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Abstrakt

Tato prace je primarné zaméfend na metody reverzni genetiky u anaerobnich prvoku.
Jelikoz se jedna o Siroké téma, metody popisované v této praci jsou vybrané s piihlédnutim
konkrétn¢ k parazitim ¢loveéka T. vaginalis, G. intestinalis a E. histolytica.

Jako metody reverzni genetiky se oznacuji postupy umoziiujici manipulaci s geny na urovni
DNA a RNA za ucelem porozumét jejich vlastnostem a funkci. Ziskané znalosti umoziuji
V laboratofich zabyvajicich se parazitickymi prvoky odhalovat pfi¢iny jejich patogenity a
usnadiiovat tak napiiklad hleddni novych léCiv. V neposledni fad€¢ umoziuji tyto znalosti
porozumét metabolismu a bunéénym funkcim, které jsou u prvoki casto velmi specifické nebo
naopak redukované.

Mezi metody reverzni genetiky na uUrovni DNA, které plsobi trvalou zménu cilové
sekvence, patii homologni rekombinace nebo integrace cizorodé DNA do genomu. Doc¢asné nebo
trvalé zmény v expresi genti mohou byt realizovany pomoci transkripéniho uml€ovani geni, kde
sekvence DNA zlstava beze zmény, avSak dochdzi k represi exprese. Transkripcni uml¢ovani
genll muze byt navozeno fadou mechanismt, napiiklad je v nékterych ptipadech funkcné
propojené s drdhou RNA interference, kterd se bézné uplatituje u posttranskripéniho umlcovani
geni na trovni mRNA. Dalsi techniky umlcovani exprese genti rozebirané v této praci jsou napft.

uziti antisense RNA, antisense oligonukleotidd a ribozymi.

Klicova slova: reverzni genetika, anaerobni prvoci, Gplné umlcovani genti, ¢astecné umlCovani

genu



Abstract

This work is focused on reverese genetics of anaerobic protists, mainly T.vaginalis,
G. intestinalis and E. histolytica and deals with techniques and experimental procedures of
genome manipulation in these parasites.

Both DNA and RNA can be manipulated and the gene function can be disclosed using
methods of reverse genetics. The knowledge gained is useful in many ways. For example, using
these techniques crucial aspects of biology of parasitic prostist are studied, providing basis for
potential development of new drugs. Utilization of such methods also helps to understand the
cellular and metabolic pathways and mechanisms, that could be very diverse or reduced in
protists.

The methods of reverse genetics that result in permanent and inheritable changes in DNA
are, for instance, homologous recombination or DNA integration. There is also a transcriptional
gene silencing (TGS) technique to stop gene expression even though the coding DNA remains
unchanged. TGS could be realized by several mechanisms, for example by RNA interference.
RNA interference pathway, commonly known as posttranscriptional gene silencing mechanism,
causes the breakage of mMRNA or stops its translation. Other techniques of gene silencing involve,

e.g., the expression of antisense RNA, oligonucleotudes and ribozymes.

Key words: reverse genetics, anaerobic protists, gene silencing, knockout, knockdown
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1 UVOD

Vyvoj metod reverzni genetiky umoznil v poslednich letech odhalit funkce u mnoha gent
riznych organismu, coz posouva vyzkum dal i v oblasti aplikovaného vyzkumu a mediciny.
Manipulace s geny muze probihat na Grovni DNA a zplsobovat trvalé zmény, nebo vyuziva
prirozenych obrannych a regula¢nich mechanismt bun¢k pii degradaci a inhibici mRNA (RNA
interference, antisense oligonukleotidy). Dalsi moznosti pfi urovani funkce gend kodujicich
proteiny je cilend exprese mutantni formy proteinu, kterda ma za nasledek vyvolani dominantné
negativniho fenotypu. Vsechny uvedené techniky patii jiz mezi zakladni laboratorni metody
pouzivané v kazdé laboratofi, kterd se zabyva molekuldrni biologii.

Tato prace je zaméfend na metody pouzivané pii odhalovani funkce genti u anaerobnich
prvokd. Mezi anaerobnimi prvoky riznych fadd se nachdzi i mnozstvi paraziti u vysSich
obratlovctl véetné ¢lovéka. Casto se jedna o patogeny stfevniho a urogenitalniho epitelu. Ackoliv
tyto organismy patii do riznych tadu i fisi, vykazuji fadu spolecnych znakl pro uzpusobeni zivota
v hostiteli. Trichomonas vaginalis, Giardia intestinalis a Entamoeba histolytica jsou jednobuné¢ni
parazité, pro které je charakteristické redukované sloZeni buiiky. Jelikoz ani jeden z t€chto prvoku
nema klasickou mitochondrii, jsou nékdy nazyvany také jako amitochondrialni organismy. Jako
redukované mitochondrie oznacujeme naptiklad hydrogenosomy u T. vaginalis a mitosomy
u G. intestinalis a E. histolytica. Metody pro manipulaci s t€émito organismy v laboratofi jsou
prozatim omezené, ale piedstavuji kli¢ k porozuméni jejich fyziologii, adaptaci k parazitickému
zpusobu zivota a v disledku toho také usnadiiuji vyvoj novych postupti v 1é€bé parazitarnich

nakaz.

Cilem této bakalarské prace je strucné predstavit zdkladni metody a postupy reverzni
genetiky, shrnout poznatky o jejich vyuziti u anaerobnich parazitickych prvoki a nakonec také
uvést obecné informace o vybranych novych metodach, které by mohly byt potencialn€ vyuzitelné

pfi studiu genomu anaerobnich prvokt v budoucnosti.



2 REVERZNI GENETIKA

Metody reverzni genetiky umoznuji studovat funkci genu inhibici jeho exprese. Toho
mizeme dosahnout tim, ze provedeme mutaci v DNA sekvenci genu, inhibujeme jeho transkripci
nebo translaci do funkcniho proteinu. Fenotyp, ktery timto zplsobem vznikl, porovnavame
S pivodnim, a usuzujeme tak na funkci studovaného genu. Na rozdil od ptimé genetiky, ktera
zkouma geneticky zaklad jiz pfedem charakterizovaného fenotypu pies sto let, se reverzni
genetika zacala vyuZzivat az ke konci minulého stoleti.

Nedavna minulost pfinesla zlom ve studiu genetiky a molekularni biologie v podobé
automatického sekvenovani. Dnes, kdy nejprve zname sekvenci studovaného genu, vyvstala
nutnost pouzivat rychlé a spolehlivé metody také pro zjisténi jeho funkce. V postgenomické éfe se
pravé reverzni genetika stala jednim z nejvice vyuzivanych zpusobi, jak odhalovat funkce
a vyznam nejruznéjsich sekvenci (Hardy et al., 2010).

Metody reverzni genetiky se déli na dva zakladni sméry, na Uplné (knockout) a ¢astecné

(knockdown) uml¢ovani gent.

2.1 Inducibilni regulace genové exprese

Geny nazyvané esencialni jsou nezbytné pro zivotaschopnost organismu, tedy koduji
naprosto klicové proteiny, nebo zastavaji dilezitou regulacni funkci. Z vlastnosti esencidlnich
gent tedy vyplyva, ze neni mozné dosdhnout uplného umléeni genu a vyselektovat nulovou
mutantu organismu. Nicméné pravé esencialni geny se mohou stat potencialnimi cily 1€¢iv v boji
proti patogentum (Winzeler et al., 1999; Chalker and Lunsford, 2002). Tento problém se da do
jisté miry eliminovat pouzitim tzv. inducibilnich systémi nebo pouze ¢astecnou inhibici exprese
genu (Gossen and Bujard, 1992).

Jak u uplného i neuplného umlcovani gent je velice dulezité nacasovani a mira inhibice
exprese. Expresi modifikovaného genu nebo regulujicich sekvenci je mozné fidit jiz na
transkripéni urovni. Do regulacnich oblasti DNA se vazi represory c¢i aktivatory, které po
navazani nékterych specialnich latek méni svou aktivitu. Systém, kde jednoduchym piidanim
nebo odebranim latky iniciujeme kaskadu vedouci ke zméné transkripce DNA, nazyvame
induk¢ni nebo také inducibilni.

Mezi latky, které jsou vyuzivany pro indukci exprese genu, patii IPTG (Isopropyl
B-D-1-thiogalaktopyranosid) regulujici laktézovy represor a tetracyklin regulujici tetracyklinovy
represor (Jacob and Monod, 1961; Wissmann et al., 1986; Gossen and Bujard, 1992).
Tetracyklin-inducibilni systém byl spésné¢ zaveden u E. histolytica, G. intestinalis i T. vaginalis
(Hamann and Tannich, 1997; Sun and Tai, 2000; Ortiz and Johnson, 2003). U prvoku



G. intestinalis a E. histolytica 1ze navic dosahnout indukce exprese nékterych genti overexpresi

stadiové specifickych promotora (Hehl et al., 2000; Ehrenkaufer et al., 2009).

2.1.1 Represor/operdtor regulovand transkripce

Tento systém regulace genové exprese vyuziva represorti, coZ jsou proteiny, které se vazi na
regulacni oblast genu tzv. operator. Operator je regulacni oblast, ktera ptredchdzi kodujici
sekvenci. Vazba represoru na operator inhibuje nasedani transkripcnich faktori a RNA
polymerazu. Represory jsou exprimovany konstitutivné. Teprve, kdyz jsou z mista pusobeni
vyvazany svymi inhibitory, mize byt transkripce zahajena.

Jak laktézovy (Lac), tak i tetracyklinovy represor/operatorovy (TetR/tetO) systém je
odvozen zregulacnich systému transkripce gend v gram-negativni bakterii Escherichia coli
(Jacob and Monod, 1961; Wissmann et al., 1986). Pti studiu parazitickych prvoku je nejvice
vyuzivany TetR/tetO systém (Meissner et al., 2007). Tet represor (TetR) je inhibovan navazanim

antibiotik tetracyklinu nebo jeho derivatem doxycyklinem.

2.1.2 Trans-aktivatorem regulovand transkripce

Pro ptesnéjsi kontrolu a vyssi indukci exprese genti v sav€ich bunkach byl syntetizovan
tetracyklinem-kontrolovany trans-aktivator tTA (Gossen and Bujard, 1992). Tento transaktivator
(tTA) vznikl fuzi TetR a virového proteinu VP16. TetR se afinitné vaze na operator pfipojeny
k minimalnimu promotoru lidského cytomegaloviru (Gossen and Bujard, 1992). Transaktivator
tTA navdzany na promotor pak spousti expresi genu. Tento systém, kdy je tTA pouze za
nepiitomnosti tetracyklinu aktivni a transkripce probihd, se oznacuje jako , Tet-off‘. Zménou
n¢kolika aminokyselin v transaktivatoru (TetR ¢ésti) se dosdhlo opa¢ného mechanismu pusobeni.
Transaktivator vaZze promotor a spousti transkripci jen v pfitomnosti tetracyklinu tzv. ,, Tet-on*
systém (Gossen et al., 1995). Transaktivatorem regulovana transkripce pouzivand u vyssich
eukaryot neni funk¢éni u parazitickych prvokd (Meissner et al., 2007). Tento systém byl vsak
napodoben pii vyzkumu jednobunééného parazita Toxoplasma gondii, kde byl minimalni
promotor povrchového proteinu SAG1 sfizovan stetO sekvenci a TetR byl napojen na

transaktiva¢ni doménu (TD) pochazejici pfimo z T. gondii (Meissner et al., 2002).



2.2 Uplné umléovani geni - knockout

Knockout genu je trvala zména DNA, ktera zcela zamezi projevu cilového genu. MiZe se
jednat o jednoduché mutace DNA kodujici aminokyseliny nebo zmény celych sekvenci

prostiednictvim delece, inzerce nebo rekombinace (Muller, 1999).

2.2.1 Homologni rekombinace a integrace

Existuje nékolik zpusobu jak knockoutovat gen. Konkrétnich zmén vétsich tsekit DNA
mize byt dosazeno pomoci homologni rekombinace, kdy dochazi ke dvojitému cross-overu, nebo
homologni integraci, kdy dochézi k jednoduchému cross-overu. V obou piipadech se téchto déju
ucastni proteiny piirozené homologni rekombinace Vv organismech. Tento fenomén byl poprvé
popsan u crossing-overu béhem meiotické faze bunécného déleni a vznikaji pii ném ,,Hollidayova
spojeni“ (Holliday junction).

Uspésné experimenty byly prvné provedeny u kvasinky Saccharomyces cerevisiae, kde
doslo k nahrazeni ptvodniho genu kodujici nefunkcni protein jeho funk¢ni formou pomoci

homologni rekombinace (Hinnen et al., 1978).

a) Vektor inzer¢niho typu

nclenyn p—_, — W ———
->

b) Vektor vyménného typu

Zacilony gen ey N ETTTE

Obr.1:

a) Vektor inzercéniho typu obsahuje jedno misto homologie, po jeho linearizaci dojde k
homologni rekombinaci se sekvenci piivodniho genu. Sekvence vlozeného genu je integrovana
do genomu. Pavodni gen mlze byt inzerci rozrusen, nebo naopak duplikovan.

b) Vektor vyménného typu dvé mista homologie s ptivodni sekvenci. V obou mistech dojde k
homologni rekombinaci a vlozeny gen nahradi v genomu ptivodni sekvenci.

Pievzato a upraveno (Hardy et al., 2010)



Knockout vedouci k nulové mutaci lze nejsnaze provést homologni rekombinaci. Sekvence,
které nasledné pozméni nebo nahradi pivodni DNA, jsou do zivych bunék dopravovany
Vv tzv. vnasecich vektorech (Miiller, 1999). Vektory nesou sekvenci rezistence vici selekénimu
médiu. Existuje nékolik zdkladnich typi mechanismii homologni integrace a rekombinace
(Obr.1). Inzer¢ni vektory pouzivajici se pii homologni integraci maji jedno misto homologie.
Vyménné vektory pro homologni rekombinaci maji dvé mista homologie.

Knockoutu genu pomoci homologni rekombinace bylo dosazeno u T. vaginalis (Land et al.,
2004; Bras et al., 2013). Tuto techniku je ale obtizné pouzit u G. intestinalis, nebot’ se jedna
o organismus diploidni s dvéma rovnocennymi jadry a u E. histolytica také z duvodu

mnohojadernosti a polyploidie u trofozoiti (Meissner et al., 2007).

2.2.2 Transkripcni umlcovani genu (TGS)

TGS je inaktivace oblasti DNA specialnimi modifikacemi ve struktufe chromatinu.
Chromatin maze byt indukovany riznymi faktory k vytvofeni represivni struktury, ktera zamezi
transkripci DNA. Tyto zmény jsou epigeneticky dédi¢né. Jsou prokdzany u mnoha eukaryot a
slouzi k regulaci genové exprese (Huang, 2002; Moazed, 2001). Mechanismus podobny TGS je
popsan u E. histolytica (Bracha et al., 2003).

2.3 Castetné umléovani genti - knockdown

Pii Castecném umlCovani genii nelze dosdhnout uplné a trvalé inhibice genové exprese.
DNA zistava zpravidla beze zmény a techniky ve vétSiné pfipadli zabraiuji expresi genu na

urovni RNA.

2.3.1 RNA interference

Schopnost exogenni dsRNA spoustét drahu cilené RNA degradace byla poprvé objevena
avysvétlena u hlistice Caenorhabditis elegans, kde kratké dvoufetézcové molekuly RNA
(dsRNA) spoustéji degradaci jim zcela komplementarnich useki mRNA (Fire et al., 1998).
Mechanismem RNA interference (RNA1) bylo zahy vysvétleno i posttranskripéni uml¢ovani gent
u rostlin provadéné od zacatku devadesatych let (Hamilton and Baulcombe, 1999). Pii vyzkumu
rostlin byla také poprvé uvedena hypotéza o RNA interferenci, jako o pfirozené obrané proti

viram (Ratcliff et al., 1997).
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Obr.2:

Klasicka draha RNA interference

dsRNA je proteinem Dicer procesovana na siRNA molekuly (1.). Ty tvofi spole¢né s proteinem
Argonaut komplex RISC (2.). Antisense RNA v komplexu se vaze ke komplementirni mRNA (3).
Protein Argonaut degraduje cilovou mRNA (4.).

Pievzato a upraveno (Stevenson, 2003)

Dlouhd dvouvldknova RNA slouzi jako substrat pro enzym Dicer, ktery je schopny Stépit
deldi molekuly na kratsi useky SiRNA (small interfering RNA). Clenové proteinové rodiny
Argonaut (Bohmert et al., 1998; Meister, 2013) se aktivuji témito kratkymi dvouvlaknovymi
molekulami siRNA a spole¢n¢ pak tvoii komplex RISC (RNA-induced silencing complex)
(Hammond et al., 2000). Komplex RISC je navadén jednim z vlaken siRNA (guide) k cilové
mRNA a po navazani ji degraduje endonukledzovou aktivitou proteinu Argonaut. Pokud neni
»guide® RNA zcela komplementarni k cilové mRNA, sméfuje RISC spolecné s pomocnymi
proteiny mRNA do specidlnich kompartmentli, kde nedochézi k jeji translaci. Takovy zpisob se

oznacuje jako represe mRNA nezavisla na s§tépeni (Liu et al., 2005). Prezence vyse zminénych



proteinii v genomech organismu slouzi jako jeden z ukazatelii, zda draha RNAi v organismu
piirozené probiha, nebo zda ji 1ze uméle indukovat (Obr.2).

RNAI u parazitickych protist se nejéastéji vyuziva pii vyzkumu Trypanosoma brucei, jenz
patii mezi vibec prvni organismy, u kterych byla draha RNAi objevena (Ngo et al., 1998).
Proteiny homologni ke kli¢ovym kompartmentim RNA interference, jako je Dicer (Dic)
a Argonaut (Ago) byly v genomu E. histolytica, G. intestinalis a T. vaginalis identifikovany
(Loftus et al., 2005; Ullu et al., 2005; Carlton et al., 2007). U E. histolytica a G. intestinalis byla
rovnéZ objevena RNA dependentni RNA polymeraza (RdRp). RdRp, ktera syntetizuje sekundarni
siRNA podle vzoru priméarnich siRNA, neni pro drahu RNA interference nezbytna, amplifikuje
vsak siRNA, a zesiluje tak celkovou drahu RNA interference (Sijen et al., 2001).

Drahu RNA interference (RNAi) spousti kromé& dlouhé¢ dsRNA 1 tfi typy malych RNA;
SiRNA (small interfering RNA), miRNA (micro RNA), piRNA(piwi RNA) (Fire et al., 1998; Lee
etal., 1993; Aravin et al., 2001).

2.3.1.1 siRNA molekuly

Malé interferujici molekuly RNA (siRNA) byly poprvé objeveny u rostlin (Hamilton and
Baulcombe, 1999). Jejich schopnost aktivovat drahu cilené RNA degradace vsak byla zjisténa az
u C. elegans, kde kratké dvoufetézcové molekuly spoustély degradaci jim zcela
komplementarnich useki mRNA (Fire et al., 1998). Pro siRNA molekuly je specificka pfedevsim
jejich délka, pohybujici se zpravidla mezi 20 az 30 nukleotidy, (Atayde et al., 2011).

2.3.1.2 microRNA molekuly

Na regulaci genové exprese se kromé¢ siRNA mohou podilet dalsi malé RNA molekuly
0 piiblizné stejné velikosti a s podobnou funkci. Dulezité jsou pifedev§im microRNA (miRNA),
jez jsou ve vétsingé piipadi derivovany z pri-miRNA (primarni miRNA), ktera je kodovana
v podob¢ vlasenek a smycek (Bartel, 2004). U nékterych organismt v¢etné G. intestinalis byly
potvrzené také miRNA molekuly pochdzejici ze snoRNA (mala jadérkova RNA) (Saraiya and
Wang, 2008). Po upravé ptivodniho transkriptu vznika miRNA vazajici se na mRNA. Na rozdil
od siRNA neni miRNA komplementarni k cilové RNA ptesné, ale pouze castecné. V tomto
ptipad¢ nedochazi zpravidla k pfimé degradaci RNA pomoci komplexu RISC, ale pouze k
poziénimu branéni translace (Olsen and Ambros, 1999), poptipadé nasmérovani mRNA do
takzvanych P-télisek (processing bodies) (Liu et al., 2005). U nékterych zivoCichii a vétSiny
rostlin miize miRNA stejné jako siRNA iniciovat degrada¢ni drahu (Carrington and Ambros,
2003).



2.3.2 Umlcovani genit nezdvislé na RNA interferenci

Mezi dalsi cCinidla schopnad casteného umlceni gent patifi nckteré syntetické
oligonukleotidy branici expresi genii riznym zptisobem a to béhem transkripce formovanim
triplexi s DNA, translace (antisense RNA, oligonukleotidy, ribozymy), nebo posttranslacné
inhibici funkce proteinu (aptamery, mutované proteiny) (Toulme et al., 1997). Nejpouzivané;jsi

jsou ,antisense* RNA, oligonukleotidy a ribozymy.

2.3.2.1 Antisense RNA

Pti této technice je exprimovana celd kodujici sekvence mRNA v antisense orientaci (Izant
and Weintraub, 1984). Piedpoklada se, Ze tato antisense RNA paruje s komplementarni mRNA a
zabranuje jeji translaci. To jakym zpiisobem umlCovani probihd je nejasné. Je mozné, ze vznikla
dsRNA je dale procesovana drahou RNAi. Mohlo by se ale také jednat o pozi¢ni branéni translace
nebo o destabilizaci MRNA popiipadé jeji degradaci RNazou H. Kazdopadné je ziejmé, Ze
nékteré mRNA jsou na destabilizaci pomoci antisense RNA nachylnéjsi nez jiné a nékteré jsou na
druhou stranu vuci této technice rezistentni (Harland and Weintraub, 1985). Sekvence v antisense
orientaci je bud’ vnasena jiz v podobé vlaken RNA (Harland and Weintraub, 1985), nebo je

exprimovana z DNA na vnasecim vektoru.

2.3.2.2 Antisense oligonukleotidy

Antisense oligonukleotidy jsou zpravidla 13-25 bazi dlouhé oligomery komplementarni
k cilové RNA, kterd se vyuziva K uml¢ovani gent (Dias and Stein, 2002; Toulme et al., 1997).
Tyto jednofetézcové oligomery hybridizuji s cilovymi nukleovymi, se kterymi tvoii duplexy
(triplexy) a prostorové blokuji transkripci/translaci nebo jsou rozeznavany RNazou H a
degradovany (Hausen and Stein, 1970). V zivych systémech se zpravidla uzivaji chemicky
modifikované oligonukleotidy, aby se ptedeslo jejich rychlé¢ degradaci v bunce (Toulme et al.,
1997). Poprvé byly kratké antisense oligonukleotidy pouzity Zamecnikem a Stephensonem
(1978). Ti vyrobili 13-mer komplementarni k RNA sekvenci viru a ten uspésné blokoval jeho
integraci do genomu hostitele (Zamecnik and Stephenson, 1978). Oligonukleotidy muzeme tfidit
do skupin dle jejich struktury a naboje hlavniho fetézce a podle mechanismu ptisobeni (Obr.3).
Mezi zéporné nabité oligonukleotidy rekrutujici RNazu H (prvni generace) patii pfirozené
fosfodiestery a modifikované fosforothiolaty DNA, mezi oligonukleotidy ptsobici bez ucasti
RNazy H (druha a tieti generace) se fadi ptredevSsim 2-O’-methyl RNA, 2’-O-alyl RNA,
morfolina, N3P5 phosphoroamidy (NP), peptido-nukleové kyseliny (PNAS) a locked nucleic acid
(LNA) (Kurreck, 2003).
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2.3.2.3 Typy chemicky modifikovanych antisense oligonukleotidii

I.  Fosforothioaty

V téchto chemicky modifikovanych oligonukleotidech, poprvé vyrobenych koncem 60 let je
jednovazebny atom kysliku fosfodiesterové vazby nahrazen atomem siry (De et al., 1969). Atomy
siry pak ¢ini cely fetézec vice odolny vici pusobeni endogennich nukledz. Diky zapornému
naboji, vznikajicimu mezi neesterifikovanymi atomy kysliku a siry na fosfatu (Stein and Cohen,
1988), jsou fosforothioaty vice rozpustné, coz usnadiuje jejich bunéény transport. Poprvé byly
pouzity in vitro v T-lymfocytech, kde uspésné inhibovaly virus HIV (Matsukura et al., 1987).
Tyto modifikované DNA oligonukleotidy degraduji mRNA, stejné¢ jako plivodni fetézce
s fosfodiesterovou vazbou, pomoci RNazy H (Cazenave et al., 1987). Mezi nevyhody
fosforothioat patii predevsim jejich vedlejsi ucinky, kdy muze napiiklad dojit k jejich

nespecifickému navazani na nékteré proteiny v buiice (Dias and Stein, 2002).

Il.  Oligonukleotidy 2. generace
Jako oligonukleotidy druhé generace se oznacuji RNA oligonukleotidy nebo RNA
fosforothioaty s modifikovanou 2°-OH skupinou nukleosidu. Mezi nejcastéj$i modifikace na
2’-OH skuping patii 2"-O-methylace (Inoue et al., 1987a; Shibahara et al., 1989), 2’-O-allylace

(Iribarren et al., 1990) a 2’-O-methoxy-ethylace (Baker et al., 1997). Syntetické



RNA oligonukleotidy prokazaly nizsi toxicitu a vétsi stabilitu (Kurreck et al., 2002) nez komplexy
s DNA oligonukleotidy, poptipadé DNA fosforothioaty. Prvni experimenty potvrzujici uc¢innost
RNA oligomeri byly provadény s virem HIV, kde Gspésné blokovaly translaci virové mRNA
(Shibahara et al., 1989). Homooligomery téchto ribonukleotidi se pouzivaji pro svou stalost a
odolnost viici RNase H také jako hybridiza¢ni sondy (Iribarren et al., 1990). Pokud chceme docilit
Stépeni mRNA RNasou H a zaroven zvysit jejich stabilitu, existuji chimérické oligonukleotidy,
tzv. gapmery. Ty jsou tvofeny ustiednim fetézcem DNA fosforothioatt, ktery v duplexu s mRNA
aktivuje RNasu, a jsou ohrani¢ené na 5’a 3’konci 2'-O-alkyl RNA, stabilizujici cely fetézec

(Inoue et al., 1987D).

1. Peptidové nukleové kyseliny (PNA)

Peptidové nukleové kyseliny patii mezi stericky branici oligonukleotidy. PNA maji
nahrazenou cukr-fosfatovou kostru polyamidovym fetézcem, ktery piesné kopiruje podobu
klasickych NK poctem vazeb a také jejich vzdalenostmi (Nielsen et al., 1991). Tyto agens paruji
S jednofetézcovymi a dvoufetézcovymi RNA/DNA skrz Watsonovy-Crickovy vazby, a takto
vzniklé duplexy &i triplexy se vyznaduji vysokou stabilitou (Egholm et al., 1993). Skala ptisobeni
téchto oligonukleotidii je pomérné Siroka: inhibice transkripce (Hanvey et al., 1992), branéni
navazani transkripéni faktort (Vickers et al., 1995), inhibice sestfihu a translace mRNA (Mologni
et al., 1999; Karras et al., 2000).

Jako i1 u ostatnich nenabitych oligonukleotidii je nejvétsi piekazkou pfi jejich uzivani
transport do bunky. Transport je umoznén napiiklad sparovanim PNA s negativné nabitymi

oligomery, lipidy nebo proteiny (Larsen et al., 1999).

IV.  Morfolino

K prvnimu pouziti morfolinového cyklu jako nahrady za ribozu (deoxyribozu) v nukleosidu
doslo na konci 80. let (Stirchak et al., 1989). Také fosfodiesterova vazba v zakladnim fetézci byla
postupné nahrazovana riznymi analogy. Dnes se vyuzivaji pfedevSim morfolina propojena
fosforamidovou vazbou a primarné zacilena na RNA (Summerton and Weller, 1997). Tyto
morfolinové DNA analogy jsou nenabité, velmi stabilni, nepodléhaji degradaci bunécnymi
enzymy, a tudiz netvoii odpad toxicky pro bunku (Hudziak et al., 1996). Existuji tfi zakladni
mechanismy pusobeni morfolinovych oligonukleotidu. Inhibice translace je velice u¢inna, pokud
sekvence mRNA, kde znemoznuje G¢inné sestaveni komplexu malé jednotky ribozomdalniho

komplexu (Summerton, 1999). Kromé translace je mozné morfolinovymi antisense
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oligonukleotidy inhibovat také sestiih pre-mRNA (Morcos, 2007) a vazbu regula¢nich faktord
translace k mRNA (Cibois et al., 2010).
Nevyhoda morfolin spociva obdobné¢ jako u PNA a dalSich nenabitych antisense

oligonukleotidt pfedevsim v obtizném doruceni do mista ptisobeni (Summerton, 1999).

V. Ribozymy

RNA skatalytickou aktivitou, neboli ribozym, byla poprvé objevena v podobé
,,self-splicing® intronti (schopnych samosestiihu) tiidy 1. u nalevnika Tetrahymena thermophila
(Kruger et al., 1982). Jako velké ribozymy, dosahujici délky az tisict bazi, se oznacuji introny I.
a I tfidy a RNasa P (Kruger et al., 1982; Michel et al., 1982; Guerrier-Takada et al., 1983). Mezi
malé ribozymy 0 Velikosti desitek az stovek bazi fadime viroidovy hammerhead ribozym, hairpin
ribozym a hepatitis delta ribozym (Prody et al., 1986; Haseloff and Gerlach, 1992; Buzayan et al.,
1986). Nejvice vyuzivanym ribozymem v technikach knockdownu je hammerhead ribozym.
Molekuly hammerhead ribozymu maji specifickou konzervovanou strukturu, skladajici se ze tii
o helixii a katalytického jadra. Prvni krystalova struktura byla vytvofena r. 2006 Martickem a
Scottem (Martick and Scott, 2006). Pfirodni hammerhead ribozymy §tépi ve vétsing ptipadi samy
sebe cis reakci — to znamena intramolekularné (Hammann and Lilley, 2002). Uméle mohou byt
konvertovany na formu S$tépici trans, tedy jiné RNA molekuly s odpovidajici sekvenci
(Uhlenbeck, 1987; Haseloff and Gerlach, 1988).

5
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2.3.3 Dominantné negativni mutace

Ze sekvence cDNA dnes muzeme snadno pomoci bioinformatickych metod vytipovat
konzervované domény a aktivni mista kodovanych proteini. Pro potvrzeni naseho odhadu
0 funkci proteinti v in vivo systémech se pouziva metoda dominantné negativni mutace (Dominant
Negative) (Sheppard, 1994). Nejdtive se provede cilena mutace na urovni DNA. Tato DNA, ktera
exprimuje pozménény produkt, je vektorem vnesena do bunék, zatimco exprese ptivodni DNA
neni nijak pozménéna. Mutantni protein mize ovlivnit svlij pfirozeny protéjSek a jeho funkéni
drahu nékolika zpusoby (Herskowitz, 1987). Pokud protein funguje sam ve formé monomeru,
kompetuje mutantni forma s pivodni formou o substrat. Nefunk¢ni protein se zpravidla na
substrat navaze, ale neni jiz schopen katalyzovat dal§i reakce. V ptfipadé€, Ze protein tvoii
homo- nebo heterodimery, se mutace proteinu zpravidla navrhuje tak, aby protein byl schopen
vazby do komplexu s ostatnimi proteiny, popfipadé i se substratem. Dale je ale tento agregat jiz
nefunkéni (Herskowitz, 1987). Nejvyrazngjsiho fenotypu se dosahuje, pokud mutantni protein
inhibuje néktery z limitujicich krokli enzymatickych drah (Sheppard, 1994). K indukci exprese
dominantné negativniho proteinu lze u anaerobnich paraziti pouzit TetR/tetO systému

(Ramakrishnan et al., 1997; Ortiz and Johnson, 2003; Sun and Tai, 2000).

3 REVERZNI GENETIKA U ANAEROBNICH PRVOKU

3.1 Umlcovani geni u Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis je anaerobni prvok patfici do tfidy Parabasalia, kmene Metamonada.
Obsahuje jedno haploidni jadro s genomem o velikosti asi 160 Mb (Carlton et al., 2007).
T. vaginalis parazituje na slizni¢énim epitelu urogenitalniho traktu. U ¢lovéka zptsobuje sexualné

prenosnou chorobu - trichomoniazu.

3.1.1 Transfekcni techniky

Transientni a stabilni transfekce byla pro manipulaci s T. vaginalis zavedena v roce 1997.
Autoti zde pfipravili nékolik konstruktii nesoucich riizné markerové a selekéni geny, napf.
chloramfenikol acetyltransferazu (CAT), luciferazu (LUC) a neomycin fosfotransferazu (NEO),
kterd umoziuje rezistenci vaci pusobeni geneticinu (Delgadillo et al. 1997). Markerovy gen je
zpravidla ohrani¢en na 5’a 3" konci nepiekladanymi oblastmi (UTR) genu, ktery je v T. vaginalis
ptirozeng siln€ exprimovan. Transfekce se provadi metodou elektroporace. Jako selekéni markery

se u T. vaginalis nejcastéji pouziva gen pro neomycin fosfotransferazu, rovnéz lze pouzit
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hygromycin fosfotransferazu a puromycin acetyltransferazu (Delgadillo et al., 1997; Ortiz and
Johnson, 2003)(Hrdy et al., 2004).

3.1.2 Inducibilni regulace exprese

Pro regulaci exprese exogenni DNA byl vyvinut TetR/tetO systém (Ortiz and Johnson,
2003). Jedna kopie sekvence tetracyklinového operatoru, vlozena mezi iniciator a ATG kodon,
fidi expresi genu a je regulovana tetracyklinovym represorem. Represor, ktery naseda na operator
a tedy inhibuje transkripci, mize byt vyvazan pouze antibiotikem tetracyklinem (doxycyklinem).
Podle zmétené kinetiky reakce je indukce exprese genu v piipadé CAT patrna piiblizné 6 hodin
po pfidani tetracyklinu a maxima dosahuje po 48 hodinach. Tyto experimenty ukazuji,

ze inducibilni exprese je ¢asové zavisla (Ortiz and Johnson, 2003).

3.1.3 Uplné umléeni genu - knockout

Knockout genu pomoci homologni rekombinace je u T. vaginalis, na rozdil od
G. intestinalis a E. histolytica, v zasad¢ jednodussi diky haploidnimu genomu. Na druhou stranu
se T. vaginalis vyznacuje duplikaci mnoha genovych rodin (Carlton et al., 2007), zatimco
jednokopiovych genti vhodnych pro provedeni experimentu je relativné malo. Prvni knockout byl
proveden u genu pro ferredoxinl (Land et al., 2004). Ferredoxin je kliovy protein, ucastnici se
ptenosu elektronti v hydrogenosomu (redukovana mitochondrie) trichomonad (Marczak et al.,
1983). Knockout byl ovéfen metodou Southern blotu a Western blotu, avSak nebyl pozorovan
zadny vyznamny fenotyp, coz bylo pozdéji vysvétleno nalezem dalSich homologt ferredoxinu
v genomu T. vaginalis (Carlton et al., 2007).

Knockout se provadi metodou vytésnéni genu (gene replacement), kdy je celd ptivodni
sekvence nahrazena genem pro selekéni marker. Ten je na 5" a 3 ’konci ohrani¢en neptekladanymi
oblastmi cilového genu (Land et al., 2004; Bras et al., 2013). Plazmid nesouci takto pfipraveny
gen je nejdiive pomnozen ve velkém mnozstvi v bakteriich. Po izolaci je in vitro $tépen
a linearizovany konstrukt je elektroporovan do bunck. K procesu rekombinace pak dochazi
nahodné mezi homolognimi sekvencemi genu ptivodniho (cilového) a vlozeného. Aby se predeslo
kontaminaci cirkularnim plazmidem a selekci falesné pozitivnich bunck, byly pouzity dvé
restrikéni endonukledzy pro linearizaci vnaSené DNA a jedna restrikéni endonukledza, Sté€pici
v sekvenci vnaseciho vektoru (Land et al., 2004). Populace transformovanych bunék je vhodné
klonovat a vyizolované klony dale analyzovat zvlast’ (Land et al., 2004; Delgadillo et al., 1997).

Tento postup byl uspésné zreprodukovan na genu pro hydrogenosomélni membranovy

protein (hmp23) (Bras et al., 2013). Pro Gspésnou selekci transformovanych bunék bylo nutné
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snizit koncentraci antibiotika geneticinu (G418) ze 100 na 80 pg/ml. Autofi dale v tomto piipadé
neizolovali klonalni populaci. Usp&né vytésnéni hmp23 bylo potvrzeno metodou PCR.
V buiikach hmp23-knockout byly pozorovany zvétsené hydrogenosomy, coz je prvni
zaznamenany fenotyp trvalého uml¢ovani genu u T. vaginalis. Nicméné tato zména ve velikosti

hydrogenosomi neméla zadny vliv na Zivotaschopnost a rist bunék (Bras et al., 2013).

3.1.4 RNA interference

V genomu T. vaginalis byly identifikovany dva homology pro protein Argonaut a gen pro
protein podobny Diceru (Carlton et al., 2007). Dalsi studie potvrdily vyskyt asi 11 microRNA
(miRNA) molekul, které by se mohly piirozené ucastnit regulace exprese genti branénim translace
MRNA (Chen et al., 2009). Existuje tedy teoreticka moznost vyuzit RNA interferenci pro uml¢eni
exprese gend.

Clanek zroku 2005 hovoii o degradaci mRNA kédujici peroxiredoxin a thioredoxin
reduktazu pomoci RNA interference. Autofi zde vpravili do bun¢k 21-23nt molekuly dsRNA, coz
vedlo Kk snizeni exprese mRNA do proteind (Zhang et al., 2005). Z dostupnych informaci ale neni
ziejmé, zda byly cilové mRNA molekuly skute¢né degradovany. Navic na tyto vysledky autofi
ani nikdo jiny nenavazal. Jelikoz byly molekuly miRNA u T. vaginalis objeveny az pozd¢ji (Chen
et al., 2009), zhstava nejasné, zda u T. vaginalis dochazi k inhibici exprese genu skute¢né
degradaci mRNA fizenou molekulami siRNA, nebo zda dochdzi spiSe k branéni translace pomoci

miRNA.

3.1.5 Antisense RNA

Prvni antisense techniky byly vyuzity pii studiu funkce AP65 a AP33 (Mundodi et al., 2004;
Mundodi et al., 2007), coz jsou povrchové proteiny, pomahajici parazitu pti adherenci k buiikam
vaginalniho epitelu hostitele (Alderete and Garza, 1988). AP65 a AP33 navic vykazuji dualni
funkci jako malat dehydrogenaza (malic enzyme) (Hrdy and Miiller, 1995), respektive
a-sukcinyl CoA syntetaza, piasobici v hydrogenosomech (Alderete et al., 2001). Plazmidové
konstrukty nesou selek¢éni markery a celou sekvenci pro transkripci cilové mRNA v orientaci
sense, nebo antisense. Zatimco buriky transfekované plazmidem s antisense sekvenci vykazaly
pokles v expresi mMRNA pro ap65 a ap33 v rozmezi 60-70 %, bunky obsahujici plazmid prazdny,
nebo se sense sekvenci, slouzily jako kontrola a neukazaly zadny pokles exprese (Mundodi et al.,
2004; Mundodi et al., 2007). Dalsim vyzkumnym tymidm se nepodafilo tyto experimenty

zreprodukovat.
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3.1.6 Antisense oligonukleotidy

Pii umlCovani exprese gent byly u tohoto prvoka experimentalné pouzity oligonukleotidy
s ptipojenymi fosforothioaty na obou koncich (Munoz et al., 2012). Autofi této studie zacilili
kodonu. Syntetizované oligonukleotidy byly piidany volné do média s bunikami a cely systém byl
inkubovan po 18 hodin v 37°C. Buiky inkubované se sense oligonukleotidy slouzily jako
kontrola. Poté byla kultura promyta ve fosfaitovém pufru a sniZeni exprese proteinu bylo dale
analyzovano metodou imunoblotingu. Ze tii proteini bylo pifi pouziti antisense oligonukleotidt
dosazeno umlceni exprese pouze u genu pro protein-fosfatizu 1 gama (PPly), zatimco geny pro
PPla a PP1P nevykazaly zmény exprese. Tento experiment nebyl prozatim GspéSné zopakovan
u dalSich proteint T. vaginalis. Dale z uvedenych negativnich vysledkt v pfipadé PPla a PP1j

tedy vyplyva, Ze se nejednd o pfilis stabilni a spolehlivou techniku.

3.1.7 Dominantné negativni mutace

Technikou dominantné negativni mutace byla nedavno ¢aste¢né objasnéna funkce jednoho
z 8 proteini  DRPs (dynamin related proteins), nachazejicich se v genomu T. vaginalis
(Wexler-Cohen et al., 2014; Carlton et al., 2007). TvDRP (TVAG_350040) byl mimo cytoplazmu
lokalizovan i v hydrogenosomech, kde pomaha pii jejich déleni. Jednobodova mutace Vv
DNA sekvenci proteinu, jez vedla ke zméné lysinu v pozici 38 na alanin, znemoznila vazbu GTP
do katalytického mista. Exprese mutovaného proteinu méla za nasledek buinky s mensim poctem
ale az o 74 % vétsimi hydrogenosomy (Wexler-Cohen et al., 2014). Dal§im projevem byl zvyseny
vyskyt perifernich vesiklit (PV) na povrchu hydrogenosomii, ktery bud’ potvrzuje zpisobeny
defekt hydrogenosomalni membrany, nebo také souvisi s vy$§im stresem u bunék s nedélicimi se
hydrogenosomy (Benchimol, 2009). Buriky transfekované plazmidem, ktery exprimoval mutantni

protein, byly selektovany na 100 pg/ml G418 (Wexler-Cohen et al., 2014).

3.2 Umlcovani geni u Giardia intestinalis

Tento zastupce z fadu diplomonad se vyskytuje jako parazit tenkého stfeva u rliznych druhi
savcl. V zivotnim cyklu se stfidaji dvé stadia - odolné cysta a trofozoit. Hostitel se nejcastéji
nakazi kontaminovanou vodou obsahujici cysty a mlzZe u ng dojit ke giardidze, nekrvavému
priymovému onemocnéni. Trofozoiti dokazi obmeénovat antigenné specifické povrchové proteiny

(variant-specific surface proteins - VSPs), aby unikli imunitnimu systému (Adam et al., 1988).
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Pro tohoto parazita jsou specificka dvé transkripéné aktivni diploidni jadra (Kabnick and Peattie,
1990). Genom G. intestinalis obsahuje ptiblizn¢ 11,7 Mb (Morrison et al., 2007).

3.2.1 Transfekcni techniky

Giardia intestinalis se transfekuje elektoporaci (Yee and Nash, 1995) nebo pomoci
RNA viru (Yu and Wang, 1996). V piipadé pouziti giardiového viru (GLV) je selekéni marker
nebo gen, ktery chceme exprimovat, ohrani¢en virovymi sekvencemi. Cely konstrukt je in vitro
transkribovan a transfekovan do bunck infikovanych GLV. RNA se v bunkach replikuje,
transkribuje a nasledn¢ infikuje dalsi jedince (Yu and Wang, 1996; Yu et al., 1996). Plazmidy pro
stabilni transfekéni systém obsahuji jako selekéni markery neomycin fosfotransferazu, nebo

puromycin-N-acetyltransferazu (Sun et al., 1998; Singer et al., 1998).

3.2.2 Inducibilni regulace exprese

Indukce exprese je u G. intestinalis tizena TetR/tetO systémem. Nejvyssi inducibilitu
prokazuje systém, kde je exprese vlozeného genu fizena syntetickym promotorem genu ran, za
ktery jsou vlozeny dvé tandemové sekvence tetracyklinového operatoru (Sun and Tai, 2000). Pod
dalsimi ran, respektive gdh promotory, je na stejném vektoru exprimovan také selek¢éni marker
plazmidu a sekvence kodujici tetracyklinovy represor (Obr.3) (Sun and Tai, 2000). Konstitutivné
exprimovany TetR se vdze na tetO a brani transkripci. Po pfidani tetracyklinu je tetO uvolnén

a probiha exprese.

ran gdh ran

—(E.— luc+ D—é) tetR p:: neo

00

Obr.5:
Konstrukt pro tetracyklin-inducibilni expresi genii u G. intestinalis
Pfevzato a upraveno (Sun and Tai, 2000)

Systém zalozeny na encystacné specifickém promotoru genu cwpl(cyst wall protein)
umoznuje expresi markerového genu napi. GFP (green fluorescent protein) specificky béhem

encystace trofozoitd (Hehl et al., 2000). Nepiekladana oblast na 5 konci 0 délce 110 bp od
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start kodonu cwpl nese specifické cis-DNA elementy, které jsou rozeznavany transkripénimi
faktory (TF) pfi zahdjeni encystace. 3" oblast genu naopak nese sekvenci pro fizenou degradaci
mRNA po ukonéeni encystace (Hehl et al., 2000). Stejné vlastnosti ma i gen cwp2, ktery autoti
pouzili k fizené expresi genu pro luciferazu (Davis-Hayman et al., 2003). Je zjevné, ze tento
systtm ma ale v porovnani s jinymi indukénimi systémy pomérné omezené pole pusobnosti,
ackoliv stadium encystace je velice dualezité pii vyzkumu patogenity parazita a studiu

vesikularniho transportu (Gaechter et al., 2008).

3.2.3 Uplné umléeni genu - knockout

Pokud je transfekovana DNA linearizovana, dochazi u G. intestinalis k homologni
rekombinaci do genomu (Singer et al., 1998). V praxi ale zatim neni mozné provést uspésny

knockout u obou diploidnich jader, a proto se tato technika nevyuziva.

3.2.4 RNA interference

Genom Giardia intestinalis obsahuje vSechny hlavni komponenty drahy RNA interfence;
RNA dependentni RNA polymeraza (RdRp), Dicer (Dic) a Argonaut (Ago) (Ullu et al., 2005).
U G. intestinalis byla prokazana existence funk¢éni drahy RNAI a to pfirozené pii regulaci exprese
variantnich povrchovych proteind (variant-specific surface proteins - VSPs) (Prucca et al., 2008;
Saraiya and Wang, 2008). Protein Dicer nalezeny v G. intestinalis ma typickou endonukleazovou
aktivitu, §tépi dlouhé dvouretézcové RNA na 20-30 nt kratké molekuly RNA, coz bylo potvrzeno
studii in vitro a v heterolognim expresnim systému (MacRae et al., 2006). Vsechny proteiny
RNAi ptisobi vcytoplazmé a RdRp je asociovdna sribozomy na povrchu drsného
endoplazmatického retikula (Prucca et al., 2008). Pii uml¢eni proteini RdRp a Dicer pomoci
antisense RNA je exprimovano vice VSPs na povrch buinky, ackoliv u normélniho fenotypu je
generovan vzdy pouze jeden VSP a ostatni jsou inhibovany. Rovnéz umlCeni genu pro
Ago protein prostfednictvim hammerhead ribozymu vedlo k sniZeni inhibice sledovaného genu
(Saraiya and Wang, 2008).

Wang a Prucca se v publikacich z téhoz roku diametralné rozchazi v ndzoru, jaké molekuly
jsou v ptipadé regulace VSP spoustéte RNAi. Prucca et al. (2008) je toho nazoru, Ze k inhibici
exprese vsp dochazi drahou RNAI, kdy je k mRNA dotvofeno komplementarni vldkno pomoci
RdRp. Vznikla dsRNA je Stépena na 25-27nt useky RNA proteinem Dicer. Tomuto pribéhu
nasvédCuje pritomnost ,antisense” vlaken vsp, které nejsou v bunce dale exprimované do
proteint. Dale byla zaznamenana aktivita proteinu Dic vii¢ci mRNA molekuldm rtznych vsp, které

byly do bun¢k experimentaln¢ transfekovany (Prucca et al., 2008).
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Podle Wanga je vsak pravdépodobné, Ze Dicer a Argonaut se u G. intestinalis podileji na
inhibici translace vsp piedevsim pomoci microRNA (Saraiya and Wang, 2008). miRNA vznika
bud sestfihem snoRNA (small nucleolar RNA) nebo pri-miRNA prostfednictvim Diceru
a v komplexu s proteinem Argonaut se ucastni inhibice translace (Saraiya and Wang, 2008;
Saraiya et al., 2011). Jedna zanalyzovanych miRNA, konkrétn¢ miR2, se vazala na
3’ konzervovanou oblast genl vsp, a pusobila tedy pfi posttranskripcni regulaci jejich exprese
(Saraiya and Wang, 2008). Pfedpoklada se, Ze aniz by ptimo ovliviiovala stabilitu mRNA, slouzi
pravé miRNA u G. intestinalis jako dilezity regulator genové exprese (Saraiya et al., 2011). Tuto
hypotézu podporuje experiment, kde syntetizované molekuly miR2 inhibuji expresi konstruktu,
ve kterém je 3’oblast VSP spojena s markerovym genem pro luciferazu (luc). Luciferazu bylo
mozné inhibovat az ze 40 % Vv zavislosti na mnozstvi pouzité miR2 (Saraiya and Wang, 2008).
Navic bylo zjisténo, Ze se umlCovani exprese luc ucastni nejen uméle syntetizované
ale i endogenni miRNA.

Ani jedna zvySe uvedenych hypotéz vSak nenabizi vysvétleni, jakym zpusobem je
u parazita rozhodnuto o expresi jednoho konkrétniho VSP na povrchu buiiky.

RNAI se pii cileném umlCovani genti u tohoto parazita zatim stabilné nepouziva. Publikace
z roku 2009 uvadi jako mozné vyuziti dlouhych dvoufetézcovych RNA, které v tomto piipadé
umlcely expresi genti pro cyst wall protein 2 (CWP2), RdRp, dvé podjednotky adaptinu (n1, p2)
a exogenni GFP (Rivero et al., 2010). Riazné geny byly umlceny z 22-99%. Autofi piedpokladaji
degradaci proteini pies drahu RNA interference. Zaroven ale ukazuji, Ze protein Dicer nebyl
schopny takto dlouhé dsRNA (600 — 1000 bp) Stépit na kratsi fetézce a reakce se neucastni.
V piipadé uml¢ovani RdRp pouzitim dsRNA autofi nepozorovali zadny fenotyp uvadény diive
(Prucca et al., 2008). Tento problém je podle autorli zapfi¢inén niz§i expresi dvoufetézcovych
RNA, kdy je systém fizen tetracyklin-inducibilnim systémem (Rivero et al., 2010). Navic je uziti
dsRNA jako spoustée RNAI za Gcasti proteinu Dicer zpochybnéno tim, ze se u G. intestinalis
bézné vyskytuje virus, ktery je v cytoplasmé stabilni a neni bunécnymi mechanismy nikterak

degradovan (Miller et al., 1988; Saraiya et al., 2011).

3.2.5 Antisense RNA a hammerhead ribozymy

U G. intestinalis lze pouzit klasické, nemodifikované molekuly antisense RNA (Lauwaet
et al., 2007; Touz et al., 2002). Bunky jsou transfekovany plazmidy, které nesou antisense
sekvenci celého cilového genu. Pomoci antisense techniky byla také ndzorné potvrzena funkce
proteinti drahy RNAI (viz vySe), kdy knockdown Dic a RdRp vytstil v expresi vice proteinti VSP

zaroven.
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Prvni hammerhead ribozym (HHR) u G. intestinalis byl navrzen tak, aby S$tépil ve
specifickém misté sekvence mRNA pyruvat-feredoxin oxidoreduktazy (PFOR) (Dan et al., 2000).
Byly porovnavany aktivity dvou navrzenych ribozymu s kratkymi a dlouhymi antisense rameny.
Puvodni 22 nt dlouhy HHR (Uhlenbeck, 1987; Haseloff and Gerlach, 1988) opatieny antisense
rameny byl vlozen do sekvence virového vektoru (Yu and Wang, 1996). Hammerhead ribozym
s del$imi rameny rozeznaval a §tépil cilovou mRNA Iépe. Expresi genu lze timto zptsobem

umlcet ze 78 a vice procent (Dan et al., 2000; Castillo-Romero et al., 2010).

3.2.6 Morfolino

Syntetické oligonukleotidy jsou vtomto piipadé vpravovany do bunék metodou
elektroporace stejné€ jako vyse zminéné plasmidové vektory. Prvni experimenty byly provedeny
na exogennim genu pro GFP a endogennim genu pro kinesin-2b (GiKIN2b) (Carpenter and
oligonukleotidy zacilené na sekvenci v blizkosti start kodonu, kde blokuji nasednuti
ribozomalniho komplexu. U obou proteinil bylo dosazeno az 60% snizeni exprese genu. V piipadé
proteinu GFP nevykazovaly bunky, které byly transfekované morfoliny, zadné zmény v rustu.
Buniky s uml¢enym genem pro GiKIN2b mély poskozeny cytoskelet v oblasti bic¢ikd. U nekterych
bunék vnéjsi Casti bi¢iki zcela chybély nebo byly vyrazné zkraceny (Carpenter and Cande, 2009).

Tato metoda byla u G. intestinalis zopakovana pfi knockdownu riznych genu, naptiklad
flagelarniho proteinu PF16 (House et al., 2011), cyklinu B (Gourguechon et al., 2013) a proteinu
medianniho t€liska (Woessner and Dawson, 2012). Ve vsech vySe zminénych piipadech se
nejvyssi ucinnosti dosdhlo pii pouziti alespoit 100 M antisense morfolinovych oligonukleotida

a v ¢ase 24 hodin po transfekci.

3.2.7 Dominantné negativni mutace

Jelikoz jsou techniky umlCovani exprese genu na trovni RNA u G. intestinalis ne zcela
spolehlivé a zatim se nedaji pouzit u vSech gentl, je v n¢kterych ptipadech vyhodné€jsi zaméfit se
na expresi mutovanych proteinti (Gaechter et al., 2008; Dawson et al., 2007). Tato metoda byla
u G. intestinalis poprvé pouzita pii studiu funkce kinesinu-13 (Dawson et al., 2007). Kinesin-13
depolymeruje vlakna mikrotubuld (Wordeman and Mitchison, 1995) a pro svou disociaci
od tubulinu musi hydrolyzovat ATP. Upraveny produkt byl vytvofen metodou PCR s mutujicimi
primery. Bodova mutace Vv sekvenci genu pro kinesin-13 zpusobila, Ze protein vazal ATP,
ale nebyl ho schopny hydrolyzovat (Dawson et al., 2007). Tento takzvany ,kinesin-13 rigor

mutant® byl exprimovan pod kontrolou tetracyklin-inducibilniho systému (Sun and Tai, 2000).
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Fenotyp dominantn¢ negativni mutace pro kinesin-13 se projevuje poskozenym cytoskeletem.
G. intestinalis vykazuje defekty déliciho vieténka, delsi bi¢iky a naopak malé medianni télisko
(Dawson et al., 2007).

Obdobné¢ byla u tohoto prvoka vytvoiena také mutantni forma proteinu dynamin. Mutace
aminokyseliny lysinu snizila afinitu pro vazbu GTP do aktivniho centra proteinu, a tudiz protein
dale nebyl katalyticky aktivni (Gaechter et al., 2008). V tomto piipadé byl pro indukci pouzit
systém exprese fizeny encystacné specifickym promotorem. Byla tak prokazana dilezita funkce
dynaminu, a to spiSe pti dokoncovani encystacnich procesti nez pii jejich zahajeni, nebot’ bunky
exprimujici nefunk¢ni protein nebyly schopné encystaci tispé$né dokoncit (Gaechter et al., 2008).

Naposledy byla pii vytvofeni mutantni formy o-2-anexinu pozménéna dvé ze Ctyf
vysokoafinitnich mist pro ionty Ca** (House et al., 2011). Autofi pozorovali dominantné negativni
fenotyp ve vyrazném snizeni amplitudy pohybu bi¢ikti prvoka. Mutovany protein byl v tomto

pfipadé exprimovan pod tetracyklin-inducibilnim promotorem.

3.3 Umlcovani genii u Entamoeba histolytica

Tento patogenni prvok ztiidy Archamoeba mulze parazitovat na stievni sliznici
a v n€kterych ptipadech invadovat i do dalsich tkani ¢lovéka. E. histolytica se ve stadiu cysty
prenasi fekalné-oralni cestou, predevsim kontaminovanou vodou a potravinami. Vyuziti nékterych
molekularn€¢ biologickych metod muze byt znesnadnéno tim, Zze v axenickych kulturach
se vyskytuji trofozoiti s variabilnim po¢tem jader a jadernou multiploidii (Das and Lohia, 2002).
Velikost genomu u E. histolytica je t¢éméi 24 Mb (Loftus et al., 2005).

3.3.1 Transfekcni techniky

Elektroporace se jako technika vnaseni plazmidovych vektori pouziva od poloviny
devadesatych let (Nickel and Tannich, 1994). Ke stabilni transfekci plazmidt u E. histolytica
se vyuziva gen pro neomycin fosfotransferazu, ktery udava rezistenci k antibiotiku geneticin
(G418) (Vines et al., 1995; Hamann et al., 1995). Transfekované bunky lze selektovat ve velice

Sirokém rozmezi koncentrace antibiotika 5-100 ng/ml G418 (Hamann et al., 1995).

3.3.2 Inducibilni regulace exprese

Inducibilni TetR/tetO systém umoziuje u tohoto prvoka piisnou regulaci exprese (Hamann

and Tannich, 1997). Nevyhodou je vSak pomérné vyrazné sniZzeni pivodni exprese genu po

.....
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Tannich, 1997). E. histolytica ma specifické a pomérné kratké regulacni oblasti genti (Bruchhaus
et al., 1993) a vyménou 19 nt puvodni sekvence za bakterialni tetO doslo nejspi$ k poruseni
regulaénich cis elementtt (Hamann and Tannich, 1997). Lepsiho vysledku dosahl tym védct pod
vedenim Dr. Petriho, ktery zkonstruoval dva plazmidy, zvlast pro expresi genu (luciferazy) pod
promotorem se zaclenénym tetO a zvlast pro expresi TetR (pGIR209/pGIR308) (Ramakrishnan
et al., 1997; Vines et al., 1998). Autofi v tomto piipad€, namisto 5" regula¢ni oblasti genu pro
aktin, pouzili 5 oblast genu pro tézky fetézec N-acetyl-B-D-galaktosamin-specifického adhesinu
(hgl5). Sekvence tetO nahradilal9 bp plvodni sekvence za TATA boxem (Vines et al., 1998).
Pouzitim tohoto systému lze dosdhnout az 100 nasobné indukce exprese po vyvazani TetR z mista

tetO.

3.3.3 Transkripcni umlcovani genii (TGS)

Fenomén TGS byl u E. histolytica objeven nahodou, kdyz se tym védct pokousel o zesileni
exprese genu (over-expresi) pro amoebapor A (AP-A) (Bracha et al., 2003). U trofozoiti
virulentniho kmene HM-1:IMSS, ktefi byli transfekovani expresnim plasmidem (psAP-1)
nesoucim gen ap-p s jeho 5" a 3" nepiekladanymi oblastmi za Gi€elem zvySeni exprese genu, doslo
k tplné inhibici genu pro amoebapér A a také jemu blizce piibuznych genl pro amoebapor B
a protein podobny saposinu (Bracha et al., 2003; Bracha et al., 2006). Podle autorti se jedna
0 mechanismus transkripéniho uml¢ovani gent (TGS). Inhibice vySe zminénych gent pretrvala
I po odstranéni plazmidu a klon téchto trofozoitli se oznacuje jako G3 (Bracha et al., 2003).
Nekteré vysledky poukazuji na SINE1 (,short interspersed element 1) (Van et al., 2002),
nalezeny v 5 oblasti ap-p, jako na hlavni inhibi¢ni faktor (Anbar et al., 2005). Pouze u klonu G3,
s jiz inaktivovanym ap-a, se podafilo umléet nékteré dalsi geny podobnym zplisobem, pokud
jejich sekvence v plasmidu pfimo navazuje na 5° regulacni oblast ap-p (Bracha et al., 2006).
V oblasti inhibovanych genti byly pozorovany zmény ve struktufe chromatinu (Huguenin et al.,
2010). Cela sekvence 140 nukleotidi SINEI byla v jadife pozorovana ve formé& ssRNA
(jednotetézcova RNA) a jelikoz nebyly v transkriptomu inhibovanych bunék pozorovany zadné
siRNA molekuly, pfedpokladali autofi, Ze se jedna o mechanismus nezavisly na RNAi (Anbar
et al., 2005). Nicméné pozdéjsi vyzkum naopak ptitomnost kratkych antisense RNA molekul,
které odpovidaji inhibovanym gentm, potvrdil (Zhang et al., 2011a). Tyto malé RNA (SRNA)
svou strukturou odpovidaji endogennim antisense RNA nalezenych u E. histolytica jiz dtive
(Zhang et al., 2008).

Nedavno byl v laboratofi Dr. Singh zkonstruovan plazmid, ktery nese sekvenci

o211

umlcovaného genu napojenou na specialni fragment DNA (Obr.4). Tento fragment ,,spoustéé™ je
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schopny na sebe vazat velké mnozstvi endogennich antisense RNA a inaktivovat gen ve své
blizkosti (Morf et al., 2013). Jsou-li v genomu malé endogenni RNA komplementarni i k sekvenci
umlcovaného genu, dochdzi k inhibici, ktera pietrvava také po vyjmuti plazmidu. Vyskyt téchto
endogennich antisense RNA se 1isi u riznych kmentli, a pokud se pfirozené nevyskytuji,
inaktivace exprese neni trvala (Morf et al., 2013). Misto vyskytu inaktivovaného genu v jadie je
zna¢né obohaceno o antisense RNA, histon3 a protein Argonaut (EhAgo2-2) (Zhang et al.,
2011a). Dle autort antisense SRNA (small RNA) spole¢né s EhAgo2-2 indukuji trvalou zménu
V uspofadani chromatinu u uml¢enych genii, a mohlo by se tak jednat o viibec prvni transkripcni

umlcovani genti prostiednictvim RNA interference zaznamenané u prvoku (Zhang et al., 2011a).
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Obr.6:

Mechanismus TGS pomoci antisense RNA u E. histolytica

Pokud je na plasmidu v butice konstrukt sestaveny z uml¢ovaného genu (UG), spoustéce (S) a promotoru
exprese (P), pak jsou v genomu E. histolytica produkovany antisense RNA, které se vazou na sekvenci
spoustéce a inhibuji transkripci genu na plasmidu. Zaroven jsou generovany endogenni antisense RNA
odpovidajici uml¢ovanému genu, které zpiisobuji TGS u odpovidajiciho genu v genomu. Antisense
RNA zabranuji také expresi luciferazy, ktera je spojena s ¢asti uml¢ovaného genu (UG*). Neupravena
luciferaza je exprimovana beze zmény. Tato inhibice exprese je trvala a pretrvava i po vyjmuti plasmidu
z bunky.

Ptevzato a upraveno (Morf et al., 2013)

Jiny pohled do této problematiky vnasi ¢lanek zroku 2010, ktery TGS u E. histolytica
vysvétluje jako uml¢ovani gend prostiednictvim tRNA (Irmer et al., 2010). Tento mechanismus
byl pozorovan do té doby pouze u kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Hull et al., 1994). Jako
hlavni represory transkripce ap-a jsou Vtomto piipadé oznafeny geny pro tRNA kyseliny
glutamové a tyrosin, které jsou pro uspéSnou inhibici genu nepostradatelné (Irmer et al., 2010).

Experimenty uvadgéjici jako hlavni inhibi¢ni faktor SINE1 element (Anbar et al., 2005) jsou
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VvV tomto ¢lanku zpochybnény, nebot” pokud je tento element z transfekéniho plazmidu odstranén,
efektivita inaktivace genu pro AP-A se pouze snizi (Irmer et al., 2010). Usp&sna inaktivace je ale
pozorovatelna u 20-50 % transfekovanych bunék, pokud jsou po transfekci izolovany jednotlivé
klony.

Z piehledu vyse zminénych vysledkii je patrné, ze zatim nepanuje shoda o piesném
prubé¢hu TGS u E. histolytica a tento mechanismus se nepodatilo objasnit do t¢ miry, aby byl
cilen¢ vyuzivan u vsech studovanych genii. Zatim nejpravdépodobnéjsi se zda byt smér vyzkumu

zabyvajici se malymi antisense RNA (Morf et al., 2013).

3.3.4 RNA interference

Genom E. histolytica obsahuje geny proteind Gcastnicich se RNAI. Byly identifikovany tfi
klasické Ago proteiny, pfi ¢emz nejcetnéjsi je EhAgo2-2, ktery je také Casto nalézan spolecné
s 27nt molekulami RNA (Zhang et al., 2008). Dale byla identifikovana RNA dependentni RNA
polymeraza (RdRp) a protein podobny Dicer (Dic) obsahujici doménu RNazy Ill (Zhang et al.,
2008). Vzhledem k poznatktiim ziskanych u jinych organismu se lze domnivat, Ze u E. histolytica
dochazi k RNA-interferenci mechanismem nezavislym na proteinu Dicer (Zhang et al., 2011a).
Tuto moznost navic podporuje zjisténi, ze nejcetnéjsi skupinou malych RNA jsou u tohoto prvoka

27nt molekuly RNA s polyfosfatovou skupinou na 5° konci (Zhang et al., 2008), které zpravidla
vznikaji nezavisle na Dic pomoci RdRp (Sijen et al., 2001).

3.3.4.1 Pouziti SIRNA

Pii pouziti siRNA kinhibici exprese genl jsou bunky volné inkubovany s chemicky
syntetizovanou SiRNA po dobu alesponi 15 hodin. Autofi prvnich experimentli vychazeli
z predpokladu, Ze membrana E. histolytica je pro malé oligomery nukleovych kyselin propustna,
coz se pozd¢ji ovéfilo sledovanim fluorescenéné znaCené siRNA (Vayssie et al., 2004,
Ocadiz-Ruiz et al., 2013). Tato metoda se pouzila poprvé pii inhibici exprese genu pro y-tubulin
(\Vayssie et al., 2004). Ackoliv autofi predpokladali v budoucnu Easté pouzivani této metody,
donedavna na tento smér dalsi vyzkum nenavazoval. V roce 2013 se touto metodou znovu
podatilo inaktivovat expresi gent, tentokrat pro glukosamin-6-fosfat izomerazu (Aguilar-Diaz et
al., 2013) a cystein proteinazu 112 (CP112) (Ocadiz-Ruiz et al., 2013).Ve vsech ptipadech rostla
uspésnost inhibice v zavislosti na mnozstvi pfidané siRNA. Nejvyssi GspéSnosti bylo dosazeno pfi
zacileni siRNA na 5" konec piekladané sekvence genu a jeho exprese byla inhibovana na
90 az 100% (Vayssie et al., 2004; Ocadiz-Ruiz et al., 2013; Aguilar-Diaz et al., 2013). Inhibice

vSak byla reverzibilni a po maximu v ¢ase 15-16 h postupné klesa. Pii této metod¢ byly pouzity
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21 (22) nt dlouhé molekuly RNA, ackoliv u E. histolytica netvoii pfili§ ¢etnou endogenni populaci
malych molekul RNA (Zhang et al., 2008).

3.3.4.2 Pouziti dsRNA

Pro inhibici exprese genu se u E. histolytica jiz n¢kolik let pouziva také dSRNA (Kaur and
Lohia, 2004). Tato RNA je exprimovana ve formé vlasenky, kde je nékolik stovek nukleotidd
vybraného genu v sense a antisense orientaci spojeno mezisekvenci tvofici vlasenkovou smy¢ku.
Cela sekvence je v tomto systému pod kontrolou aktinového promotoru a stabilni transformované
buiiky mohou byt selektovany az po nékolik mésicti na 20-48 ug/ml G418 (Kaur and Lohia, 2004;
Dastidar et al., 2007). Prvni pokusy provedené u proteinu Diaphanous vedly Kk uplné inhibici
exprese genu (Kaur and Lohia, 2004). Nicméné mechanismus tohoto zptisobu uml¢ovani gend
u E. histolytica zatim nebyl objasnén. V tomto piipadé neni dsSRNA procesovana na siRNA
a zadné jiné propojeni s drahou RNAi se také nepotvrdilo (Zhang et al., 2011b). Tato technika
byla nékolikrat aplikovana i na dals$i geny, ale byly zaznamenany vykyvy v jeji uspéSnosti.
UmlCovani v ptipadé proteini podobnym kinesinu (Klp) bylo provedeno ze 40-80 % (Dastidar et
al.,, 2007; Dastidar and Lohia, 2008). Neékteré dalsi pokusy dokonce zaznamenaly pokles
inaktivace genu v prabé&hu ¢asu, prestoze dSRNA byla kontinualné exprimovana (MacFarlane and
Singh, 2008).

dsRNA lze vpravit do bunék E. histolytica také pomoci bakterii (Solis et al., 2009). Bakterie
obsahujici vektor se sekvenci fizenou promotorem T7 Vv sense i antisense orientaci produkuji
dsRNA. Prvok bakterie fagocytuje, ale jakym zptusobem dsRNA do cytoplazmy trofozoitl

pronika, je zatim nejasné.

3.3.4.3 Pouziti shRNA

Konstrukty, které se pouzivaji pii této metodé, sestavaji ze sekvence genu v sense
a antisense orientaci s mezi¢lankem tvoficim smycku vlasenky. U E. histolytica se osvédcila 29
bp dlouha vlasenka s Int smyckou. ShRNA (shart hairpin RNA) je pravdépodobné dale stépena
na 27nt molekuly (Linford et al., 2009), které u tohoto parazita tvoti nejcetnéjs$i populaci malych
endogennich RNA molekul (Zhang et al., 2008). Transfekovany vektor je selektovan za pouziti
hygromycinu a maximalniho umléeni se dosahuje pii koncentraci antibiotika 100 pg/ml.
U nékterych geni byla exprese touto metodou inhibovana ze 70 az 100 %. Po dalSich vyzkumech
se vSak ma za to, Ze ani tato metoda neni u E. histolytica aplikovatelna na vSechny geny (Morf
and Singh, 2012). Také rizné shRNA zacilené na stejny gen vykazuji velké rozdily v uspésnosti

jeho umlceni. Faktory, které mohou ovliviiovat uspéSnost navrzené¢ shRNA, jsou piedevsim,
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primarni sekvence bazi, sekundarni struktura molekuly, ktera ovliviiuje funkci komplexu RISC

a také celkova stabilita cilové mRNA a proteinu.

3.3.5 Antisense RNA

Sekvence cilového genu je v obracené orientaci umisténa mezi 5" a 3° UTR oblasti genu pro
ribozomalni protein (rp-L21) (Petter et al., 1994) na vektoru spole¢né s neomycinovou rezistenci
(Ankri et al., 1998). U amoebaporu a bylo pozorovano zvySeni inhibice v piipadé, ze jsou do
konstruktu zahrnuty zaroven také jeho vlastni ap-a UTR oblasti (Bracha et al., 2000). Zasadni roli
hraje pouzity promotor. Pokud potfebujeme dosahnout vyssi stability transkriptu antisense RNA,
pouziva se 5 regulacni oblast genu, ktera tidi transkripci, ale zamezuje jiz translaci mRNA do
proteinu. U E. histolytica se pouziva pravé UTR oblasti rp-L21, a to konkrétné¢ promotor g34,
ktery vySe zminéné podminky spliuje (Petter et al., 1994; Moshitch-Moshkovitch et al., 1997).
Utinnost inhibice se zpravidla pohybuje v rozmezi 60-90 % (Ankri et al., 1998; Bracha et al.,
1999). Mezi nevyhody této techniky patii pfedevsim nespecificnost vici cilové sekvenci, a proto
casto dochazi k inhibici exprese i u ostatnich ¢lenli proteinové rodiny nesouci konzervované
domény (Ankri et al., 1998). Navic neni tato technika u vSech gend spolehlivd a mechanismus

pusobeni je nejasny (Bracha et al., 2000).

3.3.6 Antisense peptidové nukleové kyseliny (PNA)

nebyla vyuzivana. Konkrétné se u tohoto prvoka jedna o 17-mery zacilené na 5 oblast mMRNA
vybranych gent (Stock et al., 2001). Obdobné jako u ostatnich antisense konstruktd je G¢innost
latky iimérna pouzitému mnozstvi. Maximalni koncentrace je 20 uM PNA a bunky jsou
analyzovany po 96 hodinach volné inkubace (Stock et al., 2001; Sanchez et al., 2005). Vyhodou je
velmi nizka az zadna toxicita (Tyler et al., 1999). V porovnani s technikami RNAI dosahuje tato

metoda u E. histolytica nizké ucinnosti inhibice, a to pouze okolo 50 % (Stock et al., 2001).

3.3.7 Dominantné negativni mutace

Nefunkéni protein zpusobujici dominantné negativni efekt je zpravidla u E. histolytica
exprimovan na plazmidu s rezistenci NEO pfi koncentraci 30-50 pg G418. Prvniho fenotypu se
v piipadé E. histolytica dosahlo overexpresi LMM (lehkého meromyosinu) tézkého ftetézce
myosinu Il (Arhets et al., 1998). Nadmérna exprese LMM vedla K tvorbé agregatii s endogennim

proteinem myosinu II a plné inhibici jeho funkce (Burns et al., 1995; Arhets et al., 1998).
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Negativni fenotyp vznikl také v piipadé exprese proteinu Igl (light Gal-lectin) se zkracenym
N-koncem, kde se jednalo o asi dvojnasobn¢ vétsi expresi viici pivodnimu proteinu a pti formaci
mutovaného Igl s endogenni hgl (high Gal-lectin) vznikl nefunkéni heterodimer (Katz et al.,
2002). U dalsich jinak upravenych a mutovanych konstrukt autofi zadny fenotyp nepozorovali.
V piipad¢é proteinu Rab, ktery je u prvoka asociovan s endosomy béhem fagocytozy (Rodriguez
et al., 2000), se jednobodovou mutaci podafilo znemoznit navazani GTP do katalytického mista
proteinu (Juarez-Hernandez et al., 2013).

V zadném z vySe zminénych ptipadd se nepouzival inducibilni expresni systém, patrné
proto, aby bylo dosazeno vyrazné overexprese genu, coz je pii pouziti TetR/tetO systému

v E. histolytica obtizné.

4 NOVE METODY REVERZNI GENETIKY

4.1 Programovatelné endonukleazy

Pravdépodobnost vyskytu homologni rekombinace (HR) je pfi cileném nahrazovani gent
pomérné nizka, a to zpravidla jedna udalost na 10* — 10 bunék (Carroll, 2011). Zmény rtiznych
faktorti, jako je zesileny selekcni tlak nebo vyssi koncentrace vkladané DNA, maji vétSinou
minimalni pozitivni vliv na pribéh HR (Vasquez et al., 2001). Uspésnost HR vsak znaéné nariista
v misté dvouretézcového zlomu (DSB) DNA (Rudin et al., 1989). Dnes se pro indukci DSB
pouzivaji specifické endonukledzy odvozené ze systému pfirozené pusobicich u nékterych
organismul.

Bunka je schopnd, pokud dojde vietézci DNA k DSB, dvou zakladnich mechanismi
opravy zlomu. Jestlize se v blizkosti nachazi DNA dostate¢né¢ homologni k ptivodni sekvenci,
dochazi k opravé rozstépené sekvence podle vzoru. Oprava homologni rekombinaci (HRR)
probéhne vétsinou bez chyb v sekvenci. Naproti tomu mechanismus NHEJ (non-homologous end
joining) opravuje poskozenou sekvenci bez jakéhokoliv vzoru. Konce jsou znovu propojeny
nahodnym pfidavanim ¢i ubirdnim nukleotiddi, pfi ¢emz Casto dochdzi k mutaci nebo piimo
posunuti celého ¢teciho ramce genu (Fleck and Nielsen, 2004).

HRR lze vyuzit pti vkladani uméle vytvofenych konstrukti do bun¢k, kdy uméle vytvoiend
sekvence opatiend homolognimi konci nahradi ptivodni gen rozStépeny endonukledzami.
V takovém piipad¢ se totiz zvySuje pravdépodobnost homologni rekombinace i o nékolik rada
(Carroll, 2011).

Tato technika je u parazitickych protist pouzitelna s ptihlédnutim na jejich pfirozené drahy
avnich ucastnici se proteiny. Mechanismus opravy homologni rekombinace je vysoce

konzervovany u vSech eukaryotnich linii. Homology k zic¢astnénym proteinim byly potvrzeny
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také u E. histolytica, G. intestinalis i T. vaginalis (Lopez-Casamichana et al., 2008; Ramesh et al.,
2005; Malik et al., 2008). Naproti tomu homology proteinti psobicich v draze NHEJ, napi. KU70
a KU80 u T. vaginalis zcela chybi (Carlton et al., 2007) a v genomu E. histolytica byl nalezen
pouze KU70 (Lopez-Camarillo et al., 2009),coz naznacuje, Ze mechanismus NHEJ se napfi¢
eukaryotnimi organismy vice lisi. U T. vaginalis byla cilena homologni rekombinace, a sice bez
pomoci specifickych endonukleaz, jiz provedena (Land et al., 2004; Bras et al., 2013). V piipadé
E. histolytica bylo nedavno experimentalné prokazano, ze k homologni rekombinaci skute¢né
dochazi, a to minimalné¢ za podminek zvySeného stresu (Singh et al., 2013). Homologni
rekombinace je mozna také u G. intestinalis (Singer et al., 1998). U E. histolytica a G. intestinalis
byly jiz dfive zminény nevyhody techniky genového nahrazovani z davodu polyploidie
a vicejadernosti (Meissner et al., 2007). Na druhou stranu, jelikoz byla HR experimentalné
potvrzend u obou parazitli, mohlo by byt provedeni tohoto experimentu jednodus$si nez dfive,

diky uméle vytvoienym DSB a vyssi pravdépodobnosti HR.

4.1.1 Zinc finger nukledazy (ZFN)

ZFN jsou syntetické endonukledzy, které vznikly spojenim Fokl $tépici domény a proteinu
s doménou ,,zinkového prstu® (Zinc Finger) rozeznavajici sekvenci bazi pro navazani k DNA
(Kim et al., 1996). Aby byla FoklI aktivni, musi dimerizovat (Smith et al., 2000), a jelikoz kazdy
jeden zinkovy prst rozeznava sekvenci tii bazi (Pavletich and Pabo, 1991), muze celkova
sekvence v misté $tépeni Cinit naptiklad az 18 bp pii optimalnim poctu 3 zinkovych prsti kazdého
ze dvou ¢lenti heterodimerniho paru. Mista pro rozeznavani bazi je mozné meénit a piizpisobovat
mutagenezi aminokyselinovych skupin (Desjarlais and Berg, 1992). Nové ZFN se mohou vyrobit
tzv. ,,modularnim* systémem, kdy jsou jednotlivé prsty rozeznavajici pozadovany triplet umeéle
propojeny (Bae et al., 2003). Bohuzel takto vzniklé nukleazy jsou nékdy nefunkéni nebo naopak
pro bunku toxické (Ramirez et al., 2008). Buniky jsou mimo vnaSenou DNA urenou
k rekombinaci transfekovany navic také sekvenci DNA, nebo mRNA exprimujici ZFN.
Pro expresi se pouzivaji rizné typy promotorti v zavislosti na transformovanych burkach.

Metoda HRR pomoci ZFN byla vyzkouSena u rozdilnych organismi, avSak ne u vSech
s kladnym vysledkem (Carroll, 2011). ZFN nukleazy byly u jednobunéénych paraziti pouzity

zatim pouze u puvodce malarie Plasmodium falciparum (Straimer et al., 2012).

4.1.2 TALE nukledzy (TALEN)

,Efektorové nukleazy podobné transkripnim aktivatorim® jsou v zaklad¢ velice podobné

vyse zminénym ZFN nukleazam a funguji na stejném principu. Stépici doménu tvoii na C-konci
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fetézce Fokl a casti vazajici DNA je TALE protein, ktery pochazejici z bakterie Xantomonas,
puvodniho patogena rostlin (Christian et al., 2010). Vazebna ¢ast TALE proteinu je tvofena
repeticemi sekvenci 33-35 aminokyselin. Aminokyseliny v pozici 12 a 13 jsou variabilni a tvofi
misto pro rozeznani dané baze (Boch et al., 2009). Jelikoz jedna repetice vaze jednu konkrétni
bazi (Boch et al., 2009), jevi se vybér cilové sekvence v genomu a nasledna syntéza specifické
TALE nukleazy daleko jednodussi nez v ptipadé ZFN. Ve srovnani se ZFN jsou TALE nukleazy
také méné toxické (Mussolino et al., 2011). Tato metoda byla béhem nékolika let aplikovana

u mnozstvi vy$sich zivo€ichu, rostlin ale také u kvasinek (Kim and Kim, 2014).

4.1.3 CRISPR-Cas9

Adaptivné imunitni systém typu II bakterie Streptococcus pyogenes rozeznava cizorodé
molekuly DNA, které si bakterie dale ukladd do oblasti nazyvané CRISPR (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) ve vlastnim genomu (Deltcheva et al., 2011). Takto
ulozené sekvence jsou poté ve formé crRNA (crisprRNA) transkribované spolecné s tra-crRNA
(trans-activating crRNA) a jako guide RNA navadi endonukleazu Cas9, ktera $té€pi cizorodou
DNA s odpovidajici sekvenci (Terns and Terns, 2011). Schopnost Cas9 §tépit cilovou DNA
za pomoci komplexu crRNA a tra-crRNA byla prokazana zahy i u eukaryotnich bunék (Cong et
al., 2013; Mali et al., 2013). Jedna se o nejnovéjsi techniku cilenych endonukleaz aplikovanou
poprvé v minulém roce a je nazyvana také RGEN (RNA-guided engineered nucleases) (Straup
and Lahaye, 2013). Cely systém funguje in vitro a in vivo v heterogennich systémech ucastni-li se
ho tfi hlavni komponenty: crRNA, tra-crRNA a Cas9 (Obr.5) (Jinek et al., 2012). Pro jednodussi
expresi vSech elementu této drahy byl zkonstruovan hybridni transkript crRNA a tra-crRNA, ktery
dohromady jedna jako jedna ,,guide* RNA (Jinek et al., 2012).

Oproti vySe zminénym technikdm je zde vyhodou snadna piiprava, kdy sta¢i navrhnout
crRNA komplementarni k DNA, kterd ma byt Cas9 endonukledzou rozstépena, zatim co
tra-crRNA a Cas9 zlstavaji neménné. Existuji ovSem 1 néktera omezeni pii navrhovani sekvence.
Kromé 20 nt dlouhé crRNA neboli ,,protospacer rozeznava Cas9 nukleaza také ,.k protospaceru
pficlenény motiv‘ (PAM) tvoteny 3 bazemi NGG (méné také NAG). Cely transkript
23 nukleotidd je tedy dan zpravidla sekvenci 5'-X30-NGG-3". Podobné jako ZFNs a TALENS
muze i Cas9 Stépit nespecificky, pokud se guide RNA navaze na podobnou, ale ne zcela
komplementarni sekvenci (Pattanayak et al., 2013). Pravdépodobnost, ze se tak stane, autofi
podrobného vyzkumu (Cho et al., 2014) zhodnotili jako nizsi, v ptipad¢ ze:

1) namisto konstruktu jedné guide RNA exprimované plasmidem in vivo, se pouziji

molekuly crRNA a tra-crRNA syntetizované zvlast’ in vitro,

28



W

2) na 5" konci jsou ptidany k 20nt sekvenci crRNA navic dvé baze G, které jsou bézné

nutné pro transkripci T7 polymerazou in vitro.
U parazitickych prvokti nebyl zatim CRISPR-Cas systém vyzkouSen. Jelikoz genové
procesy u anaerobnich prvokt, ktefi jsou evolu¢né vzdaleni od ostatnich modelovych organismd,
nejsou stale dopodrobna prozkoumané, neni u nich mozné dopiedu odhadnout ptisobeni vsech

vySe zminénych endonukledz a praibéh HRR nebo NHEJ.

. Tetraloop
crRNAatra-crRNA

spojené ve formé single-
guide RNA

Stem-loop 2

-"'I?.‘.

2 G[c]c[A'cﬂUIGﬂA Al
Stem-loop 3 G‘; ik
[vlcle] Gﬁ! G[c[U[u o[u] >

Endonukleazova
aktivita

¥ CCTGTAGCTACAGTGGAGGTTACTGAT ® 5 3" OH CCCACCTCTGTTGCTAGAGTAS

rozstépena DNA

Obr.7:
CRISPR-Cas9 systém
Pievzato a upraveno (Kim and Kim, 2014)

5 ZAVER

Odhalovat funkce genii lze riznymi zpisoby modifikace DNA i RNA. Pfi praci s zivymi
systémy se Casto vyuziva mechanismu, které se v evoluci pfirozené vyvinuly, a lidé je
Vv laboratofich nasledn¢ modifikovali pro vyuziti pii studiu genomu raznych organismi. Rozvoj
téchto technik je velice dynamicky a piinasi stile mnozstvi piekvapujicich vysledkd. Rada
poznatki, kterych je timto zplisobem dosazeno, je pak vyuzito Vv 1écebné terapii, prumyslu
a zem&delstvi.

Tato prace shrnuje poznatky ucinéné pii rozvoji laboratornich technik pro zjistovani funkce
genil pifedevS§im se zaméfenim na anaerobni prvoky. U T. vaginalis se dosahlo tspéchti v oblasti

trvalého umlcovani genii pomoci homologni rekombinace. Dle piedbéznych vysledki byla tato

technika Gspé$né¢ provedena 1 v laboratofi molekuldrni a biochemické parazitologie na
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Prirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy v Praze, a proto bych ji chtéla vyuzivat v nasledujicim
magisterském studiu zaméfeném na tohoto prvoka. Metody ovliviujici expresi mRNA jsou
uT.vaginalis zatim spiSe nestabilni a nejsou vyuzivany ve vice laboratofich. Naopak
u G. intestinalis je vyzkum zaméten pravé na inhibici mRNA, a v ptipad¢ E. histolytica se navic
intenzivné zkouma mechanismus souvisejici s transkripnim uml¢ovanim gend.

Na poznatky, které jsem ziskala béhem zpracovavani této prace, bych chtéla navazat béhem
magisterského studia. Rada bych vyuzila stavajici i novéj$i metody reverzni genetiky
pfi charakterizaci proteinli Ucastnicich se cytosolické a hydrogenosomalni drahy syntézy

zelezo-sirnych klastrd u T. vaginalis.
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