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Abstrakt

RNA interference (RNAi) je pfirozeny obranny mechanismus bunék pred
cizorodymi RNA. Zaroven je ale mozné vyuzit RNAi jako metodu pro funkéni analyzu
genu. RNAI se aktivuje pomoci vnaseni kratkych dvouvlaknovych RNA do bunék &i
celych organismu. Dochazi tak k degradaci specifické messenger RNA, a tim

k utlumeni fenotypového projevu genu.

Tato bakalaiska prace shrnuje dosavadni poznatky o vyuziti RNAi metody
u krevsajicich €lenovcd a u protozoalnich patogenu, které jsou témito c&lenovci

prenaseny.

Klicova slova: RNA interference, siRNA, krevsajici €lenovci, Ixodidae, Culicidae,

Glossinidae, Psychodidae, Trypanosoma spp., Leishmania spp., Plasmodium spp.

Abstract

RNA interference (RNAi) is a natural cell defense mechanism against
heterogeneous RNA. RNAi can be also used as a method for functional analysis of
genes. RNAI starts by the induction of short double-stranded RNA into cells or whole
organisms. This leads to a specific degradation of messenger RNA and suppression of

the gene phenotype.

This thesis summarizes current research of the usage of RNAi method on bloodsucking

arthropods and protozoan pathogens transmitted by these arthropods.

Key words: RNA interference, siRNA, bloodsucking arthropods, Ixodidae, Culicidae,

Glossinidae, Psychodidae, Trypanosoma spp., Leishmania spp., Plasmodium spp.



Seznam dulezitych zkratek:

AGO protein rodiny Argonaute

DCR Dicer protein

dsRBD ,2double-stranded RNA binding domain*
dsRNA dvouvlaknova RNA

miRNA micro RNA

nt. nukleotidy

pre-miRNA prekurzor miRNA

pri-miRNA primarni transkript miRNA

PTGS .posttranscriptional gene silencing*
RdRP RNA-dependentni RNA polymeraza
RISC »,RNA induced silencing complex*
RNAI RNA interference

siRNA »small interfering RNA*®
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1 Uvod

RNA interference (RNAI) je evoluéné konzervovany piirozeny jev, ktery ovliviiuje genovou
expresi. Konkrétné se jedna o piiklad posttranskripéniho uml¢ovani genti pomoci kratkych
sekvencné specifickych dvouvldknovych RNA (dsRNA). Umlcovani genii neboli genovy
silencing pfi RNAi probihd na urovni mRNA, kterd je pfi tomto d¢ji degradovana, ¢imz
dochazi k utlumeni translace pfislusného proteinu. RNAI je pfirozenym mechanismem obrany
genomu proti ,,parazitickym™ DNA jako jsou transposony (Dernburg et al. 2000) a nukleové

kyseliny pfedev§im RNA virit (Mourrain et al. 2000).

Jinym typem ovlivnéni genové exprese je transkripéni umlCovani geni, pii némz naopak
dochazi k regulaci exprese jiz na urovni DNA (napfiklad rozdilnou methylaci ¢i vazbou
specifickych proteini na DNA), takze pfi ném nedochazi viibec ke vzniku mRNA. Za objev
RNA interference ziskali roku 2006 Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu profesofi
A.Z. Fire a C. Mello, kteii jako prvni popsali proces RNAi1 u had’atka Caenorhabditis
elegans (Fire et al. 1998).

V pocatcich vyzkumu RNAIi byly jednotlivé soucasti drahy nalézany predevsim u rostlin a
had’atka (C. elegans), pozdéji se ale zacalo ukazovat, Ze je tento jev pomérné ¢asty a je mozné
jej pozorovat ve velké vétSiné eukaryotnich organismu, vcéetné hub, protozoi, zastupcu
bezobratlych, mysi a také ¢lovéka (Cogoni a Macino 2000; Cerutti a Casas-Mollano 2006).
V soucasnosti je RNAi casto vyuzivana ke zkoumani fenotypovych projevii geni
prostfednictvim jejich silencingu (umlceni), kdy je mozné sledovat zmény d&ti v bunikach od

metabolickych drah az po drahy ovliviiujici bunécnou diferenciaci.

Hlavni vyhodou metody RNAi u hmyzu je moznost jejiho vyuziti i u ,,nemodelovych®
organismi. Funkce gent se tak daji zkoumat in vitro ¢i in vivo na zékladé¢ poznatki
z bioinformatickych analyz gent ¢i z ¢cDNA knihoven. Tim, Ze vétSina hmyzich vektorQ
nepatii mezi ,,modelové™ organismy, jsou jejich geny z velké ¢asti neznamé funkce. Tudiz se
RNAI jevi jako velice vhodnd metoda napiiklad pro vyzkum imunity hmyzu, kterd hraje
vyznamnou roli pfi interakcich mezi patogenem a pienaSecem. Takto ziskané poznatky by
mohly pomoci pifi eliminaci nebezpecnych onemocnéni piendSenych hmyzem, jako je
naptiklad malarie, spavd nemoc, Chagasova choroba, horecka Dengue a mnoho dalsich.

V prvni ¢asti mé prace jsem kratce nastinila obecnou problematiku RNAi. Dalsi ¢ast je
zamétena na vyuziti RNAi jako metody umlcovani gend u vybranych celedi krevsajicich

¢lenovct a protozoalnich paraziti, ktefi jsou t€émito ¢lenovci pfenaseni.



2 RNA interference

2.1 Druhy malych RNA

Malé RNA se ptirozené vyskytuji ve vétSin€ eukaryotickych organismi. Jsou dlouhé mezi
21 a 25 nukleotidy v zavislosti na organismu, ve kterém se nalézaji. V rostlinach je jejich
délka primérné 25 nukleotidd a byly poprvé popsdny Hamiltonem a Baulcombem
(1999) v pletivech Nicotiana benthamiana, ve kterych dochazelo k PTGS (posttranskripénimu
genovému silencigu — obdoba RNAI v rostlinach). Pozdéji se na modelu embrya Drosophila
melanogaster ukazalo, ze 21 —23 nukleotidii dlouhé¢ dvouvlaknové RNA jsou nezbytné
pro proces RNAi a jejich pomoci dochazi k rozpoznani specifickych sekvenci na cilové

mRNA a nasledné k jejimu Sté€peni (Zamore et al. 2000).

Vyse popsané kratké RNA vznikaji z delSich dsRNA prekurzori. Dle plvodu téchto
prekurzorii délime RNA do dvou skupin. Prvni skupina malych RNA je exogenniho ptivodu
(vznikd napiiklad prepisem dsRNA virl, retropozontll, apod.) a nazyvaji se siRNA, neboli
malé interferujici RNA (,,small interfering RNAs“) pfipadné rasiRNA (,,repeat-associated
siRNAs®) ¢i tasiRNA (,trans-acting siRNAs®). Druhou skupinou malych RNA jsou pak
miRNA (,,micro RNA®), kter¢ jsou endogenniho ptivodu. Tyto miRNA vznikaji pfepisem

genl lokalizovanych v bunééném jadfe a bude jim kratce vénovana nésledujici kapitola.

Vsechny vyse zminéné typy malych RNA maji schopnost ovliviiovat (vétSinou umlcovat)
expresi proteinit bunky, ve které se vyskytuji. Ovlivnéni mlze byt na riznych urovnich
exprese genu (viz schéma na Obr. 1). Od modifikace chromatinu (rasiRNA), pies zastaveni
translace (miRNA) aZ po umlceni geni rozstépenim mRNA (siRNA, miRNA, pravdépodobné
i tasiRNA). Tato prace je zaméfena pfedevSim na posledni zminény d¢j vyvolany siRNA

(shrnuto v Meister a Tuschl 2004).

tasiRNA -“ miRNA

. Zastaveni translace

Degradace specifické mRNA

Obrazek 1: Druhy malych RNA a jejich funkce
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2.2 Draha vedouci ke vzniku ,micro RNA"

Jak jiz bylo zminéno, miRNA vznikaji pfepisem jaderné DNA. Primarni transkript,
tzv. pri-miRNA (s methylguanosinovou cepicku na 5' konci a polyadenyldtem na 3' konci),
ktery ma dvé komplementarni invertované sekvence (20 — 50 nt. dlouhé), diky kterym zaujme
konformaci vlasenky a vytvofi tak v podstaté dsSRNA (Jones-Rhoades a Bartel 2004). Tato
pri-miRNA je poté Stépena a upravena za pomoci Drosha enzymu (rodina RNéaz III spolu
s Dicer enzymem, viz Textovy Box [) na pre-miRNA, kterd je exportovdna z jadra do
cytoplasmy. V té je dale sté€pena Dicer proteinem za vzniku konecnych miRNA (viz Obr. 2).
Tento krok je viceméné shodny se Stépenim dsRNA prekurzoru na siRNA, které bude

popséno dale.

Textovy Box 1: Rodina RNaz III (ribonukledz I111)

Je rodina enzymu s endonukledzovou aktivitou na dsRNA, kdy po §tépeni vznikaji 2 — 3 nt.
dlouh¢ piesahy s fosfatovou skupinou na 5' konci a hydroxylem na 3' konci (Elbashir et al.
2001).

Tato skupina enzymt se déli na tfi podrodiny: Dicer, Drosha a bakteridlni RNazy. Podrodiny
enzymu se li§i nejen svou stavbou a po¢tem podjednotek, ale 1 funkci. Nejjednodussi svou
stavbou jsou bakteridlni RNézy, které obsahuji RNazovou doménu a ,,dsRNA binding
domain* (dsRBD).

Dicer a Drosha jsou svou stavbou komplexnéj$i nez bakteridlni RNazy. Drosha je
lokalizovana v jadie a podili se na Upravé pre-miRNA (viz vySe). Ma tii domény — dvé
RNézové a jednu dsRBD. Navic pak pomérné dlouhy amino-terminalni konec, ktery se
podili na protein-proteinovych interakcich (propojeni s Pasha proteinem, ktery umoziiuje
piipojeni Drosha na dsRNA (Denli et al. 2004)).

Dicer je cytoplasmatickd ribonukledza, kterd se podili na upravé jak siRNA, tak
i pre-miRNA. Tento enzym mulze mit az pét riznych domén, v zévislosti na tom, u kterého
organismu se naléza. Stejn¢ jako Drosha ma Dicer dvé domény s aktivitou RNazy a jednu
doménu vazici dsSRNA (dsRBD). Dalsi doménou je PAZ doména, ktera je shodna s doménou,
kterou obsahuji enzymy ze skupiny Argonoute. Proteiny této rodiny uzce spolupracuji na
dalSim prabéhu RNAi drahy, kdy jsou i s Dicer proteinem soucésti RISC (viz kapitola 2.3
Prubéeh drahy RNAi a jeji jednotlivé komponenty) (Cerutti et al. 2000). PAZ doména hraje
diilezitou roli pfi rozpozndvani a orientaci dsSRNA (i pre-miRNA) v komplexu Dicer-dsRNA
(pre-miRNA) (Zhang et al. 2004). Dicer se dale jesté¢ skladda z evoluéné pomérné
konzervované domény DUF 283 (,,domain of unknown function®) a amino-terminalni

domény s helikdzovou ptipadné ATPazovou aktivitou.




2.3 Prabéh drahy RNA a jeji jednotlivé komponenty

Pribéh RNA1 drahy je shrnut na Obr. 2. Ke spusténi RNAi1 dochazi bud’ vstupem exogenni
dsRNA do cytoplasmy, kdy je za degradaci cilové mRNA zodpovédné siRNA nebo vstupem
pre-miRNA do cytoplasmy z jadra — pak je mRNA rozpozndna pomoci miRNA.
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Obrazek 2: Schéma RNAi drahy; a) spusténi drahy pres exogenni siRNA; b) spusténi drahy
pres endogenni miRNA (prevzato a upraveno podle: Jinek a Doudna 2009)



Jak pre-miRNA, tak exogenni dsRNA je vazana Dicer proteinem (pfipadné€ za pomoci dal§iho
faktoru R2D2 (Liu et al. 2003)), ktery je stépi na siRNA (pfip. miRNA). Tyto siRNA jsou
v dal§$im kroku RNAi drdhy vazany na multiproteinovy komplex RISC — , RNA-induced
silencing complex‘. Nasledné¢ je odstépeno ,,sense* neboli ,,passenger* vldkna, takze v RISC
komplexu zlstane vazano pouze vldkno ,,antisense* z pitvodni dvouvlaknové siRNA (Rand et
al. 2005). Antisense vlakno, jinak také ,,guide” vlakno, je komplementarni k mRNA cilené
degradaci. Ta se diky zminéné homologii navaze do RISC komplexu (Elbashir et al. 2001;
Martinez et al. 2002).

Dtlezitou soucasti RISC komplexu je protein z velké skupiny Argonaute (napt. AGO 2),
obsahujici nékolik podjednotek véetné PAZ a PIWI domény, které jsou odpovédné za
pfipojeni dalSich komponent RISC komplexu a i za samotné St€épeni mRNA (Song et al.
2004). Dalsimi podjednotkami RISC jsou naptiklad v pfedchozich krocich zminéné proteiny
Dicer a R2D2 (Tahbaz et al. 2004). Kroky, kdy dochézi spojeni jednotlivych soucéasti RISC
komplexu, souhrnné nazyvame aktivaci RISC komplexu. Po této aktivaci dochazi
k samotnému S$tépeni cilové mRNA. Messenger RNA je Stépena mezi 10. a 11. bazi od
5' konce ,,guide* vlakna. Vzniklé rozstépené kusy mRNA jsou dale rozlozeny nitrobunéénymi

nukledzami a nemohou tak slouzit jako templat pro translaci daného proteinu.

Po rozstépeni mRNA se RISC komplex rozpada na jednotlivé komponenty, které mohou byt
znovu vyuzity v dalSich RNAi reakcich. Stejné tak je i1 ,,guide” vlakno siRNA uvolnéno

z komplexu a opétovné pouzito (Hutvagner a Zamore 2002).

U nékterych organismu, jako je naptiklad C. elegans, Neurospora crassa a Dictyostelium
discoideum, se podafilo dokazat ptitomnost tzv. RNA-dependentnich RNA polymeraz (RdRP)
(Dykxhoorn et al. 2003). Tyto polymerazy jsou podle vseho schopné vyuzit ,,guide* vlakno
siRNA po uvolnéni z RISC komplexu jako primer navazany na zbytky rozstépené mRNA. Ta
slouzi jako templat pro syntézu kopii siRNA (sekundérnich siRNA) a tim miize amplifikovat
danou RNAi drdhu mezi buitkami zivocichil nebo pletivy rostlin (Lipardi et al. 2001; Hannon

2002).



3 RNA.i a jeji vyuziti u riznych skupin krevsajicich ¢lenovcu

3.1 RNAI u zastupcu Celedi Ixodidae

Klistata (Acarina: Ixodida: Ixodidae) jsou krevsajici ¢lenovci parazitujici na savcich, ptacich,
plazich a n€kterych obojzivelnicich. Spolu s ¢eledi Agrasidae (klistakoviti) patfi do podiadu
Ixodia, ¢itajici pres 900 druhd. Obé celedi se vzajemné lisi morfologii, vyvojovym cyklem a
také zplisobem zivota. Dale se budu vénovat pouze celedi Ixodidae. Vyzkum RNAi nebyl

zatim u Celedi Agrasidae publikovan.

Zastupci Celedi Ixodidae jsou pienaseci velkého mnozstvi onemocnéni jejichz pavodci jsou
viry, bakterie ¢i paraziti€ti prvoci. NejzndméjSim virovym onemocnénim, vyskytujicim se
iv Ceské republice, je kliStova encefalitida, jejimz ptvodcem je TBEV (,,Tick-borne

encephalitis virus“)'. Hlavni zastupci bakterialnich onemocnéni jsou shrnuti v 7ab. 1.

Tabulka 1: Prehled hlavnich bakteridlnich onemocnéni clovéka prendsenych klistaty

Pivodce onemocnéni Nazev onemocnéni

Borrelia burgdorferi sensu lato Lymeska borelidza

Anaplasma phagocytophilum Lidska granulocytarni ehrlichiéza/anaplasmoza
Ehrlichia chaffeensis Lidska monocytarni ehrlichiéza/anaplasméza
Rickettsia rickettsii Horecka Skalistych hor (Rocky mountain spotted fever)
Rickettsia conori Africka klistova horecka

Francisella tularensis Tularémie

Mezi protozoalni patogeny pienasené Kklistaty patii predevSim celedi Babesiidae a
Theileriidae, kterym je vénovana kapitola 4.3 Apicomplexa (shrnuto v Siiss et al. 2004;
Bratton a Corey 2005).

RNAI je u klistat pomérné hojn€ uzivana metoda, zejména pro vyzkum stievnich travicich
enzym, antikoagula¢nich a imunomodulac¢nich slinnych proteinti a proteinti ovliviiujici vztah
mezi kliStétem a virem, bakterii ¢i parazitickym prvokem. Pro vnaSeni dsRNA do klist’at se
vyuzivaji ¢tyfi metody (Fuente ef al. 2007), z nichz asi nejpouzivanéjsi je aplikace dsRNA
pomoci mikroinjekei. Dal§i metodou je pfidani dsRNA piimo do stravy nymf ¢i dospélci
(Soares et al. 2005). Pomérné pouzivanou metodou je ,,namaceni* ¢i inkubace klist'at nebo
jejich orgdnt v roztoku s dsRNA (Bowman a Sauer 2005). Pro zkoumdni RNAi drahy

u klistat je mozné vyuzit 1 infekce RNA virem (pf. ,,Semliki Forest virus“- SFV) (Garcia et

1 RNA virus z celedi Flaviviridae



al. 2005).

Poprvé byla RNAIi vyuzita u samic klistéte Amblyomma americanum jiz v roce 2002, pro
umlceni slinného histamin-vaziciho proteinu (HBP). Tento pokus, stejné jako pokus o rok
pozdé&ji, provedeny stejnym tymem védci, byl uspesny. Doslo k vyraznému snizeni exprese
HBP, ale ne ke stoprocentnimu umléeni (Aljamali et al. 2002, 2003).

Pomoci RNAIi byla ur€ena pfipadné ovétena 1 funkce dalSich slinnych proteinti, které hraji
vyznamnou roli pii ovlivnéni sani klistat. Jednim z téchto proteini je 1 Salpl4
s antikoagulacni funkci u Ixodes scapularis (Narasimhan et al. 2004). Dr. Narasimhan se
podafilo za pomoci dsRNA se sekvenci Salpl4 umlcet i dalsi strukturni paralogy tohoto
proteinu (napi. Salp9pac). Coz poukazuje na to, Ze sekvencni specifita RNAi neni vysoka, jak
se puvodné uvazovalo. Diisledkem silencingu Salpl4 byla snizend schopnost kliStéte sat.
V pokusech, kdy byl za pomoci dsRNA inhibovan homolog synaptobrevinu a homolog nSecl
(rodina SNARE a SNARE-asociovanych proteinG®) u klistat 4. americanum, doslo
k utlumeni schopnosti klistat sat, coz bylo zfejmé zpisobeno snizenim schopnosti sekrece
antikoagulacni latky do slin (Karim et al. 2004a; 2004b). Dalsi pokusy s vyuzitim RNAi pro
pro vyzkum proteint slinnych zlaz klistat jsou shrnuty v ¢lanku Dr. Ramakrishnan (2005).
Dalsi studie se zamétovaly na zkoumani funkce subolesinu. Tomuto proteinu bylo vénovano
velké mnozstvi studii, naptfiklad u druhl Dermatocentor marginatus, Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, Rhipicephalus sanguineus, Ixodes scapularis a dalSich. U vétSiny
téchto zastupct byla zjisténa snizend koncentrace mRNA subolesinu. Tento jev vedl k ubytku
hmotnosti klist'at, a k sniZeni schopnosti samic klast vajicka a k celkovému poklesu vitality
jedinct (Fuente ef al. 2006a; 2006b; Nijhof ef al. 2007). Dalsi funkce subolesinu byly
prokdzany v pozdéjsich studiich. Véetné jeho vlivu na genovou expresi (Fuente ef al. 2008).
Subolesin je také jeden z diilezitych ochrannych antigend, na ktery je cilen vyzkum pro vyvoj
klistécich vakcin. Dulezitou studii provedl tym Dr. Fuente na klistéti 1. scapularis, kdy za
pomoci RNAi provedli mapovani obranych antigent klistéte (Fuente et al. 2005). Vyzkumu
antigent klistat jako moznych cili pro vyrobu kliStécich vakcin se v€nuje mnoho studii
z poslednich let (Almazan et al. 2010; Fuente et al. 2010a; Merino et al. 2011).

RNAI byla pouzita také v problematice funkce stfevnich antikoagulantl a travicich enzyml —
— razné druhy cysteinovych a aspartatovych lyzozomalnich protedz. Jednou z protedz druhu
Haemaphysalis longicornis je haemalin, dilezity pro rozklad krve v travicim systému kliStéte
a inhibici agregace krevnich desti¢ek. Po jeho silencingu doslo u klistat k znemoznéni sani
(Liao et al. 2009). Dalsi enzym podilejici se na Stépeni proteini ve stievé, je HlLgm?2

(asparaginilovd endopeptiddza z rodiny legumian proteintl), jehoz funkci urcil za pomoci

2 Rodina SNARE proteint hraje hlavni funkci pfi fiizi membranovych vacki a bunééné sekreci.
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RNAi Alim et al. (2008). Vyuziti RNAi metody umoznilo objasnéni metabolismu Zeleza
u klistéte I. ricinus. Bylo zjisténo, ze sekretoricky ferritin 2 hraje vyznamnou roli pfi
vstiebdvani Zeleza z nasaté krve a jeho vyuziti v dalSich tkanich. Po silencingu mRNA pro
ferritin 2 doslo k vyraznym obtizim pii sani klistat (Hajdusek et al. 2009). Tyto poznatky jsou
vyuzity v dalSich vyzkumech, které se zamétuji na vyvoj eventualnich ,,oCkovacich® latek

proti klistatim (Hajdusek ef al. 2010).

Stfevni a slinné proteiny kromé traveni krve a antikoagulacnich funkci, maji velky vyznam pfi
imunitni reakci a toleranci patogenti prenasenych klistaty. Zkoumani interakce mezi klistétem
a bakterii zplsobujici lymeskou borelidozu (B. burgdorferi) se vénuji mnohé studie. Jedna
z nich je zaméfena na proteiny ISAC a jejich umlceni za pomoci dsSRNA (podévané v potrave)
u nymf klistéte /. scapularis. Dusledkem snizeni exprese skupiny proteini ISAC doslo ke
snizeni poctl borelii v travici soustavé klistéte (Soares et al. 2005). Dalsi skupinou sttevnich
proteinit jsou TROSPA, pies které¢ se bakterie vaze na stievni epitel klistat. Po umlceni
mRNA TROSPA gent doslo opét ke snizeni pocth bakterii v klistéti (Pal et al. 2004). Pomoci
RNAI byla zkoumana funkce slinného proteinu Salp15 u klistat rodu Ixodes. Ukézalo se, ze
tento protein hraje roli pii interakci s B. burgdorferi, k jejiz povrchovym proteinim ma
komplementarni vazebné domény. Mimo jiné také zplsobuje inhibici aktivace CD4"

T-lymfocytii pfi sani na hostiteli (Hojgaard et al. 2009).

Na roli defensinti a proteinti tvofici soucast parazitoformni vakuoly (GTS, SelM, vATPasu,
apod.) v interakci mezi klist'aty a bakterii Anaplasma marginale se zaméruji studie Kocan et
al. (2008, 2009). Vysledky pokusu tykajicich se interakce druhit Anaplasma spp. s raznymi
druhy klistat a moznosti vyuziti téchto poznatkl v pfipravé vakcin proti klistatim shrnuje
Fuente et al. (2010b).

U protozoalniho patogenu Babesia bovis a pienaSece Rhipicephalus (Boophilus) microplus
byla RNAi vyuzita pro silencing genli immunophilinu ,,Imnp* (ovliviiujiciho velké mnozstvi
metabolickych procest v klistatech), lipocalinu (Lpc rodina proteini majici mnoho funkci) a
inhibitoru serinové protedzy (Spi), kterd zabranuje koagulaci krve pfi sdni. SniZeni exprese
téchto gent vedlo ke sniZeni zivotaschopnosti samic R. microplus pti infekci B. bovis, avSak
ne ke zvyseni infekce. Pfi silencingu Imnp navic doslo k naristu infekce B. bovis u larvalnich
stadii klistat, z ¢ehoz se usuzuje, ze Imnp hraje roli pfi regulaci transovaridlniho pfenosu
infekce B. bovis (Bastos et al. 2009). Gen Bm86V byl zkouman za pomoci RNAI i v dalsi
studii, kdy byla prokézdna zasadni dilezitost tohoto genu pro pteziti samic R. microplus po
sani na skotu infikovaném B. bovis (Bastos et al. 2010). Tyto poznatky jsou zdsadni pro vyvoj

vakcin proti klistatim.



3.2 RNAI u zastupcu Celedi Culicidae

Komaroviti (Diptera: Nematocera: Culicidae) jsou krevsajici ¢lenovei s celosvétovym
rozsitenim (s vyjimkou poldrnich a subpolarnich oblasti) a do této celedi je fazeno vice jak
3400 druhii. Na hostitelich, kterymi jsou obratlovci, parazituji vyhradné samicky komart.
Komafi jsou pienasecCi velkého mnozstvi plivodcl virovych onemocnéni Clovéka (napt.
Dengue virus, virus Zluté zimnice, West Nile virus, atd.), mimo to pfenaSeji také zavazna
onemocnéni zplsobend parazitickymi prvoky (maldrii) a helminty (lymfatické filaridzy).

Hlavnimi medicinsky vyznamnymi podc¢eledémi jsou Anophelinae a Culicinae.

Poprvé byla RNAIi vyuzita pro zkoumani a ovéfeni funkce glykoproteinu z rodiny TEP —
»thioester containing protein“ (konkrétné¢ aTEP-1), ktery se vyznamné podili na buiikami
zprostitedkované imunitni reakci komara vici bakteriim. V tomto pokusu se podafilo na
bunéénych kulturach odvozenych od hemocytt Anopheles gambiae prokazat vazbu TEP
na gram-negativni (E. coli) 1 na gram-pozitivni (Staphylococcus aureus) bakterie. Za pomoci
RNAI se podaftilo ovéfit funkei TEP jako opsoninu pro fagocytézu gram-negativnich bakterii
(E. coli, Serratia marcescens, Salmonella typhimurium). Po umléeni genu pro TEP doslo ke
snizeni fagocytické aktivity vici témto gram-negativnim bakteriim. U gram-pozitivnich
bakterii nebyl opsonizac¢ni uc¢inek TEP potvrzen (Levashina et al. 2001). Rok poté byla
zkouména funkce antimikrobidlniho proteinu defensinu u komara An. gambiae. Defensin je
po bakterialni infekci exprimovan v tukovém télese komadra a po infekci Plasmodium spp. se
spusti jeho exprese také ve stievé a slinnych zlazdch (mozna antiprotozoalni funkce).
Po mikroinjek¢ni aplikaci dsSRNA do hrudi komara doslo ke snizeni koncentrace mRNA pro
defensin. Zaroven doslo ke vzriistu infekce gram-pozitivnimi bakteriemi. Pfi sledovani vlivu
ubytku defensinu na infekci Plasmodium berghei nebyla zaznamendna zadna zména v rozsahu
infekce ani v morfologii plasmodia. Tyto vysledky tudiz potvrdily antimikrobidlni funkci
defensinu, nikoliv vSak jeho antiprotozoalni funkci (Blandin ef al. 2002). Na zminény TEP
protein je zaméfeno mnoho vyzkumd, které prokazuji jeho antimalarickou funkci. Po uml€eni
genu TEP doslo k vyraznému zesileni infekce P. berghei u An. gambiae. Tento protein také
ovliviluje vektoridlni kapacitu komart (Blandin et al. 2004). Problematiku imunity
u An. gambiae a vlivu hemocytarni drahy a TEP proteinu na nékazu Plasmodium spp. fesi
Blandin et al. (2008). Dalsimi proteiny hrajici dulezitou roli pfi interakci plasmodia s komary
jsou LRIM1 a APL1 patiici do skupiny LRR proteint (,leucine-rich repeat®). Stejné jako
u RNAi TEP proteinu doslo i u téchto LRR proteint pfi jejich umlceni k nartistu infekce

komara plasmodiem (Fraiture et al. 2009). Diky piedeslé sekvenaci genomu An. gambiae
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(Holt et al. 2002) bylo mozné nalézt homology DCR (agDCR2) a AGO proteinii (agAGO2,
agAGO3) charakteristické pro RNAi drahu. Mimo jiné bylo prokézano, ze RARP nejsou v
komarech ptitomné nebo se Sifeni siRNA mezi tkdnémi 4An. gambiae neucastni (Hoa et al.

2003).

RNAIi byla u Aedes aegypti vyuzita pro uml€eni genu pro GATA protein — faktor snizujici
expresi vitelogeninu® ve fazi pfed sanim komaéra. Pro aktivaci RNAi drahy vedouci
k degradaci mRNA GATA represoru zvolili védci vneseni dsRNA za pomoci virového
vektoru. Do vektoru odvozeného od Sindbis viru vlozili potfebnou sekvenci pro dsRNA
GATA jak v ,,sense®, tak i v ,,antisense* orientaci. Po injekci vektoru do komadra a jeho expresi
doslo ke zvyseni hladiny vitelogeninu, coz svédcilo o snizeni hladiny GATA, inhibitoru

exprese vitelogeninu (Attardo ef al. 2003).

Slinné proteiny hraji vyznamnou roli jak pfi interakcich komadra a hostitele (pfedevsim pfi
alergickych reakcich a antihemostatickych aktivitach), tak pfi ovlivnéni vyvoje patogent
pfenasenych komary. Metoda RNAi byla pro zkoumani funkce slinnych proteinii vyuzita az
v roce 2006, a to konkrétné u siRNA komplementarni k mRNA pro slinnou apyrazu. Tento
pokus byl proveden na An. gambiae a jeho vysledkem bylo Usp&$né sniZzeni exprese apyrazy.
Muselo vSak byt pouzito velké mnozstvi dsRNA oproti pifipadim umlCovani genil
exprimovanych hemocyty ¢i ve stievé (Boisson et al. 2006). V dalsi studii byla RNAi vyuzita
ke zkoumdni embryogeneze nervové soustavy u dvou druhit komara Ae. aegypti a

An. gambiae (Clemons et al. 2011).

Diky RNAi se posledni roky dafi objasnit funkce mnohych proteinti komart, které maji
vyznamny vliv na vyvoj pfendSenych patogenti. Vyzkum je predev§im zaméfen na imunitu
komart vac¢i Plasmodium spp., dale pak na imunitni odpoveéd’, na pfirozené vyuziti RNAi
drahy vic¢i virovym onemocnénim a v neposledni fadé také na zkoumani funkce proteinti

metabolismu.

3 Vitelogenin je jeden z hlavnich prekurzort proteint vaje¢ného Zloutku.
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3.3 RNAI u zastupcl podc&eledi Phlebotominae

Flebotomové (Diptera: Nematocera: Psychodidae) jsou drobny hematofagni hmyz rozsifeny
v tropickych a subtropickych oblastech celého svéta. Do této podceledi je fazeno vice jak 700
(v Novém svéte). Flebotomoveé jsou prenaseci vyznamnych onemocnéni, jejichZ piivodcei jsou
bakterie (Bartonella bacilliformis zpusobujici hore¢naté onemocnéni ,,Oroya fever Cci
chronické ,,Verruca peruviana®), viry (Phlebovirus zpusobujici horeCku papatacii) a

medicinsky nejvyznamné;jsi leishmanidzy plisobené parazitickymi prvoky rodu Leishmania.

Prvni vyuziti RNAi metody u flebotomi bylo popséano u druhu Lutzomyia longipalpis. Pro
umlceni byl vybran gen xanthin dehydrogendza (XDH) hrajici roli ptfi rozkladu xanthinu na
urat. Urat méa antioxidacni funkci, kterd je vyuzita pfi obrané flebotoma pied kyslikovymi
radikaly (ROS) vznikajicimi rozkladem hemu z natrdvené krve. Po mikroinjekéni aplikaci
dsRNA doslo ke sniZeni exprese XDH a po sani doslo ke sniZeni koncentrace urdtu v celém
téle samic Lu. longipalpis. TéZz se snizila Zivotaschopnost jedinct s umlcenym genem pro
XDH, z ¢ehoz se da soudit, ze XDH hraje z4sadni roli v obrané proti ROS (Sant’Anna et al.
2008). Vyse zminény pokus by ovSem nejspiSe nebylo mozné uspésné realizovat, pokud by
pfedtim nebyl optimalizovan systém RNAi na bunééné kultufe odvozené od embryonalnich
bunek Lu. longipalpis za pomoci rekombinantnich virovych ¢astic odvozenych od West Nile
viru (Pitaluga et al. 2008). V dalsi studii byla pomoci RNAi prokdzéna u Lu. longipalpis
dilezitost katalazy, enzymu redukujiciho ROS. Po silencingu mRNA katalazy se zvysila

umrtnost Lu. longipalpis, v disledku zvySeni ROS (Diaz-Albiter ef al. 2011).

Dalsi studie se vénuji problematice pteziti leishmanii ve stievech flebotomu. Jedna z nich
zkouma vliv trypsinu I na Zivotaschopnost Le. mexicana v Lu. longipalpis. V ptedeslych
pokusech bylo prokazano, ze pfii infekci flebotoma leishmanii dojde ke snizeni ,,trypsin —
like* stievni aktivity (Borovsky a Schlein 1987). Pro ovéfeni této teorie védci provedli
inhibici trypsinu pomoci dsRNA. Podle ptedpokladu doslo ke sniZzeni exprese trypsinu a
zarovenn ke zmnozeni infekce leishmanii ve stievé flebotoma (Sant’Anna et al. 2009).
V dal$im pokusu byla vyuzita dsSRNA pro umlceni genu PpChitl, coz je stfevni chitinaza
Phlebotomus papatasi. Produkt PpChitl genu je zapojen do maturace a nasledné i degradace
peritrofické matrix ve stfevé. Peritrofickd matrix je jedno z nékolika mist, kde dochazi ke
kritickym krokiim pfi vyvoji leishmanii v pfenaseci. Po silencingu chitindzy doslo k redukci
populace Le. major ve stievé P. papatasi (Coutinho-Abreu et al. 2010). Vysledky téchto

pokusti by se daly zuzitkovat pti vyzkumu vakcein proti leishmaniim.
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3.4 RNAI u zastupcu Celedi Reduvidae

Celed’ Reduvidae (zakeinicoviti) je jednou z nejvétiich z podtadu Heteroptera. Vichni jeji
zastupci jsou predatofi. Je sem fazena podceled’ Triatominae, zahrnujici krevsajici plostice,
které jsou ve Stfedni a Jizni Americe pienaseci Trypanosoma cruzi zpusobujici zavazné lidské
onemocnéni — Chagasovu nemoc. K ptenosu 7. cruzi z ploStice na c¢lovéka dochazi
kontaminativné, kdy plostice pfi sani na ¢loveku zaroven defekuji a spolu s vykaly vylucuji
infek¢ni stadia trypanosom. Ty do téla ¢lov€ka vnikaji drobnymi odérkami, naptiklad v misté

sani plostice nebo ptes spojivku.

Pot¢ co v poslednich letech doslo k velkému rozvoji sekvenovani a vzniku novych
genomovych knihoven, je tfeba urcit funkce velkého poctu nezndmych gent. U krevsajicich
plostic je vyzkum zaméten predevSim na neznamé geny exprimované ve slinnych zlazach a ve

stteve, které by mohly ovliviiovat priabeh sani 1 imunitni reakci hostitele.

V roce 2006 Dr. Araujo se svymi kolegy optimalizoval proces vnaSeni dsRNA pro plostice
podceledi Triatominae. Prvni pokusy s RNAi provedli na druhu Rhodnius prolixus, kdy
porovnavali usp&nost silencingu slinného nitroporinu 2 (NP2)* pfi mikroinjekénim vnaseni a
pfi pfidani dsRNA do potravy plostic. Umlceni NP2 probéhlo v obou ptipadech, ale vnaseni
nitroporinil byla zkoumana i v dalSich letech, kdy po silencingu NP1 az NP4 dochézelo ke
zvySeni koagulace krve, ale pouze pokud plostice saly na mensich cévach. Pfi sani plostic na
veEtsi ocasni céve mysi se viskozita krve a schopnost sani plostic nezménila. Za zménu hustoty
krve nejsou zodpovédné pouze slinné nitroporiny, ale na tomto jevu se podili vice faktorh

(Araujo et al. 2009).

V dalsi studii byla vyuzita RNAi u Triatoma brasiliensis pro funkéni analyzu stfevniho
proteinu inhibujiciho trombin, zvaného barasiliensin, ktery je exprimovan v predni ¢asti stieva
plostic. Po mikroinjekénim vneseni dsRNA doslo ke snizeni koncentrace brasiliensinu, coz
vedlo ke zvySeni viskozity pfijimané krve a tim ke zvySeni tlaku ve stfev€ a sniZeni

schopnosti sat (Araujo et al. 2007).

Poznatky z ptedchozich pokusi prokazuje a shrnuje Dr. Paim a jeji kolegové ve srovnavaci
studii, zaméfené na funkce stfevnich i slinnych antikoagulanti a miru jejich exprese u plostic
druhti T brasiliensis, T. infestans a R. prolixus. Déle se zabyvaji tim, do jaké miry tyto

antikoagulanty ovliviiuji vybér hostitele pro sani a rychlost samotného sani (Paim et al. 2011).

4 Nitroporiny jsou proteiny obsahujici Hem-skupinu, ktera vaze oxid dusnaty v zavislosti na okolnim pH.

P1i sani plostice dojde ke zméné pH a k odvazani NO, coz vede k inhibici agregace desticek a vasodilataci.
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3.5 RNAI u zastupcu Celedi Glossinidae

Glossiny (Diptera: Glossinidae) neboli mouchy tse-tse, jsou krevsajici €lenovci rozsifeni
v Subsaharské Africe, pfedev§im v tzv. ,,glossinovém pasmu‘. Toto Uzemi je ohrani¢eno ze
severu Saharou a z jihu pousti Kalahari (pas mezi 14° s. 8. a 29°j. §.). Glossiny jsou vektory
africkych trypanosom, které zpiisobuji vaznd onemocnéni ¢lovéka (spava nemoc) a zvirat

(nagana). Déle je jim vénovana kapitola 4.2 Trypanosomatida.

Rod Glossina se d€li na tii podrody: Glossina ¢ili ,,morsitans®, Nemorhina (,,palpalis®) a
Austenina (,,fusca”). Prvni dva podrody jsou medicinsky a veterinarné dulezité: glossiny
skupiny morsitans (t€Z glossiny savan) pienaseji Trypanosoma brucei rhodosiense, glossiny

skupiny palpalis (tzv. ficni glossiny) ptenaseji predevSim Trypanosoma brucei gambiense.

Metoda RNAi se u much tse-tse vyuziva piedev§im pro vyzkum imunitnich vztahli mezi
glossinou a trypanosomamy a obdobn¢ také ve vztahu mezi glossinou a ¢lovékem (jako jejim

hostitelem).

Prvné byla RNAi u much tse-tse pouZita pro prokazani antimikrobidlni funkce stfevnich
proteinti u Glossina morsitans morsitans. Za pomoci mikroinjekéné vnaSenych dsRNA byl
umlCovan gen pro transkripcni faktor Relish (GmmRel), ktery spousti transkripci
antimikrobialnich peptidi (AMP) attacinu a cecropinu. Po silencingu mRNA pro GmmRel se
snizila pfirozend Umrtnost trypanosom ve stievé glossiny. Pravdépodobné proto, ze doslo
k zastaveni transkripce AMP a tim i sniZeni pfirozené imunity ve stievé glossiny (Hu a Aksoy
2006). O rok pozdéji Dr. Nayduch s Dr. Aksoy zaméfily sviij pokus pfimo na uml¢eni mRNA
attacinu, ktery je exprimovan v tukovém télese much tse-tse. Timto pokusem chtély zjistit,
pro¢ jsou nékteré druhy glossin méné (G. pallidipes, G. palpalis palpalis) ¢i vice
(G. morsitans morsitans) nachylné k infekci trypanosomamy. Po silencingu mRNA se sniZila
koncentrace attacinu v G. pallidipes, ¢imz se stala nachylnéjsi k infekci. Byla tak potvrzena

antitrypanosomalni funkce AMP attacinu (Nayduch a Aksoy 2007).

Dalsi pokusy zkoumajici vliv bakterii [symbiotickych (Eodalis glossinidius) a patogennich
(Escherichia coli K12)] na stfevni imunitu glossin a jejich toleranci k bakteridlnim infekcim
prokazaly, ze jednu z hlavnich roli v této problematice hraje protein rozeznavajici
peptidoglykan bakteridlni stény (PGRP-LB) (Weiss et al. 2008). Pii degradaci mRNA
PGRO-LB u glossin s mutualistickymi bakteriemi (Wegglesworthia glossinidae) doSlo ke
snizeni poctu bakterii ve stfev€é glossiny a také k zvySeni vnimavosti vii¢i nakaze

trypanosomami. Zaroven vsak doslo k aktivaci IMD (,,immune deficienci* signaliza¢ni drahy)
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vedouci k expresi AMP (ale ne k sniZeni infekce trypanosomamy). Tento rozpor mezi
zvySenim senzitivity k trypanosomalni infekci a antitrypanosomalni funkci AMP, ke kterému
dochazi pti regulaci imunity pomoci PGRP-LB, zatim neni GpIn€ objasnén. Tato problematika
vlivu symbiotickych bakterii a PGRP-LB na imunitni odezvu vii¢i trypanosomam je slozitd a

vyZzaduje dalsi zkoumani (Wang et al. 2009).

V ptedchozich vyzkumech védci vnaseli interferujici dsRNA do glossin za pomoci
mikroinjekci. V roce 2009 tym Dr. Walshe vyzkousSel pouzit pomérné novou metodu pro
vneseni dsSRNA do much tse-tse. Zacali ptidavat dsSRNA glossindm pfimo do potravy. Timto
zpiisobem se podafilo umlcet antimikrobialni stfevni EP protein s pfiblizn€ stejnou ucinnosti
jako pfti aplikaci dsSRNA mikroinjekéné. Vyhodou ptfidani dsRNA do potravy je minimalni
invazivita metody coz vede ke sniZzeni mortality glossin a minimalizuje se 1 zasah do
ptirozeného prostiedi jejich stfeva. Nevyhodou ovSem je, Ze se takto daji umlCovat pouze
geny exprimované ve stfevé. Pfi pokusu o umleni mRNA transferinu exprimovaného
v tukovém télese glossiny, nebyla hladina proteinu prokazateln¢ snizend. V disledku toho
védci usuzuji, Ze v mouchdch tse-tse neni funkéni mechanismus pro $ifeni siRNA skrze tkané
(Walshe et al. 2009). RNAi byla vyuzita i pro zkoumani antitrypanosomalni funkce EP
proteinu ve stievé G. m. morsitans a G. p. palpalis pti ndkaze T. b. brucei a T. congolense

(Haines et al. 2010).

Dr. Caljon a jeho kolegové se ve svych pokusech zamétuji na vztah glossin a jejich hostiteld.
V roce 2009 prokazali alergenni funkci TAg5 proteinu ve slinach glossin (Caljon et al. 2009).
O rok pozdéji zaméfili vyzkum na slinnou nukleotiddsu (5Nuc), kterd zamezuje agregaci
krevnich desti¢ek hostitele a jiz agregované desticky rozrusuje. Po uml¢eni mRNA pro 5SNuc
doslo k sniZeni protisrazlivé funkce slin glossin a znaénému omezeni jejich moZnosti sat krev

hostitele (Caljon et al. 2010).
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4 RNAIi u protozoalnich patogenu prenasenych krevsajicimi

¢lenovci

4.1 Problematika RNAi a malych RNA u protozoalnich parazitu

Poté, co se dostala RNAi do SirSiho povédomi védecké spolecnosti, zacala se zkoumat jeji
pritomnost a vyuziti u protozoalnich patogend. Jako u prvniho parazita byla funkce dsRNA
objevena u Trypanosoma brucei, a to pokusem, kdy pii transfekci syntetické dsRNA nesouci
sekvenci genu pro o-tubulin 5'UTR (,untranslated region®) dosSlo k degradaci mRNA
a-tubulinu, a tim k celkovému snizeni syntézy a-tubulinu (Ngo et al. 1998). Po tomto objevu
se nabizela RNAI jako jedna z velice slibnych metod pro upravu exprese genll protozoalnich

parazitt.

Bohuzel po prvotnim nadSeni z teoretickych moZnosti RNAi1 védci zjistili, Ze RNAi1 drédha
zdaleka neni funkéni u vSech parazitickych protozoi. Do roku 2008 byla RNAi draha, nebo
jeji ¢ast, prokazana u osmi protozodlnich patogentii (viz 7ab. 2). Parazitické prvoky tak lze

rozdé¢lit do tiech skupin dle pfitomnosti a funkénosti RNAi1 drahy (Militello et al. 2008):

I. Skupina prvokd, u kterych byla RNAi prokdzana bioinformatickymi metodami
(hledani orthologli enzymi RNAi drahy) a mé i funkéni podporu. Metodu RNAI je
u nich mozné experimentalné vyuzit.

II. Skupina prvoki, u kterych se bud’ za pomoci bioinformatickych srovnavacich metod
povedlo nalézt geny pro RNAi enzymy nebo se povedla prokéazat alesponi ¢ast funkcni

drahy RNAi. Samotnou metodu RNAI se vSak nepodatilo experimentalné vyuzit.

III. Skupina prvoki, u kterych nebyly draha RNA1 ani enzymy, které se na ni podileji,

prokazany.
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Tabulka 2: Pritomnost RNAi drahy u parazitickych prvokii (prevzato a upraveno podle
Militello et al. 2008)

Organismus ;?;:g::ﬁoilg RNAi Ortholog Dicer g:;l(;(l)llz?fte Prikaz RNAi
Entamoeba histolytica I ano ano ano
Toxoplasma gondii I ano ano ano
Trypanosoma brucei™ I ano ano ano
Trypanosoma congolense™ I ano ano ano
Giardia intestinalis II ano ano ano !
Leishmania braziliensis* II ano ano ?
Plasmodium spp.* II ne ne ano’
Trichomonas vaginalis II ano ano ?
Trypanosoma cruzi* I ne ano > ne
Babesia bovis i ne ne ?
Cryptosporidium spp. 1 ne ne ?
Eimeria tenella I ne ne ?
Leishmania infantum* 1 ne ne ?
Leishmania major* I ne ne ne
Theileria spp. I ne ne ?

*— Vice informaci o problematice RNAi u téchto skupin je uvedeno v dalsich kapitoldach

1 — Ve vyzkumu Rivero et al. (2010) se podarila aktivovat RNAi draha pomoci dlouhych endogennich
dsRNA, ne viak pomoci kratkych dsRNA (at uz exogenniho, ¢i endogenniho puvodu), nicméné
vysledky je treba podrobit dalsimu vyzkumu.

2 — Pozdeji bylo prokazano, ze u Plasmodium spp. RNAi pritomna neni (vice v kapitole 4.3.1.)

3 — Byl objeven ortholog AGO proteinu, ale jeho funkce v RNAi u T. cruzi je nejasna (Garcia Silva
etal 2010).
? — Zatim nebyl funkcné overen pritkaz RNAi drahy.
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4.2 Trypanosomatida

Do tadu Trypanosomatida (Excavata: Euglenozoa: Kinetoplastea) nalezi vyznamné lidské
izvifeci patogeny, které se vyskytuji prevdzné v tropickych, subtropickych a mirnych
oblastech jak Starého, tak i Nového svéta. Hlavni 1ékarsky a veterinarné vyznamni zastupci
spadaji do rodt 7rypanosoma a Leishmania. Oba rody jsou fazeny mezi dvouhostitelska
(digenetickd) Trypanosomatida, kdy je pfenos na hostitelského obratlovce zajistén hmyzim

pfenasecem (Diptera a Heteroptera).

Do rodu Trypanosoma tadime plvodce americké trypanosomatézy (Chagasovy choroby),
kterym je Trypanosoma cruzi, ktera je pienaSena plosticemi podceledi Triatominae. Dalsi
zastupce je Trypanosomu brucei a jeji tti poddruhy: T. brucei brucei, T. brucei rhodesiense a
T brucei gambiense, které v Africe prenaseji mouchy tse-tse (Glossina spp.). T. b. brucei
zpusobuje veterinarné zavazné onemocnéni dobytka — nagana, zatimco dal$i dva poddruhy
zpusobuji lidskou spavou nemoc; 7. b. rhodesiense akutni formu nemoci (vychodoafrickou) a
T b. gambiense chronickou formu nemoci, tzv. zadpadoafrickou (shrnuto podle Barrett et al.

2003).

Druhym rodem nalezicim do tadu Trypanosomatida je rod Leishmania, jehoz ptenaseci jsou
zastupci podceledi Phlebotominae (Diptera: Nematocera). Rod Leishmania je rozsifen jak ve
Starém svété, kde je pfenaSen rodem Phlebotomus, tak 1 v Novém svété, kde jsou jeho
prenaseci flebotomové rodu Lutzomyia. Zastupci rodu Leishmania zpusobuji onemocnéni
zvané leishmani6za, které mize mit riizné projevy od koznich az po zivot ohrozujici organové

infekce.

4.2.1 RNAI draha v Trypanosoma brucei

Jak jiz bylo zminéno Trypanosoma brucei patii mezi prvni organismy, u nichZ bylo popsano
umlceni genu za pomoci dsRNA (Ngbd et al 1998). Diky tomu je u ni RNAi draha
prozkoumana nejlépe ze vSech parazitickych prvoku. Jiz v roce 2001 se podatilo tymu veédct
na univerzité¢ v Yale (Djikeng ef al. 2001) identifikovat a osekvenovat siRNA v 7. brucei a

zjistit, ze vétSina siRNA je odvozena od retroposontl — viz nize.

T brucei ma dva orthology Dicer proteinu. Jeden z nich je lokalizovan v cytoplasmé —
— TbDCLI (Shi et al. 2006) a druhy je jaderny — TbDCL2 (Patrick et al. 2009). Zatim jediné
rozpoznatelné domény téchto proteint jsou dvé domény s aktivitou RNazy III (RNaza Illa,

RN4za I1Ib) a PAZ doména. Jejich vzajemna poloha v DCL proteinech 7. brucei zptisobuje, ze
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Stépené siRNA jsou o néco delsi nez u C. elegans (Patrick et al. 2009). Dalsi protein nezbytny
pro fungovani RNAI je Argonaute protein TbAGO1 (jinak také ,,Slicer), ktery je lokalizovan
jak v cytoplasmé, tak v jadfe. Mimo jiné se ukézalo, Ze TbAGOI1 je nezbytny pro regulaci
transkriptl vzniklych pfepisem retroposonii vyskytujicich se v genomu 7. brucei. Dale pak
hraje roli pfi mitotické segregaci chromozomi, kterd je pravdépodobné spojend s prestavbami
pericentromerického heterochromatinu (Shi et al. 2004, 2006; Durand-Dubief et al. 2007;
Patrick et al. 2009).

Diky sekvenaci se podafilo urit, Ze vétSina siRNA T. brucei je odvozena od mobilnich
genetickych elementd (retroposontl) a nasledné se ukéazalo, ze v genomu 7. brucei jsou
nejméné dveé skupiny téchto retroposontl. Prvni skupinou jsou INGI retroposony a do druhé
skupiny patii tzv. SLACS (spliced leader associated conserved sequence) (Djikeng et al.
2001). Pozdé&ji byla objevena dalsi skupina siRNA, ktera je odvozena od 147 pb dlouhych

repetitivnich sekvenci. Tato skupina byla nazvana CIR147 (,,chromosome internal repeats®).

Diky témto poznatklim se zd4, ze hlavni funkci RNAi u 7. brucei je ochrana genomu pred
retroposony a jinymi mobilnimi genetickymi elementy, které naruSuji genomovou stabilitu.
Tento fakt podporuje také pokus, kdy trypanosomy bez TbAGO1 vykazovaly vysoké procento
pfestaveb v mistech genomu, kde se nachdzeji pravé oblasti se SLACS (shrnuto v Patrick et

al. 2008, 2009).

Hlavnim bodem vyzkumu pomoci RNAi u 7. brucei je hledani esencialnich genti, bez kterych
neni mozny dal8i vyvoj parazita. Syntéza exogennich dsRNA pro umlcovani konkrétnich genti
je nyni mozna jak in vitro, tak in vivo systémech, a to jak v krevnich, tak i v procyklickych
formach ptimo v ptenaseci (Peacock et al. 2005). Pro syntézu dsRNA se nejcasteji vyuziva
tetracyklin-redukovatelny T7 expresni systém, ktery zajiStuje vyssi stabilitu dsSRNA a vyssi
uspésnost degradace mRNA nez napiiklad vnaseni dsRNA elektroporaci (Wang et al. 2000;
Morris et al. 2001).

RNAi u T brucei byla vyuzita napiiklad pifi zkoumani funkce a skladby proteint
paraflagelarni tyCe bic¢iku (Bastin et al. 2000). V dalSich pokusech se podatilo prokazat, ze
pfi uml¢eni mRNA pro FLA1 protein bi¢iku v procyklickych formach 7. brucei, dojde nejen
k naruSeni funkce biciku, ale také k poruchdm ve vyvoji bun€k, konkrétné¢ k naruseni
schopnosti cytokinese (LaCount er al. 2002). Dalsi vyzkumy se vénovaly naptiklad
metabolickym drahdm, kompartmentaci enzymi do glykosomi (Guerra-Giraldez et al.
2002) a zkoumani funkce mitochondrialni topoizomerazy II (Wang a Englund 2001). Stejné
tak byla RNAi vyuZzita pro zkoumani funkce trypanosomalnich sfingolipidd, nutnych pro
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spravny pribéh bunééného cyklu, a jejich syntézy de novo (Fridberg et al. 2008). Jinym
esencialnim enzymem, jehoz funkce byla ovéfena pomoci RNAI, je farnesyl pyrofosfat
syntaza (TbFPPS) (Montalvetti et al. 2003). Dalsi studie jsou vénovany mitochondrialnim
esencialnim gentim. Pomoci RNAi byl uml€ovan frataxin, coZ je protein, na kterém zavisi
spravné fungovani metabolismu mitochondrie. Po silencingu genu dosSlo piedevSim ke
zhorseni tvorby Fe-S center, nezbytnych pro mnoho klicovych proteint respiracniho fetézce
mitochondrii (Long et al. 2008). Mitochondridlnimu metabolismu je vénovan 1 dalsi vyzkum,
kdy za pomoci dsRNA byly degradoviny mRNA pro cystein desulfurdsu (TbiscS) a
metallochaperone (TbiscU) u procyklickych forem trypanosomy. Silencing téchto gent vedl
k inhibici mitochondrialni i cytoplasmatické akonitdzy z divodu Spatné maturace Fe-S center.
Krom toho byla inhibovéna i transformace metabolickych drah z procyklického stadia
T’ brucei na jeji krevni formu (Smid et al. 2006). RNA1i byla vyuZit také pfi objasnéni funkce

proteinli metabolismu siry a selenu v 7. brucei (Poliak et al. 2010).

Tyto pokusy zamétené na umlceni a rozpoznani esencidlnich genti davaji velkou $anci vyuziti

RNAI pfi vyvoji novych 1éCiv proti spavé nemoci, kterou 7. brucei zplisobuje.

4.2.2 RNAI u dalSich trypanosom (T. evansi, T. congolense a

T. cruzi)

V posledni dobé bylo prokdzano, ze RNAi draha je funkéni také u dalSich zastupci
trypanosom. V roce 2004 Witola a jeho kolegové poprvé vyuzili RNAi u 7. evansi zptsobujici
onemocnéni ,,Surra® u domdcich zvirat. V tomto projektu pouzili védci expresni systém pro
T brucei a aplikovali ho na T. evansi, kdy cilen¢ umlcovali gen transportéru pro adenosin
(TevAT1), ktery hraje roli v resistenci proti nékterym lé€iviim (Witola et al. 2004).
onemocnéni nagana. Poprvé se podafilo u této trypanosomy prokazat RNAi roku 2002, a to
s vyuzitim expresniho systému 7. brucei (Inoue et al. 2002). O rok pozdéji byla zkoumana
funkce trypanosomalniho hsp 70 (,,heat shock protein®) (Bannai et al. 2003). V poslednich
letech byl vytvoten vlastni expresni systém pro 7. congolense, jehoz pomoci se zkoumaji
funkce proteint bunécného cyklu in vitro (Coustou et al. 2010).

Jak jiz bylo zminéno, problémem zlstdva RNAi u 7 cruzi, ktera je ptivodcem americké
trypanosomatozy. Zatim se nepodafilo prokazat pfitomnost RNAi drahy ani orthologii Dicer
proteind, a proto se soudi, ze tato draha nebo jeji podstatna Cast byla evolucné potlacena

(Beverley 2003). OvSem 1 pies to, Ze T. cruzi nejspiSe nema funkéni RNAi drahu, obsahuje
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jeji genom mobilni genetické elementy, které nejsou vyrazn€ pomnozené. Usuzuje se tudiz, Ze
T. cruzi pouziva k ochrané pted retroposony néjakych jinych mechanismti (DaRocha 2004;
El-Sayed et al. 2005). Otazka RNAi drdhy u 7. cruzi byla znovu oteviena po objevu orthologu
AGO proteinu (vcetné poddomény PIWI), ktery je podle vSeho exprimovan po celou dobu
zivotniho cyklu trypanosomy (Garcia Silva etal. 2010). Tento objev nejspiSe povede

k dal$imu zkoumani vyuziti uml¢ovani genti pomoci dsRNA u této 7. cruzi.

423 RNAI u rodu Leishmania

U vétSiny druh@ rodu Leishmania (L. major, L. mexicana, L. donovani) nebyla RNAi draha
ani jeji komponenty prokazany (Ullu et al. 2004; Cerutti a Casas-Mollano 2006). Pokus
o aplikaci RNAi metody u L. donovani a L. major byl neuspésny. Védci se pokouseli umlcet
mRNA pro a-tubulin, av§ak po vneseni dsRNA nedoSlo k Zadné zméné v morfologii
leishmanii a hladina tubulinu v buiikach zlstala na stejné tirovni (Robinson a Beverley 2003).
Jedinou vyjimkou je L. braziliensis, u které byly pomoci sekven¢né-srovnavacich metod
prokazany orthology Dicer a Argonaute proteini (Peacock et al. 2007). L. brasiliensis na
rozdil od pfedchozich leishmanii (L. major, L. mexicana, L. donovani), u kterych nebyla
RNAIi zaznamenana, patii do podrodu Viannia (Lainson & Shaw, 1987). Evolu¢ni historie
tohoto podrodu pravdépodobné rozhodla o tom, ze u néj je RNAi draha ptfitomna. V dalsi
studii se ukazalo, ze siRNA jsou u L. braziliensis odvozené od SLAC retroposonovych

elementt stejné jako u 7. brucei, a maji i stejnou délku — 25 nt. (Lye et al. 2010).
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4.3 Apicomplexa

Do kmene Apicomplexa patii velké mnozstvi veterinarné 1 Iékafsky vyznamnych
intracelularnich (ptip. epicelularnich) patogent. Parazity pfenaSené krevsajicimi c¢lenovci
nalezneme zejména ve tfidé¢ Haematozoea. Hostitelem, ve kterém probiha asexualni mnozeni
parazita (merogonie), je obratlovec, zatimco sexudlni mnoZeni (gamogonie a sporogonie)
probihé ve ¢lenovci (Diptera, Ixodida), o kterém hovotime jako o tzv. ,,vektoru®. V této tfid¢
jsou dva tady lisici se ¢asti svého vyvojového cyklu: Haemosporida (¢eledi Haemoproteidae a

Plasmodiidae) a Piroplasmida (¢eledi Babesiidae a Theileriidae).

Zastupci Celedi Haemoproteidae parazituji v bunkéach endotelu, erytrocytech a leukocytech
u plazii a ptakl. Jejich prenaseci jsou zastupci fadu Diptera napt. klosi (Hippoboscidae),
muchnicky (Simuliidae) ¢i tiplici (Ceratopogonidae). Rody Haemoproteus a Leucocytozoon

parazituji predevs§im u ptakd a mohou byt vysoce patogenni.

Do celedi Plasmodiidae tfadime medicinsky vyznamny rod Plasmodium vyskytujici se
u savceil, ptakl i plazl. Pfenos je zprostfedkovan nakazenym vektorem — komérem, bud’ rodu
Anopheles (savéi plasmodia) nebo rodu Culex a dalSich rodlu (ptaci, plazi a nékdy savci

plasmodia).

Ptislusnici fadu Piroplasmida parazituji v erytrocytech (pfipadné leukocytech) obratlovci a
jejich vektory jsou klist’ata (Ixodidae) a klist'aci (Agrasidae). Do fadu Piroplasmida nalezi dvé
veterinarné (vzacné 1 medicinsky) vyznamné cCeledi: Babesiidae a Theileriidae. Dulezita

onemocnéni zplisobena témito zastupci jsou shrnuta v 7ab. 3.

Tabulka 3: Prehled onemocnéni zpusobenych parazity radu Piroplasmida

Celed’ Druh Nazev onemocnéni Mozni hostitelé | Vektor
B. bovis ,,red water® skot
Ixodes,
skot, pfipadné
- B. bigemina |,texaska horecka skotu‘ Rhipicephalus
Babesiidae ¢lovék
pfi napadeni ¢lovéka drobni savci,
B. microti Ixodes
»Nantuckett fever* pfipadné ¢lovek
vychodoafricka pobiezni
Theileriidae T parva horecka skotu skot Rhipicephalus
,,East coast fever*
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U celedi Babesiidae ani u ¢eledi Theileriidae nebyla vSak pifitomnost RNAi drahy ani Dicer a

Argonaute proteint prokazana (Militello ez al. 2008).

4.3.1 Moznosti RNAI u rodu Plasmodium

Mezi roky 2002 a 2006 probéhlo nékolik nezavislych vyzkumt zaméfenych na vyuziti RNAi
drdhy u Plasmodium falciparum a Plasmodium berghei. Znacna Cast z téchto pokusu se
snazila oumlceni genli esencidlnich pro pfeziti plasmodia, naptiklad plasmodialni
dihydroorotat dehydrogendzu (DHODH), enzym syntézy pyrimidini. Po aplikaci siRNA
doslo k inhibici rastu bunék (McRobert a McConkey 2002). V dalSich pokusech byla vyuzita
metoda RNAi pro silencing transkripcniho faktoru PfMybl, kdy doslo ke snizeni jeho
koncentrace v bunikach a opét ke zpomaleni ristu bunék (Gissot et al. 2005). Pii pouziti
siRNA pro cysteinové protedzy P falciparum (falciparin 1 a 2) doslo k hromadéni
hemoglobinu v potravnich vakuolach plasmodia a opé€t k pozastaveni ristu bunék (Malhotra
et al. 2002). V podobném pokusu Mohmmed (2003) vyuzil RNAi cysteinové proteazy
u Plasmodium berghei in vivo v mysi, tehdy doslo ke zmé&nam potravni vakuoly a hromadéni
hemoglobinu. OvSem pfi odstranéni genu pro cysteinovou protedzu pomoci homologni
rekombinace nedoslo k zddnému hromadéni hemoglobinu, deformaci potravni vakuoly ¢i
k inhibici rastu bunék (Eksi et al. 2004). Tyto pokusy davaji nadéji pro vyuziti RNA1 pfi
vyrobé novych 1€kl proti malarii, avSak zatim se nepodatilo nalézt orthology ani k Dicer ani
k Argonaute proteinim (Rathjen et al. 2006).

V posledni studii z roku 2009 tym Dr. Bauma testoval RNAi u P. falciparum jak funkénimi
pokusy, kdy wvnaSeli dsRNA pro rizné geny, tak pouzitim srovnavaci analytické
bioinformatické metody pro hledani orthologli k Dicer a Argonaute proteinu. Bohuzel ani
jeden téchto pokusii nebyl uspésny. Predchozi zjisténi RNAi v Plasmodium spp. vysvétluji
tim, Zze dsSRNA je pro plasmodia pfirozené toxickda, coz ma za nésledek inhibici ristu bunck a
hromadéni hemoglobinu v potravnich vakuolach. V dalsi hypotéze ptipoustéji, ze plasmodia
mohou mit naprosto rozdilnou drahu s dsRNA, kterd zatim nebyla analyzovana (Baum et al.
2009). Pfitomnosti malych RNA véetné siRNA u plasmodii a dalSich zéastupcti kmene
Apicomplexa je vénovan ¢lanek z roku 2010 shrnujici poznatky piedeslych let (Matrajt 2010).
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5 Zaveér

V této bakalaiské praci jsou shrnuty zakladni poznatky o RNA interferenci a jejim vyuZiti
jako metody umlcovani genti u krevsajicich ¢lenovcl a protozodlnich patogent, které jsou
témito Clenovci prenaSeny. Vyuziti metody RNA1 u krevsajici Clenovct je velice slibné,
jelikoz s nartistajicim poc¢tem informaci o sekvencich gent se jevi RNAIi jako vhodna metoda
pro jejich funkéni analyzu. Pomoci této metody se stale zlepSuje porozuméni v oblasti
metabolickych drah, imunitnich odezev ¢i regulaci vyvojovych cykli u krevsajicich ¢lenovct.
Poznatky nabyté z téchto vyzkumt se déle daji aplikovat pii boji proti t€mto parazitim a tim
1 patogeniim, které ¢lenovci pienaseji. Je tedy pochopitelné, ze nejvice studii vyuzivajicich
metodu RNAi bylo provedeno u komari a klist'at — nejcastéjSich roznasect zarodkl chorob.
V obou pfipadech se védci nejvice zaméfuji na vyzkum gent, které néjakym zplisobem
ovlivituji interakci mezi ¢lenovcem a protozodlnim (v pifipadé komari) ¢i bakteridlnim

(v ptipadé klistat) patogenem.

U RNAI drahy v protozodlnich patogenech je vyzkum zaméfen predevSim na urceni funkci
jednotlivych geni a zejména pak na geny potiebné k pieziti ¢i k transformaci do dal$iho
stddia zivotniho cyklu. Problémem pii uZivani RNAi u protozoi je vSak stdle nejasna

pritomnost této drahy u fady druhti parazitickych prvoki.

V diplomové praci bych se chtéla zaméfit na vyuziti RNAi u zéstupch podceledi
Phlebotominae, kdy bych se snazila o uml€eni geni hrajicich roli pfi vzdjemném plsobeni
leishmanii a flebotomi. Jako nejlepSi metoda pro vnaSeni dsRNA do flebotomil se jevi
mikroinjek¢ni aplikace, ktera byla vyuzita jiz v nékolika pokusech (Sant’Anna et al. 2008;
2009; Coutinho-Abreu et al. 2010; Diaz-Albiter et al. 2011). Dalsi metodou, jejiz vyuziti
pfipada v uvahu pro umléovani gend exprimovanych v travici soustavé a navic je méné
invazivni, je pfiddvani dsRNA flebotomiim do potravy. OvSem tento postup zatim nebyl
u podceledi Phlebotominae vyzkousen. Nicméné byl uspésné aplikovan u klistat druhu Ixodes
scapularis (Soares et al. 2005) a u krevsajicich plostic druhu Rhodnius prolixus (Araujo et al.

2006).
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