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Abstrakt

Regulace genové exprese je klicovou schopnosti kazdé burky v jejim vyvoji,
diferenciaci a v udrZovani homeostazy. Prozatim je ale dostupnych pomérné malo
informaci o regulaci genové exprese u prvoktl a nase poznatky o tomto procesu
u eukaryot pochdzeji pouze z nékolika modelovych organismu. Nas vyzkum probiha
na oxymonadach, skupiné malo prozkoumanych anaerobnich protist, vyskytujicich
se ve stirevech nékterych Zivocichi. Vtéto praci se zabyvdme rodem
Monocercomonoides.

Genova exprese je ovliviiovana mnoha mechanismy na nékolika trovnich. My
jsme se zaméfili na strukturu promotorovych oblasti, 5 nepreklddané oblasti
a zdkladni transkripéni a translacni iniciac¢ni faktory. Nase vysledky srovnavame
s nejblizsimi prozkoumanymi pfibuznymi rodu Monocercomonoides, kterymi jsou
Trichomonas vaginalis a Giardia intestinalis.

V promotorovych oblastech Monocercomonoides jsme identifikovali nékolik
konzervovanych motivii, které se potencidlné podili na regulaci transkripce, véetné
TATA boxu a TATA-like motivu. 5 nepfekladané oblasti jsou pomeérné kratké
(vétsinou 20 — 30 nukleotidi) a obsah GC para v téchto oblastech je nizsi, nez je
obvyklé u modelovych organismt. U vybranych gentl jsme délky téchto oblasti
ovéiovali pomoci RACE. V genomu Monocercomonoides jsme anotovali sady
zdkladnich transkripénich (23 protein) a inicia¢nich translac¢nich faktorti
(30 proteintl). Sady nalezenych proteini se vyrazné neliSi od sad v genomu
Trichomonas vaginalis. Pokusili jsme se purifikovat transkripéni faktory vazajici se na

,upstream” oblast genu pro GAPDH, ale s nepriikaznymi vysledky.
Kli¢ova slova

5' UTR, regulac¢ni oblast genu, TATA box, genom, oxymonady, transkrip¢ni faktor, translaéni

faktor
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Abstract

Regulation of gene expression is a key ability of every single cell in its development,
differentiation and homeostasis. On the other hand, rather sparse amount of
information is available for protists and our understanding of regulation of gene
expression in eukaryotes is limited to a few model organisms. Our research is aimed
at oxymonads, poorly studied group of anaerobic protists, which inhabit digestive
tract of some animals. In this study we focus on the genus Monocercomonoides.

Gene expression is modulated at multiple levels by many mechanisms. This
thesis is focused on structure of promoter regions, 5' untranslated regions and basal
transcription and translation initiation factors. Our results are compared to the
closest studied relatives of Monocercomonoides — Trichomonas vaginalis and Giardia
intestinalis.

We have identified several conserved motifs in promoter regions of
Monocercomonoides, including TATA box and TATA-like motif. These motifs
potentially play a role in the transcription regulation. 5' untranslated regions are
relatively short (typically 20 — 30 nucleotides) and GC content in these regions is low
compared to model organisms. In selected genes, the quality of the automatic
prediction of UTR was verified by RACE. We have annotated sets of basic
transcription (23 proteins) and initiation translation factors (30 proteins) in
Monocercomonoides genome. These sets are similar to sets annotated in the genome of
Trichomonas vaginalis. We have tried to purify transcription factors binding to the

upstream region of a gene for GAPDH, but with inconclusive results.

Key words

5'UTR, gene regulatory region, TATA box, genome, oxymonads, transcription factor,

translation factor
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1. Uvod

Nejvétsi cast eukaryotické diverzity je tvofena protisty. Znalosti o tom, jak prvoci
ovliviiuji expresi svych gent, je ale pomérné malo. Z tohoto hlediska jsou zkoumany
predevsim druhy patogenni pro ¢lovéka. Napriklad Trichomonas vaginalis, Entamoeba
histolytica, Giardia intestinalis, plasmodia, trypanosomy a leishmanie.

U nékterych skupin prvokt (napf. ndlevnici nebo Euglenozoa, kam patfi
mimo jiné trypanosomy) se vyvinuly naprosto unikdtni mechanismy regulace
genové exprese, vyrazné odlisné od ucebnicové predstavy eukaryotické burky. Ta je
zaloZena zejména na studiu kvasinek, octomilky nebo savcich bunék. Zkoumanim
prvokt mizeme poznat odlisné zptisoby fungovani eukaryotické bunky.

Tato prace se zaméfuje na regulaci genti kodujicich proteiny, tedy genti
transkribovanych v eukaryotické burice pomoci RNA polymerazy II. Z velkého
mnozstvi zplisobti, jakymi burika expresi genti muze ovliviiovat, se blize vénuje
struktufe promotorovych oblasti, 5' nepfeklddanym oblastem a zakladnim
transkripénim a iniciacnim translaénim faktortm.

Modelovym organismem pro tuto praci je Monocercomonoides sp., kmen PA203.
Mikroaerofilni, nepatogenni prvok Zijici ve stfevé cincily, ktery patii do skupiny
oxymonad. Pro tento organismus se zatim nepodafilo vytvofit funkéni transfekéni

systém. Tato prace by mohla pomoci tento systém vytvofit.



2. Literarni prehled

2.1. Regulace genové exprese

vvvvvv

kazda eukaryotickd bunka. Tento proces umozZnuje buntkdm reagovat na zmény
vnéjstho prostredi, udrzet homeostazu a regulovat sv(jj vlastni vyvoj. Pfestoze se
jednd o velmi dulezity dé&, prozatim neni znamo pfiliS mnoho informaci
o nemodelovych organismech. Z protist jsou ztohoto hlediska velmi kuse
prozkoumdny zejména druhy patogenni pro clovéka (napt. Trichomonas vaginalis,
Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis, plasmodia nebo trypanosomy) (Gomez et al.,
2010; Vanacova et al., 2003), o ostatnich nevime témér nic.

Eukaryotické buriky jsou schopny regulovat expresi gent v kazdém jejim
kroku. Ve vétsiné pfipadu je nejdiileZitéjsim krokem iniciace transkripce. Vliv na tuto
fazi ma zejména primarni struktura promotorovych oblasti a nasledné rozeznani
sekvencnich motivii v téchto oblastech pomoci transkrip¢nich faktort. Tyto proteiny
umoznuji nasednuti RNA polymerazy II, se kterou vytvareji preiniciacni komplex
a umoznuji efektivni spousténi transkripce (Gomez et al., 2010).

Vznikld pre-mRNA déle prochdzi posttranskripénimi tpravami. Dochézi
k vystfiZzeni intronti, k 5' konci je pfiddna cepicka z 7-methylguanosinu a 3' konec je
polyadenylovan 100 — 250 molekulami adeninu. Zrald mRNA ma tfi zdkladni casti.
5' nepfekladanou oblast (5' UTR), kddujici oblast ohrani¢enou start a stop kodonem
a 3' neptekladanou oblast (3' UTR) (Mignone et al., 2002).

Nepreklddané oblasti hraji hlavni roli vregulaci genové exprese na
posttranskripéni trovni. Mezi zndmé mechanismy, jakymi expresi gent ovliviiuji,
patfi zejména vliv na transport mRNA z jadra, stabilitu mRNA a efektivitu translace.
Pro spusténi translace jsou nezbytné také eukaryotické iniciaéni faktory (viz
kap. 2.5.). V dalSich fazich se na regulaci genové exprese podili i posttranslacni
upravy a strukturdlni zmény v chromatinu (Hinnebusch et al., 2016; Mignone et al.,

2002).



Vzhledem k naprosté odliSnosti transkripce a posttranskripénich dprav
u trypanosomatid se jimi tato prace, s vyjimkou popisu translac¢nich faktord,
nezabyva. Regulace genové exprese u této skupiny je popsana naptiklad
v prehledovém clanku ,,Gene expression requlation in trypanosomatids” (De Gaudenzi et

al., 2011).



2.2. Promotorové oblasti

Transkripci strukturnich genti (genti kodujicich proteiny) v eukaryotickych burikach
zajistuje RNA polymeraza II. Pro zahdjeni transkripce jsou nezbytné sekvencni
motivy, které se nachdzeji obvykle v oblasti 35 — 40 nukleotidti pfed i za mistem
zacatku transkripce. S témito motivy interaguji pfedevsim zdkladni transkripéni

faktory (viz kap. 2.3.) a také pfimo RNA polymeraza II (Atkinson a Halfon, 2014).

vvvvvv

v/

Za nejptvodnéjsi jsou povazovany TATA box a BRE. Tyto motivy, spolecné
s proteiny, které je rozeznavaji, byly nalezeny kromé eukaryot i u archei (Reeve,
2003). Na druhou stranu zadny zndmy motiv neni universalni pro vsSechny
promotory a obvykle se vyskytuji pouze v pomérné malé ¢asti promotorti (Juven-
Gershon et al., 2008).

Nejvice zkoumanym motivem, a pravdépodobné také nejdilezitéjsim, je TATA
box. Dobfe prozkoumany je také motiv inicidtoru (Inr) a poté motivy DPE
(downstream promoter element) a BRE (TFIIB recognition element) (obrazek ¢. 1).
Kromé téchto zdkladnich motivii obsahuji promotorové oblasti casto také rtizné
tlumice a zesilovace transkripce (Atkinson a Halfon, 2014; Juven-Gershon et al.,
2008).

~-37t0-32  ~-31to-26 -2 to +4 +28 to +32

BRE TATA Box Inr DPE
TFIIB Initiator Downstream Core
Recognition ] Promoter Element
+
Element Drosophila TCAGTT
GGG A, AG Te AGACﬁ
CCACGCC | | TATATAAL | [ Mammals PyPyAN PyPy GTTS

Obrizek ¢. 1: Zikladni promotorové motivy. Prevzato z (Smale a Kadonaga, 2003).



2.2.1. TATA box
evolucné nejstarsi. Piivodné se predpokladalo, Ze se tento motiv nachdzi u vsech,
nebo u vétSiny genti prepisovanych RNA polymerazou II. S rostoucim mnozstvim
dat se toto nepotvrdilo a rtizné zdroje uvadeéji vyskyt TATA boxu mezi 5 — 40 %
promotort (Smale a Kadonaga, 2003). Ve studii provedené na 1031 pfedpokladanych
promotorech lidskych genti se TATA box nachazel ve 32 % (Suzuki et al., 2001).

Konsenzudlni sekvence TATA boxu se podle riiznych autort liSi. Jedna
z variant je TATA(A/T)AA(G/A) a ve studii provedené in vitro na jaderném extraktu
z Acanthamoeba castellanii byla urcena jako optimalni pro rozpoznani TATA-binding
proteinem sekvence TATATAAG (Huang et al., 1996). TATA box se obvykle nachazi
31 az 26 nukleotidti pfed zacatkem transkripce (Smale a Kadonaga, 2003).

U organismiti, které nemaji klasicky TATA box, se ve stejné vzdalenosti od
zacatku transkripce pomérné casto vyskytuji AT bohaté motivy, které
pravdépodobné plni funkci TATA boxu. Tyto motivy jsou ¢asto rozpoznavany TATA-
binding proteinem, prestoze mohou byt sekvencné pomérné dost odlisné od
konsenzudlni sekvence TATA boxu (Smale a Kadonaga, 2003).

U Trichomonas vaginalis byl popsan motiv M3, ktery byl nalezen u 12 % gent
ve vzdalenosti 20 az 25 nukleotidi pred zacatkem transkripce. Konsenzudlni
sekvence tohoto motivu je (A/G/T)(A/G)C(G/C)G(T/C)T(T/A/G). Tato sekvence
nejvice pfipomind Myb recognition element (MRE) a je rozpoznavana transkripénim
faktorem M3BP. Poloha tohoto motivu a jeho role v zac¢atku transkripce naznacuji, ze
plni roli TATA boxu. Motiv, ktery by sekvencné odpovidal TATA boxu,
u trichomonddy nalezen nebyl (Smith et al., 2011).

U Giardia intestinalis byla 30 nukleotidi pfed zacatkem transkripce nalezena
konzervovana oblast obsahujici fadu adeninti a thymint, pfimo o TATA box se vSak
nejedna (Adam, 2000; Holberton a Marshall, 1995). Naopak u jiné diplomonady
Spironucleus salmonicida byl nalezen sekvencné konsenzudlni TATA box u 81 %

promotorti, nejcastéji mezi 60 a 20 nukleotidy pfed start kodonem (Xu et al., 2014).
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U Entamoeba histolytica byl nalezen v typické vzdalenosti od mista zacatku
transkripce motiv oznacovany jako TATA box, prestoZe jeho sekvence neodpovida
konsenzudlni (GTATTTAAA(G/C)) (Pearson a Singh, 2010; Singh et al., 1997).

Hledani TATA boxu u Plasmodium falciparum je komplikovdno bohatosti
genomu na AT pdry, které jsou v nekddujicich oblastech zastoupeny v 90 %.
Experimentalné bylo dokazano, Ze v transkriptu genu kahrp se vaze TATA-binding
protein na sekvenci TATAA 81 nukleotid(i pfed mistem zacatku transkripce. U genu
gbp-130 interaguje s motivem TGTAA 186 nukleotidli pfed startem transkripce
(Ruvalcaba-Salazar et al., 2005).

2.2.2. Iniciator
Iniciator (Inr) je motiv, ktery je vysoce konzervovany v ramci eukaryot, funkcné je
podobny TATA boxu a mtiZe fungovat nezavisle na ném. Casto ale funguji spoleéné
a zajistuji tak velmi efektivni spousténi transkripce. V téchto ptfipadech hraje
2003). Iniciator se nachdazi kolem mista zacatku transkripce (- 2 az + 4) a za jeho
konsenzudlni sekvenci se u savci povazuje PyCANTPyPy (Javahery et al.,, 1994).
Funkéné podobné motivy byly nalezeny i u archei a nékterych protist (napf.
Trichomonas vaginalis).

Iniciator u Trichomonas vaginalis ma konsenzudlni sekvenci TCAPy(T/A), coz je
pomérné prekvapivé velmi blizké konsenzualni sekvenci u savct. Byl nalezen v 75 %
promotortt a u T. vaginalis plni pravdépodobné nejdtlezitéjsi roli v regulaci genové
exprese. To je dano také absenci TATA boxu u tohoto prvoka (Carlton et al., 2007;
Schumacher et al., 2003). Dale byl u trichomondady nalezen motiv M5 (CCTTT), ktery
je funkcni alternativou Inr a vyskytuje se tak pfedevsim v genech, u kterych Inr
chybi. V 85 % se nachazi v promoterech genti pro ribozomalni proteiny (Smith et al.,
2011).

V promotorech Giardia intestinalis se tésné pred startem transkripce nachazi

konzervovana fada purinti (pfedevsim adeniny), ktera je pferusena jednim az ctyfmi



pyrimidiny (hlavné thyminem). Tento motiv také plni funkci inicidtoru (Holberton
a Marshall, 1995; Yee et al., 2000). V genomu Spironucleus salmonicida se u 33 % gent
vyskytuje tésné pfed iniciacnim kodonem sekvence minimdlné tfi adeninti, ktera
pravdépodobné ¢astecné plni roli inicidtoru (Xu et al., 2014).

U E. histolytica byl nalezen konzervovany motiv s konsenzudlni sekvenci
AAAAATTCA. Nachazi se v typické lokalizaci pro Inr a zfejmé plni jeho funki,

prestoZe jeho sekvence Inr neodpovida (Pearson a Singh, 2010; Singh et al., 1997).

2.2.3. Dalsi motivy
Kromé Inicidtoru a motivit M3 a M5 byl u genti, které koéduji histony, v genomu
T. vaginalis popsan motiv M2. Nachazi se 20 az 40 nukleotidl pfed startem translace
(Cong et al., 2010).

Ve vSech genech kodujicich histony byl u G. intestinalis nalezen 15 bp
sekvenéni motiv oznacovany jako him (histone motif), u nékterych byly nalezeny
sekvence identifikované jako CAT boxy (Yee et al., 2007).

Tretim identifikovanym motivem v genomu E. histolytica je konzervovana
sekvence GAAC (GAACT). Jeho pozice vramci promotorti rdznych gent je
variabilni a mlize zajiStovat transkripci nezdvisle na TATA boxu i inicidtoru (Singh
a Rogers, 1998). Na genu hgl5 (galaktose-inhibitable lectin heavy subunit gene) bylo
popsano né€kolik regulacnich elementti (URE), nékteré transkripci tlumi, jiné zesiluji
(Bhattacharya et al., 2000; Gilchrist et al., 1997; Purdy et al., 1996).

U nalevnikd jsou promotorové oblasti prozkoumany jen malo. U Tetrahymena
thermophila nebyl potvrzen TATA box ani jiné typické eukaryotické motivy. Pfi studiu
geni pro metallothioneiny byl nalezen konzervovany motiv. MTCMI
(Metallothionein Conserved Motif 1) se sekvenci GTGTGAATCATGAGT.
V promotorové oblasti se vyskytuje dvakrat az tfindctkrat a experimentdlné bylo
dokazano, Ze mutace v této sekvenci vede az ke kompletni inhibici transkripce (Diaz

et al., 2007; Formigari et al., 2010).



V genech pro heat shock proteiny (hsp) u Plasmodium falciparum byl nalezen
motiv nazvany G-box se sekvenci (A/G)NGGGG(C/A). Nachazi se v 7 z 18 hsp genfl,
casto v nékolika kopiich (Militello et al., 2004). Dale byly v jednotlivych genech
identifikovany motivy nezbytné pro spravnou transkripci daného genu, které nejsou
podobné Zadnému konzervovanému motivu u jinych eukaryot (Dechering et al.,

1999; Horrocks a Lanzer, 1999; Osta et al., 2002).



2.3. Zakladni transkrip¢ni faktory

Transkripcni faktory jsou proteiny, které rozpoznavaji a vaZou se na specifické
sekvence DNA a tim reguluji transkripci. Popfipadé mohou transkripci ovliviiovat
nepfimo vazbou na jiné transkrip¢ni faktory.

Pro zahajeni transkripce jsou nezbytné zakladni transkrip¢ni faktory (,,General
transcription factors”, nebo ,Basal transcription factors”). Jedna se o Sest proteinti
(TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, a TFIIH), které se s RNA polymerdzou II podili na
tvorbé preinicianiho komplexu a rozpoznavaji konzervované motivy
v promotorovych oblastech (obrazek ¢. 2). Tyto proteiny jsou minimalné v ramci
metazoi velmi konzervované (Orphanides et al., 1996).

V prvnim kroku rozpoznd promotorové sekvence transkripéni faktor IID,
proteinovy komplex slozeny z TATA-binding proteinu (TBP) a nékolika TBP
asociovanych faktortt (TAFs). Vazba TFIID zptisobi ohnuti DNA, coz umozni
navazani TFIIA a nésledné dalSich faktort. TFIIB stabilizuje vazbu DNA a TFIID
a pomahd vazbé mezi RNA polymerazou II a TFIIF. Nasledné se navazou TFIIE

a TFIIH a zkompletuji preinicia¢ni komplex (Albright a Tjian, 2000; Reese, 2003).

Core promoter elements o i e

{BREW{ TATA HPREAHINR] LAi[i)CE

Obriazek ¢. 2: Zakladni transkripcni faktrory.
Prevzato z www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?ko03022, 18. 6. 2016.



V genomu Trichomonas vaginalis se nachdzeji vSechny zdkladni transkripcni
faktory svyjimkou TFIIA. V pripadé transkripénich faktortt IIF a IIH chybi
v porovnani s typickou eukaryotickou burikkou nékteré podjednotky (data z databaze
KEGG, Kanehisa a Goto, 2000).

Giardia intestinalis je zhlediska zdkladnich transkripénich faktort unikatni
organismus. V genomu byly nalezeny pouze nékteré podjednotky TFIIH a velmi
divergentni TBP. Tento protein je pfitom obvykle velmi konzervovany v ramci vSech
eukaryot a jeho homology jsou zndmy i z archei. To dél4 z giardie dtileZity model pro
studium evoluce transkripéniho aparatu (Best et al., 2004; Morrison et al., 2007).
PrestoZe se u Spironucleus salmonicida nachazi konsenzudalni TATA box, TBP nalezeny
v tomto genomu je pfekvapiveé jesté divergentnéjsi nez u giardie (Xu et al., 2014).

TATA-binding protein popsany u Plasmodium falciparum je také pomérné
divergentni na urovni primdrni struktury (pouze 42 % sekvencni identity s TBP
u kvasinky), na druhou stranu vétSina oblasti vazajici DNA je konzervovana
(McAndrew et al.,, 1993). Diky své divergenci je TBP u plasmodia povazZovan za
mozny cil pro antimalarika. Navic nezbytnost TBP pro iniciaci transkripce sniZuje
moznost vzniku rezistence (Buendia-Orozco et al.,, 2005; Ruvalcaba-Salazar et al.,
2006). U plasmodia byly zkoumdany také interakce TBP a TFIIE s promotory
(Gopalakrishnan et al., 2009).

TATA-binding protein byl podrobné popsan u Entamoeba histolytica. Transkript
pro tento protein ma dlouhou 5' nepfekladanou oblast (420 nukleotidi1), sekvencni
identita k lidskému TBP je 55 %, 37 % k homologu u P. falciparum a 54 % k TBP
popsanému u Acanthamoeba castellanii (Luna-Arias et al., 1999; Wong et al., 1992). TBP
nalezeny u Tetrahymena thermophila mé k lidskému homologu sekvenéni identitu 70 %
(Stargell a Gorovsky, 1994).

Zvlastni transkripcni iniciaéni faktor byl nalezen u obrnénky Crypthecodinium
cohnii. Jde o protein se silnou sekvencni homologii k TATA-binding proteinu, ktery
obsahuje substituce ¢tyf aminokyselin na mistech, které vazou DNA. Tyto substituce
jsou typické pro skupinu TBP-like faktort. Tento protein vaze silnéji nez klasicky

TATA box sekvenci TTTT (Guillebault et al., 2002).
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2.4. Neprekladané oblasti

Neprekladané oblasti (UTRs) ovliviiuji stabilitu mRNA, jeji lokalizaci v burice
ulohu vramci posttranskripéni regulace genové exprese a zajistuji jeji pfisnou
kontrolu (Bashirullah et al., 2001; Jansen, 2001).

Mechanismti regulace pomoci nepfekladanych oblasti je nékolik. Sekvence
UTR mitize interagovat s RNA vazebnymi proteiny, pfi¢emZ na rozdil od DNA
vazebnych proteinti v promotorovych oblastech je vazba v téchto pfipadech zavisla
na primarni i sekunddrni struktufe UTR. Stejné tak miize UTR interagovat
s komplementdrni nekddujici RNA. Pro regulaci jsou také dtilezité repetitivni oblasti,
které se v nich mohou vyskytovat. V neposledni roli se nepfekladané oblasti také
mohou podilet na ,processingu” pre-mRNA (Mignone et al., 2002; Sweeney et al.,
1996).

Hlavnimi regulaénimi prvky u 5' UTRs jsou uORFs (upstream open reading
frames) a upstream AUGs. Upstream ORFs jsou sekvence, které maji start a stop
kodon umisténé pred hlavnim ctecim rdmcem, uAUGs maji start kodon bez stop
kodonu umisténého pred kodujici oblasti. V lidském genomu tyto elementy obsahuje
priblizné polovina gent. Jejich pfitomnost obvykle sniZuje mnoZstvi produkovaného
proteinu (Araujo et al., 2012).

Pramérna délka 5 UTR se uddva mezi 100 az 200 nukleotidy naptic
taxonomickymi skupinami. 3' UTRs jsou obvykle delsi a také rozpéti jejich délek je
vyssi, a to i mezi pomérné pribuznymi organismy (napifiklad v ramci savct).
Primérnd délka je mezi 200 nukleotidy u rostlin az po vice nez 1000 nukleotida
u clovéka. Tato porovndni ale nezahrnuji prvoky (Pesole et al.,, 2001). I jeden
nukleotid mtize tvofit funkéni 5' UTR, jak ukazala in vitro studie na savcich burikach
(Hughes a Andrews, 1997).

Nepfieklddané oblasti obsahuji pomérné casto introny, pficemz v 5' UTRs jsou

Castéjsi (30 % genti u metazoi) nez v 3' UTRs (1 — 11 % gentt u metazoi). Introny ve
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3' neprekladanych oblastech jsou obvykle vyrazné delsi. 5' nepfekladané oblasti jsou
bohaté na GC pary (60 % u teplokrevnych obratlovcii), 3' nepfekladané oblasti
obsahuji v praméru 45 % GC parti u teplokrevnych obratlovcti. Obsah GC part také
negativné koreluje s délkou nepfekladanych oblasti (Pesole et al., 2001).

Nepreklddané oblasti u Giardia intestinalis jsou diky kompaktnosti celého
genomu obvykle velmi kratké. 5 UTRs maji délku vétSinou do 14 nukleotidd,
3' UTRs mezi 10 a 30 nukleotidy a obsahuji konsenzudlni polyadenylacni sekvenci
AGUAAA (Adam, 2000; Morrison et al., 2007; Yee et al., 2000).

U Trichomonas vaginalis jsou neprekladané oblasti také velmi kratké, 3" UTR
obsahuji polyadenylacni signal s konsenzudlni sekvenci UAAA, ktery se prekryva
s terminacnim kodonem UAA (Espinosa et al., 2002; Fuentes et al., 2012).

Polyadenylacni signal ve 3" nepfekladanych oblastech Entamoeba histolytica je
UA(A/U)UU, neprekladané oblasti jsou opét kratké (Clark et al., 2007; Zamorano et
al., 2008).

5' nepfekladané oblasti u Plasmodium falciparum jsou naopak neobvykle
dlouhé, v priméru 346 nukleotid(i, a obsahuji velké mnozstvi uAUGs a uORFs.
Nejvice se jich vyskytuje u var genti, tedy u genti zodpovédnych za antigenni
variabilitu plasmodia (Kumar et al.,, 2015; Watanabe et al., 2002). Var geny maji
upstream sekvence ctyf konzervovanych typt: upsA, B, C a E. V upsC byl popsan
101 bp dlouhy regulacni element MEE (Brancucci et al., 2014). U P. vivax je median
délky 5' UTR 295 nukleotidi, u 3' UTR 203 nukleotidd (Zhu et al., 2016).
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2.5. Translac¢ni inicia¢ni faktory

Eukaryotické translacni iniciacni faktory jsou proteiny, které se podili na tvorbé
funkcniho ribozomu, umoziuji vazbu ribozomu na mRNA a maji vliv na regulaci
translace. NaSe znalosti pribéhu translace jsou zalozeny zejména na Saccharomyces
cerevisiae, octomilce, rostlinach a savcich bunkach.

Start kodon je v pripadé eukaryot u vétsiny mRNA nalezen skenovacim
mechanismem. V prvnim kroku dojde k navazani specialni iniciaéni tRNA nesouci
methionin (Met-tRNAi) a aktivni formy eukaryotického inicia¢niho faktoru 2 (elF2)
nesouci GTP na malou ribozomalni podjednotku (40S). Této reakci pomahaji také
elF1, elF1A, elF5 a elF3. Vysledkem je vytvoreni 43S preinicia¢niho komplexu (PIC).
Ten se nasledné vaze na 5 konec mRNA (viz obrazek ¢. 3) (Hinnebusch, 2014;
Hinnebusch et al., 2016).

Navazani PIC predchazi aktivace mRNA, pfi které cepicku
z 7-methylguanosinu na 5' konci mRNA rozpoznava proteinovy komplex elF4F. Ten
se sklada ze tfi podjednotek: eIF4E (protein vazajici ¢epicku), eIF4G (centralni protein
a elF4A, coz je helikdza, ktera rozplétd sekundarni struktury v mRNA. Jeji helikdzova
aktivita je zesilovdna pomoci proteini elF4G a elF4B (Hinnebusch, 2014;
Lopez-Lastra et al., 2005).

Pomoci Stépeni ATP se molekula mRNA posunuje po 40S podjednotce
ribozomu, dokud Met-tRNAi nerozpoznd start kodon AUG. Nejcastéji je to prvni
AUG kodon od 5 konce mRNA. Rozpozndni start kodonu je usnadnéno
konzervovanym motivem v okoli nazyvanym jako sekvence Kozakové
s konsenzualni sekvenci pro savce (A/G)CCAUGG (Kozak, 1986). Po rozpoznani start
kodonu je na elF2 hydrolyzovano GTP, dojde k disociaci iniciacnich faktor(
a pripojeni velké ribozomdlni podjednotky (60S). To je zajiStovano GTPazou elF5B
(Jackson et al., 2010).
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Obrazek ¢. 3: Iniciace translace. Prevzato z (Hinnebusch, 2014). Translace zacina

sestavenim 43S preiniciacniho komplexu (PIC), zndzornéno jednim krokem ptes , multifactor

komplex” (MFC) a ve dvou krocich, kde se eukaryotické iniciacni faktory (elFs) elF1, -1A, a -3

vdzou na malou ribozomdlni podjednotku. Ndsledné se navdze terndrni komplex (TC) a elF5.

43S PIC je poté navdzin na 5 konec aktivované mRNA s proteiny. Po nalezeni start kodonu

disociuje elF1 a vytvoii se uzaviend konformace PIC. elF5B zajisti pfipojeni velké

ribozomdlni podjednotky za disociace eIF5B-GDP a elF1A. eIF2-GDP je nasledné recyklovin

zpét na elF2-GTP. GTP je zndzornéno zelené, GDP cervené.
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Kromé klasického spousténi translace, pro kterou je nezbytna pfitomnost 5'
¢epicky, je mozna regulace translace pomoci IRES (Internal ribosome entry site).
Jedna se o sekvenci v upstream oblasti genu, nejcastéji v 5' neprekladané oblasti,
ktera svou sekundarni strukturou umoZnuje nasednuti ribozomu a spusténi
translace. Tento mechanismus vyuzivaji kromé eukaryotickych RNA zejména nékteré
viry, u kterych byl také poprvé objeven (Jang et al., 1988; Lopez-Lastra et al., 2005).

Zakladni set translacnich iniciacnich faktort, které zdédila vSechna eukaryota
od svého archedlniho pfedka, zahrnuje elF1, eIlF1A, elF2 (vSechny tfi podjednotky),
elF2B (podjednotky 1, 2 a 5), elF4A, elF5B a elF6 (Aravind a Koonin, 2000; Jagus et
al.,, 2012).

Nejvice je u protist prozkoumany protein elF4E. Ve studii zahrnujici prvoky ze
vSech ,superskupin” bylo popsano, ze casto koduji nékolik typd tohoto faktoru
(podobné jako mnohobunécné organismy). Tyto genové rodiny se vSak 1isi od téch,
které se nalézaji u zivocichli nebo rostlin (Jagus et al., 2012). V genomu Giardia
intestinalis jsou blize popsany dva homology proteinu eIlF4E. Oba dva se vdzou na
¢epicku na 5' konci mRNA, pouze jeden z nich je ale nezbytny pro tispésné zahdjeni
translace (Li a Wang, 2005).

U Trichomonas vaginalis byly zkoumany dva homology proteinu elF5A,
zejména jeho posttranslacni modifikace. Ty zahrnuji fosforylaci, glykosylaci a také
neobvyklou hypusinaci (Carvajal-Gamez et al., 2012; Quintas-Granados et al., 2016).
Stejny protein byl popsan i u Leishmania donovani (Singh et al., 2014) a Trypanosoma
brucei, u které byla prokazana pomoci RNA interference nezbytnost tohoto proteinu
a jeho modifikace pro preZiti trypanosomy (Chung et al., 2013; Nguyen et al., 2015).

Ve srovnavaci bioinformatické analyze elF3 u patogennich exkavat bylo
u trichomonady objeveno pét podjednotek tohoto proteinového komplexu, u giardie
Ctyfi a u trypanosomatid (Leishmania major a Trypanosoma brucei) jedenact. Kompletni
elF3 se sklada u savct ze 13 podjednotek, u Saccharomyces cerevisiae je pritomno Sest

z nich. Pfitomnost vétSiny podjednotek u trypanosomatid naznacuje ¢asnou evoluci
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tohoto komplexu, zjednoduSend stavba u ostatnich eukaryot je pravdépodobné
zplisobena sekundarni ztratou nékterych podjednotek (Rezende et al., 2014).

Na zdkladé sekvenci genti pro podjednotku 3 elF2 ze zastupct diplomonad,
parabasalidii, mikrosporidii a archedlnich homologli této podjednotky byla
zkoumana fylogeneticka pozice tohoto proteinu v ramci GTPaz (Keeling et al., 1998).

Fosforylace podjednotky 1 elF2 je konzervovany zptisob, jakym eukaryotické
buriky potlacuji translaci. Zejména v latentnich fazich infekce ho ve velké mife
vyuzivaji Plasmodium a Toxoplasma. U P. falciparum byl také identifikovan elF5 a dvé
podjednotky elF3 (Bunnik et al., 2016; Tellier et al., 2016; Zhang et al., 2013). Vliv
fosforylace elF2 u podjednotky 1 na expresi genti byl také zkouman u Trypanosoma
cruzi (da Silva Augusto et al., 2015; Tonelli et al., 2011).

Vzhledem k omezené mozZnosti regulace genové exprese na transkripéni
urovni a zdsadni roli regulace na drovni translace jsou u trypanosomatid pomérné
podrobné popsany jednotlivé podjednotky proteinového komplexu elF4F. V genomu
je obvykle kédovano nékolik homologti podjednotek, které se mohou funkéné mirné
lisit (Dhalia et al., 2006, 2005; Freire et al., 2014a, 2014b, 2011, Moura et al., 2015;
Pereira et al., 2013).
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2.6. Eukaryoticka diverzita
Eukaryota jsou dnes podle prevladajici koncepce fazena do péti fisi (,,superskupin®):
Excavata, Opisthokonta, Amebozoa, Archaeplastida a SAR (obrazek ¢. 4). Pomérné
velky pocet organismi se prozatim do zadné z téchto skupin zaradit nepodarilo, tyto
organismy jsou oznacovany jako ,incertae sedis” — nejasného zarazeni (na obrazku ¢. 4
vyznaceny Sed€) (Adl et al., 2012; Simpson a Roger, 2004).

Vétsina informaci o genové expresi pochazi z modelovych organismi,
zejména kvasinek nebo nékterych Zivocicht. V rdmci celkové eukaryotické diverzity
jsou vSak kvasinky a Zivocichové pomérné blizce pfibuzné organismy, soucast fise
Opisthokonta (na obrazku ¢. 4 oznaceno zelenymi Sipkami). Vyvozovat pouze
z téchto dat obecné platna pravidla pro vSechna eukaryota tedy neni mozné. Proto

jsou potfeba tidaje i z jinych isi, kde je zdaleka nejvétsi biodiverzita tvofena protisty.
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Obrizek ¢. 4: Diverzita eukaryot, prevzato z (Adl et al., 2012), upraveno.
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2.7. Oxymonady
Oxymonady jsou skupinou mikroaerofilnich, endosymbioticky Zijicich prvoki.
Spolecné s volné Zijicimi rody Trimastix a Paratrimastix tvofi skupinu Preaxostyla
(Excavata: Metamonada) (Adl et al., 2012; Zhang et al., 2015).

Zastupci roda Trimastix a Paratrimastix se nejcastéji vyskytuji v hypoxickych
sladkovodnich i mofskych sedimentech. Jsou to bicikovci s ventralni ryhou, kterou
prochazi zpétny bicik, maji tedy typickou exkavatni morfologii. Oxymonady jsou
morfologicky znacné diverzifikovana skupina. Nejcastéji se vyskytuji v zadnim
stftevé xylofagniho hmyzu (pfedevsim niZsi termiti a Svabi rodu Cryptocercus), ale
nékteré druhy rodu Monocercomonoides se vyskytuji i u obratlovci a nexylofagniho
hmyzu. Role oxymonad v celém ekosystému stfev xylofagniho hmyzu neni dobte
objasnéna. U vétSich druhti se predpoklddad podil na traveni celuozy (Kulda
a Nohynkova, 1978; Radek, 1999).

Oxymonady patii k nejméné prozkoumanym prvokiim a aZ na naprosté
vyjimky je nelze kultivovat mimo jejich hostitele. Tito prvoci jsou velmi zajimavi
zejména z pohledu evoluce mitochondrie. U oxymonad doslo k jeji naprosté ztraté,
coz u zadného jiného organismu popsano nebylo (Karnkowska et al., 2016). Naopak
organela mitochondridlniho ptivodu byla popséna u jejich volné Zijicich ptibuznych
rodt Trimastix a Paratrimastix, prestoze jeji fyziologickd funkce neni prili§ objasnéna
(Zubacova et al., 2013).

Je popsano asi 150 druhti oxymonad, které se déli do péti celedi:
Polymastigidae, Saccinobaculidae, Pyrsonymphidae, Streblomastigidae
a Oxymonadidae, a samostatného rodu Opisthomitus (Brugerolle a Lee, 2000). Rod
Monocercomonoides, kterym se zabyva tato prace, patfi do celedi Polymastigidae.

Tato celed zahrnuje malé prvoky se ¢tyfmi bic¢iky uspofddanymi do dvou
pard, jeden je zpétny a zcasti prisedly na bunku. Buriky maji tenky, nekontraktilni
axostyl (pas mikrotubulti, ktery prochazi podélnou osou buriky), jadro je kryto

mikrotubuly, vytvarejicimi peltu (Radek, 1994). Do této celedi jsou fazeny rody
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Polymastix, Paranotila, Monocercomonoides a Tubulimonoides (Brugerolle a Lee, 2000;
Krishnamurthy a Sultana, 1976).

Zastupci rodu Monocercomonoides se vyskytuji zejména ve stfevech larev tiplic
a Svabti. Pomérné velky pocet zastupct vSak muZeme nalézt i u obratlovci,
naptiklad hlodavcti, dobytka, plazii nebo obojzivelnik{i (Kulda a Nohynkova, 1978).
Diverzitou tohoto rodu se bliZe zabyvala ve své diplomové praci Jitka Vlasdkova
(Vlasakova, 2014).

Kmen PA203, kterému se tato prace vénuje, byl izolovan ze stfeva ¢incily. Jako
u jediné oxymonaddy je pro tento kmen dostupné velké mnozstvi transkriptomickych

a genomickych dat (Karnkowska et al., 2016).
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3. Cile prace

Cile této diplomové prace jsou:

e Najit konzervované motivy v promotorovych oblastech oxymonady
Monocercomonoides sp. PA203.

e Charakterizovat 5' nepfeklddané oblasti v genomu Monocercomonoides sp.
PA203 pomoci bioinformatickych metod a ovéfit automatické predikce
neprekladanych oblasti pomoci 5' RACE experimentti.

e Anotovat zdkladni transkripéni a iniciacni transla¢ni faktory v genomu
Monocercomonoides sp. PA203.

e Purifikovat transkripéni faktory Monocercomonoides sp. PA203 a Trichomonas

vaginalis G3 pomoci vazby na , upstream" sekvenci konkrétniho genu.
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4. Material a metody

4.1. Kultivace bunék Monocercomonoides sp. PA203

Rod Monocercomonoides je kultivovatelny pouze v polyxenické kultufe s bakteriemi.

Kmen PA203 jsme péstovali v médiu TYSGM - 9 (Diamond, 1982), do kterého jsme

nékolik dni pred samotnou inokulaci prvoka pfidali necharakterizovanou smeés

bakterii separovanou v minulosti z kultury Monocercomonoides sp. 203 a pasaZovanou

oddélené. Priblizné 1 ml kultury jsme inokulovali do 10 ml média se smési bakterii

jednou tydné a kultivovali v 15ml plastovych zkumavkach pti 37 °C.

Pro ziskani vétsiho poctu bunék jsme oxymonddy nejprve inokulovali do

45 ml bakterizovaného média v 50ml plastovych zkumavkach a po tfech az ctyfech

dnech jsme cely objem pridali do 500 ml bakterizovaného média v kultivacni ldhvi.

4.1.1. Ptiprava TYSGM -9

e Slozeni TYSGM -9

o

o

o

o

o

trypton: 2 g

kvasniény autolyzat: 1 g
K:HPO4+: 2,8 g

KH:PO4+: 0,4 g

NaCl: 7,5 g

dH:20: 950 ml

inaktivované konské sérum (GIBCO): 15 ml

e Vsechny slozky média kromé konského séra jsme rozpustili priblizné v 800 ml

destilované vody, upravili pH na 7,2 a doplnili jsme destilovanou vodou do 950

ml. Médium jsme sterilizovali v autoklavu (120 °C, 20 minut) a po vychladnuti

jsme sterilné pfidali 30 ml inaktivovaného bovinniho, nebo korského séra.

Inaktivace séra probihala 30 minut pfi 56 °C. Médium jsme uchovavali pti 4 °C.

21



4.2. Filtrace kultury Monocercomonoides

Pro minimalizovani bakteridlni kontaminace jsme kulturu bunék pred izolaci DNA,
RNA nebo bunécného lyzatu prefiltrovali. Nejprve jsme kulturu filtrovali pfes
filtracni papir, abychom odstranili velké shluky bakterii a nasledné pfes filtry
Whatman s 3um pory. Monocercomonoides se hromadil nad filtrem. Jeden filtr jsme
pouzivali maximalné k filtraci 250 ml kultury, abychom zabranili ucpavani filtru.
Buriky oxymonddy jsme ndsledné jednou nebo dvakrat promyli 250 ml meédia
TYSGM - 9. Pro minimalizaci ztrat a zachovani co moZznd nejlepsiho fyziologického
stavu bun€k je nutné filtraci provést co nejrychleji, proto jsme po celou dobu
filtrovani urychlovali protékani média pftes filtr vifenim kapaliny pomoci plastovych

Pasteurovych pipet.

4.3. Kultivace bunék Trichomonas vaginalis G3

Trichomonas vaginalis jsme kultivovali v axenické kultufe v médiu TYM (Diamond,
1957) pti 37 °C. Do pfiblizné 10 ml erstvého média jsme inokulovali burky jednou

za 48 hodin, kultivovali jsme v 15ml plastovych zkumavkach.

4.3.1. Priprava TYM

e Slozeni TYM
o KoHPO«0,8g
o KH:PO«0,8g
o kyselina askorbova: 0,2 g
o L-cystein:1g
o maltéza:5¢g
o kvasni¢ny autolyzat: 10 g
o trypton:20 g
o citrat zeleznato-amonny: 1 ml
o dH20:900 ml

o inaktivované konské sérum (GIBCO): 100 ml
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Vsechny slozky média kromé koriského séra jsme rozpustili pfiblizné v 800 ml
destilované vody, upravili pH na 6,2 a doplnili jsme destilovanou vodou do 900
ml. Médium jsme sterilizovali v autoklavu (120 °C, 20 minut) a po vychladnuti
jsme sterilné pfidali 100 ml inaktivovaného komnského séra. Inaktivace séra

probihala 30 minut pfi 56 °C. Médium jsme uchovavali ve 4 °C.

4.4. Prace s nukleovymi kyselinami

4.4.1. Izolace gDNA

K izolaci genomické DNA jsme pouzili DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN),

postupovali jsme podle pfilozeného protokolu. Koncentraci DNA jsme zméfili na

spektrofotometru Nanodrop a izolovanou DNA uchovavali v —20 °C.

4.4.2. Izolace RNA pomoci ethanol-chloroformové extrakce
Chemikalie
o Tri Reagent (Ambion)
o chloroform
o isopropanol
o 75% ethanol (=20 °C)
o dH:0
Prefiltrovanou kulturu Monocercomonoides jsme centrifugovali 10 minut pfi 3000 g
ve 4 °C. Odstranili jsme supernatant a pelet jsme resuspendovali v .1 ml
Tri Reagent. Smés jsme prevedli do 1,5 ml mikrozkumavky a pfidali jsme 200 pl
chloroformu. Reakci jsme diitkladné protfepali na vortexu a poté jsme ji nechali
2minuty stat pri laboratorni teploté. Nasledné jsme mikrozkumavku
centrifugovali 15 minut pfi 15000 g ve 4 °C. Reakce se rozdélila do tii fazi.
Svrchni fazi, ktera obsahuje RNA, jsme opatrné odsali a pfenesli do nové
mikrozkumavky a pfidali jsme k ni 500 pl isopropanolu. Opét jsme reakci
protfepali na vortexu a nechali stat 10 minut pfi laboratorni teploté. Znovu jsme

smés centrifugovali ve 4 °C pri 15000 g, tentokrat 10 minut. Odstranili jsme
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supernatant a k peletu jsme pfidali 1 ml vychlazeného ethanolu. Zopakovali jsme
predchozi centrifugaci. Odstranili jsme supernatant a pelet nechali castecné
vysu$it. Ten jsme nasledné rozpustili v 20 pl destilované vody. RNA jsme
uchovavali v -80 °C, koncentraci jsme zméfili pomoci spektrofotometru

Nanodrop.

4.4.3. Selekce mRNA
K selekci mRNA z celkové RNA jsme pouzili Dynabeads® mRNA purification kit
(Invitrogen), postupovali jsme podle pfiloZzeného protokolu. Koncentraci mRNA

jsme zméfili pomoci spektrofotometru Nanodrop a mRNA jsme uchovavali v -80 °C.

4.4.4. Syntéza cDNA
K syntéze cDNA jsme pouzili SMARTer PCR cDNA Synthesis Kit (Clontech)

a postupovali jsme podle pfilozeného protokolu. cDNA jsme uchovavali

v 20 °C.

4.4.5. Polymerazova fetézova reakce — PCR
Pro amplifikaci konkrétnich tsektt DNA jsme vyuzivali pfedpfipravené smeési pro
PCR: EmeraldAmp MAX PCR Master Mix (TaKaRa), PrimeSTAR Max Premix
(TaKaRa) a DNA polymerazu Ex Taq Hot Start version (TaKaRa). Program
thermocycleru jsme nastavovali podle doporucenych protokolti a teplotu annealingu
podle konkrétnich primerti. Pouzivali jsme thermocyclery MyCycler thermal cycler
(Bio-Rad) a T100 thermal cycler (Bio-Rad).

Pro ovéfeni pfitomnosti pozadovanych plazmidt v transformovanych
bakteriich jsme pouzivali Colony PCR. Reakce probihala podle doporucenych

protokolti, jako templat byl pouzit vzorek bakterialni kolonie.

4.4.6. Agarozova elektroforéza
Pomoci horizontdlni agarézové elektroforézy jsme zjiStovali pfitomnost a délku
usektt DNA z PCR reakci a také jsme ji vyuzivali k izolaci tisek(t DNA o konkrétni

délce.
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Chemikalie

o praskova agardza

o TAE pufr (Bio-Rad)

o SYBR Safe (Thermo Scientific)

o GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific)

o 6x DNA loading dye (Thermo Scientific)

V barice jsme k 40 ml 1 x TAE pufru pfidali 0,4 g praskové agardzy a nechali smés
zahfivat v mikrovlnné troubé, dokud nezacala vfit a agaréza se dokonale
nerozpustila. Poté jsme roztok ochladili a pridali 40 pul SYBR Safe a nechali
20 minut zatuhnout. Na gely jsme aplikovali elektrické pole 10 V/cm pfiblizné
30 minut. Gely jsme fotografovali pod UV zafenim a prfipadné jsme z nich pod
modrym svétlem vyftezavali fragmenty DNA. V tomto pfipadé jsme k cisténi
DNA pouzivali Zymoclean Gel DNA recovery kit (Zymo research), nebo
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). Postupovali jsme podle pfiloZenych

protokold.

4.4.7. Pfeéisténi a koncentrace DNA

K pfecisténi PCR produktii jsme pouzivali High Pure PCR Product Purification Kit

(Roche), postupovali jsme podle pfilozeného protokolu. V ptipadé, Ze toto precisténi

nebylo dostatecné nebo jsme potfebovali DNA zakoncentrovat pouzili jsme metodu

presraZzeni DNA pomoci ethanolu a octanu sodného.

Chemikalie

o Octan sodny (3M)

o Ethanol
K 20 pl PCR produktu jsme pfidali 2 pl sodného acetatu a 50 ul 96% ethanolu.
Smés jsme promichali a nechali stat pfi laboratorni teploté 15 minut. Poté jsme
reakci centrifugovali 30 minut pfi 13 000g ve 4 °C. Opatrné jsme odsali
supernatant a pfidali jsme 250 pl 70% ethanolu. Zopakovali jsme predchozi
centrifugaci, ale tentokrat jsme centrifugovali 15 minut. Nasledné jsme odsali

ethanol, pelet vysusili a nakonec rozpustili v destilované vodé.
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4.4.8. Sekvenace DNA Sangerovou metodou

PCR produkty a plazmidova DNA byly sekvenovany v sekvenacni laboratoti P¥F UK

v Praze. Objem sekvenacni reakce byl 8 ul, obsahovala 0,4 ul primeru (zhruba

3,2 pmol) a 5 — 10 ng PCR produktu na 100 bp jeho délky, nebo 3 — 5 ng plazmidové

DNA na 100 bp délky plazmidu. Reakce byla doplnéna vodou PCR kvality.

4.4.9. 5' Rapid amplification of cDNA ends - 5' RACE

Pro 5' RACE experimenty jsme pouzili kity FirstChoice RLM-RACE Kit (Ambion)

a 5'/3' RACE Kit, 2nd Generation (Roche). Postupovali jsme podle pfiloZenych

protokolti. Pro PCR amplifikaci jsme pouzivali DNA polymerdzu Ex Taq Hot Start

version (TaKaRa). Pouzité primery jsou uvedeny v tabulce 1. ,Forward” primery

byly pouzity pro kontrolu funkcnosti reverznich primerti pomoci klasické PCR

s cDNA jako templatem.

Tabulka ¢. 1: Prehled pouZitych primerii pro 5" RACE

gen primer sekvence poznamka
GAPDH GAP5030-F CCATGGGGACCAATGGGAAT forward
AP -R AA ATGAGTAT
(MONOS_5021) GAP5030 f)ut CACGGCATGAG CCCC reverse
GAP5030-Rin TGGAACTGGAACACGGAGTG reverse
14 ENO3919-F AATGTTTCGTGCGGCTGTTC forward
enolaza ENO3919-Rin | TTGCTGTTCTCTCGCCTCTG reverse
(MONOS_3916) ENO3919-Rout | TTCAGGGCACGTAACAAGCA reverse
ENO_seq AAGCGGGGGCAATAACAGTG sekvenacn
SufB SufB_f ACTCGATCCTCTATCGCTTGC forward
(MONOS_1242) SufB_f)ut GGAACGACCGAGGCAAGATA reverse
SufB_in TTGCTTGTTGTGGCTGGAGA reverse
SufC SufC_f ATCCTGGAGAAGTTCACGCC forward
(MONOS._1226) Squ_f)ut TCACAACACGCAATGCATCA reverse
SufC_in CAGGTATGCTTGGAGGCGAT reverse
SufSU SufSU_f GCATCGCTTCATCCACATCG forward
f t TGAGATGTGGTGCATGT
(MONOS_9203) Su SU_.ou GGGTGAGATGTGGTGCATG reverse
SufSU_in CCGTCTGAGAATCACTGGCT reverse
Cpn60 Cpn60_f TAAAGTCATCCTTCGGCCCAG forward
(MONOS,_13132) Cpn60_?ut GCCTTGAGCAGCTCGTGTAT reverse
Cpn60_in AGAGAGAAACGCAAAGCACG reverse
H3 5]3_ RACE_GS | ATGGTTCGCACAAAACAAGTTGCTCAC | forward
H3_RACE AGTTGCATATCCTTT ATAATTGT
(MONOS_8194) 5H3_RACE_O | GAGTTGC CcC GGC G reverse
5H3 _RACE_IN | GATTTGTGTCCTCGAATAATCCC reverse
PFO PFO_121_f TGTTGATGGATGTACCGCCG forward
(MONOS._4520) PFO_121_9ut CGAAGAAATGCAGGAACGGC reverse
PFO_121 in AACCGTGAACTGCACCAGAT reverse
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PFO PFO_653 f ACTCCTGCATCCACAATGGG forward

(MONOS_12154) PFO_653_$)ut ATTTGTGCACGAACGGTTGC reverse
PFO_653_in TCCAACGGAACGAGATGCAA reverse

Acetyl-CoA synthetdaza | AcCoASyn_f GAATCAGTTGGTGTTGGGCG forward
AcCoA AACCTCATCAGCACCTGCAA

(MONOS._10363) cCo Syn_?ut CCTCATCAGCACCTGC reverse
AcCoASyn_in | CCCATTTCAGCGAAACCTGC reverse

4.5.Prace s bakteriemi

4.5.1. Pouzita média
100% LB médium
e SlozZeni
o LB Broth (Sigma): 20 g
o dH:0:1000 ml
e LB Broth jsme rozpustili ve vodé a sterilizovali autoklavovanim (120 °C,
20 minut). Hotové médium jsme uchovavali ve 4 °C.
e Vysledné chemické slozeni média
o trypton: 10 g/l
o kvasni¢ny autolyzat: 5 g/l

o NaCl:5g/l

LB médium s agarem
e Do 1000 ml 100% LB média jsme pridali 15 g agaru a sterilizovali autokldvovanim
(120 °C, 20 minut). Po zchladnuti média jsme ho sterilné rozlili do plastovych

Petriho misek (priblizné 20 ml na jednu misku) a nechali zatuhnout.

SOC médium
e Slozeni
o trypton:20 g
o kvasni¢ny autolyzat: 5 g

o NaCl:05g

O

KCl: 0,186 g

O

MgCl2: 0,952 g
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o MgS0.:2,408 g
o glukdza: 3,603 g
o dH20:1000 ml

4.5.2. Transformace bakterii
Precistény tsek DNA jsme zaligovali do plazmidu pJET 1.2 pomoci Clone]ET PCR
Cloning kitu (Thermo scientific), postupovali jsme podle pfiloZeného navodu. Timto
plazmidem jsme transformovali kompetentni buriky Escherichia coli kmene TOP10.
Transformaci jsme provedli metodou teplotniho Soku (Froger a Hall, 2007). Bakterie
jsme nasledné kultivovali v 1 ml SOC média jednu az dvé hodiny na tfepacce pfi
220rpm a 37 °C. Narostlé bunlky jsme poté prevedli na LB agarové plotny
s rozetfenym ampicilinem (100 ug/ml) a pfes noc inkubovali pfi 37 °C. Poté jsme
vybrali nékolik kolonii, na kterych jsme provedli Colony PCR. Po kontrole pomoci
agarozové elektroforézy jsme pozitivni kolonie naockovali do 3 ml 100% LB média
s pfidanym ampicilinem (100 pg/ml) a inkubovali pfes noc v 15ml zkumavkach na

tfepacce pti 220 rpm a 37 °C. Nasledné jsme z narostlych bakterii izolovali plazmidy.

4.5.3. Izolace plazmida
Plazmidy jsme izolovali pomoci kitu High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche),
postupovali jsme podle protokolu dodaného vyrobcem. Koncentraci DNA jsme
zméfili na spektrofotometru Nanodrop a izolované plazmidy jsme uchovavali

v =20 °C.

4.6. Prace s proteiny

4.6.1. Izolace transkripcnich faktora
Kizolaci transkripénich faktord jsme pouzivali uMACS FactorFinder Kit (Miltenyi
Biotec). Centrifugovali jsme 5 minut 107 bunék Monocercomonoides (precisténych
filtraci) nebo Trichomonas ve 4 °C pri 3000 g. Odstranili jsme supernatant a poté jsme

burikky dvakrat promyli vl ml PBS s5mM EDTA, centrifugovali jsme stejnym
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zplsobem. Do ledové vychlazeného Cell Lysis Bufferu (soucast kitu) jsme pridali
inhibitory protedz (cOmplete, Mini, Roche) a inhibitory fosfataz (PhosSTOP, Roche).
Bunky jsme resuspendovali ve 100 pl Cell Lysis Bufferu a prfenesli do
mikrozkumavky. Nasledné jsme bunky umistili na dvé minuty do 37 "C a poté na
5 minut do -80 °C, nebo na nékolik sekund do kapalného dusiku. Toto stfidani teplot
jsme dvakrat opakovali. Lyzat bunék jsme centrifugovali 5 minut ve 4 “C pri 15 000 g.
Supernatant jsme prevedli do nové mikrozkumavky a uchovavali ho v =80 °C nebo
pfimo pouZili k izolaci transkripénich faktor.

Pomoci PCR s5' biotinylovanymi primery (tabulka ¢. 2) jsme amplifikovali
usek DNA lezici v ,, upstream” oblasti cilového genu o délce ptiblizné 130 — 180 bp.
Predpokladame, Ze tento tisek obsahuje mista pro vazbu transkripcnich faktord.

Klyzatu bunék jsme pridali 200 pl Binding Bufferu (soucast kitu), do kterého
jsme pridali 2 pl Binding Enhanceru (soucast kitu) a inhibitory protedz (cOmplete,
Mini, Roche) a fosfatdz (PhosSTOP, Roche). Ke smési jsme pfidali 5 pg precisténého
biotinylovaného tiseku DNA (pfiblizné 50 pmol) a inkubovali jsme reakci 20 minut
pfi laboratorni teploté. Poté jsme pridali 100 pl magnetickych kulicek se
streptavidinem, smés kratce promichali a nechali dal$ich 10 minut stat. Mezitim jsme
kolonu (p Column, Miltenyi Biotec) umistili do magnetického stojanku a nanesli na
kolonu 100 ul Binding Bufferu. Celou reakci jsme napipetovali na kolonu a nechali
protéct. Kolonu jsme poté ctyfikrat promyli Wash Bufferem LS a ctyfikrat Wash
Bufferem HS (oba soucdast kitu). Poté jsme na kolonu nanesli 30 pl Native Elution
Bufferu (soucast kitu). Pokud jsme vzorek analyzovali pomoci SDS PAGE, byl misto
tohoto pufru pouzit vzorkovy I pufr (sloZeni viz kap. 4.6.2) zahfaty na 95 °C.
Po dvou minutdch jsme na kolonu opét nanesli 50 pl Native Elution Bufferu, nebo 50
ul I pufru a teprve tato druha eluce byla pouzita pro dalsi analyzu.

Alternativné jsme pro ziskdni vétstho mnozstvi transkripénich faktort
k experimentu pouzili 2,5 x 107 bun€k. V tomto piipadé jsme adekvatné zvétsili
objem PBS pro promyvani bun€k, Cell Lysis Bufferu a Binding Bufferu. Mnozstvi

DNA a magnetickych kulicek ztistalo stejné.
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Tabulka ¢. 2: Piehled pouzitych primerii pro amplifikaci , upstream™ oblasti genii pouZitych

pti izolaci transkripcnich faktorii

Monocercomonoides PA203

Gen Primer Sekvence

GAPDH (MONOS_5021) gap5021F-biot biot) TGTCTAAGCCTTATGATCTGATCTACA
gap5021R-biot biot) AGTTGCGTTGTAACTCAAACTTTATTT

enolaza (MONOS_3916) enolase3916F-biot biot) TGCAAAACAATAAGATCATAACCCA
enolase3916R-biot biot) AGGCTGAATCGAAAGAAAAATTCA

MONO_H3_biot_F

MONO_H3_biot_R

biot) GTGAGCAACTTGTTTTGTGCG

H3 (MONOS_8194)
MONO_inH3_biot_F

biot) GCCTCGAAAGCAATTGGCA

MONO_inH3_biot_R

(
(
(
(
(biot) AATTGTGAACATTTTCAAAGCGAA
(
(
(

biot) TGATTTCTCGCAACGCAACA

Trichomonas vaginalis G3

Gen Primer

Sekvence

GAPDH (TVAG_382880) | LV-GAP_biot F

(biot) TCACCGGATTTACAATTCAGAACA

Tv_GAP_biot_R

(biot) GGAGCCGATCATGCATACCT

Pomoci primerd MONO_inH3_biot_F a MONO_inH3_biot_F byl amplifikovan tisek

DNA uvniti genu pro histon H3, ktery byl pouzit jako negativni kontrola pro oba

organismy.

4.6.2. Polyakrylamidova denaturacni proteinova elektroforéza (SDS PAGE)

e Chemikalie
Roztok A

o 30% Acrylamide/Bis solution 29:1 (Bio-Rad)

Roztok B

o SDS (sodium dodecyl sulfat): 1 g

o doplnéno do 10 ml dH0
Roztok C

o Tris (Trizma base): 9,1 g

o SDS,pH=8,8:02¢

o doplnéno do 100 ml dH-0
Roztok D

o Tris, pH=6,8:3 g

o SDS:02g

o doplnéno do 100ml dH20
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Roztok E
o 1Ix TGS (Bio-Rad)
Roztok F:
o 10 mg bromfenolové modfi na 1ml roztoku D bez SDS
Roztok G
o persiran amonny: 1 g
o dH20: 10 ml
Barvici roztok CBB (Coomasie brilliant blue)
o CBB:250 mg
o ethanol: 225 ml
o dH20: 225 ml
o kyselina octova: 50 ml
Odbarvovaci roztok na CBB
o ethanol: 250 ml
o dH20: 650 ml
o kyselina octova: 100 ml
Vzorkovy pufr I
5x I
roztok D (bez SDS): 2,4 ml

O

o roztok C:2ml

o glycerol: 2,5 ml

o dH20:1,6 ml

o roztok F: 1ml

o 2-merkaptoethanol: 0,5 ml
Ix1

o roztok D (bez SDS): 2,4 ml
o roztok C:2ml

o glycerol: 1 ml

o dH20:4 ml
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o roztok F: 0,1 ml
o 2-merkaptoethanol: 0,5 ml
TEMED (Sigma)
Velikostni standardy
o PageRuler Plus prestained protein ladder (Thermo scientific)
o PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo scientific)

e Tabulka ¢. 3: SloZeni pouzivanych gelii

10% 12% Stack 5%
A (ml) 1,36 1,6 0,24
C (ml) 2 2 D (ml): 0,75
H:O (ml) 0,64 0,32 0,47
TEMED (ul) 5 5 5
G (ul) 40 40 20

e Pro SDS PAGE jsme pouzivali elektroforézu Mini-protean 3 (Bio-Rad) s gely o
rozmérech 7 x 8 cm, spacer 0,75 mm. Gely jsme nalévali podle pfedchozi tabulky,
nebo jsme pouzivali pfipravené gradientové gely (8-16% Mini-PROTEAN®
TGX™ Precast Protein Gels, Bio-Rad). Na gely jsme zpocatku aplikovali napéti
70V, po priichodu vzorkii ,stacking” gelem jsme napéti zvysili na 120 V. Pro
zviditelnéni proteint jsme barvili running gel pfes noc v roztoku CBB. Nasledné
jsme gel promyvali v odbarvovacim roztoku az do zvyraznéni jednotlivych

proteinti.

4.6.3. Hmotnostni spektroskopie
Proteinové vzorky (eluaty z kolony a vyfezané pruhy z SDS PAGE) ziskané podle
postupu z kap. 4.6.1. byly analyzovany tandemovou hmotnostni spektrometrii

(MS/MS) v laboratofi hmotnostni spektrometrie PfF UK v Praze.
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4.7 .Bioinformatické metody

4.7.1. Zakladni prace se sekvencnimi daty
K zobrazeni a upravé dat ze Sangerova sekvenovani jsme pouzivali programy
Geneious v9.0.5 (Kearse et al.,, 2012) a BioEdit v7.2.5 (Hall, 1999). Pro navrhovani
primert jsme vyuZzivali zejména nastroj Primer-BLAST (Ye et al., 2012). K odhalovani
sekvencni podobnosti jsme pouzivali algoritmus BLAST v nékolika variantach
(Altschul et al.,, 1990), alignment vice sekvenci jsme vytvareli pomoci algoritmu

ClustalW (Thompson et al., 1994), ktery je soucasti programti Geneious i BioEdit.

4.7.2. Charakterizace neprekladanych oblasti
Pro praci s genomovymi a transkriptomickymi daty byl pouzit program IGV v2.3
(Robinson et al., 2011). Predikce 5" UTR byla provedena pomoci programového
baliku PASA (Haas et al.,, 2008), tento balik jsme dale pouzili pro automatickou
extrakci konkrétnich ¢asti genti z celého genomu. Sekvence 5' UTR z ostatnich druhti
organismt, které jsme pouZili pro porovnani snaSimi daty, jsou extrahované
z databaze UTRdb (Grillo et al., 2010). K charakterizaci nepfekladanych oblasti jsem
vytvofil skripty napsané v programovacim jazyce Python v2.7 a v3.5

(www.python.org).

4.7.3. Anotace proteint
Automatickd anotace zdkladnich transkripcénich a translacnich inicia¢nich faktorti
byla provedena pomoci databdze KEGG (Kanehisa a Goto, 2000) ze sady
predpovézernych proteini z genomu Monocercomonoides. Pro tyto proteiny jsme
nasledné s vyuzitim transkriptomickych dat a databdze GenBank (Benson et al.,
2012) ovérovali spravnost genovych modelli a pfipadné je upravovali. V pfipadé
nizké sekvencéni podobnosti jsme k anotaci proteinti vyuzivali i databazi Pfam (Finn

et al., 2008).

33



4.7.4. Vyhledavani motivi v promotorovych oblastech
Pro analyzu konzervovanych motivii v promotorovych oblastech jsme pouzili
nastroje v baliku MEME Suite. Vyhleddvani novych motivti bylo provedeno pomoci
algoritmit MEME (Bailey et al., 2009) a DREME (Bailey, 2011). Pozici konzervovanych
motivl jsme analyzovali pomoci programu Centrimo (Bailey a Machanick, 2012),

podobnost motivii pomoci Tomtom (Gupta et al., 2007).
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5. Vysledky

5.1. Promotorové oblasti

Konzervované motivy jsme hledali v oblastech 200 nukleotidii pfed predikovanym
zacatkem transkripce a 50 nukleotidi za nim. Nalezené motivy byly stejné pro
dataset vSech genu s predikovanymi 5 UTR (6983 genti) i pro dataset gent
s anotovanou funkci (3675 genti). LiSila se pouze statisticka signifikance, ktera byla
vyssi u datasetu vSech genti a proto se budu dale zabyvat jen vysledky z tohoto
datasetu.
e Algoritmus MEME

Nalezli jsme pouze jeden statisticky signifikantni motiv (motiv ¢. 1) s e-value

3,3e-138.

bits

MEME {no S5C) 05.08.2016 1258

Motiv ¢. 1, e-value 3,3e-138
e Algoritmus DREME
Pomoci tohoto algoritmu jsme nalezli pomérné velké mnozstvi motivii, uvedeno

je 10 motiva s e-value do 10e-20 (motivy 2 —11).

2

bits

Tul

<VA
wn L] M~ o« - '] M~

DREME {no SSC) 05.08. 216 12:43 CREME o SSC) 05.08 2016 1248

-

Motiv ¢. 2: CTTCT(T/C/G)C(T/A), Motiv ¢. 3: A(T/IC/IG)AAATA,
e-value 4,9e-157 e-value 5,6¢-92
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bits
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-
DREME jo SSC) 0508 201

Motiv ¢. 4: CN(T/C)CTTC,
e-value 4,2e-67

i

DREME fo S5C) 05,08 2016 12:43

bits

-

Motiv ¢. 6: AA(T/C)AA)T/C)A;

e-value 2,1e-54

) ACA T
S

- Y]

bit

Motiv ¢. 8: A(AIG)CAG(T/C);

e-value 1,4e-31

=
| A
- 3] © = n

Motiv ¢. 10: CCA(C/T)A;

e-value 1,5e-26

bits

-

|

© ~

16 1248

-+ [T]

DREME o S5C) 05.08.20

Motiv ¢. 5: (A/IG)TATTT(T/C/G),

e-value 1,8¢e-64

o~ L]

DREME o S5C) 05.08. 2016 1243

- Y]

Motiv ¢. 7: AA(AIC)AG(A/CIG)A;
e-value 1,2e-041

7]

=1

n-l A

0~ (2] ™ = wn w0 P~ w©
DREME {no SSC) 05.08.216 1250

—3

Motiv ¢. 9: (AIT) GGAGGA(A/T);

e-value 1,4e-28

]

-—-B H

nJ1 A
- L] L] -+ n ©o M~

Motiv ¢. 11: (A/IG)AA(A/G)ATA);
e-value 3,2e-021
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Centrimo

Pomoci tohoto algoritmu jsme zjiStovali, zda se jednotlivé motivy nachdzeji
v promotorovych oblastech v urcité konzervované pozici. PouZili jsme naSe
vysledky z MEME a DREME a motivy z databazi JASPAR a TFBSshape.

Pro motivy ¢. 1 — 4, ¢. 6 — 9 a motiv ¢. 11 nebyla zjiSténa konzervovana
pozice. Motiv ¢. 10 CCA(C/T)A nalezeny algoritmem DREME se nejcastéji nachazi
15 nukleotidii pred zacatkem transkripce (graf ¢. 1, vyznacen modie). V grafech 1
az 3 jsou vyznaceny pozice motivii v 250 nukleotidi dlouhych sekvencich, ve
kterych jsme hledali konzervované motivy. Predikovany zacatek transkripce se
v téchto grafech nachazi na hodnoté 75 na ose x (oznaceno zelenou prerusovanou
carou). Motiv GATCAAA(A/C) byl identifikovan také pomoci DREME, ale
s e-value pouze 4,7e-4 (motiv ¢. 12). Byl nalezen jen v 649 pfipadech. Z diivodu
nizké e-value z DREME jsme se timto motivem zacali zabyvat az poté, co jsme pro
ng pomoci Centrimo nasli konzervované pozice v sekvencich s velkou
statistickou signifikanci. Tento motiv je v sekvencich lokalizovan okolo
predikovaného mista zacatku transkripce, nebo 25 nukleotidi pfed nim (graf ¢. 1,

vyznacen cervene).

o) U | C

- wn w0 P~ w©

CREME {no S5C) 05.08.2016 1254

Motiv ¢. 12: GATCAAA(A/C),
e-value 4,7¢-4

Neprili§ prikazné je umisténi motivu ¢ 5, ktery pfipomina TATA box.
Nejcastéji se vyskytuje pfiblizné 45 nukleotidti pfed zacatkem transkripce (graf

¢. 2), nalezen byl pfiblizné u 52 % sekvenci.
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Pfi hledani motivli zahrnutych v databdzich JASPAR DNA a TFBSshape
DNA jsme se zaméfili na TATA box. V tomto pfipadé jsme nehledali motivy
denovo, ale zkoumali jsme obohaceni znamych motivii v sekvencich
Monocercomonoides. Nejcastéji byl konsenzudlni TATA box nalezen 15 nukleotidi

pred startem transkripce, celkové se nachazi u 44 % sekvenci, ale s e-value pouze

9,9e-10 (graf ¢. 3).

Graf ¢. 1: Pozice motivii ¢. 10 a 12 nalezenych DREME. Zelenou pferusovanou carou je

vyznacen predpokladany zacatek transkripce.
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Graf ¢. 2: Pozice TATA-like motivu ¢. 5 nalezeného DREME. Zelenou pferusovanou ¢éarou je

vyz

nacen predpokldadany zacdatek transkripce.
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Graf ¢. 3: Pozice konsenzudlni sekvence TATA boxu. Zelenou pierusovanou carou je

vyznacen predpokladany zacatek transkripce.
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5.2. Bioinformaticka analyza UTRs

Pro porovnani primérné délky a obsahu GC partt 5' nepreklddanych oblasti
s ostatnimi oblastmi genomu Monocercomonoides jsme pouzili dataset vsSech

predpovézenych genti s predikovanou 5' UTR (6983 gent) (tabulka ¢. 4).

Tabulka ¢. 4: Porovndni 5° mneprekladanych oblasti s jinymioblastmi genomu

Monocercomonoides
primérna délka GC pocet sekvenci

3'UTR 167 0,33 6907
5'UTR 109 0,36 6983
introny 125 0,25 31478
cDNA 2480 0,43 16769
kddujici oblasti 2366 0,43 16769
geny 2727 0,41 16608
mezigenové oblasti 869 0,29 8765

Spocitali jsme primérnou délku a primeérny obsah GC partt v 5' nepfeklddanych
oblastech v genomu Monocercomonoides a dalsich vybranych prvokt (tabulka ¢. 5).
V ptipadé Monocercomonoides jsme v tomto pifipadé vychazeli ze dvou sad gent.
Primérnd délka 65 nukleotidti vychdzi z datasetu vSech gent, u kterych byla
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automaticky anotovana funkce a které maji zdroven predikovanou
i5' UTR (3672 gent1). Délka 46 nukleotidii je pro dataset, ktery obsahuje pouze geny
s manualné anotovanou funkci a s predikovanou 5' UTR (718 gent1). Pfedpokladame,
ze pouzitim funkcéné anotovanych gent, a zejména pouze manudlné anotovanych
genti, jsme odstranili Spatné genové predikce nebo pseudogeny a vysledky jsou
presnéjsi.

Tabulka ¢. 5: Charakteristika 5" nepfeklddanych oblasti vybranych prookil

primeérna délka GC pocet genti
Monocercomonoides 65 (46) 0,33 (0,33) 3675 (718)
Babesia bovis 123 0,38 861
Cryptosporidium muris 135 0,28 56
Entamoeba histolytica 53 0,24 1115
Trichomonas vaginalis 82 0,31 2546
Tetrahymena thermophila 137 0,23 764
Obratlovci 141 0,50 61390

Vytvofili jsme histogramy zndzornujici distribuci délek 5' nepfekladanych oblasti u

vybranych prvok (graf ¢. 4 — 10).

Graf ¢. 4: Délkovd distribuce 5'UTR: Monocercomonoides, automaticky anotované geny
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Graf ¢. 5: Délkovd distribuce 5'UTR: Monocercomonoides, manudlné anotované geny
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Graf ¢. 6: Délkovd distribuce 5'UTR: Trichomonas vaginalis
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Graf ¢. 7: Délkovd distribuce 5'UTR: Entamoeba histolytica
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Graf ¢. 8: Délkovd distribuce 5'UTR: Babesia bovis
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Graf ¢. 9: Délkovid distribuce 5'UTR: Cryptosporidium muris
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Graf ¢. 10: Délkovd distribuce 5'UTR: Tetrahymena thermophila
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5.3.5' RACE

Pomoci kitu FirstChoice RLM-RACE Kit (Ambion) se ndm nepodaftilo amplifikovat
zadnou 5' neprekladanou oblast. Kitem 5'/3' RACE Kit, 2nd Generation (Roche) jsme
amplifikovali 5' UTR transkripti pro GAPDH, enoldzu, Cpn 60, histon H3
a Acetyl-CoA synthetdzu. Nepodarilo se amplifikovat sekvence pro dvé kopie PFO,
SufB, SufC a SufSU. Ziskané sekvence jsme porovnali s automatickou predikci

(Alignment 1 -5).

Alignment ¢. 1: GAPDH (MONOS_5021)

LTTTT YT T T T T Ty T TR Ty TIry vy | TErr | rrry | rrrr vy

- 10 20 30 40 30 &0
kédujici sekwvence ATGTCRARTTRRAAGTTGCGATTARCGGATTTGGCAGRAT
predikovana 5' UTR GRTCATRAAGGCTTAGRACATGTCAATTARAGTTGCGATTARCGGATTTGGCAGRAT
5" RLCE TAGRTCRGATCATARGGCTTAGACATGTCAATTARAGTTGCGATTARACGGATTTGGCAGRAT

genomova sekvence T TGTAGRTCRGATCATARGGCTTAGACATGTCAATTARAGTTGCGATTARCGGATTTGGCAGRAT

Alignment ¢. 2: enoldza (MONOS_3916)

LTTTT T YT T r T E T T T [ Prrr vy [ TII Py vy vy v vrryreees

= 10 20 30 40 50 60
kbddujici sekvence

predikovana 5' UTR TTTTGTTCCRRACTTGCARARATTGRAATTTTTCTTTCGATTCAGCCTTTAT
3' RACE

genomicka sekvence [TRRARARGCTTTCTGRAATTTTGTTCCAACTTGCARARARTTGRATTTTTCTTTCGATTCAGCCTTTAT

.T'TTlrl'l'l' TT""I"TTTI""TT'T""" TTT"I"TTT T""TlT"""ITTT"I""TT T"""l
=1 T0 80 S0 100 110 120 13

kbddujici sekvence

predikovand 5' UTR RARARATTTCRARARRTAGCAAGRATTTTTITGCGRAATCTTGARRARGRAGTTGTTTACRRTTTATATS

5" RACE TATR

genomicki sekvence RARRARARTTTCARRARTAGCARGRATTTTTITGCGRAATGTTGARRARGRAGTTGTTTACRATTTATATR

;I""TT ""TTI"TT"ITT""'T""" T""Tl""TT ""TTI"TT"ITT""ITT"" T""Tl""TT
| 140 150 160 170 180 150
kodujici sekvence
predikovand 5' UTR (TTRCTGRATRRC
5" RACE TTRCTGRATRAC
genomicka sekvence [TTRCTGRATARCGTATGCAGTTTIATTGGTTTCTTTAATTTTITARAATTTGTGGCGTTATTCARAC

LR I I N L I I R N N A |

- 200 210 220 230 240 230 2€
kbodujici sekvence ATGTCARCARTCAGRAAGATATTITGCACGCGAGATACTCGATTCACGTGC
predikovana 5' UTR ACARCGCARATGTCARCARTCAGRRAAGATATTTGCACGCGRAGATACTCGATTCACGTGC
5' RACE ACARCGCAATGTCARCALRTCAGRAAGATATTTGCACGCGRAGATACTCGATTCACGTEC

genomicka sekvence RATCCAGRCARCGCAATGTCAARCARTCAGRARGATATTTGCACGCGAGATACTCGATTCACGETGL
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Alignment ¢. 3: Cpn60 (MONOS_13132)

L[TTTYTYOOT YT [ TYTT | TEATT | TRYT [T VNN [ TEAN [ TTAT | TENT VNN TAA

- 10 20 30 40 50 &0
kodujici sekvence ATGTCTTCATCCRARRAGTCGTTTGRARATACGTCRARGCRAC
predikovana 5' UTE GRATTRARRRATGTCTTCATCCRARRAGTCGTTTGRARATACGTCRRAGCRARCT
5' RALCE ATARGGRATTARRATGTCTTCATCCRARLRAGTCGTTTGARATACGTCAREGCRRC

genomovi sekvence ALATAAGEGEAT T AL AGAATTARAATGTCTTCATCCARRLAGTCGTTTGRARATACGTCRARAGCRAC

Alignment ¢. 4: H3 (MONQOS_8194)

LTI T T rr o r N TN T ENT TR TR Py Ty vTrEry | vTrrr v

| 10 20 30 40 S0 60
kodujicli sekvence ATGGTTCGCACRRRARCRAGT]
predikovana 5' UTR AT CCTCAAT AR AT TG TTCATTTCTTGATGETTCGCACRRRACRAGTY]
5" RACE AT CARTATTTCCTCRAATRAATTGCTTCATTTCTTGATGETTCECACARRRACRARGT]

genomova sekvence TARTATATTGATCRATATTTCCTCARATRARRTTGCTTCATTTCTTGATGETTCGCACARRRCRAGT

Alignment ¢. 5: Acetyl-CoA synthetdza (MONOS_10363)

LTTTTpTTIOYT T T T Ty P [ TR Ty [Ty TR rrrr | rrrr e

= 10 20 30 40 50 &0
kbddujici sekvence

predikovana 5" UTR CGGTATTTTGGTTTCGTTGGARARCRARRARLRC

3' RARCE GITTTCGTTGGRRACRRARARAC

genomova sekvence AT TGCGETATT T TGGTTTCGT TGGARACRAALRARCGTTTGARRATTCTTIGTTARRATTGGRAG!

TUT T IET T NN T T TN [ Trr VT [Ty [ Tr [ rrrTy [ Trrr | rrry vy

| 70 80 =) 100 110 120 13
kodujicl sekvence
predikovana 5' UTR
3" RACE
gengmgvé zekvence TATTTTCT T T T TGAT T T ATATTACTTTATTTATTTATTCATTAATTGCTTARATGCGRLALARATATT

S[TTTTpTTOOOY T rr O T r T T TN T T TN [T T TNy [ TR rrry | vrny vy

= 140 150 160 170 180 130

kédujici sekvence ATGTCTGATCTTCATATTOTTTTCARTCCARAGRCTGT
predikovanad 5' UTR TCGRAAGATGTCTGATCTTCATATTCTTTTCAATCCAEAGACTGT
5' RACE TCGRARGATGTCTGATCTTCATATTCTTTTCAATCORRRGRCTGT

genomova =zekvence TTTGGTCTTTTTATAT T CAGTCGARRAGATGTCTGATCTTCATATTCTTTTCARTCCARAGRACTGT

5.4. Anotace zakladnich transkrip¢nich faktort

Zkontrolovali a upravili jsme 23 genovych modelti v genomu Monocercomonoides
automaticky anotovanych s pomoci databdze KEGG. Pfitomnost transkripénich
faktorti jsme vyznacili zelené v tabulce ¢. 5, kde uvadime rovnéz srovnani s Giardia
intestinalis a Trichomonas vaginalis. Zluté je oznaCen protein, ktery byl automaticky
anotovan, ale pomoci jinych databazi (NCBI, Pfam, Interproscan) jsme pfislusnému
genovému modelu tuto anotaci nedokdzali potvrdit ani vyvratit. Pokud se v genomu

Monocercomonoides nachdazi vice kopii jednoho genu, je to v tabulce uvedeno.
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Tabulka ¢. 5: Anotované zikladni transkripcni faktory

Monocercomonoides ‘ G. intestinalis ‘ T. vaginalis

TFIIA

TFIIA1

TFIIA2

TFIIB

TFIIB

TFIID

TBP

TAF1

TAF2

TAF3

-

TAF4

TAF5

TAF6

TAF7

TAF8

TAF9

TAF10

TAF11

TAF12

TAF13

TAF14

TAF15

TFIIE

TFIIE1

TFIIE2

TFII-1

TFIIF

TFIIF1

TFIIF2

TAF14

| 11N
il

TFIIH

TFIIH1

TFIIH2

TFIIH3

TFITH4

XPB

XPD

TTDA

CDKY7

MAT1

CCNH
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5.5. Anotace iniciacnich translac¢nich faktora

Zkontrolovali a upravili jsme 30 genovych modelti v genomu Monocercomonoides
automaticky anotovanych s pomoci databaze KEGG. Pfitomnost translacnich faktort
jsme vyznacili zelené v tabulce ¢. 6, kde uvadime rovnéz srovnani s Giardia
intestinalis a Trichomonas vaginalis. Zluté jsou oznaleny proteiny, které byly
automaticky anotovany, ale pomoci jinych databazi (NCBI, Pfam, Interproscan) jsme
prislusnym genovym modeltim tuto anotaci nedokazali potvrdit ani vyvratit. Pokud
se v genomu Monocercomonoides nachazi vice kopii jednoho genu, je to v tabulce

uvedeno.

Tabulka ¢. 6: Anotované eukaryotické iniciacni translacni faktory

Monocercomonoides | G. intestinalis l T. vaginalis

elF1
elF1A
elF1
elF2
elF2S1
elF252
elF253
elF2A
elF2A
eIF2B
elF2B1
elF2B2
elF2B3
elF2B4
elF2B5
elF2D
elF2D
elF5
elF5
elF5A
elF5B
elF6
elF6
elF3
elF3A
elF3B
elF3C
elF3D
elF3E
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elF3F
elF3G
elF3H
elF3I
elF3]
elF3K
elF3L
elF3M
elF4
elF4A
elF4A3
elF4B
eIF4E ke [ [ ]
elF4G (3 kopie)
CAF20

MTIFs

infB

infC

|Asociované faktory
ABCF1

ABCF3

TIF31
EAP1
DHX29
IGHMBP2

5.6. Purifikace transkrip¢nich faktori

Proteinové vzorky pro izolaci transkripénich faktori jsme v prvnich pokusech
separovali pomoci SDS PAGE a nasledné bandy podrobovali proteomické analyze.
PredevSim kvuli malému mnoZstvi proteini ve vzorcich jsme touto metodou
neziskali zadnd pouzitelnd data. V dalSich pokusech jsme analyzovali proteinové
slozeni kompletnich eluatt.

V pilotnich experimentech s pouzitim ,upstream” oblasti genti pro GAPDH,
enolazu a histon H3 se jevily nejnadéjnéji data ziskana z pokusu na GAPDH. Kvli
pritomnosti velkého mnoZstvi ribozomalnich proteinti v eluatu jsme sniZili vstupni
mnozstvi bunék. Konecny experiment s ,upstream” oblasti genu pro GAPDH
(schéma ¢. 1) jsme provedli v triplikdtu s jednou negativni kontrolou. Identifikované
proteiny, které byly ve vzorcich obohacené viéi kontrole minimalné 2krat, nebo se

vyskytovaly s dostate¢nou intenzitou pouze ve vzorku, jsou uvedeny v tabulce ¢. 7.
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Hodnoty predstavuji dvojkovy logaritmus intenzit vzorku, kontroly a jejich rozdil.
Intenzity ve vzorku jsou vypocteny jako median ze tfi méfeni. Pokud byl protein
nalezen pouze ve dvou méfenich, jedna se o median dvou hodnot. V pripadé¢, Ze byl
protein identifikovdn pouze vjednom z méfeni, neni v tabulce uveden. Stejny
experiment jsme provedli i u Trichomonas vaginalis, také s pomoci , upstream” oblasti

genu pro GAPDH. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 8.

Schéma ¢. 1: Amplifikovana ,upstream” oblast genu pro GAPDH. Polohy primerii jsou
vyznaceny podtrZenim, Cervené je oznacen start kodon, zelené automaticky predikovany

zacdtek transkripce a modre zacdtek transkripce uréeny pomoci RACE.

GAAGTTGCGTTGTAACTCAAACTTTATTTTTATTTITTGGAAAATTTTCTTGAAAC

AAATCAAAATATTGATCAATAATATGTATTTTTCATTCTTCATCACATGAAAAAT
GGGTTGTAGATCAGATCATAAGGCTTAGACATGTCAATTAA

Tabulka ¢. 7: Vysledky hmotnostni spektrometrie eludtu Monocercomonoides pro
L upstream” oblast GAPDH. Hodnoty naméfenych intenzit ve vzorku a negativni kontrole

jsou uvedeny ve dvojkovych logaritmech. Sefazeno podle velikosti rozdilu téchto hodnot.

gen rozdil | vzorek | kontrola | anotace

MONOS_6461 4,8538 | 23,9461 | 19,0923 | Leucine Rich repeats (2 kopie)
MONOS_3475 4,7953 | 23,2168 | 18,4215 | SAR DNA binding protein
MONOS_2785 3,8407 | 22,4755 | 18,6348

MONOS_11085 3,7214 | 23,6535 | 19,9321 | Nrap protein

MONOS_8660; 8659 3,3646 | 27,0208 | 23,6562

MONOS_11014 3,1129 | 24,6539 | 21,5410 | Dynein regulatory complex protein 1
MONOS_6486 3,1074 | 27,1368 | 24,0294

MONOS_11571 2,9763 | 24,7255 | 21,7492 | SAP domain

MONOS_2583 2,8786 | 22,8270 | 19,9484 | RNA recognition motif
MONOS_1405 2,8425 | 22,7384 | 19,8959

MONOS_11508 2,8108 | 23,3296 | 20,5188 | Growth arrest-specific protein 8
MONOQOS_7248 2,7865 | 22,5063 | 19,7198

MONOS_10118 2,7219 23,6459 | 20,9240 | Coatomer subunit alpha
MONOS_339 2,6356 | 22,9119 | 20,2763 | Bmsll protein

MONOS_2493 2,4488 | 23,2960 | 20,8472

MONOS_9528 2,3994 | 25,0036 | 22,6042

MONOQOS_14713; 3264 2,3553 | 22,8685 | 20,5132

MONOS_16793 2,3491 | 23,108 | 20,7589 | Ribosomal protein
MONOS_11531 2,2782 | 22,4264 | 20,1482
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MONOS_7186 2,2592 | 24,7191 | 22,4599 | RNA-binding region RNP-1 domain-
MONOS_4051 2,1157 | 23,7143 | 21,5986 |60S ribosomal protein L35-3
MONOS_2848 2,0899 | 23,6433 | 21,5534 | RNA-binding region RNP-1 domain-
MONOS_164 2,0486 25,352 23,3034 | RNA binding rRNA processing protein
MONQOS_5185 2,0332 23,3246 | 21,2914 | Nucleolar family member protein
MONOQOS_577; 231 1,9307 22,0479 | 20,1172 | Phosphoserine aminotransferase
MONOS_2829 1,916 28,3615 | 26,4455 |Linker histone H1 and H5 family protein
MONOS_1153 1,9006 26,2342 | 24,3336 |Linker histone H1 and H5 family protein
MONOS_2912 1,8059 22,6743 | 20,8684 |Stromal cell-derived factor 2
MONOS_10771 1,7468 | 23,0963 | 21,3495

MONOS_14814 1,7429 21,6346 | 19,8917 | V-type proton ATPase subunit D
MONOS_248 1,7162 | 21,1215 | 19,4053 | Dihydropyrimidine dehydrogenase
MONOS_6851 1,7096 | 26,3882 | 24,6786 |Ubiquitin-like protein

1 1,6975 | 27,7288 | 26,0313 | Histone H2B

MONOS_1252 1,5633 | 23,6988 | 22,1355 |Growth-arrest specific micro-tubule
MONOS_15415; 11988 1,5626 | 25,2242 | 23,6616 |40S ribosomal protein S14-1
MONOS_4284 1,5516 27,254 25,7024 | Histone H2A

MONOS_5711; 12526 1,5191 | 26,1017 | 24,5826 |Large subunit ribosomal protein L4e,
MONOS_6203; 16573; 10323 | 1,5004 | 22,7428 | 21,2424 |40S ribosomal protein S17-1
MONOS_8947; 3033 1,4966 | 23,3221 | 21,8255 | Vacuolar protein sorting 26A (Vps26A)
MONOS_11734 1,4332 24,123 | 22,6898 |40S ribosomal protein S20-1
MONOS_13329; 13328 1,4302 | 20,9962 | 19,5660

2 1,4279 25,8536 | 24,4257 |Histone H2A

3 1,4041 | 29,0188 | 27,6147 | Histone H4

MONOS_14917 1,4029 | 23,7689 | 22,366 |RNA-binding domain-containing
MONOS_862 1,3879 | 21,8839 | 20,4960

MONOS_13412 1,3841 22,8355 | 21,4514 |60S acidic ribosomal protein P2-1
MONOS_3824 1,3811 22,5078 | 21,1267 |Brix domain-containing protein 2-like
MONOS_4567; 3180; 13168 1,3362 | 24,4914 | 23,1552 |40S ribosomal protein S8-1
MONOS_180; 13171 1,3346 | 22,6356 | 21,3010 |40S ribosomal protein S10-1
MONOS_11527 1,3292 | 23,4237 | 22,0945

MONOS_15499 1,3221 23,6066 | 22,2845 | Acetyl-CoA synthetase (ADP-forming)
MONQOS_1967 1,3116 25,5675 | 24,2559 | 60s ribosomal protein L34e
MONOS_9987; 333; 2201 1,3019 | 23,9049 | 22,603 |60S ribosomal protein L5-2
MONOS_1005 1,2994 | 21,9106 | 20,6112 | Threonyl-tRNA synthetase
MONOS_9644 1,2804 | 25,7362 | 24,4558 | RNA recognition motif

MONOS_9530 1,2638 20,8368 19,573 | Pyruvate-ferrodoxin oxidoreductase
MONOS_4805; 4487 1,2196 | 24,9992 | 23,7796 | Ribosomal protein L36e
MONOS_10479 1,1883 | 23,4158 | 22,2275 | ATP-dependent RNA helicase Uap56
MONOS_5073 1,1798 | 25,4751 | 24,2953 | Nucleosome assembly protein
MONOS_6964; 3400; 11718 1,1790 | 23,2939 | 22,1149 | Glutamate dehydrogenase 3
MONOS_7390 1,1535 | 26,4306 | 25,2771 | Nucleosome assembly protein
MONOS_10112; 9470 1,1499 | 24,5069 | 23,3570 |40S ribosomal protein 524
MONOS_3728; 3403 1,1373 | 23,7363 | 22,5990 | Small subunit ribosomal protein 7
MONOS_10289; 14516 1,1268 | 23,5258 | 22,3990 |Bifunctional acetaldehyde-CoA/alcohol
MONOS_6798; 1943 1,0978 | 23,7757 | 22,6779 |60S ribosomal protein L13a-1
MONOS_8272 1,0892 | 20,2840 | 19,1948 |Poly [ADP-ribose] polymerase 1
MONOS_1697; 13174; 861 1,0603 | 22,8110 | 21,7507 | Arflf

MONOS_7522; 5302 1,0139 | 26,2202 | 25,2063 | Putative phosphoglycerate
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MONOS_9916 1,0099 | 24,2891 | 23,2792 | Profilin I

MONOS_16368 1,0068 | 22,4491 | 21,4423 | Calmodulin

MONOS_3432 1,0048 | 21,6685 | 20,6637 | Autophagy-related protein 3 B
MONQOS_11114; 11452 - 24,2745 - Lysozyme

MONOS_1776 - 23,7097 - Gar1/Nafl RNA binding region
MONOS_10153; 15511 - 23,5428 - Ribosomal protein L37e
MONOS_1399 - 23,4239 -

MONOS_12194 - 23,3901 -

MONOS_3598; 7848 - 23,1546 - 60S ribosomal protein L19-2
MONOS_16491 - 22,9425 -

MONOS_8697; 12488 - 22,9244 - Flagellar associated protein
MONOS_8919 - 22,8979 -

MONOS_6982; 3552 - 22,7823 - Ribosomal protein S28e
MONOS_9726 - 22,7198 -

MONOS_10099 - 22,5317 -

MONOS_12518 - 22,3225 - Endothelin-converting enzyme 2 B
MONOS_11139 - 22,0998 -

MONOS_15746; 8916 - 22,0795 - 60S ribosomal protein L26e

1: MONOS_8879; 5027; 321; 2901; 2133; 9813
2: MONOS_8882; 8757; 2903; 2131; 14653; 2128
3: MONOS_7697; 561; 2791; 2067; 13751; 1327; 13157; 11535

Tabulka ¢. 8: Vysledky hmotnostni spektrometrie eludtu Trichomonas pro ,, upstream” oblast
GAPDH. Hodnoty naméienych intenzit ve vzorku a negativni kontrole jsou uvedeny ve

dvojkovych logaritmech. Sefazeno podle velikosti rozdilu téchto hodnot.

gen rozdil | vzorek | kontrola | anotace

TVAG_251250 3,04327 | 21,4732 | 18,4300 | Conserved hypothetical protein
TVAG_450700; 44270 2,47755 | 22,4940 | 20,0164 | Conserved hypothetical protein
TVAG_296920 2,26959 | 20,3174 | 18,0478 | Conserved hypothetical protein

4 1,90452 | 23,2395 | 21,335 |Histone H4, putative
TVAG_298320 1,71849 | 22,3552 | 20,6367 |Trichohyalin, putative
TVAG_210010 1,42912 | 19,7781 18,349 | Conserved hypothetical protein
TVAG_198110; 254890 1,29121 | 19,7265 | 18,4353 | Pyruvate-flavodoxin oxidoreductase
5 1,14260 | 18,0328 | 16,8902 | Chaperonin, putative
TVAG_253630 1,08404 | 19,9919 | 18,9079 | Heat shock protein
TVAG_539120 - 22,3182 - Conserved hypothetical protein
TVAG_040700 - 21,3853 - Conserved hypothetical protein
TVAG_444360 - 21,2359 - Conserved hypothetical protein
TVAG_499020 - 21,1514 - Histone H3, putative
TVAG_021100 - 21,1102 - Replication factor C large subunit

4: TVAG_499010; 470680; 452720; 445260; 414470; 399380; 392270; 351560; 341350; 315310; 270900;
270070; 239320; 224660; 211270; 191680; 137930; 129720; 085660; 014920
5: TVAG_088050; 203620; 167250
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6. Diskuse

6.1. Promotorové oblasti

Pro zahdjeni transkripce pomoci RNA polymerazy II je v eukaryotickych burikach
nezbytnd pfitomnost konzervovanych sekvenénich motivi, které se nejcastéji
nachazeji pfiblizné 40 nukleotidi pred a 40 nukleotidd za mistem zacatku
transkripce (Atkinson a Halfon, 2014).

Pomoci algoritmu MEME, ktery se obvykle pouzivd pro identifikaci
konzervovanych motivli v promotorovych oblastech, jsme identifikovali v pfipadé
Monocercomonoides pouze jeden motiv (motiv 1). Jedna se o sekvenci rozpoznavanou
zinc finger motivem, ktery se vyskytuje u velkého poctu transkripénich faktorti
(Jolma et al., 2013; Mathelier et al., 2016). Pozice tohoto motivu nebyla konzervovana.

Pomoci algoritmu DREME, ktery je vhodnéjsi pro analyzu velkych datasetti
kratkych sekvenci, jsme identifikovali pomérné velky pocet konzervovanych motiv.
Motiv ¢. 10 CCA(C/T)A se nejcastéji nachdzi 15 nukleotidli pfed zacatkem
transkripce. Tato sekvence je rozpozndvana transkripénimi faktory z rodiny forkhead
proteint (Jolma et al., 2013). Motiv ¢. 12 GATCAAA(A/C) se nachazi v genech kolem
mista startu transkripce nebo 25 nukleotid{i pfed nim. Tento motiv u clovéka vaze
transkripéni faktor 7 (TCF7) (Jolma et al., 2013; Mathelier et al., 2016). Tato sekvence
vSak byla nalezena pouze u necelych 650 sekvenci. 45 nukleotidti pfed zacatkem
transkripce se nachazi motiv ¢. 5 (A/G)TATTT(T/C/G), ktery miize byt TATA-like
motivem, vyskytuje se v 52 % genti. Pouze pomoci programu Centrimo byl s malou
statistickou signifikanci nalezen konsenzualni TATA box a to 15 nukleotidi pied
zac¢atkem transkripce, nalezen byl u 44 % genti. Pro definitivni potvrzeni funkce

vSech nalezenych motivii v promotorovych oblastech by byl potfeba dalsi vyzkum.

6.2. 5' neprekladané oblasti
Vrdmci posttranskripéni regulace genové exprese hraji nepfeklddané oblasti
nejdtlezitéjsi talohu. Ovliviiuji stabilitu mRNA, reguluji miru jeji translace a také jeji
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lokalizaci v bunce (Bashirullah et al., 2001; Jansen, 2001). Primérna délka 5' UTR se
uvadi mezi 100 a 200 nukleotidy (Pesole et al., 2001). Tyto hodnoty jsou ale zaloZeny
na udajich z rostlin, hub a Zivocicht. Mezi témito skupinami se délka 5' UTR prilis
nelisi. Mezi prvoky je rozpéti délek vyssi.

Z celkového poctu priblizné 16500 genovych modeld v genomu
Monocercomonoides byla v programu PASA predikovana 5' UTR pouze necelym 7000
znich. Vzhledem ktomu, Ze je tato predikce zaloZena pfedevsim na
transkriptomickych datech, je tento pocet pfekvapivé nizky. Moznym vysvétlenim
nizkého poctu predikci mohou byt nespravné predikované geny, pro které neexistuji
odpovidajici transkripty. To hrozi zejména u genti, které se nepodafilo funkéné
anotovat. Dataset tvofeny vSemi geny jsme pouzili pro porovnani GC obsahu 5' UTR
s ostatnimi oblastmi genomu, které byly také automaticky predikovany v PASA
(tabulka ¢. 4). Obsah GC parti v 5' UTR je v tomto datasetu 36 %, coZ je méné nez u
kodujicich oblasti (43 %) a vice nez u intront (25 %) nebo mezigenovych oblasti
(29 %).

5' nepreklddané oblasti jsou uvadény jako oblasti s vysokym poétem GC paru
(60 % u teplokrevnych obratlovcit), vyssim nez u 3' UTR i kédujicich oblasti (45 %
u stejné skupiny) (Pesole et al., 2001; Zhang et al., 2004). Podle nasich vysledki toto
v ptipadé Monocercomonoides neplati. 36 % GC part v 5 UTR zhruba odpovida
obsahu GC parti v celém genomu a je jen o malo vyssi nez ve 3' nepreklddanych
oblastech. Naopak je tato hodnota nizsi nez u kddujicich oblasti (43 %) (tabulka ¢. 4).
Zastoupeni GC part v genomu nékolika dalSich prvokii se pohybuje mezi 23 %
u Tetrahymena thermophila po 38 % u Babesia bovis (tabulka ¢. 5). U Trichomonas
vaginalis je zastoupeni GC part v 5 UTR (31 %) také podobné jako v celém genomu
(33 %) a je také o néco nizsi nez v kddujicich oblastech (35 %) (Woehle et al., 2014).

Pramérnou délku UTR jsme spocitali pro nékolik dataset(i. Pro vSechny geny
s predikovanou 5' UTR (109 nukleotidt1), pro anotované geny (65 nukleotid() a pro
geny, které prosly manualni anotaci (46 nukleotid1). Domnivame se, Ze v datasetu
automaticky anotovanych genti se neprfesné genové modely, popripadé Spatné
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prifazené anotace, vyskytuji v men3i mife. Nejpfesnéjsi hodnota pravdépodobné
pochdzi zdatasetu manudlné anotovanych genti, kde jsou zkontrolovany
a poptipadé upraveny hranice mezi kodujici a nekodujici oblasti.

Pokles primérné délky mezi témito sadami dat je zpusoben zejména
odstranénim velmi dlouhych UTR (vice nez 200 nukleotid®i, nebo dokonce vice nez
1000 nukleotid(1), jak je patrné na grafech ¢ 4 a ¢ 5. Nejvice 5 UTR
Monocercomonoides ma délku mezi 20 a 30 nukleotidy.

Z grafli €. 4 az ¢. 6 vyplyva, ze pritomnosti extrémné dlouhych UTR je zatiZen
odhad délky 5' nepfeklddanych oblasti i u ostatnich prvoki. Pro toto porovnani je
tedy pravdépodobné vhodnéjsi pouzit dataset vSech anotovanych gent. Délka
65 nukleotidii je srovnatelna s53 nukleotidy u Entamoeba histolytica nebo
82 u Trichomonas vaginalis (tabulka ¢. 5). Hodnoty primérnych délek 5' UTR u prvok
ale kolisaji od nékolika malo nukleotidi u Giardia intestinalis az po 346 u Plasmodium
falciparum (Morrison et al., 2007; Watanabe et al., 2002).

Hodnoty délek 5 UTR u Monocercomonoides pochdzely pouze z automatické
predikce provedené v programu PASA. Tyto predpovédi nemuseji byt presné,
anotaéni programy maji casto s predikcemi nepfeklddanych oblasti nebo intront
v genech velké potize (Yandell a Ence, 2012). Rozhodli jsme se tedy provést 5' RACE
experimenty, abychom presnost alesponi nékolika predpovédi ovéfili. Podafilo se
nam amplifikovat nepfekladané oblasti pro GAPDH (24 nukleotidti, predikce byla
prodlouzena o 7 nukleotidd), enoldzu (24 nukleotidi, predikce zkracena
o 111 nukleotidtt), Cpn 60 (13 nukleotidti, predikce prodlouZena o 5 nukleotidit),
histon H3 (35, nukleotid(i, predikce prodlouZena o 6 nukleotid(i) a acetyl-CoA
synthetazu (38 nukleotidd, predikce zkracena o 10 nukleotid). Z vysledk je patrné,
Ze pfes pomérné kvalitni transkriptomickd data se automatickd predikce UTR
s naSimi experimenty prili§ neshoduje. U enolazy a acetyl-CoA synthetdzy jsme také
potvrdili introny v 5' UTR.

Urceni délek pomoci 5 UTR pomoci RACE ovSem také nemusi byt pfesné.

Jediny kit pro RACE experimenty, ktery fungoval v pfipadé Monocercomonoides,
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bohuzel neamplifikuje selektivné pouze mRNA s pfipojenou 7-methylguanosinovou
¢epickou. Ztoho vyplyva, Ze muze teoreticky dojit k pfipojeni adaptéru i na
nekompletni mRNA a nasledné amplifikaci této mRNA. Druhym problémem
komplikujicim interpretaci vysledktt RACE experimentti je to, Ze mame k dispozici
udaje pouze pro pét gent. Z takto malého vzorku lze samoziejmé pouze obtizZné
vyvozovat zavéry splatnosti pro cely genom. Presto, vysledky z 5 RACE
experimentii naznacuji, Ze na automatické predikce 5' UTR nelze spoléhat s jistotou
(u zadného z péti genti nebyla pfedpovéd 100% pifesnd). V piipadé potieby zjisténi
presného mista zacatku transkripce pro jeden konkrétni gen na tyto predikce nelze

spoléhat a je tfeba vyuzit RACE.

6.3.Transkrip¢ni a translacni faktory

Pomoci databdze KEGG jsme automaticky anotovali, ndsledné zkontrolovali
a eventudlné opravili 23 genovych modelt pro zékladni transkripéni faktory a 30 pro
eukaryotické iniciacni faktory.

Monocercomonoides ve svém genomu obsahuje v podstaté totoznou sadu
transkripénich iniciacnich faktorti jako Trichomonas wvaginalis. Nejvyrazné&jSim
rozdilem je pfitomnost obou podjednotek transkripéniho faktoru IIA u oxymonady.
Tento protein napomdhad vazbé TATA-binding proteinu (TBP) na TATA box
a odpovida tak pravdépodobné pritomnosti TATA boxu nebo TATA-like motivu
u Monocercomonoides, zatimco u trichomonady tento motiv nalezen nebyl. Z hlediska
transkripénich faktorti je Giardia intestinalis unikatni organismus, protoZe u ni bylo
nalezeno pouze nékolik podjednotek TFIIH a TBP (Best et al., 2004; Morrison et al.,
2007).

Sada  eukaryotickych  inicia¢nich translacnich  faktord v genomu
Monocercomonoides je opét velmi podobna té u trichomonady, a tentokrat i u giardie.
U oxymonady jsme nalezli vétSinu nejdtilezitéjSich inicia¢nich translacnich faktord,

s vyjimkou faktorti 5A a 2A.
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Po anotaci zakladnich transkripénich faktorti jsme se pokusili nékteré
z transkripénich faktorti purifikovat. Tyto experimenty jsme provadéli s pomoci
,upstream” sekvenci genu pro GAPDH u Monocercomonoides (MONQOS_5021)
iu Trichomonas (TVAG_382880). Cilem bylo izolovat proteiny, které reguluji
transkripci tohoto genu. Ve smési vypurifikovanych proteini se bohuzel
nevyskytoval Zddny znamy transkripcni faktor ani u jednoho organismu. To ziskané
vysledky vyrazné zpochybriuje. U Monocercomonoides (tabulka ¢. 7) jsou eluaty
obohaceny o ribozomalni a rtizné jaderné proteiny, které vsak pravdépodobné tvori
pouze nespecifické pozadi. Ddle je ve vysledcich mnozZstvi proteinti, které obsahuji
RNA vazebny motiv. Tento motiv je typicky pro nékteré jaderné proteiny, ale
vyskytuje se i u né€kolika proteinti, které vazou jednovldknovou DNA a reguluji
transkripci. Tyto proteiny jsou spolecné s proteiny neznamé funkce moZznymi
transkripcnimi faktory pro GAPDH. To by vSak bylo potifeba prozkoumat dal$imi
metodami. Dnes asi nejrozsitenéjsi metodou je ChIP  (Chromatin
immunoprecipitation assay). Pro tuto metodu bychom ale museli pfipravit specifické
protilatky proti vSem potencidlnim transkripénim faktorim. V prvnim kroku dojde
k formaldehydovému ,cross-linku” mezi DNA a proteiny v zivych burkach.
Nasledné jsou builky sonikovany. V pribéhu sonikace dojde krozbiti DNA na
priblizné 500 bp dlouhé tseky. Transkripéni faktory s navazanou DNA jsou nasledné
imunoprecipitovany pomoci specifickych protilatek. DNA je v dalsi fazi disociovana
od proteinti a je dale analyzovana.

Vétsinu proteinti identifikovanych v experimentu s Trichomonas vaginalis
(tabulka ¢. 8) jsou proteiny nezndmé funkce. Vzhledem k mnoZzstvi nalezenych
proteinti i jejich naméfenych intenzit je ale bohuZzel nutné i tyto vysledky povaZovat
za nepriikazné.

Domnivdme se, Ze na neuspéch nasi purifikace mohla mit vliv nedostate¢né
optimalizovana doba inkubace oznacené DNA sbunéénym lyzdtem. Tato doba
mohla byt pfiliS dlouha, takZe v lyzatu doslo jiZ k disociaci transkripénich faktorti od
DNA a rozbéhnuti transkripce.
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. Zavéry

Identifikovali jsme 12 konzervovanych motivli v promotorovych oblastech
Monocercomonoides, véetné TATA boxu a TATA-like motivu.

5' nepiekladané oblasti oxymonady Monocercomonoides maji priimérnou délku 46
nukleotidt a obsahuji 33 % GC part.

Provedené 5' RACE experimenty na péti transkriptech ukdzaly pomérné velkou
nepresnost automatické predikce 5' UTR.

Anotovali jsme 23 genovych modelt zdkladnich transkripénich a 30
eukaryotickych inicia¢nich transla¢nich faktorti v genomu Monocercomonoides.
Sady téchto proteint se vyrazné nelisi od sad ptfitomnych u Trichomonas vaginalis.
Pokusili jsme se purifikovat transkripéni faktory pomoci ,upstream” oblasti genu
pro GAPHD u Monocercomonoides sp. a Trichomonas vaginalis, ale s neprikaznymi

vysledky.
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