected
Anopheles mosquito females. Genetic manipulations in mosquitos are promising
approach in malaria vector control. There are two important ways of genetic
manipulations in mosquitos: reduction and substitution strategies. In the former one,
transgenic male mosquitos are used to achieve long term mosquito population size
reduction. The aim of different substitution strategies is the production of transgenic
mosquitos refractory to Plasmodium infection, unable to ensure Plasmodium
development. These transgenic insects should replace the original mosquito population.

Both strategies are under proposals and testing in laboratory conditions.

Key words: Transgenic mosquitos, vector, Plasmodium, malaria



3.

4.
5.
6.

L5170 TP 2
Maldrie, jeji PAVOACE @ PFENASECH. ... sssss s ssssssssssssees 2
2.1  PrenaSeCi malarie — rozdéleni a VYSKYt ... sessesssssssssesssnans 3
REAUKCNT STFAEGIE......cuueeeecereereeeesseeees et ses s es bbb 4
3.1 Metoda sterilniho hmyzu (SIT) a transgenni varianta RIDL.......ccccocounenrenreneereeneenne 5
3.2 Priklady redukenich strategil....sssssssss s 6
SUDSHITUCHT STFAtEZIE .....uivcreirires s 11
ZAVEY .rerieeeeureeeessesssssssssssssssessessse s ss s s ss RS RE R seERER AR 20
S€ZNAM POUZITE LHEETATUIY ..cuvueereereresesesese s s ssssssssssssanes 21



Seznam pouzitych zkratek

zkratka puvodni nazev preklad
SIT steril insect technique metoda sterilnfho hmyzu
RIDL release of insects carrying a metoda vypousténi hmyzu
dominant lethal s dominantni letaln{ alelou
EBS early acting bisex letalni ucinek u obou pohlavi
v raném stadiu
EFK early acting female-killing letalni i¢inek samicek
v raném stadiu
LBS late acting bisex letalni ucinek u obou pohlavi
v postlarvalnim stadiu
LFK late acting female-killing letalni i¢inek u samicek
v postlarvalnim stadiu
CP carboxypeptidase karboxypeptidaza
PM peritrophic matrix peritroficka matrix
SM1 peptid salivary gland and midgut peptid slinnych Zlaz a
peptide stredniho streva
PRR pattern recognition receptors receptory rozpoznavajici
vZory
IMD pathway immune deficiency signalni draha pro aktivaci
pathway imunitni odpovédi
PGRP-LC long peptidoglycan recognition protein rozpoznavajici

protein C

vysokomolekularni
peptidoglykany, typ C




1. Uvod

Malarie je jedno z nejzavaznéjsich infek¢nich onemocnéni, zplisobené parazity rodu
Plazmodium, kterymi ¢lovék miiZze byt infikovan pti bodnuti sami¢kami rodu Anopheles.
Mezi nejvice postizené oblasti patii tropickd a subtropickd Afrika, Stredni a Jizni

Amerika, Indie a Tichomofri.

Umrtnost v diisledku ndkazy malarii se b&hem poslednich dvaceti let vyrazné sniZila
(WHO, 2016). Ke sniZeni prispél komplexni soubor opatfeni, predevSim vSak zvySeni
dostupnosti uc¢innych terapeutickych 1ékovych kombinaci a insekticidni oSetrovani ltizek
a vnitrnich prostor lidskych obydli (Bhatt a kol., 2015). Nicméné na malarii stale umira

vice nez 400 000 lidi ro¢cné (WHO, 2016).

Na podkladé mnoha biologickych studii a experimenti byla navrzena rada novych
piistupt omezujicich prenos parazitd, ktefi jsou plivodci onemocnéni. Jednou z moznych

strategii jsou genetické manipulace komart. (Barreaux a kol., 2017).

K potlaceni vyskytu malarie prostrednictvim geneticky modifikovanych komard jsou
testovany dvé zakladni strategie: redukéni a substitu¢ni. Prvni je zaméfena na sniZeni
pocetnosti populace komart pod prahovou hodnotu, potiebnou pro stabilni prenos
paraziti. Druhd strategie se soustfedi na nahrazeni plvodni populace populaci
transgennich nepermisivnich komard, jiZ neschopnych onemocnéni prenaset (Adelman

akol., 2015).

Cilem bakalarské prace je charakterizovat rGzné varianty genetickych

manipulaci u komard, které byly navrzeny s cilem sniZit vyskyt malarie.

2. Malarie, jeji ptivodci a prenaseci

Malarie je onemocnéni vyznacujici se horeCnatymi stavy opakujicimi se v cyklech,
zimnici, bolesti kloubli a pocenim. Horec¢naté zachvaty jsou tzce spjaty s fazi zivotniho
cyklu parazita vyskytujiciho se v krevnim recisti postizeného clovéka (krevni staddium).

Inkuba¢ni doba malarie je 1 aZ 4 tydny (Sinden a kol., 1983).

Z celkového poctu priblizné 150 druhi rodu Plasmodium (Apicomplexa) u clovéka

parazituji Ctyti druhy zplsobujici malarii (Plasmodium falciparum (nejrozsirenéjsi a

nejnebezpecnéjsi), Plasmodium vivax, Plasmodium ovale, Plasmodium malariae).



Cast zivotniho cyklu parazita v téle clovéka zahrnuje sloZité interakce mezi parazitem a

hostitelem, coZ komplikuje terapii. Predpoklada se, Ze prevence onemocnéni, zamérena

na manipulace komarich populaci, je schiidnéjsi cestou (Carballar-Lejarazu a kol., 2017).

Pfi bodnuti komarem dochazi k injikaci sporozoitli ze slin komara do krevniho recisté.
Do hodiny se presouvaji do jaternich bunék, kde dochazi k exoerytrocytalni merogonii a
sporozoit se méni v meront. Priblizné po tydnu, kdy dochazi k rychlému déleni jader a
teprve naslednému rozdéleni cytoplazmy, vznikd velké mnoZstvi merozoiti. Prvni
merozoiti mohou migrovat do erytrocytli nebo zlistavaji v jatrech. Déleni v jatrech i
erytrocytech se miize opakovat. Merozoiti, ktefi pronikli do erytrocytu, se méni na
meronty. Rozpad napadenych erytrocytd a uvolnéni merontti je vysoce synchronizovany
proces, ktery spousti hore¢naty malaricky zachvat. V tuto chvili se parazit nachazi opét
v krvi postizeného clovéka a tato infikovana krev mtize byt nasidta komarem. (Baker,

2010; Volf a kol., 2007).

Podrobna znalost Zivotniho cyklu parazita, respektive jeho ¢asti probihajici v komarovi,
je pak velmi duleZita pti vytvareni studii zamérenych na substitu¢ni strategie, kterym se

vénuji v kapitole 4.

2.1 PrenasSeci malarie - rozdéleni a vyskyt

Komar je definitivnim hostitelem Plasmodia, to znamena, Ze vném dochazi
k pohlavnimu rozmnoZovani parazitii. Komafti jsou tzv. mikroparazité (kratka doba sani
na jednom hostiteli). U krevsajicich druhii parazituji pouze samicky. Samicky vyuzivaji
nasatou krev zejména jako zdroj bilkovin pro tvorbu svych vajicek, ktera pak kladou na
vlhkd mista nebo pfimo do vody. Larvy a pohyblivé kukly Ziji ve stojatych, vétSinou
sladkych vodach (Minakawa a kol.,, 1999). Znalost zivotniho cyklu komart, predevsim
procesu reprodukce vcetné determinace pohlavi, je dililezitd u redukcnich strategii,

kterym je vénovana kapitola 3.

Komari patii do radu Diptera a podiadu Nematocera, ve kterém se nachazi 4 vyznamni
zastupci hematofagnich (krevsajicich) skupin, tj. celedi Culicidae, Ceratoponidae,

Simuliidae a Phlebotomidae.



Celed Culicidae( komdaroviti)

Tato celed ma celosvétové rozsifeni a zahrnuje vice nez 3 200 druhi komart
rozdélenych do Ctyriceti rodd. Zdravotné vyznamni zastupci, jimz se vénuje tato prace,

spadaji do podceledi Anophelinae.

Komari Anopheles z podceledi Anophelinae jsou hlavnimi pienaSeci maldrie. Mezi
nejvyznamnéjsi prenasece patti a v tropické Africe Anopheles gambiae a v tropické Asii

Anopeles stephensi (Minakawa a kol., 1999; Volf a kol., 2007).

3. Reduk¢ni strategie

Zakladem pro pouziti redukénich strategii je dobra znalost Zivotniho cyklu komara.

0Od objevu Ronalda Rosseho roku 1897, Ze komari jsou vektory parazita zplsobujiciho
malarii, se kontrola pocetnosti komari populace stala dtilezitou soucasti boje proti Sireni
tohoto onemocnéni. Jako prvni byly navrZeny a zavedeny strategie ke sniZeni populace

komard, tzv. redukéni strategie (Ramirez a kol., 2009).

Redukéni strategie mtizZeme pro potieby této prace rozdélit na genetické a negenetické.
Mezi negenetické reduké¢ni strategie patii chemické postriky (insekticidy), likvidace
potencionalnich lihnist' (od vody zadrzZené v pneumatikach azZ po vysouseni mokiadl) a
biologicky boj (nasazovani ryb zivicich se primarné larvami komard) (Ault, 1994;
Howard a kol, 2007). Velkym problémem je vznikajici rezistence komdar vuci
insekticidiim, a proto je nezbytné kombinovat nejen rizné klasické metody, ale vyuzit i

genetické manipulace. (Shiff a kol., 2002)

Dale se vtéto kapitole budu podrobnéji zabyvat jiZz jen genetickymi redukénimi

strategiemi.

Redukéni strategie zaloZené na genetickych modifikacich se pouzivaji nejen u riznych
druhii komard, ale obecné u veskerého hmyzu, jehoZ populaci je potieba snizit (Sktdci).

Klasickym ptikladem je metoda sterilniho hmyzu (SIT - steril insect technique).



3.1 Metoda sterilniho hmyzu (SIT) a transgenni varianta RIDL

SIT je druhové specifickd metoda kontroly hmyzu, ktera je zaloZena na uvoliovani
velkého mnozZstvi sterilnich samecki (Knipling a kol., 1955; Krafsur a kol., 1998; Klassen
a Curtis, 2005). Pareni uvolnénych sterilnich sameckt s volné Zijicimi samickami vede ke
sniZeni reprodukcéniho potencidlu samicek a nakonec, pokud jsou samécci uvolnovani v
dostatecném mnozstvi po dostatecné dlouhou dobu, k lokalni eliminaci nebo redukci

populace (Alphey a kol, 2010).

Nevyhodou Kklasickych postupt sterilizace sameckl (ozareni, vystaveni chemickym
latkdm) je vyrazné snizeni konkurenceschopnosti vypusténych sameckd. Tim se zvySuji
naklady této klasické metody, nebot k ispésnému potlaceni je nutné vypustit obrovské

mnozstvi samecki a to opakované (Alphey a kol., 2007; Andreasen a kol., 2005).

Transgenni varianta SIT je oznaCovana jako RIDL (release of insects carring a dominant
lethal). Diky transgennim technikdm pro indukci letdlniho ucinku v potomstvu lze
vytvaret transgenni komadary bez vyrazného sniZeni fitness. To bylo prokazano
v laboratornich podminkach u Anopheles stephensi, Anopheles arabiensis a Aedes aegypti

(Catteruccia a kol., 2005; Howell a kol., 2009; Lee a kol. 2013).

Transgenni samecci pri pareni s plivodnimi samickami produkuji bud’ jen Zivotaschopné
samecky, prenasece transgenu, nebo jsou zcela sterilni. Skupina americkych a britskych
védcl navrhla Klasifikaci metody SIT a RIDL postupli, z nichZ jen nékteré byly

experimentalné otestovany (piriklady uvedu v nasledujici kapitole) (Gentile a kol., 2015).

Ve

1. Letalni ui¢inek u obou pohlavi v raném stadiu (EBS - Early acting bisex)
Tato kategorie se nejvice podoba klasické SIT. Samecci nesou letalni gen a po pareni

s pivodnimi samickami potomstvo umira v predlarvalnim stadiu.

2. Letalni ucinek samicek v raném stadiu (EFK - Early acting female-killing)
V této kategorii vznika po spojeni ptivodnich samicek s transgennimi samecky pouze

sam¢i potomstvo. Vzniklé samci potomstvo zajisti Sifeni transgenu.



3. Letalni ucinek u obou pohlavi v postlarvalnim stadiu (LBS - Late acting bisex)
Plivodni samicky s transgennimi samecky vytvari potomky, kteii prezivaji pouze ve
vodnim stadiu. Transgenni larvy umiraji pred nebo tésné po dosaZeni dospélosti a

konkuruji tak larvam divokého typu a ¢astecné tedy redukuji jejich preziti.

4. Letalni uc¢inek u samicek v postlarvalnim stadiu (LFK - Late acting female-killing)

Plivodni samicky a transgenni samecci produkuji potomstvo, kdy se pouze samecci
doziji dospélosti, jsou plné Zivotaschopni a mohou tak transgen $irit do dalSich generaci.
Samicky umiraji ve stadiu larvy a opét zajistuji konkurenc¢ni boj s larvami divokého

typu.

RIDL strategie byla Uspésné otestovana vterénu u puvodce horeCky dengue Aedes

aegypti. (Subbaraman a kol.,, 2011).

3.2 Priklady reduk¢nich strategii

Prikladem pouziti RIDL, spadajicim do kategorie LFK, je tzv. flightless fenotyp u samicek,
kdy dospélé samicky témér okamzité zemiou kvili ztraté schopnosti létat vyvolanou
transgenem Nipp1Dm. Samecci jsou plné Zivotaschopni a prenaseji transgen do dalsich

generaci (Fu a kol., 2010).

Flightless samicky

Strategie flightless samicek (neschopnych letu) byla ptivodné navrzena pro kontrolu
pocetnosti komart Aedes aegypti, ptivodct horecky dengue (Fu a kol., 2010).

Princip této strategie je zaloZen na genech Act4, tTA a Nipp1Dm.

Gen Act4 je exprimovan v nepiimych letovych svalech v zavérecné fazi larvalniho vyvoje
a u kukel, svyrazné vyssi intenzitou u samicek nez u sameckl. Pri¢inou rozdilu je
alternativni sestfih primarniho transkriptu, zavisly na pohlavi, ktery dale ovliviiuje i
ucinnost translace (Mufioz a kol., 2004).

Gen tTA (tetracycline-repressible transactivator, ,driver gene®) je transkrip¢ni faktor,

ktery se vaze na tetO sekvence, které jsou soucasti tRE (tetracyclin responsive)



promotort. V nepfitomnosti tetracyklinu aktivuje expresi zavislych geni. V piitomnosti
tetracyklinu je protein inhibovan. Gen tTA obsahuje doménu VP16, ktera ma pfi zvySené
expresi toxické ucinky, negativni efekt ma predevsim na transkrip¢ni aparat a degradaci
proteind zavislou na ubiquitinu (Gossen a Bujard, 1992; Phuc a kol., 2007).

Nipp1Dm je letalni efektorovy gen. Je inhibitorem proteinfosfatazy PP1. Jeho nadmérna

exprese je pro bunky letalni (Parker a kol., 2002).

Obr.1

AeAct4d
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Gen Act4 z Aedes aegypti: u primarniho transkriptu probiha alternativni sestfih v zavislosti na
pohlavi. U sameckt sestiih zplisobi posunové mutace, vznikaji zkracené formy proteinu (svislé
¢ary naznaluji stopkodony). Sedé je znazornéna kédujici sekvence genu, bezbarvé bloky
predstavuji regulatni sekvence.

|

Obr. 2
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Zaklad konstruktu vloZeného do kmene 0X3545: promotor z genu Act4 (vcetné 1. exonu a 1.
intronu) ridi expresi tTA. Zdrojem terminacni sekvence je SV40.

Promotor genu Act4, spolu s 1. exonem a 1. intronem byl prediazen kédujici sekvenci
genu tTA .U komariho transgenniho kmene 0X3545 se gen tTA exprimuje jen v kiidlech
u samicek (obr. 2). Letalni efekt zplsobeny proteinem tTA lze zajistit u kmenit, které
nesou nejen konstrukt pritomny u 0X3545, ale i letalni efektorovy gen (napft. Nipp1Dm).

Regulovany promotorem svazebnou sekvenci pro tTA. V nepritomnosti vysoké



koncentrace tetracyklinu tTA indukuje expresi letalniho genu a vznikaji flightless kukly -
samicky, které nejsou schopné opustit vodni prostredi a umiraji (Fu et al., 2010).

Marinotti a kol. (2013) navazali na experimenty provedené Fu a kol. (2010) a otestovali
flightless systém u Anopheles stephensi. PouZity vektor obsahoval kromé konstruktu
pritomného u kmene 0X3545 i reportérovy gen dsRED, regulovany promotorem Hr5-
IE1. DsRed usnadnil selekci transgennich potomkt (obr. 3). U vektoru navrzeného Fu a
kol. (2010) byl promotor genu Act4 nahrazen promotorem druhu Anopheles stephensi
(AsO0X3545) (obr. 3). U kmene 0X3547 je vgenomu letdlni gen Nipp1Dm. Exprese
NipplDm je zavisld na produkci tTA a ptitomnosti tetracyklinu. V nepfritomnosti

tetracyklinu (prirodni prostiedi) vede k absenci kiidel u transgennich samicek.

Obr.3
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Kmeny 0X3545 a AsOX3545 produkuji DsRed a v neptitomnosti tetracyklinu i funk¢ni regulacni
protein tTA. U kmene 0X3547 je v genomu letdlni gen Nipp1Dm, ktery se v neptitomnosti
tetracyklinu exprimuje a jeho produkt vede k absenci kiidel u transgennich samicek (Marinotti
a kol,, 2013).

Jak vyplyva ztabulky 1 a grafu na obr. 4, je frekvence nelétajicich samicek neprimo
umérna koncentraci tetracyklinu. Pokud by byli do prirody vypusSténi transgenni
samecci, koncentrace tetracyklinu ve volné prirodé neumozni inhibici proteinu tTA a

vyvoj samicek s kiidly.



Tabulka 1 - Vliv tetracyklinu na 1étavy/nelétavy fenotyp u samicek

Transgenni dospélci

Koncentrace | samicky Samicky Samecci Celkovy pocet | Celkovy
tetracyklinu | schopné letu neschopné letu | schopniletu samicek pocet

dospélcl
5 ug/ml 37 3 91 40 131
1 pg/ml 21 10 69 31 100
0,1 pug/mi 15 16 61 31 92
0,01 pg/ml 9 28 38 27 75
Obr. 4

samicky neschopné letu v zavislosti na
koncentraci tetracyklinu
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Piitomnost dostate¢né vysoké tetracyklinu v laboratornich podminkach zajisti, Ze dospélci obou
pohlavi jsou schopni létat. VSichni dospéli samecci mohou létat nezavisle na pritomnosti
tetracyklinu. Naproti tomu 98% samicek chovanych bez tetracyklinu nebylo schopno letu.
VétSina = 67% samicek lécenych tetracyklinem v koncentraci = 1 pg /ml byla schopna létat,
zatimco pri koncentrace tetracyklinu 0,1 a 0,01 pg /ml byla letu schopna pouze mala ¢ast (48 a
24%) (tab. 1) (graf na obrazku 4 vytvoren podle udajii Marinotti a kol., 2013).




Otazkou bylo, zda kontaminace prostredi tetracyklinem neni natolik vysoka, aby
zpusobila to, Ze by se flightless fenotyp u samicek neprojevil. Na toto téma existuje
nékolik studii, které se zabyvaji mérenim koncentrace antibiotik (pouzivanych pri
zemédeélské a Zivocisné produkci), v€etné tetracyklinu, v prirodé. Tyto latky se mohou
vyskytovat zejména v odpadnich vodach, Zivocisnych zbytcich a v zemédélské ptidé. Ve
studovanych lokalitach bylo zjisténo, Ze koncentrace tetracyklinu, analogl tetracyklinu
nebo produkti degradace tetracyklinu jsou rozhodné nizs$i nez 1 pg/ml. Jedna z
nejvyssich namérenych hodnot byla 0,698 ng/ml tetracyklinu v zemédélské ptidé
oSetiené hnojivem (Beausse, 2004). Jiné lokality, jako jsou cistirny odpadnich vod, kde
tetracyklin mohl pochazet z riznych zdroji (mésta, venkovské oblasti), mély maximalni
koncentraci tetracyklinG 0,004 pg/ml (Karthikeyan a Bleam, 2003). Reky a potoky
obsahovaly minimalni mnoZstvi tetracyklinu s koncentracemi pod hranici detekce (< 0,5
ng/ml) (Campagnolo a kol., 2002). Udaje z méfeni probihajicich v USA a Asii naznacujj,
Ze koncentrace tetracyklinu v prostredi a lokalitach, ve kterych se larvy Anopheles
stephensi nachazeji, nestaci k zablokovani flightless fenotypu u samicek (Marinotti a kol.,

2013).

Letalita vyvolana genem Guy1

Velmi zajimavy pokus o indukci letalniho fenotypu pouze u samicek u Anopheles
stephensi navrhli Criscione a kol. (2016). Letalni fenotyp je vyvolan ektopickou expresi
genu Guyl. Guyl byl identifikovan jako Casny transkript z pohlavniho chromozomu Y,
zodpovédny za vznik samciho fenotypu. (Criscione a kol. 2013). Gen je exprimovan
pouze u samecki ve velmi rané fazi embryogeneze, pfi iniciaci exprese zygotickych
genl. U transgennich samicek, u nichZ byl pomoci genetické manipulace gen Guy1l
prenesen na néktery autozom (nebo vznikly po kriZeni s transgennim sameckem), je
exprese genu letalni v casné embryogenezi. Jedna se tedy o EFK postup.
Pravdépodobnou pricinou letdlniho ucinku je zvySena exprese genli na X chromozomu
ve srovnani s netransgennimi samickami. Autori prokazali, Ze alela Guyl na autozomu
méla 100 % letalni Ucinek na samicky pti kiiZeni transgennich sameckil se dvéma
alelami Guy1 (na autozomu a v piivodnim lokusu na Y chromozomu) s netransgennimi
samickami i po 15 generacich krizeni. Navrzeny pristup zajiStuje spolehlivou selekci

transgennich samecki k vypusténi do volné prirody. (Criscione a kol., 2016).
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4. Substitucni strategie

Zivotni cyklus rodu Plasmodium v komarech je sloZity proces, ktery zahrnuje nékolik
stadii ve stfednim strevé komara (gametogeneze, fertilizace, tvorba zygot, ookinety,
oocysty, sporozoiti) a poté prechod mezi dvéma typy tkani (stiedni stievo a slinné zlazy)
(obr. 5a).

Pt nasati infikované krve se do téla komara dostanou tisice gametocytd, z nich se pouze
10% uspésné vyvine v ookinety a 5% ookinet uspéje a prichyti se na vnitfni sténu
stfredniho stfeva komadra, kde se preméni na oocysty (Tayler a kol, 1999). Z kazdé
oocysty se do dutiny stredniho stfeva komara (hemocoelu) uvolni tisice sporozoitd,

ktefi migruji do slinnych Zlaz, aby se spolecné se slinami komara pri jeho priStim sani

dostali do dalSiho hostitele (obr. 5b) (Witten a kol., 2006).

Obr. 5a
0h 1h 24 h
Gameogeneze
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(a) Zivotni cyklus Plasmodium berghei v komarovi, ktery je chovan pii 20 ° C. P¥enos zacina,
kdyz komar nasaje infikovanou krev (0 h). BEhem nékolika minut se gametocyty vyvijeji
na sam¢i a samici gamety, které fazuji za vzniku zygoty. Zygota se dale méni na
pohyblivou ookinetu. Po 24 hodinach ookinety napadaji vnitini sténu stfedniho stireva a
preménuji se na oocysty. Asi o dva tydny pozdéji se oocysty rozpadnou a uvolni tisice
sporozoitli (hemocoel). Sporozoiti migruji do slinnych zlaz. Cyklus je dokoncen
uvolnénim sporozoitli ze slinnych zlaz pri sani komara na dalSim hostiteli (neni
zobrazeno) (Ghosh a kol., 2003).
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Gametocyty

Sporozoiti

(b) Pocet jedinct jednotlivych stadii parazita v pribéhu Zivotniho cyklu v komarovi (Witten
a kol., 2006).

Tento sloZity cyklus probiha prevazné ve strednim stfevé komara, a proto je stredni
strevo hlavnim cilovym organem pro expresi anti-malarickych genti (Abraham a kol.,
2004; Drexler a kol., 2008).

Identifikace uc¢innych anti-malarickych gent je nezbytnym predpokladem pro vytvoieni
nepermisivnich transgennich komart. V idealnim pripadé by exprese transgenu neméla
negativné ovlivnit jejich fitness. Kromé selekce efektorovych, antimalarickych gent je
tieba zajistit jejich rychlé rozsiteni v piivodni populaci komara.

Hlavnim cilem pii vytvareni transgennich komari je narusit vyvoj a prenos parazita.

K dosazeni uvedeného cile je nutné:
a) optimalizovat metody pienosu vybranych gentli do zarodecné linie komard,
b) nalézt vhodny promotor pro fizeni exprese cizorodych gent a
c) vybrat efektorové geny s antiparazitickymi ucinky.

Pii hledani promotoru je dllezité zamérit se na tkanoveé specifickou expresi transgenu,

¢imZ Ize snizit pripadny negativni efekt na fitness transgennich komari.
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Dal$imi duilezitymi parametry p¥i vybéru promotoru jsou intenzita exprese a nacasovani
exprese ve vztahu k ontogenezi parazita. V zasadé jsou preferovany silnéjsi promotory,
protoZze se predpoklada, Ze ucinnost transgenu pozitivné koreluje s koncentraci

antiparazitickych proteint (Jacobs a kol., 2003).

V souladu s uvedenymi poZadavky byl pro produkci inhibi¢niho peptidu v burikach
komadra vybran promotor genu pro karboxypeptidazu (CP - carboxypeptidase) (Ito a
kol.,, 2002). Tento promotor zajiStuje silnou expresi genu v buiikach vnitiniho povrchu
stfedniho stfeva. Exprese genu je zahdjena kratce pred vstupem parazita do stredniho

stieva, coZz je optimalni (Jacobs a kol., 2003).

Podle cile plisobenti Ize substitucni strategie rozdélit na:
1. Produkce Killer peptidii
Peptidy této tridy lyzuji parazity, ale neovliviiuji hostitelsky hmyz. Podle piivodu se
jedna o
a) peptidy pochazejici z vrozeného imunitniho systému hmyzu, napt. defenziny
(Kokoza a kol., 2010), gambicin (Vizioli a kol.,, 2001) a cecropiny (Kim a kol,
2004) a
b) peptidy z jinych zdrojl, napft. scorpin, ktery je hybridem lytickych peptidi
cecropin a defensin (Conde a kol., 2000; Wang a kol., 2012), hemolyticky lektin
typu C CEL-III (Yoshida a kol, 2007), angiotensin II (Maciel a kol., 2008),
magaininy (Gwadz a kol., 1989), syntetické antiparazitické lytické peptidy Shiva-
1 a Shiva-3 (Passani a kol., 1998) a gomesin (Moreira a kol., 2007).

Podrobnéjsi charakterizace peptidil je uvedena v tabulce 2.
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Tabulka 2

Nazev Pavod /vlastnosti Cilovy organismus (druh Zdroj
bilkoviny Plasmodia) a jeho
stadium/stadia
Cecropin A Komari - An. gambiae | P. berghei - ookinety (Kim a kol., 2004)
P. falciparum - ooccysty
Cecropin B (Gwadz a kOl., 1989)
Defenzin Komari - An. gambie | P. berghei, (Kokoza a kol., 2010)
P. falciparum - ookinety
Gambicin Komari - An. P. berghei, (Vizioli a kol., 2001)
gambiae P. falciparum - ookinety
Scorpin Peptid izolovany ze P. berghei, (Conde a kol., 2000)
stifiho jedu - P. falciparum - od gametocytt
Pandinus imperator po ookinety
CEL-III Hemolyticky C-typ P. berghei, (Yoshida a kol., 2007)
lecitinu P. falciparum - ookinety,
00Cysty
Magaininy Peptidy ziskané P. falciparum (Gwadz a kol., 1989)
z pokozky Zaby - P. knowlesi
Xenopus laevis P. cynomolgi - vSechna stadia v
komarech
Gomesin Antimikrobialni P. berghei, (Moreira a kol., 2007)
peptid pavouki P. falciparum - vSechna stddia v
komdrech
Angiotensin II P. gallinaceum - sporozoiti (Maciel a kol., 2008)
Shiva 1 Synteticky peptid P. berghei, (Jaynes a kol., 1988)
podobny cecropinu P. falciparum -
Shiva 3 od gametocytli po ookinety (Passani a kol., 1998)

2. Oslabeni interakce stiredniho sti‘eva nebo slinnych Z1az s parazitem

Prikladem této ttidy je SM1 peptid (salivary glad and midgut 1 peptid), ktery se vazZe na
predpokladané receptory na vnitini strané povrchu komariho stredniho stfeva a slinné
zlazy, blokuje prichyceni ookinet a invazi sporozoiti (Ghosh a kol, 2001) (tento priklad
podrobnéji popsan niZe v kapitole). DalSimi kandidaty jsou mPLA2 a chitinazovy
propeptid. Mutantni fosfolipaza A2, mPLA2, modifikuje vlastnosti povrchové membrany
stredniho streva a inhibuje tim invazi ookinet, (Moriera a kol., 2002; Wang a kol.,, 2012;
Zieler a kol., 2001). ZvySena produkce chitinazového propeptidu inhibuje tento enzym a
tim brani priichodu ookinet peritrofickou matrici (PM - peritrophic matrix) komari
(Bhatnagar a kol, 2003). PM je extracelularni struktura zaloZena na chitinu, ktera
obklopuje nasatou krev a kterou musi ookinety projit pri invazi do stfedniho streva

komara (Shao a kol., 2004).

14



Stru¢ny prehled efektord nasleduje v tabulce 3

Tabulka 3
Nazev Pavod/ Cilovy organismus Pozitivni efekt pri Zdroje
efektoru vlastnosti (druh Plasmodia) a | zvySené produkci
jeho stadium/stadia | Funkce/mechanismus
SM1 peptid P. berghei, blokuje invazi ookinet do | (Ghosh a
slinnych zlaz a | P. falciparum - epitelu stredniho stireva kol, 2001)
stiedniho ookinety, sporozoidi nebo invazi sporozoiti do
streva epitelu slinné 7lazy
mPLA2 vceli P. berghei, zabranuje invazi ookinet | (Moriera a
fosfolipaza P. falciparum - do stredniho streva kol.,, 2002)
ookinety komara, pravdépodobné
zménou vlastnosti jeho
epitelidlni membrany
chitinazovy | chrani PM P. berghei, inhibuje chitindzu a (Bhatnagar
propeptid P. falciparum - blokuje prichod ookinet | akol,,
ookinety peritrofickou matrici 2003)
komari

Substitucni strategie byla poprvé testovana u Anopheles stephensi: transgenni komari
produkovali ve stifednim stirevé peptid SM1 (Ito a kol., 2002). Peptid SM1 se vaze
k predpokladanému receptoru pro ookinety na vnitini sténé stredniho streva. Pokud
jsou tyto receptory obsazeny peptidem SM1, inhibuje to uchyceni ookinet a jejich
pfeménu na oocysty (Ghosh a kol.,, 2001). Laborator Univerzity CaseWestern Reserve
v Ohio v USA ve spoluprici s laboratofi Univerzity Bayreuth v Némecku jiZ v roce 2002
vytvorila synteticky gen (nazvany AgCP [SM1]4) sloZeny z promotoru CP a sekvence
kodujici Ctyri jednotky SM1 pripojené k signalni sekvenci CP. Tento gen byl vloZen do
vektoru piggyBac a transformovan do zarodec¢né linie komari Anopheles stephensi.
Northern blot analyza ukazala, Ze exprese transgenu AgCP [SM1]s je rychle a silné
indukovana nasatou krvi ve stfednim stfevé transgennich komarti a to s maximem v
pozorovanimi pro geny rizené promotorem CP u Anopheles gambie (Edwards a kol,,
1997).

Pomoci imunofluorescen¢ni mikroskopie védci sledovali produkci proteinu AgCP[SM1]4

v epitelu stiedniho stfeva. Rekombinantni protein byl detekovan po 6 i po 24 hodinach
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od nasati krve, ale po 36 hodinach jeho produkce vymizela. Vzhledem k tomu,
Ze ookinety napadaji epitel stredniho stfeva pribliZzné po 24 hodinach od nasati,
je dulezité, aby syntéza a sekrece rekombinantniho peptidu byla indukovana pted touto
invazi.

Autori prokazali, Ze exprese SM1 sniZila schopnost komara prenaset parazity (Ito a kol,,
2002). Pro méfeni vlivu exprese transgenu AgCP[SM1]4 na vyvoj parazitli méli kontrolni
i transgenni komari moZnost sat krev pouze ze stejné infikované mySi. Po nasati byl
sledovan pocet vytvorenych oocyst. V deviti experimentech byla produkce oocyst
u transgennich komari sniZena o 68,7 aZ 94,9% (Ito a kol., 2002).

V oblasti, kde vétSina komarli nese méné neZ pét oocyst, miize byt inhibice prenosu
velmi uc¢inna. ProtoZe experimenty byly provadény s heterozygotnimi komary, kteii méli
jednu kopii transgenu, ocekava se, Ze inhibice bude jeSté ucinnéjsi u homozygotnich
komari se dvéma kopiemi transgenu (Ito a kol., 2002).

Vzhledem k tomu, Ze vyvoj parazitl u transgennich komdart neni zcela zablokovan,
existuje mozZnost, Ze budou vyselektovany "rezistentni" varianty. Vzniku rezistence lze
zabranit, pokud bude u komart modifikovano soucasné nékolik genii, z nichz kazdy

zabranuje vyvoji parazitii jinym mechanismem (Ito a kol., 2002).

Yamamoto a kol. (2016) se zamérili na inaktivaci slinnych zlaz komart pomoci genu Bax
mysiho plvodu. Gen Bax (kdédujici ,Bcl-2-associated X protein“) patii mezi
proapoptotické geny, protein Bax narusSuje vnéjSi membranu mitochondrii a indukuje
tim uvolnéni cytochromu C. Exprese Bax ve slinnych 7Zldzach samicek komadra sniZzila
produkci slin i hladinu proteinti sekretovanych slinnymi Zlazami. Transgenni samicky
nebyly permisivni vici Plazmodiu, coZ bylo v korelaci s abnormalni morfologii slinnych
zlaz. Po nasati krve z infikované mysi mély vyrazné niZsi poCet oocyst ve stfednim strevé

neZ kontrolni samicky bez genu Bax.

3. ZvysSeni aktivity vrozené imunitni odpovédi komara vii¢i napadeni Plasmodiem
Nékolik laboratoii prokazalo, Ze zména exprese geni spojenych s imunitnim systémem
komarti miize vést ke snizeni schopnosti komara prenaset pilivodce onemocnéni

(shrnuto v Saraiva a kol. 2016)
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Neni prekvapenim, Ze invaze parazita do epitelu stredniho stfeva komara je hlavni
prekazkou pro vyvoj parazita (obr. 5b). Z tisice ookinet se v oocysty uspéSné preméni
pouze zlomek (Alavi a kol.,, 2003; Jacobs-Lorena a kol., 2013). Toto drastické sniZeni je
povazovano za vysledek pritomnosti fyzickych bariér a aktivni imunitni odpovédi
komart. Posileni imunitni obrany komar je proto jednim zvyznamnych -cilt
substitucnich strategii. Detailni studie imunitni obrany u permisivnich a predevSim
nepermisivnich druhi komart prispivaji k identifikaci cilovych genti, které by mély byt
cilené manipulovany.

VySe zminéna PM je v pifimém kontaktu s rliznymi latkami a stimuly, od bakterialnich
komenzalli, patogenti, produktii traveni aZ po toxiny. Aby byla zachovana homeostaze,
vytvaii PM selektivni bariéru, propustnou pro Ziviny, ale zaroven tvorici prvni obrannou
linii proti Skodlivym patogentiim jako je Plasmodium (Moreno-Garcia a kol., 2014, Shao a
kol., 2001). Aktivace imunitni obrany pti vstupu ookinet do stiedniho stieva a nasledné
invazi je shrnuta na obr. 6.

K Uspésnému prekroceni PM parazit vylucuje chitinazy, které degraduji tuto strukturu,
coz umoZziuje jeho invazi. Genetické nebo chemické poskozeni téchto chitinaz ovliviiuje
schopnost ookinet napadnout tkan komari (Bhatnagar a kol., 2003;, 2001).

Komafri produkuji chitinazu, o niZ se predpoklad3, Ze se podili na regulaci sekrece PM a
miiZe tak nepfimo zasahovat i do invaze parazitli (Shen a Jacobs-Lorena, 1997; Zhang a
kol.,, 2011).

Zda se, ze ookinety pri priichodu epitelem stiedniho stieva vyuzivaji intracelularni,
nikoli intercelularni cestu (Baton a Ranford-Cartwright, 2005; Moreno-Garcia a kol.,,
2014). Nékolik studii prokazalo, Ze ookinety obvykle pred dosaZenim bazalni membrany
napadaji vice bunék stiedniho stieva, které na invazi reaguji produkci oxidu dusnatého a
nasledné vstupuji do apoptézy (obr. 6) (Baton a Ranford-Cartwright, 2005; Han a kol.,,
2000; Zieler a Dvorak, 2000).

Pti prichodu epitelu stfedniho stieva ookinety narazi na receptory rozpoznavajici vzory
(PRR - pattern recognition receptors), které detekuji patogeny (viry, bakterie a
Plazmodium) a spousti signalni drahu aktivujici imunitni odpovéd nebo piimo indukuji
pro anti-Plasmodiovou obranu protein rozpoznavajici dlouhé peptidoglykany (PGRP-

LC), receptor pro signalni drahu IMD. Bylo prokazano, Ze pritomnost bakterii ve
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strednim strevé posiluje imunitni odpovéd’ proti parazitim. (Clayton et al., 2013, Garver

et al.,, 2009, Meister a kol., 2009)

IMD draha je nejefektivnéjsi proti P. falciparum, coZ je plivodce maldarie u clovéka. Proti
ptivodci malarie u hlodavct, P. berghei, je velmi u€inna signalni draha Toll (Clayton a
kol.,, 2014). Na aktivaci imunitni odpovédi se podili i inzulinova signalni draha.

Ve studii Dong a kol. (2011), bylo zjiSténo, Ze aktivace drahy IMD (IMD - immune
deficiency) prokazatelné omezuje pocet ookinet pred invazi epitelu stiedniho streva.
Efektorové molekuly IMD drahy maji ziejmé i antiparazitickou funkci, kterou vykonavaji
jiZ v prostoru stfedniho stfeva (Dong a kol., 2011).

Na aktivaci imunitni odpovédi proti parazitim se podili iinzulinova signalni draha.
Vysledky prace Corby- Harris a kol. ukazuji, Ze zvySeni exprese signalniho proteinu Akt
ve strednim stfevé komadra pozitivné ovliviiuje vrozenou imunitu komara (Corby-

Harris a kol.,, 2010).
Ackoliv byly experimenty s modifikaci imunitniho systému komari tspésné (viz tabulka
4), je treba je pred jejich ploSnou aplikaci diikladné ovéfit i z pohledu znacné

mezidruhové i vnitrodruhové variability (shrnuto v Saraiva a kol. 2016).

Tabulka 4
Modifikov | Pavod/ Cil imunitni odpovédi | Pozitivni efekt pri Zdroje
any ] zvySené produkci
protein Vlastnosti
Funkce
proteinu
Cp-Akt* Protein kindza, P. berghei, Pokles oocyst 0 95% oproti | (Corby-
kontrole Harris a
soucast drahy IS | P. falciparum - ookinety kol
2010)
Cp-Rel 2* [ Rel2-transkripéni | P. berghei, Pokles oocyst 0 80% oproti | (Dong a
faktor imunitni kontrole kol.,
drahy IMD P. falciparum- ookinety, 2011)
v komarech sporozoidi
Anopheles

*Promotor pro karboxypeptidazu reguluje aktivaci imunitniho systému ve stfednim stirevé
synchronizované s nasatim krve
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Obr. 6
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Interakce ookinet se stirednim stirevem komart. Ookinety dozravaji uvnif stiedniho stieva (L
-lumen) a zahajuji invazi epitelem stfedniho stfeva komart. Nejprve musi piekrocit
peritrofickou matrici (PM) a poté stievni epitel (E). Napadené buiiky stredniho stfeva rychle
zahajuji apoptézu a nuti parazita pronikat nékolika butikami, neZz doputuje k bazalni membrané
(BM), kde zacina preména ookinet na oocysty. Béhem priliniku epitelem je parazit vystaven
nitraci, coZ usnadiiuje jeho rozpoznani komplementem, jakmile opusti bazalni stranu. Komplex
efektorovych proteinti TEP1, LRIM1 a APL1, aktivovanych drahou IMD, se vaze na parazita a
oznacuje ho pro lyzu nebo melanizaci. Vyvoj parazita blokuji i dalsi proteiny, napt. LRRD7, TEP3,
TEP4, TEP9 a SPCLIP1, které jsou ziejmé soucasti tohoto komplementarniho systému. Naproti
tomu CTL4, CTLMA2, SRPN2 a SRPN6 byly identifikovany jako agonisté, protoZe brani
melanizaci. Rozpoznani pritomnosti parazitl epitelem stredniho stfeva vyvold imunitni reakci
komara (Saraiva a kol., 2016).
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5. Zavér

Vyuziti genetickych manipulaci u komarti miZe byt podle vysledk nedavnych studii
uspésnou metodou, jak efektivné potlacit pienos a vyskyt malarie. Genetické manipulace

jsou vyuZzivany ve dvou strategiich: reduk¢ni a substitu¢ni.

U redukéni strategie se pri genetické manipulaci vnasi do genomu komara letalni alela
(metoda RIDL). Vyhodou genetické strategie oproti starSim metodam (napft. ozarovani
sameckl) je fitness transgennich sameckl srovnatelnd s ptivodnimi netransgennimi

samecKy.

Substitu¢ni strategie jsou navrzeny sofistikovanéji, jejich cilem je vytvorit transgenni
komary neschopné prenaset Plasmodium. Genetické manipulace jsou tedy zaméfeny na
naruseni vyvoje riiznych stadiich parazita (ookinety, oocysty, sporozoiti). Kromé pouZiti
vhodnych peptidii a efektorti (SM1) lze pro zablokovani vyvoje pouzit i geneticky
podminéné zesileni prirozené imunitni odpovédi komart pti napadeni patogenem (Akt,

Rel2).
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