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1 Uvod

Giardia intestinalis je anaerobni Bikovec, ktery je fivodcem pijmového
onemocgni clovéka. Giardie je povazovana za jednoho zérae \Etvicich zastup
eukaryotickétiSe, a proto je z pohledu evohi biologie velmi dlezitym modelovym
organismem. Genom giardie jiZ byl osekvenovan aakdad dat byla pedpo¥zena funkce
nékterych proteif. Jedna z mozZnosti, jak potvrdit tyto predikce,ujgti technik reverzni
genetiky (sniZzeni expresekterého genu a pozorovani &my fenotypu).

“Umlceni* genii bylo u giardie dosazeno pomoci z plazmidu expriamgyeh antisense
RNA molekul, které jsou komplementarni k inhibovanynRNA viakmim. Alternativrié se
inhibice germ dociluje expresi antisense RNA molekul taktéz klmmentarnich
k inhibovanym mRNA vilakam, které maji ve své sekvenci navic obsazen ribozym
s endonukledzovou aktivitou. Tyto RNA molekuly lsozymem maji zvlastni okrajove
oblasti, které umatuji jejich amplifikaci v cytoplasm burgek pomoci dsRNA viru giardie.
Metoda homologni rekombinaae snizeni exprese pomoci RNA interference se udggar
nevyuziva. Zatim neni znam mechanismus, kterymndkbgiardie dochazi k inhibici pomoci
exprese antisense RNA. Ve vSedtippdech doslo k ubytku inhibované mRNA. Nebyl ale
pozorovan vznik gpu, ktery by nas¥dcoval tomu, Ze je inhibovand mRNA vie réjakym
zpasobem degradovana.

U G. intestinalis byly nalezeny mitosomy, coZ jsou organely, ktexéoal’ vyvinuly
z mitochondrie, nebo které s niciy spol&ného pedka. Objev mitosomu G. intestinalis
zasady podpdil nazor, Ze v sob piredek vSech eukaryotnich organtsmekdy obsahoval
mitochondrii (nebo jejihoiiegdka). Funkce mitosoim u giardie je dodnes neznama,
pravdépodobré se ale podileji na syntéze [Fe-S] center. Sniggpiese &kterého z gel
ktery kdduje mitosomalni protein, by mohlo pomoaiydit ¢i vyvratit tuto hypotézu.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo vyzkouSet te&kgnireverzni genetiky u
G. intestinalis. K “umléeni* exprese byly vybrany prégeny kédujici proteiny v mitosomech
giardii. Prace literaghshrnuje techniky pouzivané pro wovani gefi u G. intestinalis i u

dalSich parazitickych protist



2 Literarni p rehled

Diplomova prace tematicky navazuje na mou bakk@u praci, literarniighled byl
zCasti grevzat a rozsen.

2.1 Studium parazitickych protisti

ey

Parazitéti protisté jsou jednobuétiné eukaryotni organismy Zijici na ukor svych
hostitehi. Nekteri pati mezi vyznamné lidské patogenyrada z nich slouzi jako modelové
organismy. Setkavdme se u nich svelkym mnoZstvadingnych znak. Nag. u
Trypanosoma brucei se vyskytuji unikatni buwtné struktury (kinetoplast, glykosomy),
vétSina jejich getn podstupuje trans-splicing a v kinetoplastu je pakkterych ged mRNA
upravovana v procesu RNA editingu.

V ramci studia této skupiny organiénjiz bylo zap@ato vice nez 30 genomovych
projekti (Coppel and Black, 2005). Znalost sekvence Dibhto organism velmi usnaduje
zjistovani funkce jejich gen V tomto ohledu je vSak vyzkum teprve wptcich. Kupikladu
u prvokaPlasmodium falciparum byla popsana funkce jen asi u 100 iyeBekvence genomu
jich ale predikuje kolem 5200,figemz 60% z nich nema nalezeny homology u jinych
organisnii (Coppel and Black, 2005).

Jednou ze strategii, jak odhalit funkci genugjeoj uméovani (inaktivace tvorby jeho

produkfi) a pozorovani zgmy fenotypu.

2.2 Uplné adastatné umiéovani gerni

UpIné uméovani genu (Gpina inaktivace genu, “knockout”) jensace ¢i poruseni
genu gimo v jaderné DNA, které Uptrzabrani tvorb produkfi tohoto genu (Muller, 1999).
Cast&né umtovani genu dasténa inaktivace genu, “knockdown®) je zésah proti
odpovidajici RNA, tvord produkfi genu se tedy zabrani pouzest&né (Scherer and Rossi,
2003). Casténa &innost tchto technik souvisi s pragplodobnosti interakce uttdvané
RNA molekuly s molekulami, které slouZi k inhibici.

Uplna inaktivace genu nerhe byt vyuzita ji studiu esencidlnich gén Pokud je

cileny gen pro organismus nepostradatelny, nenintha¥selektovat kulturu, ktera by jej



nentla. Uplna inhibice také neni vhodna pro jiné neglbiani organismy, neliodelece vice
kopii genu v genomu je velmi pracna.

Pri ¢ast&éném uméovani genu je nepostradatelnost genu pro organismessi
probléem. V gipad esencialnich génmize byt ale i¢ast&né sniZzeni jejich exprese pro
buiku letalni. Proto se pouzivajiazné systémy, které inhibici genu indukuji, ppad

snizuji jeji Einek.

2.2.1 Inducibilni regulace exprese

Dulezitym nastrojem technilcast&éného umiovani gefi je inducibilni regulace
exprese. Reguluje se exprese antisense RNA molekubzymi ¢i tvorba dsRNA.
Koncentraci chemickych latek (indukigtidime iniciaci transkripce.

U parazitickych protist se nejasgji pouziva tetracyklinem ftizeny
represor/operatorovy systém. V tomto systému seivgubakterialnich represigrcoz jsou
proteiny, které se vazi na specifické oblasti DNexyvané “operatory”. Tyto operatory sé p
konstrukci vektoru umisti do oblasti promotoru, algvézany represor branil transkripci.
Pridanim induktoi jsme schopni zabranit vagbtéchto represdr na DNA. Zn€nou
koncentrace ffidané latky, ktera inaktivuje tyto represory, jsteely schopni ovlivnit miru
iniciace transkripce. Na podobném principu fungujeans-aktivatorentizend transkripce,
ktera se vyuziva napu Toxoplasma gondii. V tomto systému je exprese r@¢niizena
tetracyklinem (Meissneat al., 2007).

Indukce exprese lze také dosahnout uzitim sté&dspecifickych promotdr. Tento
systém se pouziva napu prvoka Giardia intestinalis, ktery z&ne @i encystaci sila
exprimovat geny silanym promotorem pro protein cwpl [cyst wall pioté] (Hehlet al.,
2000).

2.3 UpIné uml¢ovani geri

Metody eliminace genu jsou zaloZeny n&irqzenych buiénych djich zvanych
“homologni rekombinace” a “homologni integrace" (zdho and Menard, 2005). Exogenni
DNA se za pomoci buignych enzyni piimo Wleni do DNA buiky. K tomuto zabudovani

dojde na specifickéem mistv genomu, kde je genomova DNA homologni s exogenai



Ucelem eliminace genu se vnasena DNA navrhuje takpdbtranila nebo alespaoSkodila
cileny gen.

Pti homologni integraci dojde k “jednoduchému crogsaveru” [single crossover] a
homologni Usek se do DNA pouzeéleni bez eliminace gwodni DNA. Ri homologni
rekombinaci dojde ke “dvojitému crossing overu“ (ithte crossover] a reciproké vy¢mne
homolognich Usek (obr. 1). VndSena DNA obsahuje gen pro rezistdnogkterému
antibiotiku. Buiky jsou po transfekci selektovany pro eliminaci #unkde ke ,crossing

overu“ nedoslo.

A : Vektor vyménneho typu

(e ]] Sl
— Tz —3] i

na chromozomu

[1 [ neo]] po rekombinaci

B : Vektor inseréniho typu

vektor

X misto

3 4 na chromozomu

IIiEiII B po rekombinaci

Obr. 1

Schéma procesu poruseni genu pomoci vgmmych a inzegnich vektori.

A) Vektor vymEnného typu;éast 2 na cilené DNA molekule je nahrazena seliek genem pro
neomycinovou rezistenci (neo) procesem homologrkombinace. Vyminny vektor je
linearizovany.

B) Vektor inzetniho typu: vektor je linearizovan uvhibblasti homologie, mezisti DNA zné&enou
Cisly 2 a 3. \casti, kterda na linearizované DNA molekule odpovitkeku 3, je gen pro
neomycinovou rezistenci.

Vyswetlivky: Specifické casti DNA jsou znéeny ¢isly 1-4, tenk&ara znazatuje DNA plazmiduci

genomovou DNA . Revzato a upraveno (Muller, 1999).
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2.4 Castané umléovani genu

K neuplnému undovani gef se pouzivaji antisense RNA molekuly, dsRNA,
ribozymy s antisense RNA rameny a antisense oligleotidy. Ty v buice interaguji s
komplementarni mRNA molekulou (Scherer and Ros8()32. To niize mit za nasledek
degradaci cilené RNA (na RNéze H zavislé antisetigenukleotidy, dsRNA, ribozymy),
nebo pouze blokaci interakci RNA s jinymi molekulafna RNaze H nezavislé antisense
oligonukleotidy, antisense RNA molekuly). Efektowdegradanich drahach mohou byt
RNaza H, RISC komplex vifpad® RNA interference nebo samotné ribozymy. Bléakatyp
antisense molekul znemiadje sestih [splicing], transport z jadra nebo translacil{&er and
Rossi, 2003).

2.4.1 RNA interference (RNAI)

RNA interference (RNAI) je mechanismus objevenyoea 1998 u hlistice
Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998). Ustednim prvkem je dvouvldknova RNA
[dsRNA, double strain RNA], ktera na zak¥adWatson-Crickova parovani slouzi
k rozpoznani cilené nukleové kyseliny. Jde o soblécnych drah, které majiizné funkce
(obr. 2). Rozpoznana nukleova kyselina jefiypact RNA degradovana, tize ale byt pouze
tlumena jeji exprese. fipadt DNA miZe byt ovlivréna jeji kondenzovanost a tim i exprese
geni lezicich v daném useku. Mezi RNA interfefienmechanismy p#ti DNA eliminace
(DNA degradani draha), ktera probiha u zastaganeneCilliata pii syntéze makronukleu
(Baulcombe, 2005).

RNAIi se vyskytuje ve vSech hlavnich eukaryotickylatich (Cerutti and Casas-
Mollano, 2006). U jednotlivych skupin se vSak IEistoupenim jednotlivych komponent a
jejich uplaténim (Cerutti and Casas-Mollano, 2006; Meister argbschl, 2004). Tato
odlisnost, a dokonce i rozdil ¥ippmnostici negitomnosti RNAI, niZze nastat i u velmi
piibuznych drufi jako je nap. T. brucei a Leishmania donovani (Teixeira and daRocha,
2003).
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Invazivni nukleové

Genom kyseliny (virusy,
Y transpozony, cizi geny)

Argonaut E .
If
/F1 Cilovd nukleova kyselina
\H/ Sekventné specificke

g

lTranskripcelHetemchomatin Translace RNA degradace DNA degradace

Obr. 2

ZjednoduSené schéma shrnujici znamé RNA interfere@ni drahy.

Dvouvidknova RNA (roztiného mivodu) je zpracovana enzymem dicer na kratké (20180

dvouvlaknové fragmenty. Jednoézhto vlaken fisedne na protein argonaut (ten je c&ti RISC

komplexu) a umaiuje rozpoznani cilové nukleové kyseliny skrze WiatSoickova parovani. Kdyz je
cil rozpoznan, jeho exprese je modulovana jednimkalika moznych mechanisin(Carthew and
Sontheimer, 2009).

Pro uméovani ged se vyuziva fedevSim interfergmich drah, které degraduji
MRNA. Tlumenim transkripce prd@stinictvim kondenzace DNA mohou byt totiz ovéwy i
dalSi geny v okolnich lokusech na genomové DNA {{&mgaet al., 2005). B uml¢ovani
genm se uzivaji dsRNA molekuly, které funguji jako piednik ke tpeni cilové mRNA.
Molekuly dsRNA se syntetizujh vitro a poté jsou vpraveny do biky nebo se tvid v buice
transkripci z vioZzenych plazmidScherer and Rossi, 2003) (obr. 3).

12



in vitro syntéza  introdukovana forma forma spoustéjici
RNAI

(a) dsRNA

(b) siRNA

in vivo syntéza

(c) stem loop

dsRNA

(d) systom s
opacnymi
promotory

(e) ko-transfekce

ondlvisiin B> I

anitisense
vektoru

Obr. 3

Zdroje dsRNA pro umléovani geni prostirednictvim RNAI.

Molekuly dsRNA mohou v organismu vzniknout tranpkfi vioZzenych konstrukt nebo mohou byt
vytvorenyin vitro, a teprve pak dopraveny dorthy.

Vyswetlivky: P, promotor (Sipka ukazuje smtranskripce); T, terminator; L, sekvence sky, modré

a cervené oblasti odpovidaji sekvenci dodaného genu, odliSna barva zndizfe sense a antisense

orientaci. Pevzato a upraveno (Cottrell and Doering, 2003).

2.4.2 Regulace genové exprese pomoci antisense oligdeokidi

Antisense oligonukleotidy jsou kratké modifikovajeéno-vidknové molekuly DNA.
Jsou slozeny z analdgednotlivych nukleotid. Obvykle maji délku jen 13-25 nukleoiid
Jsou komplementarni k cilené RNA molekule a inaktiyi degradé&nimi nebo stericky
blokujicimi mechanismy (Dias and Stein, 2002). Tgtdisense oligonukleotidyélime na

nabité (zapor#) a na nenabité. N&stji pouzivané oligonukleotidy jsou uvedeny na obr. 4
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Zaporre nabité syntetické oligonukleotidy jsou po navaz#éwai komplementarni
vlakno RNA rozeznavany bgtnym enzymem “RN&zaH“. RNé&zaH je jaderny enzym
nachazejici se u¢tdiny eukaryotnich butk, ktery slouZi jako protivirova ochrana &t
RNA v duplexech RNA-DNA (Achenbachet al., 2003). Po degradaci RNA se
oligonukleotidy recykluiji.

Mezi velmi ¢asto pouzivané zaparmabité oligonukleotidy p#t S-DNA. V jejich
strukture tvai sira (S) ndhradu za jeden kyslik u fosf&-DNA oligonukleotidy byly pouzity
nag. pro inhibici fistuPlasmodium falciparum (Noonpakdeet al., 2003).

Uziti nemodifikovanych DNA oligonukleotid je jedna z alternativ. Inhibice DNA
oligonukleotidy byla pouzita n&pu prvokaleshmania donovani (Dasguptaet al., 2002).
Bunkou jsou ale DNA oligonukleotidy rychle degradovaayato degradace ithe mit na
bunku cytotoxické dinky (Dias and Stein, 2002).

Druha skupina oligonukleotid nema zaporny naboj a je na RNazeH nezavisla.
Nenabité oligomery jsoutiie rozpustné ve fyziologickém présti, ale jsou stabi#jsi vici
enzymatické degradaci (Karkare and Bhatnagar, 200&chanismem jejich dinku je
sterické blokovani RNA.

Nejcastji jsou pouzivany PNA oligonukleotidy [PNA, peptideucleic acids],
morpholinové oligonukleotidy, LNA oligonukleotidyNA, locked nucleid acids] a 2‘- O-
metyl oligonukleotidy (Dias and Stein, 2002; Kakkaand Bhatnagar, 2006; Summerton,
1999).

Bunka si syntetické antisense oligonukleotidy nedoksgiaa vytvéet. Musime je do

burgk dopravit, a proto je jejichdinek pouze déasny.
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na RNaze H zavislé oligonukleotidy na RNaze H nezavislé oligonukleotidy

DNA S-DNA PNA Marphelino

L]

.. -
. L]

B= adenin, cytosin, thymin, adenin

Obr. 4
Vybrané na RNazeH zavislé a na RNazeH nezavislégdinukleotidy.

Prevzato a upraveno (Summerton, 1999).

2.4.2.1 Morpholinové oligonukleotidy

Morpholinové oligonukleotidy (MO) p#&t do skupiny stericky blokujicich
oligonukleotidi. Maji klasické baze (adenin, thymin, cytosin argop Tyto baze se vsak
namisto ribozyci deoxyribdzy vazi k morpholinovym kriim a namisto fosfét jsou
propojeny fosforodiamidatovymi skupinami. Diky tektipravené strukie jsou MO za
fyziologickych podminek bez néaboje.

MO nezpisobuji degradaci cilené RNA. Misto toho se na Nnhperazou a vyisiuji
z této vazby ostatni molekuly. Na RNA molekuly s®Mazi silkjSi vazbou nez samotna
RNA. To jim dava schopnost rozwalvat gipadné sekundarni struktury cilenych RNA
molekul (Summerton, 1999). Summerton (1999) demmowal tuto schopnost na systému
inhibice translace luciferazy v HelLa iikach (obr. 5). Z tohoto pokusu je také patrne, Ze
efektivita blokace MO je sith zavisla na pozici navrzeného oligonukleotidu vdbela k
mistu iniciace translace.

MO se vyuZivaji B vyzkumu procesovani miRNA (Flyngt al., 2007), mRNA
“splicingu” (Draperet al., 2001) a pedevsim jako blokani ¢inidlo translace.

MO jiz byly vpraveny do vaka jeZzovky, dania, drapatky, tete i octomilky (Ekker
and Larson, 2001). Jsou ale vyuzitelné fi ptudiu burénych kultur (Morcos, 2001,
Summerton, 1999).
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V piipac zygot se MO do butk dopravuji pomoci mikroinjekcei elektroporace
(Kos et al., 2003; Nasevicius and Ekker, 2000). Pro dopravu tOburécnych kultur se
pouziva pedevSim elektroporace (Matter and Konig, 2005) neétka Endo-porter
(Summerton, 2005). Tato latka vytWopory v endozomech a vypusti nespecificky
endocytované MO do cytosolu iiky. Tieti alternativou je sparovani MO s DNA
oligonukleotidy (za telem zisk&ni naboje). Tyto duplexy se poté dajildo burgk zabalené

v kationickych lipidech (Morcos, 2001).

(a)
Obr. 5

foot Blokace translace mRNA v zavislosti na
£ pozici MO. Molekula mRNA tvori
kterou jsou MO schopné rozvolnit.

al i a) mRNA se znazogmym zacilenim

T M T prvnich 7 oligonukleotidl (siiné

cary).

- b) Inhibice translace pomoci MO v
-l in vitro transl&nim systému. Na

ose X je poet nukleotidovych

% inhibice
i

bazi od inicigdniho koddnu. Na

o . ose y je nawrfena inhibice

-ﬂl-ﬁlﬂ.}-ﬂrﬂlﬁrﬂ.uﬁfllru 40 ]

podet bazi od iniciaéniho kadénu exprese v %.Cisly 1-12 jsou

iﬂ’.:m znazorgny jednotlivé
_1_!_ |'® oligonukleotidy.
E B c) Inhibice translace v kulte HelLa
E;w_ ﬁ_l_ " burgk exprimujicich mRNA pro
i luciferazu.
ok 5 TP T T e 2 3 & Prevzato a upraveno (Summerton, 1999).

pocel bazi od iniciatnibo koddnu
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2.4.3 Tlumeni exprese pomoci ribozyni

Ribozymy jsou RNA molekuly s enzymatickou aktivitoBro ¢ast&né uméovani
geni se vyuZzivaji ribozymy s RNA endonukleazovou akbivi Rozeznavame 2 typy, oba
jsou odvozeny od malych rostlinnych RNA molekul l{8er and Rossi, 2003). Prvnim je
“hammerhead” ribozym a druhym “hairpin“ ribozym gseloff and Gerlach, 1992).
Schematické nakresy oboéchto ribozynii véetng znazorgni mista Stpeni cilové mRNA
jsou na obrazku 6. Tyto ribozymy maji katalyticééljo a 2 antisense ramena, ktera slouzi k
specifickému zacileni na vlakno inhibované mRNAh&er and Rossi, 2003).

U Giardia intestinalis byly pii inhibici ADHE (alkoholdehydrogenaza E) pouzity 2
ribozymy liSici se délkou antisense komplement&rn&nen k cilové mRNA. Vyrazrvyssi
inhibice bylo dosazeno uzitim delSich komplementdridisek (Dan and Wang, 2000).

a b misto Stépeni RNA
3 -
~ misto &tpeniRNA. 2 o /“*—*”5
misto Stépen
: '“ = G
3 /NNNNNN GQ‘NNH~-HN”-‘\,JB
: ( NA Mo NON
\] H:} H3
5 ED.\
NoC,
: cilova RNA sRlE
S A=40
i r\ A N
rybozym A N
/ NC N
N--N
| Y :’ Il PNJ n H4
5" NNNNNUHNNNNN 3
LTIIJ‘E | ] 1] 30-N N
3" NNNN A !:if‘:lNNN 5 N
.,.A'-U UGSA‘
YA N,
"'GY——P,‘“:’
MN—-N
NN I
NN"HQ
M

Obr. 6

Obecné schéma “hammerhead“ a “hairpin“ ribozymu.

a) “Hammerhead" ribozym vazici vlakno cilené RNA.

b) “Hairpin“ ribozym vazici RNA.

Vyswvétlivky: N je adenin, cytosin, guanin nebo uradi; je adenin, cytosin nebo uracil; Sipka

znamena misto&teni; Y, pirimidiny; R, puriny. Revzato a upraveno (Scherer and Rossi, 2003) .
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2.4.4 Antisense RNA techniky

Tato technika untbvani geld spaiva v produkci dlouhé antisence RNA, ktera je
komplementarni k cilené mRNA. Obe&cise tato metoda povazuje za méspolehlivou
(Militello et al., 2008).

Mechanismus sniZzovani exprese pomoci antisense A objasén (Carvalho and
Menard, 2005; Gardinest al., 2000). \&tSina praci dokumentuje (Smou inhibici snizenim
hladiny mRNA cilového genu. Neni vSak zndmo, jakrkuto Uubytku cilové mRNA dochézi.
Nikdy nebyly nalezeny kratké dsRNA, které by indikty, Ze se inhibice cilové mRNA
Ucastni RNA interference. Kupodivu nebyly nalezenyi aadné jiné degradai RNA
produkty.

Jde patrty 0 metodu nezavislou na RNA interferenci. Toto g&umentovano faktem,
Ze tato metoda nefungujeTu brucel (Drozdz et al., 2002), kde jelr¢ pouzivana inhibice
pomoci RNA interference, a funguje iap L. donovani (Pandeyet al., 2004), kde se RNA
interfererdni draha pravépodobr nevyskytuje.

Antisense RNA molekuly se vyskytuji nejen u geratiapravenych butk. Byly také
nalezeny nap u bakterii, rostlin, mysi nebo lidi (Militellet al., 2008). Z parazitickych
protisti nag. u P. falciparum (Gunasekera&t al., 2004)neboG. intestinalis (EImendorfet
al., 2001a) U G. intestinalis tvori antisense RNA molekuly, které jsou polyadenyl@an
dokonce okolo 20 % transkriptomu.

Funkce antisense RNA molekul je prostudovana veimailo. U bakterii mohou
ovliviiovat transkripci, stabilitu RNA a translaci komplemtarnich mRNA (Gottesman,
2005). U eukaryotnich organisnmohou ovliviovat genovy imprinting (Wutzt al., 1997),
splicing (Uchidaet al., 2004), editing (Chu and Dolnick, 2002) nebo repreanslace
(Wightmanet al., 1993).

Siroké spektrum dinka maZe byt gicinou nespolehlivosti této technikyipumicovani
geni. Produkce antisense RNA se k dovani geid pouziva u vSech v této praci uéagich
parazitickych protist vyjma T. brucel. Prvni inhibice byly u #Siny €chto organism
publikovany cca fed osmi-deseti lety. U Zadného z nich vSak tatbrié@ nenaSla masove

VyuZziti.
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2.5 Techniky umléovani gemi u Trypanosoma brucei brucei

Trypanosoma brucei brucel (nadaleT. brucel) pati do ¢eledi Trypanosomatidae. Je
jednim z fivodai onemocgni dobytka zvané “nagana“. Jedna se vyh¢amextracelularniho
parazita. Vektorové formy osidlujiteni epitel bodalky a krevni formy se nachézejirw k
sav@. Pri prechodu mezi vektorem a s@wmn hostitelem dochazi ke zZme hlavnich
povrchovych glykoprotein (EP-/GPEET-procykliny, povrchové glykoproteiny yepaseéi;
VSG, povrchové glykoproteiny v savcich), dochaziekmi vyrazné zrané energetického
metabolismu a vitsledku toho i k velmi vyrazné strukturni a fdnk transformaci

mitochondrie.

2.5.1 Transfekéni systémy

ProT. brucel je typicka polycistronicka transkripce. Pepisu se vlakno RNA &bi
na mRNA koédujici jednotlivé proteiny.fiPvyStpovani &chto mRNA z dlouhého vladkna
dojde k gidani 5* “cap” struktury a 3’ “polyA* sekvence nakce kazdé mRNA. Signalem
pro pidani jsou SL mista [splice leader additional $itesobou stranidch genu. Tento proces
se nazyva “trans-splicing“.

Regulace exprese se &siny geri odehrava na post-transkig arovni (Teixeira and
daRocha, 2003). Pro regulaci exprese jsou veldlezitée pFedevSim 3° UTR oblasti
transkripti [UTR, untranslated region, niggklddané oblasti na mRNA] (Clayton, 1999). Pro
efektivni transkripci uTrypanosoma cruzi a Leishmania enrietti promotorova sekvence
dokonce vibec nemusi bytitomna (Laban and Wirth, 1989; Teixegtaal., 1995).

Pro expresi ganbyly vyvinuty nizné vektory. Tyto vektory musi obsahovat SL mista
(pro trans-splicing a polyadenylaci) na obou stcan&loZzeného genu. Pro zafist
efektivniho trans-splicingu jsou pouZzivarizmné sekvence odvozené tatly geri (Clayton,
1999). Je ale relatiegnméalo znamych promotdr Pouziva se omezené mnoZzstvi promotor
piepisovanych polymerazou | EP procyklinové, VSG npotory a promotory pro
ribozomalni RNA (Clayton, 1999; Teixeira and daRac2003).

K doruweni rekombinantni DNA do trypanosom se pouZivategkrace. Dosazena
byla transientni (fechodna) transfekce (Eid and Sollner-Webb, 1983tabilni transfekce
(ten Asbroelet al., 1993). Transfekce pomoci integrace linearni DNAgenomové DNA je
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vysoce @inna. Naproti tomu transfekce cirkularnim plazmiderade k vyselektovani
rezistentnich kloi jen Zidka (Clayton, 1999).

2.5.2 Inducibilni systémy

Stadio specificka exprese

Pridanim 3° UTR oblasti EP1 a EP2 ger{igeny pro povrchové proteiny ve
vektorovych stadiich) k vkladanému genu se déa t#aj@lna exprese tohoto genu u

vektorovych forem a velmi slaba u krevnich forenotitt al., 1997).

Tet-represor/operatorové inducibilni systémy

U T. brucei byly zavedeny dva tet-represor/operatorové indindibystémy. V prvnim
se reguluje transkripce pomoci EP-procyklinovéhonmtoru (Wirtz and Clayton, 1995) a
ve druhém¥idi transkripci promotor pro T7 polymerdzu (Widzal., 1998). Oba systémy se
pouZzivaji u transgennich linii trypanosom, kteréb#m¢ vytvaeji T7 polymerdzu a
tetracyklinovy represor.

Kazdy systtm mé& své individualni vyhody. T7 promoj® nezavisly na stadiu
parazita a zajifije efektivrgjSi transkripci, ale i za absence tetracyklinu féles mirrg
transkrigné aktivni. EP promotor je slabSi, ale zato & medochazi k nezadouci
neindukované transkripci. Je aktivni jen u proayifch forem (Motyka and Englund, 2004).
Vektory odvozené od obowdhto systém se pouzivaji nap pro indukci tvorby dsRNA
(Motyka and Englund, 2004).

2.5.3 Uplna inaktivace ger

U T. brucei se ¥tSina gei vyskytuje ve dvou kopiich (Berrimagt al., 2005; El-
Sayed et al., 2005). Pro inaktivaci obou kopii genu se pouzdxoustumova delece
s pouzitim odliSnych selékich markel (Estevezet al., 1999; Ingramet al., 2000).
Alternativre Ize eliminace obou géndosahnout deleci pouze jednoho z nich a naslednym
zvySovanim koncentrace setelkho cinidla. Tato technika se nazyva selekce pro ztratu
heterozygoétnosti (Clayton, 1999; Létial., 2006; Lorenzt al., 1998). [¥j je mozno vyswtlit

druhou homologni rekombinaci nebo nehoddiu ghromosomové segregaci. Vyuziti této
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v principu jednoduché metody je ale v praxi praenéespolehlivé (Clayton, 1999). tle
vSak byt uziténé v gipact, kdyz se cileny gen vyskytuje ve vice kopiich eden haploidni
genom (Liuet al., 2006).

| pres pongrné rozvinutou schopnosk. brucei efektivre rekombinovat je “knockout*
vzhledem k diploidit téchto organism obtizny a nevyuziva s&ipS ¢asto.

2.5.4 RNA interference

RNAI byla uT. brucei popsana jiz v roce 1998 (Ngbal., 1998). Ke snizeni hladiny
cilové mRNA byla vyuZita jak elektroporace dsRNAK tsystém umaiujici tvorbu dsRNA
v buice. Ri inhibici genu pro alfa-tubulin byl pozorovan “fatlls* fenotyp jako dsledek
inhibice jeho tvorby (obr. 7). iifozena Uloha RNAIi uT. brucei neni objaséna. Je
pravcEpodobné, ze mezi jeji b&mé funkce pat tlumeni transkript retrotranspozain(Shi et
al., 2004), obdob#jako u dalSich organisimKalmykovaet al., 2005).

V dnesSni dob se uméovani ged u T. brucei na bazi RNAI dociluje fedevsim
pouzitim dvou inducibilnich vektér (Motyka and Englund, 2004) (obr. 8). Prvni typ
produkuje vlasenkovou dsRNA, druhy vytvaomoci opénych promotol sense a antisense
vlakno vloZeného genu. Vektory produkujici vlaserdw dsRNA maji ¥tSinou lepSi
inhibi¢ni vlastnosti (Durand-Dubieét al., 2003). Stupg rozvinuti RNA interfereénich
technik uT. brucei se da demonstrovat projektem na ¢eni 210 geéh na chromozomu |
(Subramanianet al., 2006). U 30 % geanbyl pozorovan vliv exprese dsRNA na fenotyp.

Obr. 7

Exprese dsRNA pro alfa-tubulin zpisobi u burgk trypanosom zakulaceni, tzv. “fat cells”
fenotyp.

A. Bunky netransfekované dsRNA, B. Bky transfekované dsRNAi€vzato (Ngo et al., 1998).
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Obr. 8
Vektory pro RNAi u T. brucei.

A) Vlasenkovy vektor. Sipky ukazuji orientaci DNA sekei.

B) pZJM vektor. Je znazo¥na situace, kdy bude cilenym genem alfa-tubulin.
Vektory jsou znazormny ve své linerizované forrpo rozSEpeni v oblasti rDNA sekvence.
Vyswveétlivky: Procyklin, EP promotor; Tet Op, tetracyktivy operatorf1}, dvojity T7 terminator; T7,
promotor pro T7 polymerazu; rDNA, ribozomalni DNACT polyA, 3' SL pridatné misto odvozené
od aktinu; BLE, gen pro phleomycinovou resiste®&S, 5'SL idatné misto; ALD polyA [aldolase

poly(A)], 3‘ SL pridatnd sekvence odvozen& od aldoldzgvPato a upraveno (Motyka and Englund,
2004).

2.5.4.1 RNA interference uTrypanosoma congolense

RNA interferegni draha se vyskytuje také Trypanosoma congolense, pivodce
onemoceni skotu. UT. congolense byly nalezeny homology proteinu dicer a argon&ini €t
al., 2006). Funknost této drahy byla demonstrovana zavedenim tédiaem regulovaného
systému pro expresi dsRNA (Inoeteal., 2002).

Inoue a kol. (2002) popisuje inhibici pomoci tramgit a stabild vloZzeného
plazmidu. Inhibovany byly geny pro alfa-tubulin @azomalni protein PO. Degradace
MRNA ¢i sniZeni exprese proteinu nebylo ukazano. Sledbyapouze fenotyp “fat cells" a
inhibice fistu burk. DalSi prace vyuZivajici RNA interferenci T. congolense byla
publikovana rok poté, @pbyl pozorovan pouzdistovy fenotyp (Bannait al., 2003).
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2.5.5 Umléovani gemi pomoci produkce antisense RNA molekul

Antisense RNA techniky . brucei nefunguji (Bastinet al., 1998; Drozdzet al.,
2002; Kriegeret al., 2000). Funknost RNAI tedy implikuje vysstleni, Ze se antisense RNA
molekuly v buice nepotkaji se sense vlakny (kdyby ano, pfpedobré by vznikla dsRNA a
doSlo by k inhibici pomoci RNAI). Drozdz a kol. @®) ukazal, Ze pra¥gpodobnost setkani
sense a antisense vlaken, a tedy tvorby dsRNAheebl. brucei je zavisla na prostorové
vzdalenosti mist jejich transkripce. Inhibice bygznamenéna pouzé gontrasfekci sense a
antisense plazmid F¥i transfekci pouze jednoho z plazmidnhibice nenastala. Auitio
predkladaji vyswtleni: Hi kotransfekci dochazi k rekombinaci plazihichavzajem a k

vélenéni sense i antisense konstriukio stejného mista v genomové DNA.

2.6 Techniky umléovani genmi u Leishmania spp. a Trypanosoma
cruz

Leishmania spp. a T. cruz jsou dalSimi zastupgieledi Trypanosomatidae. Prenaséi
leishmanii jsou koni&d rodu Phlebotomus nebo Lutzomya, v jejichz stevech Ziji
extracelularni promastigotni stadia. V &av hostiteli se pak nachazeji amastigotni
vnitroburé¢na stadia, ktera napadaji makrofagy. U lidi mohékteré druhy zfisobovat
vazna visceralni a kozni onemeénn

T. cruz je prendSena plosticemi ¢eledi Reduviidae a hostiteli jsou &kteti savci
véetrg ¢loveéka. V plostici Ziji epimastigoti, v savci pak vrburgéni amastigoti. (Elovéka

T. cruz zpisobuje Chagasovu chorobu.

2.6.1 Transfekce a inducibilni systémy

U leishmaniia T. cruzi se pro transfekci vyuziva jak integnéch, tak episomalnich
vektor (Clayton, 1999). Jedinym vyuzivanym promotorenpiemotor pro rRNA (Clayton,
1999; Teixeira and daRocha, 2003)Lelshmania donovani (Yan et al., 2001) a uT. cruz
(Wenet al., 2001) byl zaveden i tet-represor/operatorovy aililni systém.
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2.6.2 Uplna inaktivace ger

Jde o diploidni organismy, metody genové eliminackishmanii aT. cruzi jsou
obdobné jako U. brucel (Clayton, 1999). Vyuziva se dvousiigqvé selekce (Clayton, 1999)
i selekce na ztratu heterozygotnosti (Gueiros-Fidhd Beverley, 1996; Liet al., 2006). Pro
vyuziti této techniky u leishmanii d. cruzi plati stejné zobeeéni jako v fFipac
trypanosomy: “Knockout” je pracny a mélo vyuzivany.

2.6.3 Umlé¢ovani gemi pomoci produkce antisense RNA molekul

Pomoci antisense RNA technik byly wehy geny L. donovani (Pandeyet al., 2004;
Somannat al., 2002; Zhang and Matlashewski, 1997; Zhang andagla¢wski, 2000),
L. major (Liang et al., 2003) a .. amazonensis (Chenet al., 2000).Antisense RNA techniky
nejsou u této skupiny protisrozsfeny a publikace z posledni doby o jejich uziti dhyb
n¢kolika zmirenych pracich byl i antisense inhibici pozorovan ubytek sense mRN#dixX
vSak nebyl pozorovan vznik kratkych dsRNA oligoradtidi charakteristickych pro RNA
interferenci (Chert al., 2000; Lianget al., 2003; Pandegt al., 2004).

2.6.4 RNA interference

Leishmania brazliensis je jedinym z&stupcem leishmanii, ¢hoz byly nalezeny
orthology diceru a argonautu (Peacetlal., 2007). DalSi zastupci leishmaniiTacruz jsou
povazovani za organismy, u kterych se RNA interfeeenevyskytuje (Ulluet al., 2004).
Zajimavosti je, Zze uL. major a L. infantum byla na odpovidajicim mistgenomu jako u
L. brasiliensis nalezena degenerovana sekvence proteinu arg@eatoclet al., 2007).

Neusgch @i snaze o docileni inhibice genpomoci dsRNA byl publikovan u
L. major (Beverley, 2003; Robinson and Beverley, 20@3)nfantum (Peacoclet al., 2007),
L. donovani (Robinson and Beverley, 2003; Zhang and Matlaskew)00) aT. cruz
(daRochaet al., 2004).

Zhang a Matlashewski (2000) provedli lu donovani sérii pokugé s vnasenim
plazmidi produkujicich antisense RNA vlakna, sense RNA ndak vliasenky tuaci RNA.

Redukce hladiny mRNA byla pozorovana pouzeipgek plazmidi exprimujicich antisense
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RNA (Zhang and Matlashewski, 2000). RNA interfeemebyla u tohoto prvoka pozorovana
ani i elektroporaci kratkych siRNA [small interfering NR, tyto molekuly slouZi

k degradaci RNA molekul prastdnictvim RNA interference] (Robinson and Beverley,
2003).

Da Rocha a kol. (2004) podrabriestovali vyskyt RNA interference W. cruz.
Pomoci ¥ riznych vektoii se snaZili dosahnout inhibice u gekddujicich beta-tubulin,
GP72 (adhezivni protein ddku), ribozomalni protein PO, amastin a exogepiidany gen
pro GFP [green fluorescent protein]. Po stabiltmansientni transfekci plazmiddo T. cruz
ale nebyl pozorovan zadny vliv fenotyp ani u jedmalgsti geni. Pritom plazmid produkujici
dsRNA pro beta-tubulin nélezejidicruzi ukazal éekavany “fat cell* fenotyp ur. brucei
(daRochaet al., 2004).

U L. brasiliensis, jak bylo vySe zmi&no, zname orthology protdirdicer a argonaut.
Zatim nebyly publikovany Zadné prace popisujicibidh geni, ale uméovani gefi pomoci
RNA interference u tohoto organismu pr&pddobré funguje (osobni komunikace s Prof. J.
Luke$em; Institut parazitologieGeskych Budjovicich).

2.6.5 Inhibice geni pomoci antisense DNA oligonukleotid

Pro I&bu leishmanidzy zjsobovanélL. donovani byly otestovany antisense DNA
oligonukleotidy. Pokusy byly provédy na tk&ovych kulturach infikovanych makrofagDo
média byly pidany DNA oligonukleotidy viiznych koncentracich a obalerigmymi
kationickymi lipidy (Chakrabortyet al., 1999; Dasgupteet al., 2002). Nejusgsrejsi
kombinace dosahla 89% inhibicdistu leishmanii proti kontrole, v tomtofipadt byl

inhibovan gen pro beta-tubulin u parazita (Dasgepéh, 2002).

2.7 Techniky umléovani gemi u Plasmodium falciparum

P. falciparum pati do skupinyApicomplexa. Tento parazit je jvodce nejpatogerdfsi
lidské formy maléarie. nasSéem jsou kom# rodu Anopheles. Sporozoiti plasmodii jsou
inokulovani do krevniho aftwu se slinami komara. Poté sénhv meronty a dochazi k jejich
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namnoZzovani, nefte v jaternich bikach a posléze gervenych krvinkach. Zdgkterych

meronti vznikaji gamonti, které nasaje komér. V koméarastiopn prokthne pohlavni cyklus.

2.7.1 Transfekce a inducibilni systémy

V roce 1995 byla popsana transientni transfekcktrelgoraci cirkularni DNA do
infikovanych erytrocyi (Wu et al., 1995) a dalSi rok byla zavedena i stabilni trakst
pomoci integrénich vektoti (Wu et al., 1996).

U P. falciparum byl zaveden trans-aktivatorovy systém regulovaranskripce
(Meissneret al., 2005) (viz kapitola 2.2.1). Tento systém je oduozod systému U. gondii
(Meissneret al., 2002).

2.7.2 Uplna inhibice geni

P. falciparum ma v jistych stadiich vyvoje haploidni genom, atprje homologni
rekombinace¢asto vyuzivanou technikou (Carvalho and Menard, 5200/ buice P.
falciparum je linearni DNA rychle degradovana, pro transfegeitedy uziva cirkularnich
plazmidi. Ty se do genomové DNAc¢kenuji predevSim procesem homologni integrace
(Carvalho and Menard, 2005). Na obrazku 9 je zm&par schéma delece genu pro PIMRP
[Multidrug Resistance-associated ProteinPufalciparum (Raj et al., 2009). Carvalho a
Menard (2005) uvagi 30 praci, které pouzilythto technik g studiu Glohy get v riznych
stadiich cyklu parazita (obr. 10).

Homologni rekombinace se pro “knockout” vyuzivadalSich drufi, P. berghei (van
Dijk et al., 1995;Wuet al., 1995) aP. yodlii (Mikolajczaket al., 2008).
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Obr. 9

Uplna inhibice genu PfMRP [Plasmodium falciparum Multidrug Resistance-associated Protein] v
burikach P. falciparum pomoci plazmidu pHD22Y.

Vyswetlivky: hdhfr, gen kodujici seleki marker pro plasmodium - lidskou dihydrofolatrkthzu;
amp, gen pro ampicilinovou rezistenci u bakteriiistd integrace plazmidu do chromozomu je
znazorgno Srafovad. Na schématu je vyztiana délka DNA v parech baziieWzato a upraveno

(Raj et al., 2009)
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Obr. 10
Prehled geni inaktivovanych metodou homologni rekombinace . falciparum.
Obrazek znazawuje, které geny byly zkoumany a v jakych stadiiglkle parazita. Revzato a

upraveno (Carvalho and Menard, 2005).

2.7.3 Umléovani geni pomoci produkce antisense RNA molekul

Redukce mRNA diky produkci antisense RNA molekubhyP. falciparum popsana
v n¢kolika pracich (Crooket al., 2006; Gardineet al., 2000).

Crooke a kolektiv (2006) inhibovali mMRNA genu prokpzu-6-fosfatdehydrogenazu-
6-fosfatglukonolaktondzu, aby zmapovali vliv jefisence na expresi antioxidativnich gen
Tlumeni bylo dosaZzeno pomoci stabilni transfek@midi produkujicich antisense RNA
anebo elektroporaci siRNA oligonukleatidV piipadt antisense RNA doslo k nepsi
redukci cilové mRNA (kolem 50%) sase 48 hodin po transfekci.
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Technika inhibice geih pomoci produkce antisense RNARu falciparum ziejme
nefunguje spolehl& Nedavno publikovana studie prezentuje neschopaotsense RNA
molekul inhibovat expresi luciferazy (Baugnal., 2009)

2.7.4 RNA interference

U P. falciparum nebyl nalezen dicer ani argonaut (Cerutti and Sa&allano, 2006;
Ullu et al., 2004) V nekolika studiich vSak bylo ukdzano, Ze po elektrapordsRNA
oligonukleotidi pfimo do infikovanych krvinek dosSlo k vyraznému smiz@ladiny mRNA
cilového proteinu (Crooket al., 2006; Gisso&t al., 2005; Liet al., 2004; McRobert and
McConkey, 2002; Tutejat al., 2008). Inhibice byla pozorovanaii pouhém pidani siRNA
oligonukleotidi do média (Dasaradlat al., 2005; Kumaret al., 2002; Malhotreet al., 2002;
Sunil et al., 2008). DalSi prace ukazuji inhibici pomogidani dlouhé dsRNA (Gissat al.,
2005; Malhotraet al., 2002; McRobert and McConkey, 2002; Sriwilaijarcatral., 2009).
RNAI inhibice pomoci siRNA byla v jedné studii @Spe provedena i WP. berghei, hlodaxi
malarie (Mohmmedtt al., 2003). Bi tomto pokusu byly siRNA injainé vpraveny pimo do
krve mysi.

Vznik kratkych dsRNA oligonukleotidbyl pozorovan v jediné pracik falciparum
a v jediné praci P. berghei (Malhotraet al., 2002; Mohmmedkt al., 2003). OB préace
pochazeji ze stejné laborédo

U P. falciparum byly publikovany i neusggné pokusy o inhibici pomoci RNA
interference (Baumet al., 2009; Blackman, 2003). V hkachP. falciparum se navic
nepovedlo nalézt endogenni siRNA (Rathjen al., 2006). Proto je existence RNA
interference uP. falciparum i pres pordrné velké mnozZstvi praci stéle kontroverzni téma
(Militello et al., 2008). Baum a kol. (2009) experimentaipodpdili ndzor o nefuknosti
RNA interference uP. falciparum. Pomoci siRNA se neu&gné pokusili inhibovat uP.
falciparum 3 geny, inhibice nebyla dosazena ani v systémeokugce dlouhé dsRNA.
Vyzkumny tym se zde také ne@sSpe pokusil uméet gen uP. berghel pomoci siRNA

analogickym postupem jako Mohmmed a kol. v roce3200
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2.7.5 Inhibice pomoci S-DNA antisense oligonukleotiil

U P. falciparum byla testovdna schopnost antisense S-DNA oligaaki: inhibovat
rast. V prvnim pokusu byly S-DNA oligonukleotidy v@lmpiidany do média k infikovanym
cervenym krvinkam (Noonpakdes al., 2003). Pro zlepSeni dopravy do Bkirbyly v dalSi
studii S-DNA oligonukleotidy zfuzovany s chitosayavi partikulemi (Fogeret al., 2006).
Tento systém ukézal az 87% inhibiéstu v porovnéni s 68% inhibici ¥ipac volnych S-
DNA. Inhibovana byla mRNA genu pro topoisomerazu |l

2.7.6 Inhibice pomoci ribozymi

Systém pro inhibici gah pomoci ribozymi se uP. falciparum sestava z ushe
nasyntetizovanych “hammerhead” ribozynkteré se fdaji volr¢ do média k bikkam. Maji
kratka antisense ramena, obvykle 40 nukléolidmplementarni s cilenou RNA. Maji také
pozmenénou strukturu, ktera jéini odolrgjSimi vici degradaci. Nkteré baze jsou spojené
fosforo-thiolatovou vazbou atkteré baze jsou 2’ O-metylované (Ahmed and Shagésg;
Vinayak and Sharma, 2007).

Vinayak a Sharma (2007) ukazali, Ze ribozymZmin vivo inhibovat fist o0 90 % ve
srovnani s kulturou bk, kde ribozym do médiaridan nebyl. Inhibicetlrstu byla zavisla na
koncentraci fidaného ribozymu. Systém je ale Zn& nespecificky. V porovnani gistem
kultury, ke které byl pdan nesmysliny ribozym, bylo dosazeno pouze 30%bicdr V obou

studiich bylo nicmé&hukazano snizeni RNA oproti kontrolnimu genu.

2.8 Techniky umlé¢ovani gemi u Toxoplasma gondii

Tento parazit p@t do skupiny Apicomplexa. Jeho definitivnim hostitelem jsou
kockovité Selmy a mezi moznymi mezihosteli je velkalakeplokrevnych obratlovicvcetns
clovéka. Pro clovéka jsou infekni tk&ové cysty v mase jinych mezihostiteli
kontaminativié prenosné oocysty z vykal kocek. U dosplych osob je nakaza
asymptomaticka, avSak u osob se sniZzenou imunitakagy virem HIV) mohou infekce
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toxoplasmou zfsobit i smrt. U &hotnych matek zsobuje toxoplasma v fipact
transplacentarniha‘enosu potratyi neurologické defekty u novorozenc

Haploidni sporozoiti a bradyzoiti se po vstupuhistitele permenuji na velmi rychle
se mnozici tachyzoity. Tachyzoiti se poté nechagnést do iznych tkani, kde seckteti
piremeni na bradyzoity — klidova stadia. KdyZz se dostarwadyzoiti do definitivniho
hostitele, koky, dojde k sexualnimu rozmnozovani a vzniku diihdizygoty. Ta se nasle¢in
preneni v oocystu obsahujici sporocysty se sporozoity.

2.8.1 Transfekce a inducibilni systémy

Pouzivaji se stabilni episomalni i inte@tatransfekni vektory (Kimet al., 1993;
Soldati and Boothroyd, 1993). Integna vektory jsou linearizované.

U T. gondii byl zaveden inducibilni tet-represor/operatoroygtém (Meissneet al.,
2001). Jeho vyuziti je ale omezené, nepb fizeni exprese esencialnich gawychle ztraci
indukéni schopnost (Meissnet al., 2007). Druhy pouzivany inducibilni systém je Zalo na
transkripcitizené trans-aktivatorem (Meissretil., 2002) (viz kapitola 2.2.1).

2.8.2 Uplné umkeni geri

T. gondii je v jistych ¢astech vyvoje haploidni organismus stejako Plasmodium.
Eliminace jeho gein procesem homologni rekombinace se provadi uZitieatizovanych
plazmidi (Kim et al., 1993; Soldatet al., 1995; Donald and Roos, 1998).

UpIné uméovani gei se ale UT. gondii piilis nevyuziva pro velmiasté nehomologni
rekombinace. Jisty pokrok by do této zalezitosthfaosnést prace Foxe a kolektivu (2009),
v které je popisovana vysoce efektivni a specifibkénologni rekombinace u jedné linie
T. gondii, kde byla deletovana draha pro “nonhomologous jemiiig DNA repair”, ktera
nehomologni rekombinaci umiddvala (Foxet al., 2009).

2.8.3 RNA interference

U T. gondii byl charakterizovan argonaut, zatimco dicer nalezebyl (Al Riyahiet
al., 2006; Ulluet al., 2004). V rkolika studiich vSak byla ukazana inhibice ggromoci
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elektroporace siRNA oligonukleotiddo trofozoifi (Al-Anouti et al., 2004; Ananvoraniclet
al., 2006; Yuet al., 2008). Inhibice byla popsana i pomoci expreseatttodsRNA (Al-Anouti

et al., 2003; Al-Anoutiet al., 2004; Al-Anouti and Ananvoranich, 2002; ¥ual., 2009)¢i
pomoci gidani dlouhé dsRNA k hikam (Al-Anoutiet al., 2003). Ananvoranich a kolektiv
(2006) provedli usgsnou inhibici u 14 gehucastnicich se glykolytické drahy (Ananvoranich
et al., 2006).

RNA interfererini technika se vSak v poslednich letech. gondii pfiliS nevyuziva a
zatim nebyla ukazana tvorba kratkych siRNA. Nadthmasti RNA interference @. gondii
nepanuje mezi ddci konsenzus. Yadk pokusi nebyl ukazan ubytek mRNA a navic bylo
inhibovano pouze malé mnozstvi ggMlilitello et al., 2008).

VétSina vySe zmignych praci se zabyvala inhibici hypoxantinxantimgona
fosforibosyltransferazy (HXGPRT) a uracilfosforilgtisansferazy (UPRT) a inhibice byla
vétSinou potvrzena pouze néstovéem fenotypu. Argonaut paimezi malo dalSich gén
které byly pomoci RNA interference inhibovany. &z sjeho sniZzenou hladinou
vykazovali sniZzenou schopnost presinictvim RNA interference ukdvat jizZ zmigné dva
geny HXGPRT and UPRT (Al Riyalt al., 2006).

2.8.4 Ribozymy a inhibice gem pomoci produkce antisense RNA molekul

K tlumeni exprese génse uT. gondii pouZivaji roviZz “hammerhead” ribozymy (Al-
Anouti and Ananvoranich, 2002; Nakaial., 1999; Nakaaet al., 2003; Shengt al., 2004).
Strategie inhibice vychazi z antisense RNA molelallgahujici ribozym. Ta je produkovana
ze stabilg integrovaného plazmidu (obr. 11). Nakaar a kddO@ ukazal specifickou redukci
hladiny proteinu ROP2 [secretory rhoptry proteira2]na 15% jovodni mnoZstevni hladiny.
Sekverné podobné proteiny ROP 3 a ROP 4 inhibovany nebyly.

Al-Anouti a kol. (2002) porovnal dinnost (z plazmidu exprimovanych) dsRNA,
antisense RNA molekul a ribozyns antisense rameny pro inhibici genu pro UPRT. &m
negativni selekce fgani FDUR, 5-fluoro-2"-deoxyuridin) byla testovéin&ibi¢ni schopnost
konstrukfi. UPRT je totiZ pro bitky v pritomnosti FDUR toxicka. Po selekci vyrostly pouze
transfektanti s konstrukty produkujicimi dsRNA nafimozym. Neschopnost inhibice UPRT
pomoci produkce antisense RNA byla demonstrovanachopnosti vyselektovat
transfektanty (Al-Anouti and Ananvoranich, 2002).
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Anti-HXG Pl:l'l'L

Obr. 11

Cast konstruktu pro inhibici hypoxantinxantinguaninf osforibosyltransferazy (HXGPRT).

Cerrg Srafovana oblast znazmje promotor pro nucleosidtrifosfathydrolazu. Ve 3TR oblasti
antisense transkriptu je navrzen ribozym (ieddh vlasenka odvozena od histonu, ktera funglje ja

mozny stabilizani prvek RNA ¢erverg). Prevzato a upraveno (Nakaar et al., 1999).

Inhibice pomoci produkce antisense RNA se u toxaplanevyuziva. Prozatim
nebyla publikovana zadna studie, ktera by popisovadgSnou inhibici a navic byla
publikovana prace, kde produkce antisense RNA ibiaihcileného genu nevedla (Al-Anouti

and Ananvoranich, 2002).

2.9 Techniky umlé¢ovani gemi u Giardia intestinalis

G. intestinalis je dvoujaderny Wikovec s ngpadnym adhezivnim diskem pro
prichyceni k enterocyim skeva. V jeho cyklu se 8ta stadium infeéni cysty a vegetativniho

trofozoita. U lidi zgisobuje vodnaté pmy.

2.9.1 Transfekéni techniky

K dorwceni rekombinantni DNA do giardii se pouZiva stdbihebo pechodna
transfekce (Yee and Nash, 1995). Pro stabilni tekoe se pouziva selekce geneticinem (Sun
et al., 1998) a puromycinem (Singetral., 1998).

Vyuziva se cirkularnich episomalnich a linearniotegrativnich plazmitl u kmenu
WB. U kmenu GS vede kintegraci do vlastni DNA jatansfekce linearnich, tak i
cirkularnich plazmid (Singeret al., 1998).
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Za elem uméovani ged byla u G. intestinalis zavedena transféki metoda
zaloZzena na infekci trofozéitdsRNA virem (GLV, giardiavirus) (Ywet al., 1995). Jeho
genom koduje gen pro virovou RNA dependentni RNAymperazu a gen pro kapsidovy
protein. Virova polymeraza specifickyrgpisuje jedno-vlaknové virové RNA molekuly na
dvouvlaknové RNA, ktere se bali do virovych kapsigdh proteiri a opoustji bunku.

Pri transfekci se do trofozditG. intestinalis elektropor&né vpravi molekuly dsRNA.
Na obou koncich éthto transfekovanych dsRNA molekul jsou sekvenceomdné od
sekvence giardiaviru. Mezi tyto Useky je pak viaeaxogenni RNA. Virova sekvence na
obou koncich RNA zaji%ije dosyntetizovani druhého vlakna a baleni dowyith partikuli.
Infekce virem tuto RNA namnoZuje a uniiofe jeji horizontalni $éni mezi trofozoity v
kulture.

Do sekvence dsRNA byl pogd ptridan jes¢ gen pro rezistenci k neomycinu (¢t
al., 1996) ¢i puromycinu (Dan and Wang, 2000). Selekci jsouhpdiovani trofozoiti,
ve kterych dochazi k namnoZovéani této dsRNA. Eookt exprese protainz dsRNA
molekul byla demonstrovana expresi luciferazy vid&Rransfekovanych hikach (Yuet al.,
1995).

2.9.2 Inducibilni systémy

U G. intestinalis byly zavedeny 2 inducibilni systémy. Prvni je Zalo na tet-
represor/operatorovém systému (Sun and Tai, 200@mto systému se pouziva dvou
operatorovych sekvenci vloZzenych meam promotor [Ras-like nuclear protein gene minimal
promoter] a gen, jehoZ exprese ma igena. Tento konstrukt navic obsahuje geny kodujici
neomycinfosfotransferazu a tetracyklinovy represor.

Druhy systém je zalozen na encystaspecifickych promotorech (Hebt al., 2000).

V tomto systému se pouzivaji promotory pro cwpl @sst wall protein 1). Tyto promotory
zajig’uji velmi silnou transkripci. Systém ma vSak omezepuziti, protoze k této transkripci

dochéazi pouzeipencystaci (vis-Hayman and Nash, 2002).

2.9.3 Uplna inhibice geni

“Knockout” se u giardie nevyuziva fidodu jeji ploidie (Meissneet al., 2007; vis-
Hayman and Nash, 2003avodni gedstava o ploidii giardie byla 4N u trofozbifAdam,
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2001). V aktualningélanku vSak bylo dokazano, ze se:qldra liSi v pdtu chromozom a
piedstava o tetraploidii tedy neni Uplpfesna (Tumovat al., 2007). | tak mé& giardie patrn
vétSinu geri ve ctyfech kopiich a techniky homologni rekombinace jsmignevyuzitelné.

2.9.4 RNA interference

Analyza genomi. intestinalis identifikovala dicer (pistupovecislo: XP 001705536)
a argonaut (XP 001707926) (Cerutti and Casas-Mo]l2006; Macraet al., 2006; Ulluet
al.,, 2004). Giardiovy dicer je jediny dicer, jehoziiddimensionalni struktura byla
analyzovana pomoci rentgenové krystalografie (Maetal., 2006). Bylo také ukazano, ze
dokaze &tpit dsRNA vin vitro systému (obr. 12) a umi nahradit funkci diceruwikach

Schizosaccharomyces pombe (Macrae et al., 2006).
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Obr. 12

Stépeni dsRNA pomoci giardiového diceru.

A. Model $&peni dsRNA pomoci giardiového diceru.

Cervena a modra barva reprezentuji kysely a bazfmbyrchovy naboj proteinu. Predikované
katalytické Md" ionty jsou znazorny jako zelené kulky. Bilé Sipky ukazuji na mista&seni
dsRNA. Hwzdicka ozn&uje PAZ doménu (vazba 3'tgsahu dsRNA). Nfitko udava velikost

proteinu.
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B. Invitro S&peni dsRNA pomoci giardiového diceru.
Vysvétlivky: T1, dsRNA je Spena RNazou T1; OH, alkalicka hydrolyza; -Dcr, RINéz diceru; -
Mg, nebyly gidany Md¢" kationty. Na obrazku je znazémcéas $tpeni v minutach a také velikosti

RNA molekul v parech bazirévzato (Macrae et al., 2006).

Inhibice giardiového diceru byla publikovana ve dvstudiich, jednou pomoci
antisense RNA technik (Pruca al., 2008) a jednou pomoci dsRNA virového systému
produkce antisense RNA obsahujici ribozym (SaraigWang, 2008). V obouipadech se
inhibice projevila snizenimastové rychlosti kultury. Byl také popsan vliv napessi VSP
geni [VSP, varible surface protein]. Autorské tymychto c¢lanki se ale rozchazeji
Vv interpretaci &chto vysledk a na vysutleni predkladaji odliSné mechanismy regulace jejich
exprese.

Prucca a kol. (2008) uvadi regulaci VSP wemomoci dsRNA, kterd vznikd az
v cytoplazng reverzni transkripci sense vlaken pomoci RNA ddeetmi RNA polymerazy.
Po Stpeni dicerem slouzi potom vzniklé siRNA k degraddal@ného mRNA transkriptu pro
VSP.

Prucca a kol. (2008) zjistili, Ze se vitme vyskytujefada sense transkripttiznych
VSP geti (je znamo, Ze na povrchu iiky se vyskytuje vzdy pouze jeden VSP protein).
Antisense RNA molekuly odpovidajici VSP dgem byly nalezeny také. Bylo vSak ukazano,
Ze nevznikaji v jak. Autdi vyswétluji jejich vznik reverzni transkripci pomoci RNA
dependentni RNA polymerazy. Takto vznikla dsRNArmatslouzi k RNA interferetni
degradaci VSP transkrijpt Autofi navic ukazuji, Ze je-li v hice gitomna vice jak jedna
MRNA odpovidajici VSP geém, dochazi k jeji degradaci. Tento jev je nezavisl
konkrétnim VSP genu, ktery aktudlhuika exprimuje (obr. 13). V této praci nebyl vyten
mechanismus, jakym jeden exprimovany gen unikadégradaci.
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Obr. 13

Vznik malych RNA po inkubaci radioaktivn & znatenych VSP transkripti s extraktem burgk G.
intestinalis.

A. Klon exprimujici VSP9B10.

B. Klon exprimujici VSP1267.

Konkrétni gidavané mRNA jsou uvedeny na obrazcich. Mézrranotnostni standardy. Velikosti

RNA molekul jsou uvedeny v parech baziewato a upraveno (Prucca et al., 2008).

V piitomnosti diceru se na povrchu kkrnvyskytuje jen jeden typ VSP. Prucca a kol.
(2008) ukazuji, Ze v linii se snizenou expresi Wiadochazi k expresi vice VSP na povrchu
jedné buiky (obr.14).

Obr . 14
V burikach se snizenou expresi diceru dochazi k expreste VSP protein.
Exprese VSP proteinu kontrolnich bugk (A) a v linii se snizenou expresi diceru (B).

Zelere je zn@&eny VSP9B10¢ervert je zn&eny VSP1267. févzato a upraveno (Prucca et al., 2008).
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Saraiya a kol. (2008) naproti tomu u¥pd Ze je exprese VSP gerregulovana
mMiRNA molekulami (mikro RNA, tyto molekuly slouZi savd k represi translace pomoci
RNA interference), které vznikaji v jadru. Tyto nfNR slouZi k represi translace VSP gen
pomoci RNA interferetni drahy. VSP transkripty sefiptéto inhibici nedegraduji, coz
odpovida inhibici gefn pomoci miRNA u savic(Kiriakidou et al., 2007).

Saraiya a Wang (2008) provedli naklonovani malycNARz G. intestinalis.
Identifikovany byly d¢ 26 nukleotid dlouhé miRNA (nazvané miR2 a miR3), které
pravdépodobré vznikaji ze dvou SnoRNA molekul [SnoRNA, Small teatar RNA]
nazvanych GIsR16 a GIsR17 (obr. 15). \nkéch se sniZzenou expresi diceru byl ukadzan
Ubytek &chto miRNA, coZ napovidaredsta¥¢, Ze se dicer podili na vzniku miRNA
z uvedenych dvou snoRNA molekul. MoZzna mista zatitgo miR2 a miR3 byla nalezena
v 3’ UTR oblasti u 22 VSP gén

UAAAACUA AG A CCCAA C
UGAUG GUU GCGAU GCGGGGC y
ACUAC CAG CGUUG CGUCCCG
UUCCAGUCUCGCC GCAA A G

GlIsR16 (AG = -23.8 kcal/mol)

ACA C A AA CAC C

CAGGAC GG GG GCGG GG GGCUGCG
CCUG UC CC CGCC CuU CCGACGC
AUA A AAU A

GIsR17 (AG = -26.4 kcal/mol)

Obr. 15
Prredpowzena sekundarni struktura dvou sno-RNA molekul GIsR6 a GIsR17.

Cervena pismena zna#oji miR2 a miR3. Revzato a upraveno (Saraiya and Wang, 2008).

Pro test hypotézy, Ze tyto miRNA owuliuji expresi VSP gen bylo Sest dchto 3’
UTR oblasti vneseno za gen kéduijici luciferazu. &drelektroporace miRNA do bék byla
ovérena schopnost miRNA tlumit jeji expresti Eto inhibici nedochéazelo k degradaci cilené
MRNA. Cela teorie byla navic pod@ma pomoci linie se sniZzenou expresi giardiového
argonautu. Tato linie nebyla schopna pomoci miRNAit expresi luciferazy.

Zmirény c¢lanek gipodohiuje RNA interferenci uG. intestinalis k draze, kterou
zname u savc V téchto organismechasto neni RNA pomoci RNAI degradovana a pouze se
v buice “ukryje” do tzv. “P-bodies” (Litet al., 2005). Ovliviovani \&tSi skupiny gefn, vznik
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MiRNA z vlasenky a také to, Ze homologie je grae 3° UTR oblasti mRNA, fesr¢
odpovida situaci u sasticU giardiového argonautu byla navic ukdzana scbstpvazat se na
m’G &epicku mRNA molekul, co? je af evidentni podobnost s drahou u saviSiriakidou
et al., 2007).

Bioinformatické analyzy giardiového argonautu pkedaly pfitomnost Piwi domény
(zodpo¥dné za vazbu na Sgsahu siRNA), avSak nebyly jednotné v ndzoru naytyBAZ
domény (zodpoxdna za vazbu na Fgsahu siRNA) (Cerutti and Casas-Mollano, 2006; Ullu
et al., 2004). Pozgi bylo experimentalé prokazano, Ze argonaut skire malé RNA vaze a
to nezavisle na jejich sekvenci, coz odpovida ng8tatznamym argonaiun (Saraiya and
Wang, 2008). Inhibice proteinu zpomalujestr burgk (Saraiya and Wang, 2008) a sj&i
inhibice je patra pro buiky letalni (Pruccat al., 2008).

V bunceG. intestinalis byly nalezeny malé RNA molekuly (Ullet al., 2005). Nekteré
malé RNA jsou homologni k telomerickym retropoéiona je mozné, Ze slouzi k ural/ani
jejich exprese skrze kondenzaci heterochromatiraktovano v publikaci Ulla kol., 2005).
Podobna situace je zndma hap T. bruce nebo u octomilkyDrosophila melanogaster
(Kalmykovaet al., 2005; Shit al., 2004).

Giardiovy dicer umi nahradit funkci diceruSupombe (Macraeet al., 2006), coz je
organismus, kde RNA interference owije pedevsim kondenzovanost chromatinu
(Sugiyamaet al., 2005). Jak jiz zmimy vyskyt malych RNA homolognich k retropoZwom,
tak i funkéni nahrazeni dicer proteinuSipombe naswdcuji moznému ovlivani kondenzace
genomové DNA G. intestinalis pomoci RNAI (viz kapitola 2.4.1).

O uloze RNAI i regulaci gefi na post-transkrimi Urovni uG. intestinalis miazeme
pouze spekulovat. Vysledky experimint laboratéi Prof. Wanga ukazuji na ulohu
argonautu p regulaci translace VSP gémpomoci miRNA vlasenek, coz byipodohiovalo
situaci u giardie systému, ktery zname u fag@araiya and Wang, 2008). Experimenty
provedené v laboratio Prof. Lujana zase ukazuji spiSe na podobnost déby s dsRNA
degradani drahou, kterou zndme rfap T. brucel (Pruccaet al., 2008).

Touz a kol. (2004) publikovala inhibici genu pomdeitracyklinem indukované
exprese dsRNA zedvou afpg orientovanych promotar Zdaila se inhibice
adaptorproteinkomplexu 1. Produkce siRNA v této liabi nebyla ukazana i ip
experimentalni snaze toho docilit (C. Touz — osdkorhunikace). Od té doby podobny

systém pro inhibici pouZzit G. intestinalis nebyl.
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2.9.5 Inhibice geni pomoci ribozymi a produkce antisense RNA molekul

Nejcastji pouzivanou technikou pro ug@ni geri v giardii je produkce antisense
RNA, druhou nejasgjSi technikou je pak uziti antisense RNA obsahujic@mmerhead”
ribozym, kterd se amplifikuje v cytoplazmpomoci dsRNA viru. Technika produkce

antisense RNA byla G. intestinalis pouZita jiz kkolikréat.

Tabulka shrnujici publikace, kde bylo docileno ¢ni genu pomoci exprese antisense RNA

molekul:
Plazmid Promotor | Cilovy gen Snizeni Snizeni Publikace
* MRNA | exprese
proteinu
pTubHAPac| alfa-tubulin | dicer 20% ? (Prucost
al., 2008)
RdRp 20% ?
(RNA dependentni
RNA polymeraza)
VSP9B10 ? ?
pTubHAPac| alfa-tubulin | 9 potencionalnich pramér | ? (Elias et
SNARE proteir 40% al., 2008)
pTG3039 ornitin- GiPp2A 50% 70% (Lauwaet
karbamoyl- | (proteinfosfataza 2A) et al.,
transferaza 2007)
pINDG inducibilni | GiPat 0% ? (Touz et
ran (palmytoyltransferaza) al., 2005)
dsRNAua inducibilni | adaptorprotein 1 20% 0% (Tou=rt
ran al., 2004)
pTubHAPac| alfa-tubulin | GIGSP (granule ? 0% (Touz et
specific protein) al., 2002)

* promotor pro produkci antisense RNA molekul

VétSinou byl zaklonovan celiteci ramec genu v opyaé orientaci, jen jednou byla pro
inhibici pouZzita pouzeast genu, a to u VSP9B10 (Pruatal., 2008). Nejastji pouzivany
plazmid pro produkci antisense RNA je pTubHAPac r(Als). Schéma vektdrpINDG a
pTG3039 je v kapitole 4.4.
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Obr. 16

Mapa plazmidu pTubHApac s vyzna&enim restrikénich enzymi

Vyswetlivky: Amp, betalaktamaza; pac, puromycin-N-acesferaza; Tub, promotor nebo
terminator pro alfa-tubulin; gia, giardinovy prormgtHAHA, sekvence pro hemaglutininové Zeai
proteini; GDH, terminator pro glutamatdehydrogenazu; inzgen H7 VSP; pGem, sekvence
plazmidu pGemu; Zeleénjsou oznaeny promotory,¢erveré terminatory; velikost plazmidu je

uvedena v parech bazi.

VSechny publikované pracesmované umiovani gef na bazi dsRNA viru vznikly
v laboratgi Prof. C. C. Wanga. Ve vSech publikacich je uk@&zasnizeni mRNA
inhibovaného genu. V zadné vSak neni inhibice getva pomoci imunoblotu. Snizeni
proteinu je nicméhvzdy ukdzano gtenim jeho aktivity¢i pozorovanym vlivem inhibice na

fenotyp.
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Tabulka shrnujici publikace s uzitim dsRNA viru pmbibici geri:

Snizeni

Vektor Cilovy gen MRNA Publikace

pC631neo| dicer 40%  (Saraiya and Wang,
argonaut 50% 2008)

pC631lneo| diaphoraza 30% (Li and Wang, 2006)
elF4E1 (inici&ni faktor

pC631neo |translace) 40%

pC631neo elF4E2 209 (Li and Wang, 2005)
guaninfosforibosyl- (Munagala and Wang,

pC631pac |transferaza 10% 2002)
ADH E

pC631pac | (alkoholdehydrogenaza E) 20%(Dan and Wang, 2000)
PFOR (pyruvatferedoxin-

pC631pac | oxidoreduktaza) 20% (Danet al., 2000)

V téchto pracich je pouzivan vektor odvozeny od gauidii (obr. 17). Nejprve s
vitro nasyntetizuje RNA a ta se elektroporaci vpravibdask. Pozorované snizeni hladiny
cilové mRNA byva porrné vysoké a sila zavisi na délce antisense ramen ribozyniu. P
délce ramen 20 a 21 nukleatithylo pozorovano snizeni hladiny mRNA jen kolem 3026
konstruktu s délkou ramen 2042 a 512 nuklgoligla hladina mRNA sniZena o 85% (Dan et
al., 2000). Inhikini vysledek nmiZe zaviset i na mnozstvi ribozymv jedné molekule
antisense RNA. Li a Wang (2006) uvadi, Ze expresel dibozynt vyustila v lepSi inhibici
(Li and Wang, 2006).
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Obr. 17

Schéma “hammerhead” ribozymu a transfekniho vektoru pro inhibici genia pomoci dsRNA
viru.

A. 2 ribozymy s antisense vlakny navrzené pro iiahilPFOR mRNA (pyruvatferedoxinoxido-
reduktaza), PRzS a PRzL.

B. cDNA odvozena od dsRNA sekvence giardiaviru;, piNA dependentni RNA polymeraza viru;
gag, kapsidovy protein.

C. DNA konstrukty pC631lpacPRzS a pC63lpacPRzL. d8klése ze dvou koncovych sekvenci
odpovidajicich virové cDNA (GLV cDNA), genu pro isenci k puromycinu (pac) a cDNA pro
ribozym- antisense RNA (PrzS a PrzL).

Pavodre cirkularni vektor se linearizuje (konstrukty jseypbrazeny jiz v linarni forg) a transkripci

vznikne RNA, ktera se pouZije pro elektropora¢evato a upraveno (Dan et al., 2000).
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2.10 Techniky umi¢ovani geni u Entamoeba histolytica

M¢enavka E. histolytica je vyznamny patogerlovéka. RozliSujeme u ni stadium
infekéni cysty, ktera je pdena s potravou, a trofozoita, ktery se poté z cystgini a
kolonizuje stevo. Jeji forma “minuta“ se vyskytuje vaesg jako komenzal. Mze se vSak
transformovat na formu “magna“, kteraigpbuje amébovou dysenterii. V malém procentu
piipadi napadentlovéka mize dojit k rozsevu parazita mimaesto. Negasgji pak pisobi

jaterni abscesy, vzagnsmrt.

2.10.1 Transfekéni a inducibilni systéemy

V prvnich experimentech se DNA vkladala do #uraméb pomoci elektroporace
transient® (Nickel and Tannich, 1994). Posléze byl zavedetésy stabilni exprese pomoci
cirkularnich plazmid (Hamannet al., 1995). Byly vyvinuty dva inducibilni systémy, oba
zaloZené na tet-represor/operatorovém mechanisramgHdnet al., 1997; Ramakrishnaet
al., 1997).

2.10.2 Uplna inhibice geni

Metody homologni rekombinace séuhistolytica nepouZzivaji pro vysoky get kopii
jednotlivych gefi (Meissnetret al., 2007).

2.10.3 Antisense RNA techniky

Pro RNA antisense techniky byl &. histolytica zaveden systém produkujici
specifickou antisense RNA (obr. 18). Tato RNA mBBR oblast odvozenou od transkriptu
genu L21 (gen pro ribozomalni protein, jinak tak&naovany jako rpg34). Tato 5° UTR
oblast na mMRNA molekulach se nevaze na polyriboz{aigtzené ribozomy v cytoplazin
E. histolytica) jako jiné 5' UTR oblasti transkripit F¥i pfipojeni této oblasti k produkovanym
antisense RNA molekulam se zajisti “volnost” anmis® RNA molekul a tedy zvySeni

pravdpodobnosti, Ze budou interagovat s mMRNA vlakny (Miah-Moshkovitchet al.,

44



1997). Uziti tohoto systému vedlo k signifikantnirsnizeni exprese \kolika studiich
(Ankri et al., 1999; Brachat al., 1999; Laviet al., 2008; Moncadat al., 2006).

I (CARTARFRRTERRE i

Actin 5' Neo Actin 3'

Obr. 18

Schéma plazmidu pSA20, ktery slouzi k unéeni genu pro lektin 35.

Sipky ozn&uji orientaci gefi. Gen pro rezistenci k neomycinu (neo) fepisovan pomoci aktinového
(Actin) promotoru. Plazmid obsahuje ARS (automomaplikaini sekvence). Gen pro lektin 35 (lect

35) je @episovan v antisense orientaci z rpg34 promotatenzato a upraveno (Ankri et al., 1999).

Druhy systém pro produkci antisense RNA molekuhgicibilni (Sahoaet al., 2003;
Vatset al., 2005). Namisto promotoru genu L21 se zde pougkténoveho promotoru.

Degradace cilové mRNA prdstnictvim exprese antisense RNA byla
dokumentovana veétsing praci. Ani v jednom fipadt nebyla prezentovana tvorba siRNA,
kterd by naznsovala, Ze se této inhibic&astni RNA interferetni drdha (Ankriet al., 1999;
Brachaet al., 1999; Laviet al., 2008; Moncad&t al., 2006; Sahoet al., 2003; Vatst al.,
2005).

2.10.4 Inhibice pomoci PNA antisense oligonukleotid

U E. histolytica byla pouzita inhibice tvorby proteinu pomoci PNAgonukleotid.
Ty byly pfidany volré do média k amébam. Za 96 hodin byl@éiemo mnozstvi cilového
proteinu a u obou zkoumanych gethosahovalo fiblizné k 50 % mivodni hodnoty (Stoclet
al., 2001). DalSim pkladem uziti PNA oligonukleotid je inhibice genu kddujiciho alfa
podjednotku Sec61 (Sanchetzal., 2005).
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2.10.5 RNA interference

U E. histolytica jsou znamy homology Klovych enzynmi RNA interferedni drahy
(Abed and Ankri, 2005; Ullet al., 2004). RNA interference jiz byla pouzita &kiolika
studiich. K inhibici doSlo v systémech produkujfcidouhou viasenkovou dsRNA (Dastidar
et al.,, 2007; Kaur and Lohia, 2004; MacFarlane and Sir&flQ7; Vayssieet al., 2004),
expresi kratkych 29 nukleofiddlouhych vidsének (Linforet al., 2009) i gidanim siRNA do
média (Solis and Guillen, 2008; Vayssteal., 2004). Schéma vektoru pro produkci dlouhé
vlasenky je na obrazku 19.

Vznik siRNA v pracich ukazan nebyl, ale byly nalegemalé endogenni RNA
molekuly, které maji schopnost vazat se na Piwi @wma pravépodobrg maji v buice
regulani funkci zavislou na RNA interferenci (Zhasgal., 2008).

Obr. 19
Schéma plazmidu pro expresi dsRNA vilasenky v hikach E. histolytica.

Cast genu EhDiaH, histolytica diaphanous protein) byla zaklonovéana v “head @dherientaci do
plazmidu pro tvorbu dsRNA (A). Pagpisu z aktinového promotoru vznikne dsRNA viase(iXa
Vyswvetlivky: Fialova barva — DNA pro tvorbu srilgy; modra - neo, rezistence k neomycidervena,
¢ast genu Eh Dia, ktery ségpisuje diky aktinovému promotoru a terminatordgag. Prevzato a

upraveno (Kaur and Lohia, 2004).

2.10.6 Unikatni inhibice transkripce

U E. histolytica se podélo docilit zajimavého transkrgmiho umtovani geid (Bracha
et al., 2006; Brachat al., 2003; Mirelmaret al., 2006).
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Prvre bylo transkrigni umkeni pozorovano transfekci plazmidu, ve kterém byl
zaklonovan v sense orientaci gen pro amoebapo6r MAREa) etrg jeho 5 promotorové
oblasti, kterd také obsahovala repetitivni DNA edammSINE [short interspersed nuclear
element]. Tento konstrukt indukoval modifikaci chmatinu (Anbaret al., 2005) a zabranil tak
expresi EnAP-a genu (Brackial., 2003).

Za cca 20 dni po transfekci je mozriégiat biiky selektovat. Po vymizeni plazmidu
efekt inhibice Astava. Takova linie bwk byla v laboratti kultivovana po 4 roky a efekt
pietrval (Mirelmanet al., 2008). Prokazanan byl nevirulentni fenotyp aZzuya se o jeho
klinickém vyuziti @i vakcinaci (Mirelmaret al., 2008).

Bylo ukazano, Ze timto Agobem lze transkrimé umlicovat i dalSi geny (Brachet
al., 2006) (obr. 20). Mechanismus, jakym k tlumennskaipce dochazi, prozatim nebyl ¢In
objasrén (Brachaet al., 2006). V bukach nebyla nalezena Zzadna komplementarni dsRNA,
pouze ¥tSi mnozstvi jedno-vidkenné RNA o délce cca 140leunildi a sekvedné
homologni se SINE elementem (Mirelmanal., 2006). Bi inhibici transkripce dochéazi k
neznamé modifikaci chromatinu, neni to vSak metylddirelmanet al., 2008).

Nebylo také objasimo, pr& muze byt dalSi inhibice dosazeno pouze u té liie
histolytica, ktera jiz ma takto unieny gen pro amoebapore (G3 linie) (Mirelngaal., 2008).

U parentni linie entaméb zkoumany plazmid, kteggtizani transkrigni umkeni genu u linie
G3, zmisobi pouze “overexpresi“ daného genu (Mirelraal ., 2008).

chromozomalni DNA

// Er /
u/ Ehiglt " | Ehigl ORF | //A
/

/

e T EngroRE I

Obr. 20

Schéma vektoru pro transkripéni inhibici a inhibovaného mista na chromosomu.

Inhibovan jeehligl gen, plazmid je zfuzovany ze sekverettgl genu aehap-a UTR oblasti, ktera
obsahuje SINE element (neni znazom

Vyswetlivky: Ehlgl ORF, sekvence DNA koédujici Ehigl pean; Ehigll je 5UTR oblastiégl genu;
Ehap-a, 5’'UTR oblagthap-a genu obsahujici SINEf&vzato a upraveno (Bracha et al., 2006).
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2.11 Techniky umléovani geni u Trichomonas vaginalis

T. vaginalis je bicikaty parazit, psobici trichomondzu urogenitalniho trakiioveka.
Jedna se o n&stjSi sexuald prenosné onemoeni nevirové povahy dlovéka. U mu# je
onemocgni wtSinou asymptomatické, u Zen dochézi k vyégdm zartam vaginy. Akutni

trichomono6za mize pozdji zapricinit i predtasny porod. Osoby trpici trichomondézou jsou

vnimawjSi k infekci virem HIV a snaze téz nakazi partnera

2.11.1 Transfekce a inducibilni systémy

U T. vaginalis se pouziva transientni a stabilni transfekce zZmiéd cirkularnich
plazmidi (Delgadillo et al., 1997). Byl vyvinut i inducibilni systém zaloZzemnya tet-

represor/operatorovém mechanismu (Ortiz and Joh2@®3) (obr. 21).

:—A—l | pTvi24Tet-Neo

3TUB 5TUB 5ascs TetR 3aSCS (8975 bp)

Obr. 21

Vektor pTv124Tet-Neo pro inducibilni transkripci u T. vaginalis.

Tenti plazmid obsahuje neomycinfosfotransferazuojNegen pro tetracyklinovy represor (TetR) a
gen pro puromycin-N-acetyltransferazu s hemagiubivym zng&enim, jehoza-SCS promotor o-
sukcinylCoAsyntetaza B) obsahuje sekvenci tetraogkEho operatoru znazamou cernym
klinkem.

Vyswetlivky: 5’ a 3" TUB, tubulinovy promotor a termindi; 5° a 3’ a-SCS, a-SCS promotor a

terminator. Pevzato a upraveno (Ortiz and Johnson, 2003).

2.11.2 Uplna inhibice geni

T. vaginalis je haploidni organismus se 6 chromozomy (Zubaceival., 2008).
Pomoci homologni rekombinace se pidldadeletovat gen pro [2Fe-2S] feredoxin (Laetd
al., 2004). Vtomtoc¢lanku byla pouzita jednostipva selekce. K vygmé byl pouzit

linearizovany plazmid s konci komplementarnimi kRJToblastem ferredoxinu. Mezi
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komplementarnimi konci linearni DNA byl gen pro meminfosfotransferazu. Pomoci
nothern a imunoblotu byla &kena uUspSna delece genu. Tato delece v3ak neukazala
ocekavanou zrmu fenotypu u testovanych biky které byly i gi absenci feredoxinu stéle
citivé k metronidazolu. Proto aufoclanku gredpovdéli pravdépodobnou existenci dalSich

v té dol& neznamych feredoxin Pozdji bylo prokazano, Ze feredoxirje v buice 7 (Carlton

et al., 2007). Genomovy projekt odhalil velké mnozstvpika u dalSich gein (Carltonet al.,
2007). Tato skutaost ¢ini metody homologni rekombinace pro doani gefi u tohoto

organismu nepouzitelnymi.

2.11.3 Antisense RNA a RNA interference

SniZzeni exprese protéin pomoci produkce antisense RNA molekul bylo
dokumentovano ve dvou studiich (Mundetal., 2004; Mundodkt al., 2007). V pracich je
ukazano snizeni hladiny cilové mRNA i proteinu. MzsiRNA molekul @i inhibici ukdzan

nebyl. Konstrukt z prace Mundodi a kol. (2004) poupro inhibici je ukdzan na obrazku 22.
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Obr. 22

Vektor pro produkci antisense RNA pro ap65 uT. vaginalis.

Tento vektor obsahuje gen pro neomycinfosfotraagzte(neo), jejiz exprese f&zena z tubulinového
promotoru, a gen pro ap65 v dpa orientaci, ktery je transkribovany azSCS promotoru of
sukcinylCoAsyntetaza B). 5° UTR zfigpromotor a 3" UTR zri terminator. Bevzato a upraveno
(Mundodi et al., 2004).

49



V praci Mundodi a kol. (2004) byl uegn gen pro ap65-3 {jstupovecisio U35243,
ktery ma sekvemi identitu s jablenym enzymem, jenZz se nachazi v hydrogenozému
T. vaginalis. Jak je mozné, Ze tento enzym slouZi zafopko adhezin a zaroiejako
dekarboxylaza, vysileno nebylo. B inhibici poklesla jak dekarboxylazova aktivitakta
adherenini schopnost buk.

U trichomonady byly nalezeny potencidlni homolodgedu a argonautu. Nalezené
homology jsou srovnhany s homology u jinych orgarisra obrazku 23.

Inhibice geri pomoci RNA interference byla popsana v roce 2@ trichomonad
byly dopraveny siRNA, které snizily hladinu mRNArpeiredoxinu a thioredoxinreduktazy
(Zhanget al., 2005). Publikace je #nstirg, v angltting je dostupny pouze abstrakt. DalSi
prace o uziti inhibice pragtdnictvim RNA interference publikovana nebyla.

Techniky reverzni genetiky jsou Ti vaginalis ponerné nevyvinuté a zatim nebylo

navazano na gateni Usgchy s antisense RNA inhibicemi z let 2004 a 2007.
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Obr. 23

Srovnani organizace domén potencialnich protein dicer a argonaut u T. vaginalis a jinych
organismi.

A. Srovnani organizace domén u diceru. Dicer tniechnady se sice odliSuje absenci PAZ, helikazové,
a dsRNA vazajici domény, nicm&ma typické eukaryotické usfimani dvou “RNaselll* domén.
Vyswvétlivky: DmDcR1, dicer D. melanogaster; CeDcR1, dicerC. elegans, GiDcR, dicer G.
intestinalis; TvDcR, dicerT. vaginalis (piistupovécislo: TVAG_491480); EhDcR, dicét. histolytica.
B. Srovnani organizace domén dvou potencialniclrengti u T. vaginalis a jinych parazitickych
protisti. Oba nalezené argonauty trichomonady maji typickoyanizaci PAZ a PIWI domér.y.
Vyswetlivky: TvAgol a TvAgo2, argonauty. vaginalis (TVAG_463390, TVAG_419780); TbAgol,
argonautT. brucei; EhAgol a EhAgo2, argonaufy. histolytica; GiAgo, argonautG. intestinalis.
Prevzato a upraveno (Carlton et al., 2007).
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3 Cile prace

Hlavnim cilem diplomové prace bylo vyzkouSet teklgnireverzni genetiky u

G. intestinalis. K umiéeni exprese byly vybrany geny kodujici proteiny itosomech giardii.

Praktické cile:

1)

2)

3)

4)
5)

Pokusit se inhibovat mitosomalni proteiny Gilscldlataredoxin 5 (GiGrx5) pomoci
exprese antisense RNA molekul z plazinidiNDG a pTG3039, které byly pro
umicovani geil zkonstruovany v jinych laborafah.

Pripravit a otestovat plazmid, umiadjici expresi antisense RNA molekul, které
obsahuji “hammerhead” ribozym.

Vytvotit plazmid pINDGtub se silnym inducibilnim tubulimgm promotorem a
vyzkouSet, zda je vhodny pro inhibici exprese Gilsc

Pokusit se docilit inhibici exprese GilscU pomaoxprese dsRNA.

Otestovat inhibici exprese gepomoci antisense morpholinovych oligonuklettid
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4 Material a metody

4.1 Pouzité organismy

4.1.1 Giardiaintestinalis

Pro veSkeré pokusy byly pouzity trofozoiardia intestinalis kmene WB (ATCC
30957). Giardie byly ¢gstovany v meédiu TYI-S-33 (Keister, 1983) s 10% d¢mm sérem
(Gibco) @i 37 °C. V gipact transfekovanych linii byly hiky kultivovany v médiu s
piislusnymi seleknimi antibiotiky, puromycinem (PAA laboratorieskoncentraci 54 ug/ml
a geneticinem G418 (PAA laboratories) o koncent&®f ug/ml. Pro indukci exprese byly
nekteré linie kultivovany v médiu s tetracyklinem @8ia Aldrich) o koncentraci 10 ug/ml.
Pro kryoprezervaci experimentalnich linii giardyl pouzit roztok 5 % dimetylsulfoxidu

(Merck) a linie byly ulozeny v kapalném dusiku.

4.1.2 Escherichiacoli

Pro namnoZeni rekombinantnich plaziniolyl pouzit bakteridlni kmerEscherichia
coli XL-1 blue. Transformace bghk byla provadna standardhtepelnym Sokem. Bakterie
byly kultivovany v médiu LB s ampicilinem (100ug/npro selekci pozitivnich klan

4.2 Pouzitd média

« Médium LB: 10 g LB broth (Sigma Aldrich); dest..& do 500 ml; pH= 7; sterilizovat
v autoklavu 20 minutip 121 °C a tlaku 110 kPa.

« Medium TYI-S-33 (Keister, 1983) dest. HO 1740 ml; 2 g KHPO,; 1,2 g KHPO,; 4 g

NaCl; 20 g glukéza p.a.; 20 g kvasmy extrakt; 40 g trypcase peptone (BBL); 4 g L-teys
0,4 g L- askorbova kyselina; 2 ml citrat zelezitmanny; pH 6,8; potéfat 200 ml

inaktivovaného hotziho séra (bovine serum, Gibco) a 2 ml¢mwvIwi; sterilizovat filtraci.
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4.3 Pufry pro proteinovou elektroforézu (SDS-PAGE) a

imunobloting

10 x SDS puft glycin 144g; trizma base 30,3 g; SDS (dodecyédbdny) 144 g; dest..B

do 1000 ml.
 Roztok barvy Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB)Dest. HO 225 mf metanol225

ml; Coomassie Brilliant Blue R 250 250 mg; kyselowova 50 ml.

+ Odbarvovaci roztok: Dest. HO 650 m} metano250 ml; kyselina octova 100 ml.

* Roztok barvy Ponceau:Ponceau S 0,5%; kyselina octova 1%.

« Croztok na proteinovou elektroforézu:trizma base 9,1 g; SDS 0,2 g; desjOHtio 100
ml, pH 8,8.

+ D roztok na proteinovou elektroforézu:trizma base 3 g; SDS 0,2 g; desjO-o 100 ml,
pH 6,8.

G roztok na proteinovou elektroforézu: persiran amonny 1g, dest,®ido 10 ml.
+ 1x SDS vzorkovaci pufr:D roztok (bez SDS) 2,4 ml; 1% SDS v desjOr2ml; glycerol 1
ml, dest. HO 4 ml; roztok bromfenolové méd,1 ml; 2-merkaptoetanol 0,5 ml.

» Blokovaci pufr pro imunoblot: nizkotwny sunar 10 g; PBS 100 ml; pH = 7,2.
* Blotovaci pufr pro imunoblot: 10 x SDS pufr 50 ml; metanol 100 ml; des{CH350 ml.

* Promyvaci pufr: nizkotwny sunar 10 g; tween20 (0,5 %) 5d9QPBS 100 ml; pH = 7,2.
» Blokovaci pufr pro fluorescentni preparaty: BSA [Bovine serum albumin] 3 g; PBS 10 ml.
« PBS NaCl 8 g; KCI 0,2 g; NAHPO, 1,53 g; Dest. £D do 1000 ml; pH = 7,2.

« Primarni protilatky pro imunobloting a fluorescenci

kralic¢i antiGiardia intestinalis GilscU (1:1000)

kralici antiGiardia intestinalis GilscS (1:1000)

krysi antiGiardia intestinalis GiGrx5 (1:100)

mySi monoklonalni protilatka proti hemaglutininowgéanaeni proteitd ( 1:250)
« Sekundarni protilatky pro imunobloting a fluorescenci

protilatka proti krakimu IgG konjugovana s alkalickou fosfatazou

(ICN/CAPPEL) (1:1000)
protilatka proti krysimu IgG konjugovana s alkkbtia fosfatazou
(ICN/CAPPEL) (1:1000)
protilatka proti mySimu IgG, Alexa Fluor 488 (Moidar Probes) (1:1000)
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4.4 Pouzité plazmidy

Pro expresi antisense RNA molekulQu intestinalis byly pouzity plazmidy pINDG
(Touz et al., 2005), pTG3039 (Lauwaedt al., 2007) a mnou zkonstruovany plazmid
pINDGtub (mapa uvedena v kapitole 5.3.1.). Jakoatiegi kontrola byl v pokusech pouzit
prazdny plazmid pTG3039nula, ktery byl zkonstruovaplazmidu pTG3039. V
bungéném jadru se tyto cirkularni molekuly autonaimaplikuji. Pro naamplifikovani GilscU
s hemaglutininovym zr@nim (HA-zn&eni) byl pouzit plazmid pONDRA _IscU_HA, ktery
byl poskytnut Mgr. O. Smidem P UK) a pro naamplifikovani sekvenci tubulinového
terminatoru a promotoru byl pouzit plazmid pTubHApélouz et al., 2002) (obr. 16
v kapitole 2.9.5), ktery byl poskytnut Prof. S. ®&lém (Uppsala University, Svédsko).
Plazmid pONDRA IscU_HA slouzil také k expresi HAzaného GilscU v linii buék
poskytnuté Mgr. O. Smidem. Pro klonovani fragmieDNA byl pouzit plazmid pGEM-T
Easy (Promega).

4.4.1 Expresni plazmid pINDG

Pro expresi antisense RNA molekul nalezicich mitwdaimu proteinu GilscU byl
pouzit inducibilni plazmid pINDG (Touet al., 2005) (obr. 24), poskytnuty Prof. S. Svardem.
Obsahuje d¥ tetracyklinové operatorové sekvence ugmétmeziran promotorem a mistem,
kde z&ina transkripce. Obsahuje také kazety pro expresadyklinového represoru a

puromycin-N-acetyltransferazy.
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Obr. 24

Mapa plazmidu pINDG s vyznaenim restrikénich enzymi.

Vyswétlivky: Amp, betalaktamaza; pac, puromycin-N-acetnsferaza; TetR, tetracyklinovy represor;
GDH, terminator glutamatdehydrogenazy; ramn promotor ¢i terminator; Gia, alfa-giardinovy
promotor; op, dva tetracyklinové operatory za sekiomert, gen pro arginindiiminazu v antisense
orientaci; pGem, sekvence odvozena z pGemu; Z¢de ozn&eny promotoryg¢erverg terminatory;

velikost plazmidu je uvedena v parech bazi.
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4.4.2 Expresni plazmid pTG3039

Plazmid pTG3039 (obr. 25), ktery byl poskytnut Pref Gillinovou (University of
California, San Diego, USA), byl pouZit pro expresitisense RNA molekul zac€lem
inhibice proteii GilscU a GiGrx5. Exprese antisense RNA molekul jmto plazmidu

fizena nejsilgSim znamym giardiovym promotorem (promotor pro ittmkarbamoyl-

transferazu).
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Obr. 25

Mapa plazmidu pTG3039 s vyznéenim restrikénich enzymi.

Vyswetlivky:  Amp, betalaktamaza; pac, puromycin-N-acegimsferaza; OCT, promotor pro
ornitinkarbamoyltranferazu; GDH, terminatémpromotor glutamatdehydrogenazy; HCEP, terminator
pro “Highly conserved eukaryotic protein“; AU1, sekice pro AU1 zn#ni proteii na C konci;
inzert, gen pro Glucosamin-6-fosfatdeaminazu; Zejsou ozn&eny promotorygerverg terminatory;

velikost plazmidu je uvedena v péarech bazi.

57



4.5 Amplifikace geni

4.5.1 Pouzité primery

Pomoci programu Primer Designer (verze 1.01) bybvrkeny primery pro
amplifikaci sekvenci mitosomalnich dgenpro protein GilscU (fistupové cislo:
XP_001708969) a GiGrx5 (glutaredoxin 5; XP_0017@019 (Tab. 1). Primery pro protein
GiPp2A (proteinfosfataza 2A; XP_767901) bylsepzaty z publikace (Lauwaet al., 2007).
Pro vneseni ribozytndo antisense RNA sekvenggascu byly navrzeny mutni primery
(Tab. 2). Primery pro tvorbu pINDGtub a prazdnéhekteru pTG3039nula, ktery
v diplomové praci slouZi jako negativni kontrolapy uvedeny v tabulce 3. Do sekvence
primeri byly ve tSing¢ pripadh piidany specifické sekvence pro restrik enzymy.
Konkrétni restriktazy jsou pak vyz&eny v tabulkach podtrzenim. Primery na detekciihiad
RNA molekul pomoci RT-PCR jsou uvedeny v tabulce 4.

Primery pro RT-PCR byly navrzeny #iypomoci programu Primer Designer (verze
1.01) nebo byly pouzity online programy (Primer3Rlwww.bioinformatics.nl; NetPrimer,
www.premierbiosoft.com). Primery pro detelgpp2a byly piejaty z publikace Lauwaet a

kol. (2007). Navrhovani primérsefidilo nasledujicimi pravidly; dle (Bustin, 2000):

Musi se jednat o 20-mer.
TM [melting temperature] musi byt v rozmezi 58-80.
Posledni nukleotid na 3" konci musi byt adeninontglymin.

w0 NP

V poslednich gti bazich na 3° konci mohou byt maxim&l@ nukleotidy nélezejici

guaninu nebo cytosinu.

o

V celém primeru nesmi byt vice jak 3 guaniny nejioginy za sebou.
6. Vysledny produkt musi byt dlouhy 70-250 bazi.
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Tab. 1: Primery pouzité pro amplifikaci geni, které byly nasledré vloZzeny v antisense

orientaci do expresnich plazmid:

giiscu antisense do plazmidu pINDGtub; restrikmistaBamHI a Mph1103|
Levy 5'- GGATCAOCAAGAAGACTTTGATAC-3'
Pravy | 5-ATGCATTGACAAGCCTTCAGCTC-3'

giiscu antisense &etné 5"UTR do plazmidu pINDG,; restriki mistaBamHI a Mph1103lI
Levy 5'- GGATCAOCAAGAAGACTTTGATAC -3'
Pravy | 5-ATGCATATGACTTCTGATGCCGCA-3'

giiscu antisense do plazmidu pTG3039; resinikmistaApal a Xhol, tyto primery byly
uzity v kombinaci s primery v tabulce 2 pro tvonilnozymu vgiiscu sekvenci

Levy 5'- ATACTCGAGGCTTTCTCTTGTAGTCG -3'

Pravy | 5- ATAGGGCCBTGACAAGCCTTCAGCTC -3'

giiscu sense s HA-zri@nim do plazmidu pINDGtub; resttiki mistaBglll a Mph1103|

Levy 5'- AGATCTATGACAAGCCTTCAGCTC -3
Pravy | 5-ATGCATCTCGAGTTAAGCGTAATC -3'

gigrx5 antisense do plazmidu pTG3039; resinikmistaApal a Xhol

Levy 5'- ATACTCGAGITCCGCAGCTCTCCCGAC -3

Pravy | 5- ATAGGGCCBTGGACCAAATAAACGGG -3

gipp2a antisense do plazmidu pTG3039; restnikmistaApal a Xhol (sekvence primer
prevzaty z publikace Lauwaet a kol., 2007)

Levy 5'- ATACTCGAGCTAAAGGAAGTAATCCGGAAC -3

Pravy | 5- ATAGGGCCBTGGGCATCAAGTCTTGCCTT -3'
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Tab. 2: Muta¢ni primery pouZzité pro vytvoieni ribozymu:
Primery byly pouzity v kombinaci s primery z tabylk (viz schéma tvorby ribozymu na obr.
26).

Mutacni primery pro vytvéenigiiscu antisense ribozymu
Levy |5- GATGAGTCCGTGAGGACGAAACGCGATAGCTGCGCCAC-3
Pravy | 5- CGTCCTCACGGACTCATCAGTTCGAGCTACGCCACCTC-3

Tab. 3: Primery pouzité pro vytvoireni plazmidi pINDGtub a pTG3039nula:

tubulinovy promotor, restriini mistaBglll
Levy |5-AGATCTGCTTCGCAGACGCATGAA-3
Pravy | 5- AGATCTTTTTATTTCCGCCCGTCC-3'

tubulinovy terminator; restrini mistaPstl a Clal
Levy |5-CTGCAGAGTGAATTCTTTCCGTCG -3
Pravy | 5- ATCGATAGGATGGACCAACGCCGT -3

primery pro vytvéeni prdzdného vektoru pTG3039nula, viz kapitola34.5
Levy 5'- TCGAGAGATCTTGACTGACTGACATATGCTGCAGGGGCC -3
Pravy | 5- CCTGCAGCATATGTCAGTCAGTCAAGATCTC -3'

Tab. 4: Primery pouzité pro RT-PCR detekci sense antisense transkripti:

beta-tubulin, detekce mRNA; (XP_001707372)
Levy |5-TCGTACTTCGTCGAGTGGAT -3'
Pravy | 5- GTGGAGTTTCCGATGAAGGT -3'

gigrx5, detekce antisense transkiigt plazmidu pTG3039
Levy 5'- CGCAGAGATAATGCCTAGTA -3'
Pravy | 5- CTAGATGTAGCGGTACGTGT -3'
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gipp2a, detekce mRNA i antisense transkitigtvektoru pTG3039

Levy |5-AGCAGTGCGTGACCATCTTCT -3

Pravy | 5- TTGCCCCGCGGTTTC -3

gipp2a, detekce mRNA

Levy |5- CATGGAACTGGACGAGAATA -3

Pravy | 5- ATTGCTCTCAAGCGACTAAA -3

gipp2a, detekce antisense transkiit plazmidu pTG3039

Levy |5- CATGAAAATCAAAAATGCTA -3

Pravy | 5- CTAGATGTAGCGGTACGTGT -3

giiscu, detekce mRNA v hikach trasfekovanych plazmidem pTG3039, detekcétsou

MRNA a antisense RNA pigiscu v buikach transfekovanych plazmidem pINDGtub

Levy |5- ACCGATATAAGTGATAAGCT -3'

Pravy | 5- TTGATACCTGTATCTTGCTT -3'

giiscu, detekce mRNA v hikach transfekovanych pINDGtub plazmidem

Levy |5- ACCGATATAAGTGATAAGCT -3'

Pravy | 5- AGCAGGAGGCAGCAGTATCA-3'

giiscu, detekce mRNA pro GilscU s HA-z&anim exprimované z plazmidu pONDRA

Levy 5'- ACCGATATAAGTGATAAGCT -3'

Pravy | 5- CATCGTATGGGTAGGATCCT-3'

giiscu, detekce antisense transkdiat plazmidu pINDGtub

Levy |5-CTCGTCTGAACTGGTCTTCT -3'

Pravy | 5- AGAATTCACTCTGCATATGA -3'

giiscu, detekce antisense transkéiat plazmidu pTG3039

Levy |5-CTCGTCTGAACTGGTCTTCT -3'

Pravy | 5- CTAGATGTAGCGGTACGTGT -3'
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452 PCR

Amplifikace geri byla provedena metodou polymerazaweizové reakce (PCR).
MnoZstvi pouzitych chemikalii je v tabulce 5 aceba délka cykl v tabulce 6. Geny byly
amplifikovany z celkové genomové DNA, kterd bylaol@wéana z bugk G. intestinalis
pomoci “Hight Pure PCR Template Preparation Kit‘o¢Re). Sekvence tubulinového
promotoru a terminatoru byly amplifikovany z pladmipTubHApac (Touzt al., 2002) a
sekvence GilscU s HA-ztianim z plazmidu pONDRA_IscU_HA (viz kapitola 4.4).

Tab. 5: SloZeni PCR reakce (chemikalie fermentas):

Reagencie Objem Finalni koncentrace
H,O 12,2 ul XXX
10x PCR Pufr -MgGl 2 ul 1x
DTP 0,4 ul 0,2 mM
MgCl, 2 ul 0,625 mM
DNA 1ul ~100ng
Primer 1 1ul 10 uM
Primer 2 1ul 10 uM
Tag/Pfu polymeraza 0,4 ul 0,05 Ulul
Tab. 6: PCR, pcdet a délka cykh — program gradient
1 Denaturace 94 °C 5 min
2 Denaturace 94 °C 0,5 min
3 Nasedani primér 60-45 °C * 0,5 min
4 Syntéza 72 °C 1 min
Krok¢.2az 4 15x
5 Denaturace 94 °C 0,5 min
6 Nasedani primér 45 °C 0,5 min
7 Syntéza 72 °C 1 min
Krok ¢. 5-7 20x
8 Syntéza 72 °C 7 min
9 Chlazeni 15 °C 0

* V kazdém cyklu se teplota snizio 1 °C
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4.5.3 “Touchdown® program pro komplementarni sparovani nukleotida
pro tvorbu vektoru pTG3039nula

Dvé nukleotidové sekvence byly komplementarrsparovany a vlozeny do

rozSepeneho plazmidu pTG3039.

Levy primer: 5- TCGAGAGATCTTGACTGACTGACATATGCTGCAGGGCC -3
Pravy primer: 5- CCTGCAGCATATGTCAGTCAGTCAAGATCTC3:

“Touchdown® program pro komplementarni sparovarkleotida:

1 Denaturace 94 °C 5 min
2 FPrisedani primer 94-52 °C * 0,5 min
Krok ¢. 2 42 X

3 4°C ©

* V kazdém cyklu se teplota snizio 1 °C

Vysledny DNA fragment:

5'- TCGAGAGATCTTGACTGACTGACATATGCTGCAGGGGCC -3’

e e rrrr

3'- CTCTAGAACTGACTGACTGTATACGACGTCC -5

Apal presah: GGCC - 3’
Xhol piesah: 5 — TCGA

4.5.4 Schéma mut&ni reakce pro tvorbu ribozymi

Na obrazku 26 je znazamm postup, kterym vytidme ribozymové sekvence.
Ribozymova sekvence je sm@sti mutanich primefi. Nejprve je padeba pipravit dw
odctlené PCR reakce a naamplifikovatqgimloviny genu. Poiecisteni slowit oba produkty
ve vhodném powru a gipravit dalSi PCR reakci. V gatenich cyklech této PCR reakce
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asociuji komplementarni Useky obou produft ¢asti sekvence odpovidajici ribozymu) a tim

slouzi jako primery pro syntézu komplementarnichADisEzca.

1. Dvé oddélené PCR reakce (FI+R1; F2+R2):
o

Fl . F2
5’ 3 T — 5
3 3'_‘\ 5 ——
Rl 5 R2
2. Dva vzniklé PCR produkty: / \
N "3 57 EEEEEEEE——————
O —————————————— 5 3 ey £
3. Slouceni obou PCR produkti (PCR F1+R2): l R2
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4, Vysledny PCR produkt s vnesenym ribozymem:
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Obr. 26

Zakladni schéma pro inzerci ribozymu do genu prajiiscu metodou PCR.

Nejprve je pateba gipravit dw oddlené PCR reakce s uzitim F1+R1 a F2+R2 prineegenomové
DNA jako templatu (krok 1). Porgiisteni slowit oba produkty (krok 2) ve vhodném pém a
piipravit dalSi PCR reakci s F1 a R2 primery. \&fanich cyklech této PCR reakce asociuji
komplementarni Gseky obou prodiukt tim slouzi jako primery pro syntézu komplemaritdr DNA
rettzca (krok 3).

Vyswveétlivky: Sekvence ribozymu je znazéma s¥tle mode, ¢asti sekvencegiiscu jsou znazorény
cerverg, zelerk a tma¥ mode. Primery jsou znazogny barvami dle sekvenci, ke kterym jsou

komplementéarni. Schéma upravend@vpato z diplomové prace P. RadyKRJK) z roku 2006.
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4.6 Izolace a klonovani DNA fragment

1. PCR produkty byly smichany se vzorkovym pufrem iffk@mtas) a analyzovany horizontalni

10.

elektroforézou v 1 % agar6zovém gelu a TAE puffunapti cca. 8V/ cm délky gelu.
Nukleové kyseliny byly detekovany ethidium bromidgrmmoci UV zé&eni. Na extrakci
DNA z agar6zového gelu byl pouzivan “Qiaquick Getriction kit* (Qiagen).

Vyizolované fragmenty byly nejprve zaklonovany dazmidu pGem-T-easy (kit pPGEM®-
T-Easy Vectors System; Promega). Plazmidy byly pobakteridlnich kultur izolovany
komegnim kitem “QIlAprep Spin Miniprep Kit* (Qiagen).

Zaligované fragmenty byly z plazmidu v§geny dvoijici specifickych restrtkich enzyni
(Fermentas) podle dopa®ného postupu agistény pies agarézovy gel.

Takto ipravené fragmenty gén s koheznimi konci byly vioZzeny do tipluSnych
rozSepenych plazmid. Ligacni reakce s pouzitim T4 DNA ligazy (Fermentas) byla
piipravena podle dopoEovaného postupu, figemz mnoZzstvi plazmidu a fragmentu
v reakci bylo piblizn¢ v pongru 1:1 (uteno vizuald na agarézoveé elektroforéze). Cela
liga¢ni reakce byla pouzita pro transformaci kompetehtrbakterii XL1-blue tepelnym
Sokem. Transformované bakterie byly vysety na agas@ plotny a kultivovanyigs noc

Z narostlych kolonii bylo 10 otestovano nd@mnost plazmidu s fragmentem. Test @db
pomoci PCR z tepetrlyzovanych busk za pouziti stejnych podminek jaké pmplifikaci
vloZzeného fragmentu. fomnost fragmentu byla determinovdna na agar6zové
elektroforéze. Pozitivni klony byly kultivovany #gmidy byly vyizolovany kitem
“QIAprep Spin Miniprep Kit* (Qiagen).

Kontrola mutaci a spravného vloZeni fragnieshd plazmid: byla provedena sekvenaci.
Owetrené klony bakterii (jeden od kazdé varianty klom@reo fragmentu) byly n&ptovany
ve 100 ml LB média s ampicilinem a plazmidy z nlyly vyizolovany kitem “Wizar8
Plus Midipreps DNA Purification Systém* (Promega).

Koncentrace plazmidu pro pouZitfi plektroporaci byla stanovena nésproji NanoDrop™
1000 Spectrophotometer.

Alternativre byly PCR produkty po vyizolovani z geldimo S€peny pomoci restriktaz,
znova pecisteny pres agarozovy gel a poté ligovanymo do expresnich vektinr

Pro klonovani fragmefts identickymi restriknimi misty na obou koncich byly konce
téchto fragment defosforylovany pomoci “Calf intestinal alkaline hgsphatase*

(Fermentas), reakce byla namichana dle damého postupu.
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4.7 Analyza RNA

4.7.1

Izolace RNA z burék G. intestinalis

Celkovd RNA byla z buwk izolovana TRIZOLem (Total RNA Isolation Reagent,

Gibco BRL).
Postup:

1.

9.

K 1x1078 buikam nalit sterilni vychalzeny PBS a nechat stdeda cca 30 min. i®
chlazeni seifisedlé giardie odpoutaji odkstkultivacni nadoby.

Bunky poté centrifugovatifp 1000 x g / 15 min. / 4 °C. Pelet hiknpievést do sterilni
DEPC ependorfové zkumavkgtérilizované v autoklavu 20 minutipl21 °C a tlaku
110 kPaza gitomnosti malého mnozstvi;B s rozpu&nym diethyl pyrocarbonatem).
Pelet resuspendovat v1 ml Triazol Reagent a nesim$ inkubovat 5 min. ip
laboratorni teplat

Do reakce fidat 200ul chloroformu, snis promichat ot&enim v ruce a inkubovat 3
min. pi laboratorniteplot.

Smeés centrifugovat f 11 500 x g / 15 min. / 4 °C.iPcentrifugaci se oddi spodni
cervend faze (DNA a proteiny), interfaze a vrchribdz@va vodni faze (RNA).

Vrchni bezbarvou fazi s RNA opatrpienést do DEPC ependorfové zkumavky, poté
piidat 0,5 ml izopropanolu a promichat. &minkubovat 10 min. ip laboratorni
teplot.

Poté centrifugovatip 11 500 x g / 15 min. / 4 °C. RNA precipitat vytiopelet na
drg.

Supernatant opaténodsat a pelet promyt 1 ml 75% etanolu. Vortexovamielet
rozmichat.

Centrifugovat i 7 500 x g / 5 min. / 4 °C.

10. Etanol opatra odsat, pelet ususSit na vzduchu 30 min. a rozpusti80 — 50ul vody

bez RNaz (“RNAse free water”, sgast kitu Nucleospin RNA [I; Macherey Nagel).
Pri rozpouséni byla RNA inkubovana 10 miniips5 °C. Poté byl odebran vzorek 1
pro kontrolu na PCR.
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Vzorek RNA je ovSem zr&teny DNA, kterou je nutné odstranit nasledujicim ppsim:

1. Do DEPC ependorfové zkumavky namichat nasledujmikyg (na 10ul reakci,

chemikalie Fermentas):

RINA e e T}
10 x reabni pufr + MgCh ...t coiieeeiiee, 1yl
DNAse | (RNAse-free, L W) ...ooooeeeeeiinniiiiiiiiiiii ul
voda bez RNAS .... ...ooovveeiiiitcmmmmmm e oo eee e do 10

Smes inkubovat 1 hod.ip37 °C.
Do reakce fidat 1ul 25mM EDTA a snis inkubovat 10 min.ip65 °C.
Poté odebrat vzorek 2 pro kontrolu na PCR.

a kb 0N

Cistotu RNA owiit pomoci PCR a specifickych primiepro giiscu se vzorky 1 a 2
z predchozich oddra. U vzorkucisté RNA na DNA elektroforéze nesmi byt zadny

signal.

Alternativre byla RNA izolovana kitem Nucleospin RNA Il (MackgrNagel).

4.7.2 Priprava cDNA G. intestinalis

cDNA byla gipravena reverzni transkripci vyizolované RNA (moui/Se uvedeného

postupu) pomoci kitu “SuperScript Il Revers Tramease Kit* (Invitrogen).

4.7.3 Real Time PCR (RT-PCR)

Pro RT-PCR byl pouzit “IQ Sybr Green Supermix” (Bid). Reakce probihala na
pristroji Light Cycler 480 (Roche).rfprava reakni snesi a podminky RT-PCR jsou uvedeny
v tabulkach 7 a 8. Vysledna koncentrace mRNA semattanovovala metod@ACT [cycle
threshold] dle (Livak and Schmittgen, 2001). Kikfadu vypa@et hladiny mRNA pragipp2a
v linii bunék produkujicich antisense RNA pgbpp2a (linie burgk je zn&ena pp2A-as) byl
proveden takto:

AACT = (CTgippza —~CTrubutin)pp2a-as~(CTgippea —C Tiubulin)wt
2*2CT = rozdil hladiny mRNA pragjipp2a u linie pp2A-as a netransfekovanych Bkiwt).
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Spodni indexy v rovnici zraznai mRNA geri (gipp2a a tubulin) a linii busk (pp2A-as a
wi).

Tab. 7: Reakéni smés pro RT- PCR

Reagencie Objem Finalni koncentrace
H,O 3,8 ul XXX
Sybr green 5 ul 1x
cDNA 0,4 ul XXX
Primer 1 0,4 ul 10 uM
Primer 2 0,4 ul 10 uM

Tab. 8: Schéma RT- PCR reakce

1 Denaturace 95 °C 10 min
2 Denaturace 95 °C 10s

3 Nasedani primér 59 °C 12 s

4 Syntéza 72 °C 30 s
Krok ¢. 2 az 4 50x

5 “Melting" analyza 97 °C 10s

6 65 °C 1 min

7 65-97 °C * 5 min

8 Ochlazeni 40 °C 10s

* Teplota stoupa z 65 °C na 97 °C rychlosti 0,1s°C

4.8 Analyza proteina

4.8.1 Podminky polyakrylamidové elektroforézy (SDS-PAGE

Proteiny byly dleny za denaturujicich podminek na zaklawblekulovych hmotnosti

elektroforézou ve vertikalnim 12% nebo 13,5% potylmidovém gelu s dodecylsulfatem
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sodnym. Slozky gelu jsou uvedeny v tabulce i@dmanesenim na elektroforézu byly vzorky
nejdiive rozmichany ve vzorkovém pufru a denaturovanydpbu 5 min. i 100 °C. Pro
uréeni relativni molekulové hmotnosti byl pouzit stardl Sigma VII-L (Sigma Aldrich),
nebo pedbarveny standard Pageruller (Fermentas). Po releiéze byly proteiny
detekovany obarvenim gelu v roztoku Coomassie i&mil Blue R a odbarvenim

v odbarvovacim roztoku.

Tab. 9 Slozky polyakrylamidového gelu (piprava roztokia A, C, D a G je uvedena v kap.
4.3))

Reagencie 12% gel 13,5% gell Zaasivaci gel
Akrylamid (ml) * 2 2,25 0,4
C roztok (ml) 2,5 2,5 1,25 (roztoku D)
H,O (ml) 0,4 0,25 0,8
Temed (ul) ** 5 5 5
G roztok (ul) 50 50 25
* Akrylamid.......... 30% Acrylamide/Bis Solution (Biorad
** Temed............. NNNN-tetra methylethylen diamine (&g Aldrich)

4.8.2 Imunobloting (Western blot)

Postup:
1. Po proteinové elektroforéze za denaturujicich padkizngiit velikost gelu a nagthat 6

filtracnich papitt a nitrocelu6zovou membranu gepreé stejné velikosti.

2. Nitrocelu6zovou membranu paiitona 5 min. do dest. # a potom spolaé s filtracnimi
papiry pondit na 5 min. do blotovaciho pufru.

3. Nitrocelu6zovou membranu a filthai papiry spoléné s gelem navrstvit do polosuchého
blotu (Biorad) v ptadi 3 filtra&ni papiry, nitrocelulézova membrana, gel, 3 fibka
papiry.

4. Blotovat v fFstroji pro polosuché blotovaniipproudu 1,5 mA/&? 1 hod. Reblotovani
proteini owetit promytim membrany v roztoku ponceau S.

5. Po promyti v dest. ¥D Ize membranu skladovati@ °C ed dalSim zpracovanim.
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4.8.3 Detekce proteimi na nitrocelul6zové membrari

Postup:
1. Nitrocelulézovou membranu inkubovat geplotovanymi proteiny v blokovacim pufru

pies noqti 4 °C.

2. Membranu inkubovat s primarni protilatkou v blokoim pufru po dobu 2 hodifip
laboratorni teplat Protilatkuiedit v pongru 1:100 - 1:1000 dle uzité primarni protilatky
(viz kap.4.3.).

3. Membranu promyt 3 x 20 min. promyvacim pufrefnlaboratorni teplat.

4. Membranu inkubovat se sekundarni protilatkou kooyagou s alkalickou fosfatazou
(1:2000) v blokovacim pufru po dobu 1 hod.lpboratorni teplat.

5. Membranu promyt 2 x 20 min. promyvacim pufrem bdzkotuwného sunaru ip
laboratorni teplat

6. Membranu promyt po dobu 20 min. PBS pufrem. Membridkubovat se substratem pro
alkalickou fosfatdzu BCIP/NBT (BCIP, 5-Bromo-4-Ctde3'-Indol fosfat; NBT, nitro-
blue tetrazolium chlorid; od firmy Sigma Aldrich).

4.9 Pokusy s morpholinovymi oligonukleotidy (MO)

4.9.1 Prehled pouzitych morpholinovych a DNA oligonukleotidi

Pro pokusy byly pouzity standardni kontrolni MO &adnou sekvenci, které
maji piipojeny FITC (fluorescein isothiokyanat) na 3" kor{Gene tools LC). Ty byly
pouzivany pro ueni usgSnosti dordeni MO do busk. Pro samotnou inhibici
mitosomalnich geh gigrx5 (glutaredoxinu 5; fistupovécislo XP_001709192.1) giiscs
(cysteinsulfotransferaza; AAK39427) byly navrzeMO bez fluoresceinu, které byly
zacileny na p&atek translace gén(viz kapitola 5.5.3. obrazek 44 A).

DNA oligonukleotidy byly navrzeny dl&anku (Morcos, 2001). Komplementagi@st
s MO ma byt dlouhd okolo 16 nukleaiich Tm ma byt okolo 37 °C. Sekvence MO a
komplementarnich DNA nukleotidsou uvedeny v tabulce 10. Schéma vzniklych dupjex
na obrazku 44 B v kapitole 5.5.3teld elektroporaci se DNA oligonukleotidy smisi s M©
vhodném poréru (25 ul ImM MO se smisi s 25 ul 700uM DNA oligateotidi).
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Tab. 10: Sekvence morpholinovych a k nim komplemeéatnich DNA oligonukleotidi

(F* znazoriuje FITC znaéeni)

Cilovy gen MO DNA komplementarni
oligonukleotidy

Nahodny 5- 5-

oligonukleotid | CCTCTTACCTCAGTTACA| AAAAAAAAAATATAAATTG
ATTTATA —F* -3’ TAACTGA -3’

giiscs 5'- 5'-

TTGTCCAGGTAAATCAT |AAAAAAAAAAATTTTTTAAT
TAAAAAAT -3’ GATTTAC -3

gigrxs 5'- 5'-

AAAGCCCCCGTTTATTT | AAAAAAAAAAATGGACCAA
GGTCCAT -3 ATAAA -3’

4.9.2 Pokusy sdor&genim morpholinovych oligonukleotidi pomoci
reagencie Endo-porter

Endo-porter (Summerton, 2005) je amfipatickd molekiktera v acidifikovanych
endozomech vytud péry a umozni morpholinovym oliognukleaiit dostat se do cytosolu
buiky. Endo-porter (Gene tools LC) byl dodan ve 1068#hetyl sulfoxidu. Buky byly
inkubovany v médiu silanymi morpholinovymi oligonukleotidy o koncentraZz uM a
reagencii Endo-porter o koncentracich 0, 2, 4 reld1. Po inkubaci byly hiky promyty
PBS pufrem, feneseny na skiko a ihned mikroskopovany.

4.9.3 Elektroporace morpholinovych oligonukleotidi

Elektroporace MO je popsana v kapitole 5.5.2. 2impgo elektroporaci bylo od
prisedlych bugk odebrano médium a nahrazeferstvym. Buiky ve zkumavkach poté byly
zchlazeny na ledu (touto procedurou se odpoutafitodzkumavek) a i s médiem rozphy

do kultivatnich zkumavek pro odby po 24, 48 a 72 hodinach.
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MO v 1mM koncentraci byly i@d pouzitim inkubovany 5 minfipe5 °C pro jejich
lepSi rozpu&ni ve vod (doporieny protokol, Gene Tools LC).

4.9.4 Fluorescergni mikroskopie

Doruceni morpholinovych oligonukleotidize sledovat pouze u Zivych hika Buinky
byly pied pozorovanim promyty v PBS (pro odmyti MO), nangsna podlozni skiko a
prikryty krycim sklickem, které bylo zafixovano lakem na nehty.nBy byly ihned
pozorovany pod fluorescémim mikroskopem Olympus 1X81. Obraz byl zaznamenava

digitélni kamerou Hamamatsu Orca-AG za pouziti paow cell*R imaging.

4.10 Transfekce burék G. intestinalis

Postup:
1. Bunky odpoutat od gh kultivatni nddoby pomoci vysmy média za ledovy sterilni

PBS pufr a nasledného chlazeni na ledu po dobu B0 &uspenzi bufk poté
centrifugovat pi 1000 x g / 10 min. / 4C.

2. Pelet busk rozsuspendovat v. médiu TYI-S-33 a vzniklou sngpdurek opst
centrifugovat pi 1000 x g / 10 min. / 4C.

3. Peletrozsuspendovat v1 ml média. Sfa koncentraci bufk a posléze hiky
natedit pomoci fidani dal§iho média na koncentraci 3,33 Xtosk/ ml.

4. Suspenzi bukk protdhnout jehlou G23, aby se rozruSily shlukpdbugiardii.

5. Odebrat 30Qul suspenze do 4 mm elektropéma kyvety (4 milimetry Siroky sloupec
elektroporované suspenze).

6. Pridat 50 ul plazmidu (o koncentraci ~ 1000 ng/ulyéty poté nechat stat 5 min. na
ledu.

7. Elektroporovat fi 350 V, 1000uF, 750Q; pristroj Gene Pulser Xcell (Bio-Rad).

8. Po elektroporaci nechat kyvety 10 min. na ledug¢gienést biiky z kyvet do 15ml
kultivaénich zkumavek s médiem TYI-S-33 bez sétdékh antibiotik.

9. Za 24 hod. od butk odebrat médium afjlat médium s puromycinem (PAA
laboratories) o koncentraci 54 ug/ml. Médium pogénéiovat v intervalu 3 dny. Po

dvou tydnech je mozné &abuiky normalr ockovat.
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4.10.1 Klonovani transfekovanych giardii

Bunky v médiu n&dit a rozpipetovat na 96-jamkovou dé&sti tak, aby

pravdépodobnost, Ze v jedné jamce bude fkaubyla fiblizné 10%. Poté biky kultivovat

cca 1 tyden v prostdi bez kysliku pomoci Oxoid anaerogen systém (@xoi

4.11 Imunolokalizace HA-zn&eného GilscU v buikach G.

intestinalis

Postup:

1.

Narostlou kulturu giardii nechatimout na podlozni skla v inkubai komirce i
37 °C po dobu 15 min.
Bunky fixovat ve vychlazeném metanolu 5 min. a potoemnpeabilizovat 5 min. ve

vychlazeném acetonu.

3. Preparaty nechat uschnout.

4. Preparéty blokovat v blokovacim pufru 1 hod. vekellkomirce.

5. Inkubovat v blokovacim pufru s primarni mysi moroidini protilatkou proti

hemaglutininovému zrteni proteir 1 hod. ve vihké korirce, protilatkuredit 1:250.
Preparéaty promyt 3 x 5 min. v PBS.

Inkubovat v blokovacim pufru se sekundéarni prtkdd ALEXA FLUOR 488 proti
mysSi protilatce 1 hod. ve vihké kdince. Protilatkuedit 1:1000.

Preparaty promyt 3 x 5 min. v PBS.

9. Preparédty zalit médiem Vecta-shield s DAPI proc¢ena jaderné DNA (Vector

laboratories).

10. Mikroskopovat pod fluorescénim mikroskopem.
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5 Vysledky

5.1 Testovani plazmidi pINDG a pTG3039

5.1.1 Testovani plazmidu pINDG pro umkovani genu kédujiciho GilscU

Plazmid pINDG byl Stpen restriktizamBamHI a Pstl. Do tohoto plazmidu jsem
vlozil gen progiiscu v antisense orientaci. Antisense RNA jsem navel, taby byla
komplementarni i s néeklddanou oblasti na cilené mRNA (obr. 27). Teraaskrukt byl
elektroporaci vpraven do b¢kna buiky byly selektovany 3 tydny puromycinem (54 mg/ml).
Tuto polyklonalni kulturu bu¥kk jsem naklonoval a odvodil od ni 4 klonalni linfgotoze
v polyklonalni kultde by rékteré butky mohly vykazovat tznou miru inhibice GilscU a
ptitom by to nemuselo byt patrné na imunoblotu. Kalest rostoucim kulturam giardii jsem
poté gidal tetracyklin. Buiky rostly v médiu s tetracyklinem po dobu 48 hodipoté v nich
byla detekovana hladina proteinu GilscU metodou niaflotu. Vyrazné sniZzeni exprese
GilscU u polyklonalni linie ani u klonalnich liniSak pozorovano nebylo (obr. 28). Na
imunoblotu je patrny dvojity signal, ktery odpovigdioteinu GilscU. Patinse jedna o
procesovanou a neprocesovanou formu GilscU (Dokdzall, 2005).

5'-
ATGACTTCTGATGCCGCAGATATGAAATGGGAGGACTTTCCATCAGREERGATTACAGTCAGGAATAC
GTTCAGGCGTTTACACGGAATGGTGCTTACCCGACCTCAAACTCATRRTATCAGCCATAAATTCTAAT
A TGACAAGCCTTCAGCTCTCTAGCACTTCCCTTTTGCAGTCTGTTGCACBUNIRAAGAAGACCAGT
TCAGACGAGGTTTATTCTGAGCTAGCCATGCAGCATTACCGCACBACESBIGGGACCCTTGATGACGAT
GACGAACATGTCGGCTCCGGTCTAGTCGGCGCGCCTGCCTGTGETGAEGTT TCAGATCAAGGTCGGG
GACGATGGTAAGATTTCGGAAGCCAAGTTCAAGACATTTGGATG BEBABCACGTCTTCGAGCTACGCC
ACCTCTCTTCTCCAAGGCAAGAGTTTGGAAGAGGCCTCTCAGATBARGAAATAAGTGATAAGCTCGGT
CTCCCTCCTGTCAAGCTACACTGCAGCGTTCTGGCGGAGGACG CRRTSABAAGACGACTACAAGAGA
AAGCGGGGAAGCAAGATACAGGTATCAAAGTCTTGBTGA

Obr. 27

Sekvence genuwiiscu i s nepgrekladanou oblasti. Tato sekvence byla zaklonovanaodvektoru
pINDG.

Modte je vyzngena pekladana oblast gergiiscu acervert je vyznd&en paatek translace. Zeléne
vyznaena nepekladana oblast, ktera je $@stigiiscu v antisense orientaci, viozeného do vektoru
pINDG.
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Obr. 28

Analyza hladiny proteinu GilscU pomoci imunoblotu u bunék produkujicich antisense giiscu
RNA z plazmidu pINDG.

A. Elektroforéza (SDS-PAGE) ukazujici vyrovnané ustei nanaSeného proteinu lyzatu
transfekovanych giardii.

B. Imunoblot ukazujici nezénénou expresi proteinu GilscU.

Vyswetlivky: wt, netransfekované likty; pol, polyklonalni linie; 1,2,3,4tyti klonalni linie; + a —
zna&i pritomnost tetracyklinu v médiu; S, standard molekgddn hmotnosti. Tento pokus byl

proveden v biologickém duplikatu, data z druhé ledyanejsou ukazana.

5.2 Testovani plazmidu pTG3039 pro umtovani gemi kddujicich
GilscU a GiGrx5

5.2.1 Konstrukce plazmidi pro produkci konkrétnich antisense RNA

molekul

Do plazmidu pTG3039 byly v antisense orientaci antvany DNA fragmenty
nélezici proteinu GilscU a proteinu GiGrx5. GiPpBPpla pouZita jako pozitivni kontrola.
Lauwaet a kol. (2007) totiz publikovali inhibici Hoto proteinu pouZzitim identického
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plazmidu (pTG3039). Pro vioZeni tohoto genu v amse orientaci do plazmidu jsem uZil
stejnych primek jako ve zmigné publikaci.

Antisense vlakna odpovidajigiiscu agigrx5 byla zkracena oifblizné 20 nukleotid
dlouhécasti oproti sense vlakm (viz primery uvedené v kapitole 4.5.1). T&#st odpovida
poslednim 20 nukleotioth na sense mMRNA molekulach. Diky této ugrgsem poté mohl
pomoci RT-PCR snadno odliSit sense a antisense Rékho (obr. 29). Gen prgipp2a byl
ale v antisense orientaci viozen cely, abyigsg zopakoval postup z publikace.

A, sense [sell mRNA

AS -F §-F SR
- = -
B. antisense lscll RNA
exprimovana z plazmidu pTG3039 ¢ f AS-F AS R

Obr. 29

Schéma RT-PCR detekce ¥irozené mRNA pro giiscu a antisense RNA progiiscu, ktera je
exprimovana z plazmidu pTG3039.

A) Schéma mRNA prajiiscu. Cerné jsou znazorény primery S-F a S-R, které jsou zacileny do
piekladané oblasti MRNA molekulgast této oblasti se na antisense RNA molekule rguyie.

Pro nazornost je na schématu znaorn primer AS-F v mist, kde sekvetné odpovida mRNA
molekule.

B) Schéma antisense RNA molekuly mjitscu. Cerverg jsou znazorény primery AS-F a AS-R, které
jsou zacileny do oblasti, ktera odpovidéktadanécasti giiscu mMRNA a do oblasti odvozené od
vektoru pTG3039. Tatdast se na mMRNA molekule nevyskytuje.

Vyswetlivky: Tmawe cerverg je vyzn&enacast spoléna sense i antisense RNA molekule. kéoge
vyznaena cca 20 nukleotiddlouh&acast sensgiiscu mMRNA, kterd se na antisense RNA molekule
nevyskytuje. Zele# jsou vyznaeny nepekladané oblasti na sense mRNA molekule. &jsbu
vyznaeny ¢asti na antisense RNA molekule odvozené od sekvglazenidu, které se nevyskytuji na

sense mMRNA molekule.
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Od plazmidu pTG3039 jsem odvodil “prazdny* plazmakzvany pTG3039nula, ktery
neobsahuje Zadny vloZzeny gen. Na misto inzertlojgena pouze kratkd sekvence obsahujici
stop koddny ve vSeclhechétecich ramcich. Tento plazmid byl pouZit jako negetkontrola.

Pomoci muténich primed byl pripraven ribozym fiblizn¢ uprosted antisense RNA
nalezici giiscu a zaklonovan do vektoru pTG3039. Byl pouzit idekyji ribozym jako
v publikacich popisujicich inhibici pomoci giardiav (Dan et al., 2000), ktery byl dle
publikace zacilen do mista v mRNA sekvenci, kdel jgedle sebe guanin, uracil a cytosin.
V tomto mist je pak inhibovana mRNA &ena. Schéma konkrétniho ribozymu, ktery jsem
pouzil v této diplomové praci, je na obr. 30. Pjednoduseni neni uvedena cela sekvence
nalezicigiiscu a také neni uvedena celd k ni komplement&ést antisense RNA ramen
ribozymu. Po pepisu do RNA by @l mit “hammerhead” ribozym schopnostgit mRNA
molekuly se sekvenci komplementarni k antisensé Ridnerim, ktera ribozym obklopuji
(Danet al., 2000).
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Obr. 30

Schéma ribozymu v antisense RNA molekule, ktery bydkonstruovan pro inhibici giiscu.

Cervert je znazortina sekvence ribozymdasti antisense RNA ramen komplementargiikcu jsou
znazorgny mode. Cerrg je znazoranacast mRNA naleZiogiiscu. Zluté je vyznaena trojice guanin

uracil a cytosin, coz je misto, za kterym doch&zstpeni (vyznéeno Sipkou).
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5.2.2 Exprese antisense RNA molekul v liniich s pTG3038lazmidy a vliv

na expresigiiscu agigrxs

Zminéné konstrukty byly transfekovany do kin a selektovany dva tydny
puromycinem. Vzniklé linie buik jsem nazval Grx5—-agigrx5 antisense), pp2A-agipp2a
antisense), IscU-agji{scu antisense), IscU-ribg{iscu antisense s vloZzenym ribozymem) a
Nula (prazdny vektor).

Uspssna exprese antisense RNA molekul z linii IscUkssJ)-rib, Grx5-as a pp2A-as
byla potvrzena pomoci RT-PCR (data nejsou ukazaRamoci RT-PCR byla roa
zjisStovana pipadna zrmdna hladiny mRNA molekul nélezicictjiscu a gipp2a (obr. 31).
Hladinagiiscu mMRNA se u buék produkujicichgiiscu antisense neéni (obr. 31 A). Exprese
gipp2a mMRNA v buikdch byla zjifovdna pomoci dvojice primieridentickych jako
v publikaci Lauwaet a kol. (2007). Tato dvojicerpeiti vSak nedokéze rozliSovat mezi sense
a antisense RNA vladknem (sekvence rozeznavané pyijgeu na sense i antisense RNA
molekule). Proto byla pro detekci pouzita i druhéjete primefi, kterd rozeznava pouze
sense MRNA vlakno (jeden z primietotiz rozeznava 3" UTR oblast unikatni pro mRNA
molekulu). U bugk, které maji produkovat antisenggp2a RNA, ukazala prvni dvojice
primeri zvySenou hladingipp2a RNA, coz ogt naznailo ispSnou expresi antisense RNA
molekul v této transfekované linii békn Mnou navrZzena dvojice primerktera néti pouze
sense MRNA vlakno, ukazala, Ze se v pp2A-as limikk gipp2a mRNA sniZuje, a to 0 39

+30 % oproti netransfekovanym itkém.
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Analyza exprese mRNA pro giiscu v bunkach
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Detekce mRNA progipp2a

800
700
00 -

500 -
400
300 -

M gippZa mRNA

200 -
100 -

relativni mira exprese

wi nula pp2A-as

Obr. 31

RT-PCR analyza hladiny mRNA pro giiscu a gigrx5 v liniich giardii transfekovanych
plazmidem pTG3039.

A. RT-PCR analyza exprese mRNA pgascu Vv linii produkujici antisensgiiscu RNA molekuly
(IscU-as). Hladina mRNA prgiiscu neni v linii IscU-as snizena.

B Primery které rozeznavajiscu mRNA vlakno.

B. RT-PCR analyza exprese mRNA mipp2a v linii produkujici antisensegipp2a RNA molekuly
(pp2A-as) pomoci prvni dvojice primigrktera nedokaze odliSit sense a antisense vidkngseni
RNA v pp2A-as linii znai tspSnou expresi antisense RNA molekul v této linii.

B Primery, které rozeznavaji mRNA pgipp2a a sowasre i antisense RNA praipp2a. Tyto
primery byly pouzity v publikaci Lauwaet a kol. 0.

C. RT-PCR analyza exprese mRNA mipp2a pomoci druhé dvojice primérktera rozeznava pouze
MRNA pro gipp2a. mRNA nélezejicigipp2a se v pp2A-as linii snizila o 39+30% oproti
netransferovanym lakam.

B Primery které rozeznavajipp2a mRNA vlakno.

Vyswétlivky: wt, netransfekovana linie bgk; nula, linie s prdzdnym plazmidem; IscU-as, linie
exprimujici antisense RNA prgiiscu; pp2A-as, linie exprimujici antisense RNA pgipp2a; |

v sloupcich grafu zréd smérodatnou odchylku.

Tento pokus byl proveden v biologickém i technickéuplikatu (buiky z kazdé linie byly nasazeny
do dvou kultiv&nich nadob a z kazdé nadoby se poté izolovala RAplikatu). Hodnoty v grafech

jsou pfimérem hodnot ziskanych &dhto étyrech RNA odira.
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V liniich IscU-as, IscU-rib, Grx5-as a Nula jsenisgpval hladinu proteinu GilscU a
GiGrx5 metodou imunoblotu. Nepozoroval jsemémm exprese GilscU v liniich IscU-as a
IscU-rib a ani zdinu exprese GiGrx5 v linii Grx5-as (obr. 32).
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Obr. 32

Analyza exprese GilscU a GiGrx5 u linii produkujicth antisense RNA progiiscu (IscU-as),
antisense RNA progiiscu s ribozymem (IscU-rib) a antisense RNA praigrx5 (Grx5-as).

A. Elektroforéza (SDS-PAGE) ukazujici vyrovnané mnaZzstnanaSeného proteinu lyzatu
transfekovanych giardii.

B. Imunoblot ukazujici nezénénou expresi proteinu GiGrx5 v linii Grx5-as.

C. Imunoblot ukazujici neztnénou expresi proteinu GilscU v liniich IscU-as alsab.

Vysweétlivky: wt, netransfekované tiky; Grx5-as, IscU-as, IscU-rib a nula jsou z&mé@ linie
transfekovanych buik; S, standard molekulovych hmotnosti.

Tento pokus byl proveden v biologickém duplikata,etektroforéze a imunoblotu jsou duplikaty vzdy

vedle sebe a oztenycisly 1 a 2.
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5.3 Piiprava a testovani plazmidu pINDGtub s inducibilnim

alfa-tubulinovym promotorem

5.3.1 Konstrukce plazmidu pINDGtub

Plazmid je znadzogm na obr. 33. Pro konstrukci byl uzit jako zaklddzmid pINDG

s vloZzenymgiiscu v antisense orientaci. Pomoci restrikt&g}ll byl vystépenran promotor.
Konce vzniklé linearni DNA byly poté defosforylowapomoci “Calf intestinal“ alkalické
fosfatazy. Timto krokem se zamezi & plazmidu fi liga¢ni reakci bez toho, aniz by byl
spojen s inzertem. Do roZpeného plazmidu byl vioZen tubulinovy promotor. édiyl
plazmid znova gpen restriktazamiPstl a Clal. Do takto roz&tpeného plazmidu byl viozen
alfa-tubulinovy terminator, ktery nahradil glutaméhydrogenazovy terminator. Tubulinovy
terminator i promotor byly naamplifikovany z poskytého plazmidu pTubHApac (Touz et

al., 2002).

Obr. 33
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Mapa zkonstruovaného plazmidu pINDGtub s vyzn&enim restrikénich enzyma.

Vyswetlivky: Amp, betalaktamaza; pac, puromycin-N-acttyisferaza; TetR, tetracyklinovy represor;

GDH, terminator glutamatgehydrogenazy; tub, altautinovy promotor¢i terminator; Gia, alfa-
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giardinovy promotor; op, dva tetracyklinové opergt@a sebou; inzert¢ast genu progiiscu
v antisense orientaci; pGentast sekvence pGemu; Zetepsou ozndeny promotory,cerverg

terminatory.

5.3.2 Ovéreni inducibilni exprese gei z plazmidu pINDGtub

Indukce tvorby proteinu byla sledovana pomoci faszerini imunolokalizace. Gen
kédujici GilscU s HA-zn&enim na C terminalnim konci byl naamplifikovan zazhidu
pPONDRA IscU_HA. Tento DNA fragment byl vioZzen daapimidu pINDGtub, kterym byla
transfekovana linie giardii. Po vyselektovani blghee 48 hodin indukovana tetracyklinem.
Imunolokalizace ukazalaetelnou indukci tvorby proteinu (obr. 34). U Burpestovanych za
piitomnosti tetracyklinu je patrna typicka mitosomélokalizace HA-zn&ného GilscU.

Fluorescetni signal u neidukovanych bekbyl na Urovni pozadi.

A.

Obr. 34

Indukce exprese HA-zn&eného GilscU v buikach transfekovanych plazmidem pINDGtub.

A. Bunky pestované bez tetracyklinu. B. Bky péstované 48 hodin v médiu s tetracyklinem. GilscU
s HA-znaenim ma pedpokladanou typickou mitosomalni lokalizaci.iiBy jsou znazorény pod

zvétSenim 1000x.

Schopnost nav vytvoreného vektoru inducibith produkovat RNA molekuly byla
charakterizovdna pomoci RT-PCR (obr. 35). Pokusy psevadly na linii burgk
exprimujicich gemgiiscu v antisense orientaci. Pro detekci antisegisseu RNA byly pouZzity
primery, které nedokazi rozliSit sense a antis@&isé vlakno. Proto byla mRNA prgiiscu
detekovana pomoci dalSi dvojice prinexr hladina antisense RNA tedini rozdil hladiny
naneiené druhou a prvni dvojici primerV buikach bez tetracyklinu dochazi k neznatelné
expresi antisense RNA molekul, coz doklada velmiymazdil hladiny, kterou detekovala
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prvni a druha dvojice primér(obr. 35). B dvoudenni indukci mnozstvi antisenggscu

RNA naroste na zhrub#tetindsobek nasobek hodnoty segisscu mRNA.

Indukce exprese antisense RMNA pro giiscu ve vektoru
pINDGtub
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Obr. 35

RT-PCR analyza inducibilni exprese antisense RNA ailekul pro giiscu ve vektoru pINDGtub

v ¢ase 48 hodin.

Relativni mira exprese je uvedena v logaritmick§megeni. Je patrna silna exprese antisense RNA
molekul progiiscu u transfekovanych béh kultivovanych za fitomnosti tetracyklinu.

B mRNA progiiscu + antisense RNA prgiiscu, prvni dvojice primek, ktera detekuje tyto RNA
molekuly.

B mRNA progiiscu, druha dvojice primer, ktera detekuje pouze hladinu mRNA [oFiscu.

Vyswetlivky:  wt, netransfekované tiky; NAS2, linie transfekovana plazmidem pINDGtub

produkujici antisense RNA pgpiscu; + a — znéi pritomnost tetracyklinu v médiu.

5.3.3 Testovani vlivu délky indukce antisense RNA molelw plazmidu
pINDGtub na expresi GilscU v buikach giardii

Plazmid pINDGtub byl &pen restriktazamBamHI| a Pstl a byl do ®&j vloZzen gen pro
giiscu v antisense orientaci. Tento plazmid byl poté sfekovan do buwk a 2 linie
transfektant byly pouZzity pro dalSi pokusy (déale ozZpaany jako NAS1 a NAS2).

Indukce tvorbygiiscu antisense RNA ve vektoru pINDGtub bylagtena pomoci RT-
PCR (obr. 35). Analyzovana byla pouze induka@ase 48 hodin u NAS2 linie. Na grafu je
patrny silny naist antisense RNA molekul u indukovanych &krktery dosahuje zhruba 30
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nasobkugiiscu sense transkript | pii tak silné expresi antisense RNA molekul vSak $émo
ke snizeni hladingiiscu mRNA (obr. 35).

Hladina GilscU byla pomoci imunoblotu sledovanabowlinii véase 24, 36, 48, 96 a
192 hodin (obr. 36). Vyznamny Ubytek GilscU vSakylgozorovan.
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Obr. 36

Analyza exprese GilscU u busk transfekovanych plazminem pINDGtub, ktery tvori antisense
RNA molekuly pro giiscu. Analyza byla provadna v ¢asech 24, 36, 48, 96 a 192 hodin indukce
tetracyklinem.

Elektroforézy (SDS-PAGE) ukazuji vyrovnané mnozstnaseného proteinu lyzatu transfekovanych
giardii. Imunobloty ukazuji nezinénou expresi proteinu GilscU \ipad: vSech testovanyatagi.
Vyswvétlivky: wt, netransfekované liky; NAS1, NAS2 jsou d¥ polyklonalni linie, které produkuji

antisensgiiscu; + a — znai pritomnost tetracyklinu v médiu; S, standard molekgdtn hmotnosti.
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5.3.4 Analyza exprese GilscU u klonalnich linii giardiiexprimujicich
antisense RNA z plazmidu pINDGtub

Pro dalSi testovani byly od linii NAS1 a NAS2 (ueed v kapitole 5.3.3.) odvozeny
klony. Od linie NAS1 byly odvozenyitklony (NAS1-k1, NAS1-k2 a NAS1-k3) a od linie
NAS2 dva klony (NAS2-k1, NAS2-k2).

Klonalni linie NAS1-k1, NAS1-k2 a NAS1-k3 byly 4Bodin pEstovany v médiu
s nebo bez tetracyklinu a poté byla analyzovanaesepGilscU pomoci imunoblotu. Exprese
GilscU u kloni péstovanych s tetracyklinem snizena nebyla (obr. B7 A

Klonalni linie NAS2-k1 a NAS2-k2 byly gstovany v médiu s nebo bez tetracyklinu
také 48 hodin, ficemz mnozstvi proteinu bylo analyzovandéasech 24 a 48 hodin. Ani u
kloni NAS2-k1 a NAS2-k2 nedoSlo k vyznamné inhibici eeqe proteinu GilscU (obr. 37
B).
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B. 24 hod. 36 hod.
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Obr. 37
Analyza exprese GilscU u klonélnich linii giardii e&primujicich antisense RNA z plazmidu
pINDGtub.

Elektroforézy (SDS-PAGE) ukazuji vyrovnané mnozs@naseného proteinu lyzatu transfekovanych
giardii. Imunobloty ukazuji neziménou expresi proteinu GilscU.

A. Analyza exprese GilscU u klondlnich linii NAS1;kNAS1-k2 a NAS1-k3 které byly 48 hodin
kultivovany v médiu s tetracyklinem. Ke #n¢ exprese proteinu GilscU u indukovanych &kn
nedochazi.

B. Analyza exprese GilscU u klonalnich linii NAS2;KNAS2-k2, které byly 48 hodin kultivovany
v médiu s tetracyklinem. Exprese GilscU byla analyana Wase 24 a 48 hodin wipomnosti
tetracyklinu. K inhibici exprese proteinu nedochéai v jednom zasi.

Vyswétlivky: wt, netransfekované iky; NAS1-k1, NAS1-k2 a NAS1-k3, NAS2-k1, NAS2-k2ojs
klondlni linie; + a — znd pritomnost tetracyklinu v médiu; S, standard molelybh hmotnosti.

Tento pokus byl proveden v biologickém duplikatatedz druhé paralely nejsou ukazana.
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5.4 Indukce tvorby dsRNA v buiikach giardii

Do burek exprimujicich mRNA pro GilscU s HA-ztenim (z vektoru pONDRA) byl
vpraven vektor pINDGtub, ktery inducibdrexprimuje antisense RNA molekuly pgascu.
Tyto dw RNA by spolu v biice mohly vytvdit dsSRNA a slouzit tak k umeni @girozeného
giiscu prostednictvim RNA interference.

Tento pokus byl prova&th v navaznosti na net&mé inhibice genwiiscu pomoci
antisense RNA. Samotna exprese antisense RNA molekueoreticky mohla posta
k tvorté dsRNA, neb6 se v buce vyskytuje sense mRNA nalezZidirpzenémugiiscu. To,

Ze produkce antisense RNA nevede k t¢odsRNA, bylo ale zjisho nap. u T. brucei
(Drozdzet al., 2002). UT. brucei (u které doke funguji techniky undovani pomoci dsRNA)
pii expresi antisense RNA nedojde k inhibici gentibice genu Drozdz a kol (2002) dosahli
jen v buikach s d¥ma plazmidy, které produkovaly sense a antisens& Rilekuly.

Bunky giardii byly po transfekci selektovany v médipwsromycinem a geneticinem
G418 dva tydny a poté byly analyzovanyghwlyklonalni linie (linie DS1 a linie DS2).

Tvorba sense i antisense RNA z plazimgdtaké hladinaifrozenéhagiiscu transkriptu
byla u DS1 linie sledovana pomoci RT-PCRagech 2, 4 a 6 dnndukce (obr. 38). U buk
péstovanych s tetracyklinem se antisense RNAitaojeji mnozstvi je ifiblizn¢ stonasob®
vétSi oproti tetracyklinem neindukovanym ikém. Exprese antisense RNA molekul i za
absence tetracyklinu se da vydi nedostaténou inhibici transkripce tetracyklinovym
represorem (tzv. leakage). Hladina mRNA nalezici-#h&enémugiiscu ztastala po dobu
indukce tvorby antisense RNA ne&mina a nesnizila se ani hladina mRNA nalezici

piirozenémugiiscu transkriptu (obr. 38).
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Analyza exprese giiscu transkriptd u
DS1 linie
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Obr. 38

RT-PCR analyza expesagiiscu transkript i u linie DS1 khem indukce tvorby antisense RNA
z vektoru pINDGtub.

Relativni mira exprese je uvedena v logaritmickéynegeni. | fi silné expresi antisense RNA
molekul nedojde ke snizeni expres@&rqzenychgiiscu transkripti ani transkripi nalezicich HA-
zna&enémugiiscu.

Vyswetlivky: O IscU HA, mRNA progiiscu s HA-zn&enim;ll  IscU wt, firozena mRNA praiiscy;

B antisense, antisense RNA piiscu; wt, netransfekované hky; ds, transfekované hky, 48, 96 a

144 zn&i dobu indukce tetracyklinem v hodinach; + a —¢zpéitomnost tetracyklinu v médiu;

| v sloupcich grafu zeéasmsrodatnou odchylku. Pokus byl proveden v biologickduplikatu.

Schopnost tohoto systému sniZzovat expragiopeného GilscU a HA-zreného
GilscU u linii DS1 a DS2 byla sledovana pomoci iwiiotu (obr. 39). Biky byly
péstovany 2, 4 a 6 dnv pritomnosti¢i za absence tetracyklinu. Ke &mn¢ exprese jak HA-

znaeného, tak i irozeného GilscU nedochéazi ani v jednoag.
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Obr. 39

Analyza exprese pirozeného GilscU a HA-zn#&eného GilscU u linii burgk soutasné
transfekovanych plazmidem pINDGtub produkujicim antisense RNA progiiscu a plazmidem
PONDRA, ktery produkuje mRNA nalezZici HA-zna¢enémugiiscu.

Elektroforézy (SDS-PAGE) ukazuji vyrovnané mnoZzstanasSeného proteinu. Imunobloty ukazuji
nezmnénou expresi proteinu GilscU.

A. Analyza expreseifpozeného GilscU v hikach linii DS1 a DS2ip48, 96 a 144 hodinové indukci
tvorby antisense RNA prgiiscu. Hladina proteinu se u DS1 ani u DS2 linie gaim

B. Analyza exprese HA-zianého GilscU v hitkach linie DS1 f 48, 96 a 144 hodinové indukci
tvorby antisense RNA prgiiscu. Hladina HA-zngeného GilscU se nefni. Pokus byl proveden
v biologickém duplikétu, na elektroforéze a imuraibljsou duplikaty vZzdy vedle sebe a oy
Cisly 1 a 2.

Vyswetlivky: wt, netransfekované lialy; DS1, DS2 jsou dypolyklonalni linie transfektafit + a —

zn&i pritomnost tetracyklinu v médiu; S, standard molekybéh hmotnosti.
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5.5 Testovani morpholinovych oligonukleotidi pro inhibici gena
u G. intestinalis

Dorweni MO do buik je zcela nezbytny, avSak obtizny krak pavadni inhibicniho
protokolu. MO jsou totiz nenabité, coz sniZuje éfgtu elektroporaceti doruceni pomoci
kationickych lipici. U nékterych linii sa¢ich burgk se proto k dorteni MO pouZziva latka
Endo-porter (Summerton, 2005). Tato latkéis@da k povrchu hiky a je nespecificky
endocytovana. V acidifikovanych endozémech viitvpéry a uvolni tak nespecificky
endocytované MO do cytosoluiiky. Pro sledovani agpnosti dordeni do bugk jsem ngl

k dispozici nesmysiné MO ztené FITC.

5.5.1 Doruéeni morpholinovych oligonukleotidi do bunék pomoci Endo-

porteru

Pomoci fluorescence byla zjgsana schopnost Endo-porteru dortvO do burgk G.
intestinalis. Builky byly inkubovany v médiu s MO o koncentraci 2uMs &ndo-porterem o
koncentraci 0 uM, 2 uM, 4 uM nebo 6 uM. Po 3 a &dihach byly Zivé biky pozorovany
pod mikroskopem. Endo-porter nedéituMO do burék v Zadné z uvedenych koncentraci.
Dorweni nebylo pozorovano ani za 3 ani za 24 hodinéeNpabcento budk svitilo, ale vzdy

se jednalo o mrtvé lilky (obr. 40). To nazriaje, Ze se do nich MO dostaly nespecificky p

poruseni plazmatické membrany.

Obr. 40
Neuspisné doruteni morpholinovych oligonukleotidi do bunék pomoci Endo-porteru.
A. Bunky pod fazovym kontrastem; B. Fluorescence MO¢engich FITC byla pozorovana pouze u

mrtvych burk (Sipka). Buiky byly pozorovany pod 2Senim 200x.
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5.5.2 Doruéeni morpholinovych oligonukleotidi do bunék pomoci
elektroporace

Pro doréeni MO do busk jsem vyzkouSel metodu zaloZenou na elektroporaci.
Elektroporace MO do bik se provadi obdoknjako elektroporace plazmid Buiky se
piipravuiji identickym postupem. Do kyvety se k 1kbdikam gida 50 ul MO o koncentraci
500uM. Poté se kyvety stkami nechaji stat na ledu cca 1 minutu a naslesa
elektroporuji pi napsti 350 V, elektricka kapa&t1000 uF a odporu 75Q. Po elektroporaci
jsem nechal htky v kyvetach stat 10 minut na ledu a poté fengsl z kyvet do 15 ml
kultivaénich zkumavek s médiem.

Pomoci tohoto protokolu bylo dosazeno deni MO do buik. Fluorescence vSak
byla velmi slaba (obr. 42 A).

Proto jsem testoval U&pnost dorteni do budk pomoci navazani ¢asti
komplementarni DNA na elektroporované MO (obr. #ayvrhovani oligonukleotid viz
kapitola 4.9.1.). Komplementarmavazana DNA udi celému duplexu zaporny naboj. To se
ukazalo byt dobré pré&vpro dordeni MO do busk. Podobny systém byl jiz v literatl
publikovan. Morcos (2001) pouzival duplexy morpholiych a DNA oligonukleotidl a
dorwoval je do budk pomoci kationickych lipid. DNA oligonukleotidy byly navrZzeny s 5°
poly A presahem, aby se po doemi |[épe odbouraly exonukleazami (viz kap.6.4).

V mém pokusu jsemifpipetoval DNA oligonukleotidy #asti komplementarni k FITC
zna&enym MO (tento konkrétni duplex je znazémma obr. 41). Elektroporaci takovychto
duplexi se pod#lo MO dorwit do wtSiho mnoZstvi buik G. intestinalis (obr. 42 B). Navic
se MO dostaly do buk ve wtSi koncentraci, coz dokumentuje i gj§i fluorescence bu.

V c¢ase 3 hodiny po elektroporaci jsem &pal okolo 50% sviticich bwk v pripac
MO-DNA duplexi. Fxi elektroporaci samotnych MO svitilo pouze okol@2burek. Po 24
hodinach byl rozdil jestvyrazrejsi, svitilo 15% budk v paralele kde byly elektroporovany
duplexy a pouze 2% bgk, kde samotné MO (obr. 43). Bky v case 48 hodin jiZz nesvitily.
V kontrolnich buikach bez elektroporovaného morpholina nebyla poZomra Zadna

fluorescence (obr 42 C).

AAAAAAAAAATATAAATTGTAACTGA

rrrrrrrr o rr

ATATTTAACATTGACTCCATTTCC
Obr. 41

Schéma duplexu DNA a morpholinovych oligonukleotid.

DNA je znaenacervere. Morpholinovy oligonukleotiderrs.
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Obr. 42

Doruéeni fluoresce&né znatenych morpholinovych oligonukleotidi do giardii pomoci
elektroporace. Fluorescence butk 3 hodiny po elektroporaci.

A. Svitici buiky po elektroporaci MO.

B. Svitici buiky po elektropororaci MO-DNA dupléx

C. Buiky nesviti, elektroporovana byla samotngOH Tato paralela bwk slouZi jako negativni
kontrola.

Bunky byly pozorovany $ zvétSeni 200x. Fotky ukazuji bkly vyfocené pod fazovym kontrastem a

pii FITC fluorescenci. Pokus byl proveden v biologink duplikatu.
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Procento sviticich bunék po
elektroporaci morpholinovych
= oligonukleotidi
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3 hod 24 hod
hodiny po elektroporaci
Obr. 43

Graf znazomujici procento sviticich burgk v ¢ase 3 hod a 24 hod po elektroporaci samotnych
morpholinovych oligonukleotidi nebo morpholino-DNA duplexi.

B Morf+DNA, elektroporovany byly duplexy morplmdvych a DNA oligonukleotid;

H Morf, elektroporovany byly samotné MD.v sloupcich grafu zgasmsrodatnou odchylku.

5.5.3 Pokus o inhibici geri kddujicich GilscS a GiGrx5 pomoci

elektroporace morpholinovych oligonukleotidi

Navrhl jsem morpholinové oligonukleotidy pmpiscs a gigrx5 tak, aby blokovaly
misto, kde prawtpodobr zaiina translace proteinu (obr. 44 A). &to oligonukleotidm

jsem navrhl Zasti komplementarni DNA oligonukleotidy s poly#egahem (obr. 44 B).

A.

>giiscs

5 -

N C CAGGCCACTACGGCTATCGACCCCCGCGTGTTAGGY

AGATGGTCCCGTACATGACCACAAA - 3
>gigrx5

5 -
N T TCCTAAGGCACTTGCACTGACGCGGTAG
CGTCAAGGGGGCTCATACTAGGCAT - 3
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B.
>duplex progiiscs

5- AAAAAAAAAAATTTTTTAATGATTTAC -3

3 TAAAAAATTACTAAATGGACCTGTT - &

>duplex progigrx5

5- AAAAAAAAAAATGGACCAAATAAA - 3

3+ TACCTGGTTTATTTGCCCCCGAA/ 5

Obr. 44

Navrzené morpholinové oligonukleotidy progiiscs a gigrx5 a k nim zéasti komplementarni DNA
oligonukleotidy.

A. Schéma zstku genugiiscs a gigrx5. Zlutym pismem je zr@na 5  nefekladana oblast genu,
cernym je zn&na pekladanacast, peéatek translace je ozéen bile, mote jsou ozn&eny
oligonukleotidy, které by sy byt blokované navrzenymi MO.

B. Schéma duplex DNA a MO pro giiscs a gigrx5. DNA oligonukleotid je zn&n derverk.
Morpholinovy oligonukleotid moig.

Pomoci zavedeného elektropémého protokolu byly do buik elektroporovany
oligonukleotidy progiiscs s nhavazanou komplementarni DNA. By rostly v médiu a
exprese GilscS byla sledovang&asech 24, 48 a 72 hodin. K inhibici exprese proteite
nedoslo (obr. 45). Otestovana byla i elektropossraotnych MO praiiscs, samotnych MO
pro gigrx5 a duplex MO-DNA pro gigrx5. Inhibice exprese proteinGiGrx5 a GilscS
v ¢asech 24 a 48 hodin rosinebyla pozorovana (obr. 46).
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72 hod
S M- M+ M- M+ S

66 kDa
45 kDa

36 kDa

AR N

29 kDa
24 kDa

‘ .

20 kDa

14,2 kDa

45 kDa

Obr.45

Analyza exprese GilscS proteinu po elektroporaci uplexi morpholino-DNA oligonukleotidia
pro giiscs v ¢asech 24, 48 a 72 hodin.

Elektroforézy (SDS-PAGE) ukazuji vyrovnané mnoZstuianaSeného proteinu lyzatu
elektroporovanych giardii. Imunobloty ukazuji némémou expresi proteinu GilscS.

Vysweétlivky: M-, bunky elektroporované beziijpomnosti morpholinovych oligonukleotid M+,
buriky elektroporované MO-DNA duplexy pgpiscs.
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24 hod 48 hod
IscS IscS+D MO er5 er5+D S IscSIscS+D -MO  Grx5 Grx5+D S
1. 2 . .1 21, . 1. 2.1 2. 2 1 2 1. 2

':!'!!E 2ig B OREERD - — 250 kD:

100 kDz

70 kDe
55 kD¢

35 kD¢

27 kDe
15 kD¢

'—— 130 kD:

10 kD¢

Obr.46

Analyza exprese GilscS a GiGrx5 po elektroporaci mpholino-DNA duplexii pro giiscs a

gigrx5 a také po elektroporaci morpholinovych oligonukletida pro giiscs a gigrx5 v ¢asech 24,
48 hodin.

A. Elektroforézy (SDS-PAGE) ukazujici vyrovnané rasivi nanaSeného proteinu lyzatu
elektroporovanych giardii.

B. Imunobloty ukazujici nezénénou expresi proteinu GiGrx5 po elektroporaci vy3eirgnych
kombinaci morpholinovych a DNA oligonukleotid

C. Imunobloty ukazujici neztnénou expresi proteinu GilscS.

Vyswétlivky: -MO, bunky elektroporované beziipomnosti MO; IscS, hitky elektroporované
morpholinovymi oligonukleotidy prajiiscs, IscS+D, buiky elektroporované MO-DNA duplexy pro
giiscs, Grx5, buiky elektroporované MO pra@igrxs; Grx5+D, buiky elektroporované MO-DNA

duplexy progigrxs.
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6 Diskuze

6.1 Inhibice geni pomoci antisense RNA molekul &. intestinalis

U G. intestinalis bylo publikovano #kolik vyznamnych praci, ve kterych byl pomoci
produkce antisense RNA molekul wah rektery z gefi. Jedna tato prace byla publikovana
v prestiznimc¢asopise Nature (Pruccat al., 2008). V rkterych publikacich je dokonce
popsan letalni efekt této techniky, ktery je patmagicinény silnym uméenim rékterého
esencialniho genu (Elias al., 2008; Pruccat al., 2008).

Vysledky ziskané i vypracovavani této diplomové prace ale ukazugikanhibici
nékterych gel prostednictvim exprese antisense RNA nedochaziiilspné produkci
antisense RNA molekul se nepaittasnizit expresi proteinu GilscU a GiGrx5.

6.1.1 Exprese antisense RNA molekul z plazmidu pTG3039

Pti provedenych pokusech nedoSlo kinhibici expresategmu GilscU a GiGrx5,
piestoZze byla exprese antisense RNA molekul z plzmirG3039 potvrzena pomoci RT-
PCR. Nezminéna hladina d&chto proteii byla dokumentovana na imunoblotu. ¥pad
giiscu byla analyzovana i hladina mRNA, ktera vikéach exprimujicich antisense RNA také
nebyla snizena. Snizeni hladiny mRNA pgpp2a ale dosaZzeno bylo, coz indikuje
nevhodnost genkddujicich GilscU a GiGrx5 pro inhibici pomocidéechniky.

V provedeném pokusu exprese antisense RNA z plazmidc3039 usgsre vedla
k inhibici mRNA pro gipp2a podobri jako v pokusu popsanémcéianku Lauwaet a kol.
(2007). V této publikaci byla exprese antisense RMAlekul detekovana pomoci PCR
z cDNA. MnoZstvi inhibovaného proteinu bylo snizen80 %. Pozorovan byl i vliv inhibice
na fenotyp. Biikky mély pii encystaci snizenou tvorbu ESV [encystation secyetesicles] a
po encystaci snizenou excystaschopnost.

Snizeni MRNA bylo analyzovano pomoci RT-PCR. Prymea RT-PCR uvedené
v tomto ¢lanku vSak nedokazi rozliSit sense a antisegipp2a RNA vlakno. Proto je
zaraZzejici, Zze pomoci této dvojice priindérauwaet a kol. (2007) pozorovali snizeni hladiny
gipp2a RNA u linie, kterd exprimuje antisense RNA molgkuPomoci identickych primér

jsem ve stejd provedeném pokusu pozoroval naopak zvySeni hladioy by mohlo
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odpovidat expresi antisensgpp2a RNA molekul v bukach. Vysétlenim rozditi ve
vysledcich obou pokiismohou byt nefesré uvedené primery pro detekgipp2a mRNA

v publikaci Lauwaet a kol. (2007), nebautdi v textu pracuji s vystupy této RT-PCR, jako
by tato dvojice primer skut&né detekovala pouze sense mMRNA molekuly a nikoliszmse
RNA. V tomto gipact by pak giblizné odpovidala mira inhibice mMRNA p@pp2a v obou
pokusech. Lauwaet a kol. pozoroval inhibici mMRNAID + 11% oproti netransfekovanym
buitk&dm. V mnou provedeném pokusu jsem pozoroval shégrese o 39 = 30%.

6.1.2 Exprese antisense RNA molekul prgiiscu z plazmidu pINDG

Pro dosaZzeni inhibicgiiscu byl testovan plazmid pINDG, ktery umi inducikiln
exprimovat antisense RNA molekuly. Vytilgsem konstrukt, kde byla antisense RN&agti
komplementarni k 5" UTR oblasti v cilené mRNA. bibe pomoci tohoto konstruktu vSak
nebyla pozorovana ani u polyklonalni linie, anilor& z ni odvozenych.

Tento plazmid byl pouzit v pokusech popsanych Migabi Touz a kol. (2005).
V tomto ¢lanku bylo dosaZzeno snizeni exprese GiPAT (palniiyemsferaza). Snizeni GIPAT
proteinu nebylo zji®vano a inhibice byla potvrzena pomoci analyzy inladhRNA molekul
v indukovanych biikach a pozorovanim vlivu inhibice na fenotyp. Bkhman snizenyipnos
palmytoylové kyseliny na VSP proteiny. Ubytek mRI#o gipat byl natolik vyrazny, ze ji
nebylo mozné pomoci semi-kvantitativni RT-PCR u duimdukovanych tetracyklinem

detekovat. Produkce antisense RNA vilkAch vélanku dokumentovana nebyla.

6.1.3 Zkonstruovani plazmidu pINDGtub se silnym induciklnim

promotorem pro inhibici geni pomoci produkce antisense RNA

Pro silnou produkci antisense RNA molekul se pibalazkonstruovat plazmid
pINDGtub, ktery obsahuje silny inducibilni alfa-tulmovy promotor. Alfa-tubulinovy
promotor pati mezi nejsilgjSi znamé promotory UG. intestinalis. V porovnani san
promotoremiidi expresi v plazmidu pINDG) ukazatkolika-tadow vétsSi expresi luciferazy

pii transientnich transfekcich giardii (ElImendetrfll., 2001b). Tento promotor byl navic uzit
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ve tSiné publikaci, ve kterych je popsana inhibice @yggomoci tvorby antisense RNA
molekul uG. intestinalis (Touzet al., 2002).

Schopnost plazmidu pINDGtub inducihilnprodukovat RNA molekuly byla
demonstrovana v systému produkce antisense RNA kuodolpro giiscu.  Schopnost
inducibilné produkovat protein byla demonstrovana gxpresi genwiiscu s HA-zn&enim.
Jak RT-PCR analyza, tak fluorescence HAeem&ho GilscU v hikach giardii, ukazala
velmi malou “leakage” promotoru a silnou expresbuikach, které byly gstovany v
pritomnosti tetracyklinu.

Plazmid pINDGtub byl otestovan pro inhibici gegiiscu. V mé diplomové préaci
ukazuji, Zze k inhibicigiiscu nedochazi ani na Urovni proteinu ani na arovni PRNIadina
antisense RNA v hikach je pitom 30x vysSi, neZ je hladina mRNA pgdscu. Testovana
byla polyklonalni linie i od ni odvozené klony. dkgena bylatizna doba indukce od 1 az po

8 dni. Ani jednou vSak nebyl pozorovan ubytek prate

6.1.4 Mozné divody nezda@ené inhibice gem pro GilscU a GiGrx5

pomoci exprese antisense RNA molekul

NeusgsSné inhibicegiiscu a gigrxs5 mohou byt zafi¢cinény pro pokus nevhodn
zvolenou linii giardii. B vlastnich pokusech jsem pouZzival origindlni WBem(ATCC
30957), ktery je polyklonalni. V pracich, kde bplablikovana inhibice, bylyiftom pokazdé
pouzity klonalni linie WB kmenu, a sice klon WB/@&TCC 50803), klon WB/1267 (ATCC
50582) nebo klon WB/9B10. PouZziti polyklonalni &nv této praci nicmeénvedlo k Ubytku
MRNA pro gipp2a, a proto bude pra¥godobré divod neuspSné inhibicegiiscu a gigrxb
jiny.

Je mozné, Ze konkrétni sense a antisense RNA niplekbuice efektivi
neinteraguji, a z tohotstodu nenidze dojit k inhibici. Je totiz znamo, Ze v gokekvence
MRNA mohou obsahovat informaci, kam maji byt wdel doréeny (Klocet al., 2002).
Signal pro mRNA “targeting" rize byt ukryt v 3" UTR oblasti transkrip{Kloc et al., 2002).
Oba geny, které se nepdiia pomoci antisense mMRNA udet, koduji mitosomalni proteiny.
Je tedy mozné, Ze mRNA kodujici tyto proteiny sedpost& nachazi v jinych oblastech
buiky nez z vektoru produkovana antisense RNA, kteéd3n UTR oblast odvozenou od

genmi kédujicich  proteiny z cytoplazmy (alfa-tubulin  vevektoru pINDGtub,
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glutamatdehydrogenaza ve vektoru pINDG a HCEP prote vektoru pTG3039). U
kvasinek bylo zji&no, Ze jsou vilakna mRNA molekul (néleZejici mitoctioalnim
proteimim) navazana kil na cytoplazmatické ribozomy, nebo na ribozomiynp sedici na
membrag mitochondrie (Marcet al., 2002). Mitosom je organela evoht piibuzna
mitochondrii, a proto se podobnost na této Uroeavylowit.

Sense a antisense RNA molekuly wibel nemuseji interagovat také #vddu, Ze se
antisense RNA molekuly efektignneexportuji z jadra. V lidskych blkiach bylo nap
zZjisténo, Ze se antisense RNA pro thymydilatsyntazu rdaohdradrt v jadru, zatimco sense
MRNA nalezZejici tomuto proteinu se vyskytuje roveamy v jadru i v cytoplazréd bungk
(Faghihi and Wahlestedt, 2006).

Pricinou nezdgeni inhibicegiiscu a gigrx5 by mohl byt jiny nez inhildini inek
exprimovanych antisense RNA molekul. Je totiz znam® se v firodk tyto molekuly
vyskytuji urady organism a jejich funkce je velmi variabilni (Werner andy8g 2009)

Také je mozné, Ze inhibice selhalaiwaodu nedostatmé produkce antisense RNA
molekul. RT-PCR analyza ukazala silnou expreésato molekul v liniich transfekovanych
giardii (v buice transfekovanych giardii byla 30%t$i hladina antisense RNA molekul pro
giiscu nez mMRNA transkrigif). V publikacich, které popisuji inhibici g&nnebyla hladina
produkované antisense RNA prezentovana, proto masiiny poner sense a antisense RNA
molekul neniZzeme porovnat s expresfi pispgSnych inhibicich. Je tedy mozné, Ze nami
pozorovana poginé silna produkce antisense RNA molekul je i tak rstaojici. Pro
inhibici byly nicméré vybrany identické plazmidy, jako v publikacich &Spych inhibénich
pokusi (Lauwaetet al., 2007; Touzet al., 2005) a da serpdpokladat, ze exprese antisense
RNA molekul by u nich ia byt @iblizné srovnatelna.

Inhibice giiscu a gigrx5 mohly byt oproti untovani gipp2a neusgsné z dvoda
zkraceni antisense RNA molekul o 20 nuklebtid pTG3039 konstruktech. Je to ale
neprav@podobné, neltb zkracenacast je jen nepatrny zlomek komplementarni mRNA
molekuly. To, Ze pro inhibici neni geba kompletni antisense RNA sekvence, bylo ukdzano
v publikaci Prucca a kol. (2008). Inhibice genu kjciho protein VSP9B10 bylo dosazeno
pomoci antisense RNA molekul komplementarnich pokip®loviné inhibované mRNA
molekuly. Gen byl undlen nezavisle na tom, zda se exprimovala antiseihs® Rolekula
komplementarni k 5" nebo k 8asti mMRNA molekuly pro VSP9B10.

NeUsgsné inhibice mohou byt také igmbeny velmi rychlou odpédi buiky na
snizeni hladiny &terého z umiovanych proteifi. Zda jsou tyto genyg(iscu a gigrx5) do

takové miry flexibilré regulovany, vSak znamo neni.
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6.2 Giardiaintestinalis a inhibice pomoci ribozymi

Poddilo se zkonstruovat plazmid obsahujici ribozym mitscu s antisense RNA
rameny. Plazmid byl zaklonovan do Wln exprese antisense RNA s ribozymem byla
potvrzena pomoci RT-PCR #&gsto nedoslo k inhibici expregascu.

V nékolika studiich byly uG. intestinalis umikéeny geny pomaoci ribozyinv antisense
RNA sekvenci. Ve vSecléthto giipadech byly inhibice dosazeny pomoci dsRNA viravéh
vektoru (Danet al., 2000). Neni fesré dokumentovano, jaké procesy se wdri @i inhibici
odehravaji. Koexistence dsRNA viru a RNA interfémndrahy uG. intestinalis jiz byla
v literature diskutovana (Ulluet al., 2004). Mechanismus, kterym dsRNA virus unik&a
pravdépodobré se vyskytujici RNA interferémi draze, nicmé& znam neni. V publikacich,
kde dochazi k inhibici exprese pomoci ribozymu,imgkdy dokumentovana tvorba mRNA
Stepa v transfekovanych hikach, i kdyZ je ukazana katalytickéirinost ribozynt v in vitro
systému. Neni tedy mozné vyl Ze je vnaSena molekula dsRNA, ktera ma z virové
dsRNA zachované pouze koncové sekvence, sama&nstpro dicer a Ze jsou pozorované
inhibice zmisobeny RNA interferenci. Antisense RNA molekuly s@iipad systému
s dsRNA virem produkuji fimo v cytoplazm. V systému testovaném v této praci byla
antisense RNA molekula exprimovana z plazmidu,yksernachazel v jadru. Podobny systém
vedl k inhibici ger nag. uT. gondii (Al-Anouti and Ananvoranich, 2002).

Je mozné, Ze k inhibici exprese proteinu GilscUoSknl ze stejnéhoudodu jako i
pouZziti metody exprese antisense RNA molekul, tidélybk expresi antisense RNA molekuly
s ribozymem pouzit stejny plazmid (pTG3039). Je&talozné, Ze k inhibici nedoslo #wbdu
katalytické netinnosti zkonstruovaného ribozymu. Schopnost deg@dmRNA progiiscu

totiz nebyla potvrzena w vitro systému.
6.3 Giardia intestinalis a RNA interference

Ve své praci jsem zkusil inhibovat gen pro Gilsaunoci sodasné produkce sense a
antisense  RNA vldken (sense mRNA kédovala proteiflsc@ s hemaglutininovym
znaenim). Kazdd RNA byla produkovéna z jiného plazmidhbdobny systém byl pouZit pro
umiceni genu pomoci RNA interferenceTubrucei (Drozdzet al., 2002). Pomoci RT-PCR
byla potvrzena tvorba obou RNA molekul. K inhibprioteinu GilscU ani vneseného GilscU

s hemaglutininovym zrg@nim ovSem nedoSlo. Geny nebyly gemly ani na trovni mRNA.
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U G. intestinalis byla publikovana jedina inhibice genu pomoci tyodsRNA (Touz
et al., 2004). DsRNA byla produkovana z @p& orientovanychran promotofi. V této praci
nebyl demonstrovan vznik kratkych siRNA molekul idideristickych pro RNA interferenci
ani tvorba dsRNA. Pomoci nothern-blotu bylo ukazasoizeni mRNA a pomoci
fluorescekini mikroskopie i snizeni hladiny proteinu.

U G. intestinalis byl nalezen argonaut i dicer, &@vhlavni komponenty RNA
interferegni drahy. Je mozné, Ze se RNAI podili na modulaxcidenzace chromatinu a
mozna téz hraje roli v represi translace pomoci M#iRnolekul (Saraiya and Wang, 2008;
Ullu et al., 2005). Pravépodobr je pritomen také RNA interferéni mechanismus podilejici
se na degradaci dsRNA molekul v cytopl&znek bylo ukadzano vifpad VSP geii (Prucca
et al., 2008).

Umiceni genu pomoci produkce dsRNA se gddapouze ve zmigné publikaci
z roku 2004. Zavést systém na inhibici y@omoci dvouettzcoveé RNA se &. intestinalis
v minulosti neusgsre pokousSelo jiz w®kolik laboratdgi. Data o tétocinnosti nebyla
publikovana (citace Zanku Saraiya a kol., 2008).

Je mozné, Ze se inhibiggiscu nezdaila z divodu neexistence RNA interferari
drahy umo#ujici umkovani ged pomoci dsRNA. To by vystlovalo i nedspsSné pokusy
jinych laboratai. Je také mozné, Ze se tato dral@a intestinalis vyskytuje, a teprve odhaleni
dalSich skuténosti o jejim charakteru dopdite k nalezeni spolehlivého systému pro inhibici

gen.
6.4 Uziti morpholinovych oligonukleotidu

Vyuziti  morpholinovych oligonukleotitl u G. intestinalis nebylo prozatim
publikovano. V této praci byla k dareni tchto oligonukleotid do burtk otestovana latka
Endo-porter. Endo-porter lyzuje acidifikované emslny a vypusti endocytované
morpholinové oligonukleotidy do cytosolu iiky. Tento systém funguje uékolika linii
savich burgk (Summerton, 2005). U giardie ale d&eni morpholinovych oligonukleotid
do burgk pozorovano nebylo.

Vtéto praci se poddo nalézt elektropormi protokol na dorkeni €chto
oligonukleotich do burgk. Uspsdnost dordeni se poddo zvysit pidanim komplementarnich
DNA oligonukleotidi k morpholinovym oligonukleotiim. DNA totiz udli celému duplexu
zaporny naboj. Tyto DNA oligonukleotidy maji 5 @l nekomplementarntasti, které
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slouzi pro zatraktivini navazanych DNA molekul pro exonukleazy (Morc2@)1). Morcos
(2001) dorwoval tyto duplexy pomoci transfekce krkationickymi lipidy. Pomoci tohoto
systému dokazal usgre snizit expresi luciferazy v HeLa- tkach. V tomtotlanku byl také
diskutovan model uvolmi morpholinovych oligonukleotid z duplexu po doreni do
cytosolu. DNA by se zduplexu da uvolnit diky silgjSi vazl@ morpholinovych
oligonukleotidi na inhibované mMRNA molekuly (morpholinové oligotedtidy jsou
komplementarni Kk mMRNA molekulam v Useku 26 nuklotiproti 16 nukleotidm v pipads
DNA oligonukleotidi). Jistd dynamika v sbovani arozpojovani échto duplex lze
predpokladat, nekoDNA oligonukleotidy byly navrzeny, tak aby Tm (tgp, kdy polovina
duplexi je disociovana) byla okolo 37 °C. V momentu rogmbj duplexu je navic DNA
vystavena degradaci préstinictvim exonukledz. Tomu byéha DNA pravdpodobre celit i
v momentu, kdy je navazana v duplexu, a to dikyAgiesahu.

Morpholinové oligonukleotidy praiiscs a gigrx5 byly do bugk dopraveny pomoci
jiz zminéné elektroporace. Testovana byla schopnost inhisaaotnych morpholinovych
oligonukleotidi i oligonukleotidi s komplementagn nasedlou DNA, které se efektijn
dopravuji do bu&k. Inhibice proteinu GilscS a GiGrx5 nebyla pozamwa ani v jednom
piipadu. Givodem, pré k inhibici nedoslo, mize byt nedostatea koncentrace do¥anych
morpholinovych oligonukleotil v buice. V gipad morpholino-DNA duplex mozZzna
neusgch zapicinila nedostattnd degradace DNA oligonukleotid navazanych na

morpholinovych oligonukleotidech pomoci kiinych exonukleaz.
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7 Zaveér

V buiice G. intestinalis jsou organely zvané mitosomy, jejichz funkce jedmkes
neznama. Tato prace se zabyva testovanim systéwerzni genetiky . intestinalis. Pro
inhibici byly vybrany pra¥ geny kodujici proteiny nalezené v mitosomu giargieotein
GilscU, cysteinsulfotransferaza (GilscS) a glutased 5 (GiGrx5).

Pro inhibici byly gednost& testovany plazmidy, které jiz byly k udolvani gei
pouzity v jinych laboratiich. Plazmidy pINDG a pTG3039, s gemyiscu a gigrx
v antisense orientaci, byly (s zkonstruovany, transfekovany do kkna exprese
antisense RNA molekul Z¢hto plazmid byla potvrzena pomoci RT-PCR. Expreseigen
giiscu a gigrx5 nebyla sniZzena, coZ bylo ukazdno na uUrovni protpimmoci imunoblotu a
v piipact giiscu i na urovni mMRNA pomoci RT-PCR. Priatinictvim plazmidu pTG3039
byla v této praci untena exprese genu pgopp2a, coz odpovida jiz publikované inhibici
tohoto genu, ktera byla provedena identickym pastup

Pro silnou inducibilni expresi antisense RNA molekyl zkonstruovan plazmid
pINDGtub, ktery obsahuje inducibilni alfa-tubulinovpromotor. Pomoci RT-PCR a
fluorescekini mikroskopie byla potvrzena schopnost tohotormplda inducibilré exprimovat
RNA molekuly i protein GilscU. Untket expresigiiscu prostednictvim produkce antisense
RNA molekul se ale nepotilp, a to navzdory tomu, ze hladina antisense RN&lekul
v buikach byla 30 x #3i nez hladina mRNA molekul néleZicgiiscu.

Tyto vysledky nasédcuji tomu, Ze Kinhibici #kterych ged prostednictvim
produkce antisense RNA nedochazi.

Zkonstruovan byl plazmid obsahujici ribozym mgidscu s antisense RNA rameny.
Plazmid byl transfekovan do btky exprese antisense RNA molekul s ribozymem byla
potvrzena pomoci RT-PCR, avSakegto nedoSlo kinhibici expresgiiscu. Transfekci
plazmidi pONDRA a pINDGtub a naslednou selekci @urpuromycinem a geneticinem
G418 byla vytveéena linie busk exprimujici sense a antisense RNA vldkno pgiiscu.
Exprese obou RNA molekul z plaznidyla potvrzena. Hladingiiscu mRNA a proteinu
vSak sniZzena nebyla.

Pro inhibici exprese proteinu GilscS a GiGrx5 byigstovany morpholinové
oligonukleotidy. Jsou to antisense oligonukleotidgteré blokuji iniciaci translace na
komplementarni mRNA molekule. Tyto oligonukleotide pod&lo dopravit do buwsk

giardie pomoci elektroporace. Pro tentateld byly morpholinové oligonukleotidy
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zkonjugovany s DNA oligonukleotidy, které celémupbixu ucluji zaporny néboj. Po
dorweni €chto duplex do burk ale uméeni exprese nebylo pozorovano ani u jednoho z
inhibovanych gein.
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