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1. Uvod

1.1 Kinetoplastida jako modelové organizmy

Kinetoplastida je fad eukaryotnich diploidnich organizmd patfici do kmene
Euglenozoa. Svuj nazev ziskala diky charakteristické jediné protahlé mitochondrii s
kinetoplastem. Do této skupiny Trypanosomatid patfi mimo jiné dva parazitologicky
vyznamne rody: Trypanosoma a Leishmania.

Rod Leishmania je typicky stfidanim dvou hostitelt - obratlovci a hmyzu -
béhem svého Zivotniho cyklu. Hmyzimi pfenaseci jsou komari rodu Phlebotomus a
Lutzomyia. Lidska onemocnéni zplsobené rodem Leishmania se souhrnné nazyvaji
leishmaniézy (Cepicka et al., 2007).

Kinetoplastida se jako modelové organizmy pouzivaji jiZ od konce 80. let, kdy
byl do téchto paraziti poprvé uméle vnesen bakteridlni gen metodou transfekce
(Laban et al., 1989), coZz umoznilo jejich dalsi vyuzZiti ke studiu funkce genu a
bunéénych pochodid. Metody knock-downu a knock-outu dovolily nahlédnout do
biologie téchto parazitd na molekularni drovni a zpfistupnily je tak dalSimu studiu.
Osekvenovani genomu Leishmania infantum, Leishmania braziliensis a Leishmania
major v letech 2005 - 2007 (Peacock et al., 2007; Ivens et al., 2005) jejich studium
dale usnadnilo. Dalsi vyhodou rodu Leishmania i ostatnich kinetoplastid je jejich
snadna kultivace a manipulace, zejména metoda transfekce homologni rekombinaci.

Ackoliv je v soucasnosti dostupnych mnoho metod genetické manipulace s
témito organizmy, kazda z nich ma uréita omezeni. Metoda knock-outu muZe byt
pouZita pouze u genu, které nejsou nezbytné pro preZiti organizmu, RNA interferenci
neni mozné pouzit u organizmu RNAI inaktivnich jako je L. major nebo T. cruzi
(DaRocha et al., 2004; Robinson et al., 2003). V nasledujicim prehledu uvadim
nejddlezitéjSi v soucasnosti dostupné metody ¢i metody, které maji svym

mechanizmem souvislost s mou vlastni praci.



1.2 Metody manipulace genové exprese

1.2.1 Knock-out

Knock-out je metoda regulace exprese genu jiz na urovni DNA, kdy je
studovany gen zcela nebo zC€asti odstranén z genomu. VyuZiva se zejména v
pfipadech, kdy potlac¢eni produkce proteinu neni dostate¢né uc¢inné metodou knock-
downu (viz nize), ¢i knock-down neni u daného organizmu pouZitelny (napfiklad
RNA interference u Trypanosoma cruzi). U gend, které jsou pro parazity Zivotné
ddleZité, je ale tato metoda nevyuzitelnd. Tuto nevyhodu je moZno eliminovat
vloZzenim plazmidu s inducibilnim T7 promotorem a sekvenci cilového genu
(Biebinger et al., 1997), ktery se pak v burice vyskytuje epizomalné (tzn. jako kruhovy
plazmid, ktery se neintegruje do genomu). Zarovern musi organizmus jiZ obsahovat
uméle vloZeny gen pro T7 polymerazu nebo do néj musi byt souCasné vnesen. Zde
se ale setkavame s problémem pfiliS silného T7 promotoru, ktery i bez indukce
tetracyklinem nemusi byt absolutné inaktivni.

Metoda spodiva v zaméné genu za antibiotikovou rezistenci v genomu
organizmu. Diky vloZené rezistenci je pak mozné selektovat buriky, u kterych
zameéna probéhla. S uspéchem byla pouzZita jak u Trypanosoma brucei, tak u
Trypanosoma cruzi a rodu Leishmania. (Shi et al., 2004; Durand-Dubief et al., 2003;
Zhang et al., 2003). Vzhledem k tomu, Ze kinetoplastida jsou diploidni, je metoda
relativné narocéna, protoZe gen musi byt postupné vyménén v obou alelach, a to

postupné s pouZzitim dvou rdznych antibiotikovych rezistenci.

1.2.2 Knock-down

Jako knock-down metody oznacujeme metody, u nichZ je DNA sekvence genu
zachovéna, jeho exprese je ale potladena jinak, a to bud na urovni translace &i

transkripce.



1.2.2.1 RNA interference

Nezastupitelnou roli v molekularni biologii kinetoplasid ma RNA interference
(RNAI). Metoda spociva ve vneseni useku DNA, ktera po prepisu do RNA tvori
dvouretézcovou RNA (dsRNA) o stejné sekvenci jako je messenger RNA (mRNA)
cilového genu. Tato ds RNA se nasledné stava substratem pro enzym Dicer, ktery ji
Stépi na 25 nukleotidd dlouhé produkty. Tyto useky dsRNA, nazyvané small
interfering RNAs (siRNA), jsou nadale rozpleteny proteinem s helikdazovou aktivitou,
Slicerem, a daji vznik kratkym jednofetézcovym usekim RNA (ssRNA). Tyto
hybridizuji s cilovou mRNA. Takto hybridizované useky jsou nasledné degradovany
doménou Sliceru zvanou Argonaut s RNazovou aktivitou. Tak je mRNA rozstépena
dfive, neZ by mohlo dojit k jeji translaci (Balafa-Fouce et al., 2007). Schéma procesu

je na obrazku 1.1.
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Obrazek 1.1: Schéma RNA interference u Trypanosoma brucei. Znazornéna je dsRNA, na kterou se
vaze enzym Dicer a stépi ji na 25 nukleotidd dlouhé siRNAs. Po jejich rozpleteni enzymem Slicer
(AGO1) vznikaji jednoretézcové ssRNAs. Tyto se vazi na komplementarni sekvenci cilové mRNA a

spousti jeji degradaci Slicerem a brani tak translaci v protein. Pfevzato z Balafia-Fouce et al. (2007).



Poprvé byla RNAI u kinetoplastid pouZita v roce 1998 u Trypanosoma brucei,
kdy doslo k do¢asnému utlumeni produkce proteinu alfa-tubulinu vnesenim dsRNA
odpovidajici sekvenci 5’UTR oblasti genu. (Ngé et al., 1998)

V soucCasné dobé se vyuZivaji dva systémy RNA interference. V prvnim
pfipadé jde o mechanizmus, kdy se do genomu organizmu vklada sekvence shodna
se sekvenci cilového genu a jeji invertovana forma. Mezi né je vloZena
nekomplementarni sekvence. U tohoto systému je zapotfebi pouze jeden promotor.
Po transkripci pak RNA vazbou mezi komplementarnimi ¢astmi vytvofi tzv. stem-loop
RNA, odtud nazev stem-loop RNAI (Shi et al., 2000). Tento systém je ucinnéjsi nez
nasledujici druhy pfistup (Durand-Dubief et al., 2003a). Pripisuje se to faktu, Ze
stem-loop RNA samovolné zaujima strukturu vlasenky a je tak méné nachylna k
degradaci RNazami (Motyka et al., 2004).

Naopak v druhém pfipadé je pouzZita pouze sekvence cilového genu
obklopena dvéma T7 promotory. Pfi jejim pfepisu tak vznikaji dvé navzdajem
komplementarni RNA, které nasledné hybridizuji. Jak uZ jsem dfive zminila, RNA
produkty tohoto systému jsou nachylnéjsi k degradaci RNazami. Navic tato metoda
vykazuje vétsi propustnost oproti predeslé, a to kvdli dvojici velmi silnych T7
promotord. Naopak vyhodou tohoto pfistupu je jeho uéinnost dosahujici 80%
redukce produkované mRNA (Motyka et al., 2004). Tento pfistup se s uspéchem
pouZiva jak u amastigotnich, tak u promastigotnich forem parazitd (Morris et al.,
2001).

Tyto dva systémy mohou mit charakter inducibilni ¢i konstitutivni produkce
dsBNA. V prvnim pfipadé je tvorba pfislusné polymerazy aktivovana pfidanim
tetracyklinu do média a tim je spusténa produkce dsRNA. V druhém pfipadé je
polymeraza tvofena neustale, tetracyklinem je naopak jeji produkce potladena a tim
RNA interference prerusena (Motyka et al., 2004).

Nékdy se stava, Ze se kultura po nékolika dnech po ucinné transfekci inzertem
zbavi useku ddleZitych pro spravny pribéh RNAI. Stava se tak deleci ¢i mutaci T7
promotoru nebo tetracyklinového operatoru, nejCasté€ji ale samotné sekvence
cilového genu (Chen et al., 2003).

| pfes jisté nevyhody byla RNAi s uspéchem pouzita v mnoha studiich, které
pomohly odhalit napfiklad enzymatické funkce a mechanizmus vzniku editozomu u
RNA editingu (Rusché et al., 1997; Madison-Antenucci et al. 1998; Panigrahi et al.,



2001) nebo nékteré aspekty bunééného cyklu T. brucei (Li et al., 2003; Hammarton et
al., 2003).

Funkéni draha RNA interference dosud nebyla prokazana v Trypanosoma
cruzi a rodu Leishmania (kromé L. brasiliensis) (DaRocha et al., 2004; Robinson et
al., 2003, Peacock et al., 2007). Duvod je tfeba hledat v pudvodni funkci RNAi v
eukaryotech. Na zakladé studii na T. brucei se predpoklada, Ze puvodni funkci RNAI
je potlacovat pfesuny transpozond v genomu a fungovat jako ochrana proti virdm
produkujicim dsRNA (Shi et al., 2004a; Djikeng et al., 2001; Balana-Fouce et al.,
2007). U rodu Leishmania nebyly funkéni transpozony stejné jako funkéni RNAI
draha objeveny.

Vyjimkou je Leishmania brasiliensis, u které byla analyzou osekvenovaného
genomu nalezena skupina telomerovych retrotranspozonu spole¢né se sekvenci
mozné reverzni transkriptazy a integrazy. Spojitost mezi retrotranspozony a RNA
interferenci dale podporuje i skuteénost, Ze v L. brasiliensis, narozdil od L. major a L.
donovani bez funkénich retrotranspozond, byly identifikovany analogy dvou enzymd
typickych pro RNAIi v Trypanosoma brucei. Jsou to Dicer-like protein s RNazovou
aktivitou a obdoba enzymu Slicer s doménami s RNazovou aktivitou (Peacock et al.,
2007; Shi et al., 2004b).

1.2.2.2 Regulace genové exprese na urovni mRNA

V soucCasné dobé jsou znamy tfi principy mechanismu regulace genove

exprese na urovni mRNA:

1. Ribozymy
2. Regulatory
3. Aptamerové riboswitche.

1.2.2.2.1 Ribozymy

Ribozymy, obdoby proteinovych enzymd, jsou RNA molekuly schopné
katalyzovat hydrolyzu fosfoesterovych vazeb RNA (Li et al., 1999). Déli se do
nékolika kategorii, které maji velmi konzervovana jadra s katalytickou aktivitou (Tang

et al., 2000). V prfirodé se vyskytuji jako soucast rRNA, useky RNA, které stépi



introny, jejichZ jsou sami soucasti (Cech et al., 1981) &i jako soucast proteinového
enzymu RNazy P v bakteriich, ktera zpracovava prekurzory transferovych RNA
(Guerrier-Takada et al., 1983). Pfirozené se vyskytujici je také ribozym schopny
regulace translace pfislusného genu. Jedna se o ribozym, ktery je v 5’UTR oblasti
genu glmS bakterie Bacillus subtilis a na zakladé pfitomnosti ¢i absence produktu
tohoto genu je schopen zpétné regulovat jeho translaci. Princip mechanizmu spociva
v navazani produktu na inaktivni ribozym, ktery je timto aktivovan a stépi mRNA
genu neZ dojde K jeji translaci (Winkler et al., 2004).

Ve studii Yena et al. (2004) byl do lidskych embryonalnich bunék ledvin
vnesen ribozym pfirozené se vyskytujici u motolice Schistosoma mansoni. Jeho
sekvence byla uméle modifikovana aZ se docililo 1400-nasobného potlaceni hladiny
exprese genu s timto ribozymem v 5’UTR oproti genu s ribozymem inaktivnim.
Produkce genu mohla byt opét spusténa inaktivaci ribozymu molekulou
toyocamycinu s naslednou expresi genu témeér shodnou s hladinou exprese genu s
ribozymem inaktivnim. Z Yenovych experimentd je tedy zfejmé, Ze ribozymy jsou

funkéni metodou schopnou regulace exprese genu in vivo, a to i v sav€ich burikach.

1.2.2.2.2 Riboregulatory

Riboregulatory jsou v sou¢asnosti dal$i rychle se rozvijejici metodou regulace
na urovni RNA (Isaacs et al.,, 2004). Jedna se o malé molekuly RNA (tzv. small
regulatory RNAs), které jsou u bakterii pfirozené produkovany jako odpovéd na
zmeénu podminek (napf. teplota, pfitomnost toxinud) (Gottesman et al., 2004). Ve své
podstaté jde o obdobu eukaryotickych microRNA. Malé regulaéni RNA specificky
interaguji s odpovidajici mRNA a inhibuji tak jejich translaci. Konkrétné se mala
regulacni RNA vaze na 5’UTR konec mRNA pobliz ribosome-binding site (RBS). Tim
zabrani nasednuti ribozomu a nasledné je spole¢né s navazanou mRNA
degradovana (Massé et al., 2003). Prikladem takového riboregulatoru v E. coli je
RNA transkript genu rhyB, ktery reguluje proces ukladani Zeleza v burice (Massé et
al., 2002).
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Stejné jako u jinych metod regulace exprese pomoci RNA, i u riboregulatord je
snaha vytvofit jejich pomoci umélé regulacni mechanizmy pro pouZiti in vivo. Isaacs
et al .(2004) se pokouseli vyvinout takovy regulacni mechanizmus v Escherichia coli,
kdy malé regulaéni RNA naopak aktivuji translaci genu. Do 5’'UTR oblasti tohoto
genu nejprve vioZili kratkou cis-repressing sekvenci, ktera po pfepsani do RNA tvori
sekundarni strukturu pfekryvajici RBS. Zaroverni do organizmu vloZili nezavisle
transkribovany trans-activating usek (mala regulacni RNA), ktery je komplementarni
k cis-repressing sekvenci a samoty tvofi ne pfili§ pevnou vlasenkovou strukturu.
Jestlize mala regulacni RNA hybridizuje s inhibujicim usekem v 5’UTR oblasti genu,
cely komplex zméni svou sekundarni strukturu a odkryje tak RBS a ribozém muze
nasednout a zahajit translaci (Obrazek 1.2).

PrestoZze exprese genu byla opravdu touto metodou potladena, nasledna
aktivace malymi regulaénimi RNA méla pouze 40% ucinnost oproti pivodni hladiné
exprese. Ddvodem byla zfejmé vétsi nachylnost mRNA s upravenymi 5’UTR oblastmi

k degradaci RNazami (Isaacs et al., 2004).



Pfinos této metody spociva v tom, Ze sekvence regulaéniho elementu je
nezavisla na kodujici sekvenci genu a muze tak byt beze zmén pouzita u rdznych

gend, pfipadné u nékolika genu zaroven.

1.2.2.2.3 Aptamerové riboswitche

Dalsi z moznych cest regulace exprese genud pomoci RNA je vyuZiti
mechanizmu riboswitche, ktery funguje na principu aptameru lokalizovaného v 5’UTR
useku odpovidajiciho genu. Jde o usek RNA, ktery je schopen za pritomnosti daného
ligandu ménit svou konformaci (Werstuck et al., 1998) a tim funguje jako nastroj pro
kontrolu produkce proteind na drovni translace.

Prvni synteticky riboswitch pro kontrolu translace in vivo byl pfipraven
Werstuckem a Greenem roku 1998 (Werstuck et al., 1998).

Samotny princip riboswitche spodiva v jeho vysoké specifité pro vybrany
ligand. Kdyz ligand v médiu neni pfitomen, RNA tvofi sekundarni strukturu, ktera
prekryva startovaci kodon ¢i ribosome-binding site (RBS) a neumoZni nasednout
ribozomu a zahajit translaci, tzv. Off konformace. Naopak kdyZ je ligand pfitomen,
RNA s nim reaguje za vzniku sekundarni struktury, ktera uvolni dfive blokovany
startovaci koddn. Tim je koddn zpfistupnén ribozomu a ten na néj nyni mdze
nasednout a zahajit translaci, tzv. On konformace (Mironov et al., 2002).

Nekteré riboswitche funguji na opa¢ném principu - za pritomnosti ligandu je
startovaci koddn ribozdmu pristupny, bez ligandu je prekryt sekundarni strukturou
RNA (Hanson et al., 2005).

V soucasnosti metoda zvana SELEX (Systematic evolution of ligands by
exponential enrichment) umozZriuje vyvinout synteticky riboswitch specificky pro

prakticky jakoukoliv molekulu (Levine et al., 2007).

1.2.2.2.3.1 Theophyllinovy riboswitch

Mezi syntetické riboswitche patfi i theophyllinovy riboswitch, tedy riboswitch
jehoZ ligandem je theophylline. Na Obrazku 1.3 je zobrazen theophyllinovy riboswitch
pouzivany v experimentech Lynche et al. (2007). Ve své praci se zabyvali nékolika

problémy, se kterymi se do té doby u syntetickych riboswitchd potykali: prvnim



problémem byla relativné vysoka propustnost mechanizmu v pozici riboswitche Off,
dale nedostate¢ny nardst hladiny translace v pozici riboswitche On a nakonec

nedostate¢né porozuméni mechanizmu funkce riboswitche (Lynch et al., 2007).
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Obrazek 1.3: Riboswitch podle Lynche et al. (2007). Vlevo je konformace Off, kdy je ribosome-binding
site a startovaci koddn pro ribozédm nepfistupny. Vpravo je konformace On s navazanym
theophyllinem a tudiz dostupnym RBS a startovacim kodénem. Konformace On proto umozriuje

translaci. Pfevzato z Lynch et al. (2007).

Predchozi experimety ukazaly, Ze délka a sekvence useku riboswitche mezi
RBS a aptamerem - mistem, které vaZe theophyllinovy ligand - vyznamné ovlivriuje
ucinnost potlac¢eni translace cilového genu (Desai et al., 2004). Lynch proto proved|
experimety, kde testovali ucinnost riboswitchl o rdzné délce a nahodné sekvenci
(Lynch et al., 2007). P¥i nich srovnavali uroven exprese genu beta-galaktosidazy bez
a za pfitomnosti theophyllinu. Timto zpldsobem byli schopni identifikovat klon, u
kterého byl zjistén 36-tindasobny nardst exprese genu za pfitomnosti theophyllinu v
médiu a velmi nizka hladina translace za jeho absence. Ve srovnani s pfirozené se
vyskytujicimi riboswitchem, které vykazuji az 100-nasobny nardst hladiny translace
genu (Winkler et al., 2002), je hodnota ziskana Lynchem et al. relativné vysoka.
Lynch et al. (2007) tak predstavili u¢innou metodu, kterou lze vytvofit zcela synteticky
a dostate¢né ucinny riboswitch s aptamerem specifickym pro zvolenou molekulu.
Tento postup by se dal vyuZit pro vyvoj dalsich riboswitchld pro studium genu nebo

jako velmi citlivé senory na pritomnost latek v burice.



Osekvenovanim a analyzou programem Mfold (Zuker, 2003) byli Lynch et al.
(2007) schopni pfedpovédét mechanizmus, jakym theophyllinovy riboswitch funguje.
Jak je znazornéno na obrazku 1.3, bez pfitomnosti ligandu RBS hybridizuje s
usekem aptameru a brani tak nesednuti ribozOmu a zahajeni translace, tzv.
konformace Off. Pokud je v médiu ligand pfitomen, vaze se na sekvenci aptameru a
posouva tim termodynamickou rovnovahu ve prospéch konformace On. Skuteénost,
Ze sekvence aptameru bez pfitomnosti ligandu opravdu hybridizuje s RBS potvrdily i
experimenty, kdy byla tato sekvence pozménéna (Lynch et al., 2007). V takovém
pfipadé se hladina exprese genu bez pfitomnosti ligandu navysila 5-krat. Kdyz byla
sekvence aptameru znovu mutovana tak, aby byla komplementarni k oblasti RBS a
zaroven jina neZ sekvence puvodni, uéinnost riboswitche potladit expresi genu se
obnovila. Aptamer jiZ ale nevazal theophylline a ztratil schopnost aktivace pfidanim
ligandu. Tato studie ukazuje, Ze podminkou, aby riboswitch v burikach fungoval, musi
aptamer nejen vazat zvoleny ligand pro aktivaci, ale zaroven byt i komplementarni k

sekvenci RBS, aby expresi genu ucinné potladil.

1.2.2.2.3.2 P¥irozené riboswitche

Nyni je jiz znamo, Ze riboswitche jsou pfirozenou soucasti regulace exprese v
burice a to jak u prokaryot tak u eukaryot. Napfiklad v E. coli je na principu
riboswitche zpétné regulovana exprese koenzymu-B12 (Nahvi et al., 2004). Protein
je zde zaroven produktem regulovaného genu a ligandem riboswitche. Tak je
zajisténa optimalni hladina exprese v burice. Pfikladem u eukaryot je Arabidopsis s
thiaminpyrofosfatovym riboswitchem lokalizovanym v 3’'UTR oblasti genu (Sudarsan
et al., 2004).

V nékterych pfipadech mohou riboswitche fungovat také jako burie¢né
teploméry. Takto funguji napfiklad u Listeria monocytogenes €i Yersinia pestis (Hoe
et al.,, 1993; Johansson et al.,, 2002). Oba parazité pomoci teplotou indukované
zmény konformace RNA spousti expresi genu charakteristickou pro fazi kolonizace

hostitele.
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1.3 Cile prace

Cilem mé prace bylo otestovat zplsob zavedeni a ucinnost theophyllinového
riboswitche pro regulaci genové exprese v eukaryotnim protozoalnim organizmu
Leishmania tarentolae. Theophyllinovy riboswitch jsem testovala prostrfednictvim
modifikace 5’UTR oblasti mRBNA exogenniho genu eGFP (enhanced green
fluorescent protein). EGFP byl zvolen kvdli jednoduchosti monitorovani overexprese
tohoto proteinu pomoci flueorescenénich méreni. L. tarentolae byla zvolena jako
vhodny modelovy organizmus z nékolika divodud: jedna se o eukaryoticky RNAI
inaktivni organismus, ktery je nepatogenni, a snadno se kultivuje. Dale se snadno

geneticky manipuluje pomoci metody homologni rekombinace.

Specifické cile projektu zahrnovaly:
1.  testy cytotoxicity theophyllinu pro L. tarentolae
2. pocitatem asistovanou predikci stability syntetického konstruktu: upravu
sekvence  theophyllinového riboswitche a vybér jeho umisténi v 5’UTR oblasti
mRNA genu eGFP
3. zaklonovani syntetického fragmentu kodujici riboswitch do 5’UTR oblasti genu
eGFP
vneseni konstruktu do L. tarentolae
testy ucinnosti riboswitche pro regulaci overexprese eGFP: stanoveni hladiny
potlaceni €Ci zesileni exprese v dusledku odpovédi na koncentraci theophyllinu

v médiu, sledovani ¢asové odpovédi a reverzibility procesu
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1.4 Vyznam

Mechanizmus regulace translace syntetickym theophyllinovym riboswitchem
byl doposud s uspéchem testovan v prokaryotech (pf. Lynch et al., 2007).

Vyhodou riboswitche by byla hlavné moznost vyuzit tuto metodu u organizmd,
u kterych neni mozZné pouzit RNA interferenci (vétSina druhu rodu Leishmania, T.
cruzi). Zaroven je prepinani exprese genu pomoci aktivace/inaktivace riboswitche
rychlé a vratné. Pouhda zaména distého média za médium s ligandem spousti
translaci bez nutnosti syntézy dalSich interakénich elementd, jak je tomu u mnoha
knock-downovych metod (Lynch et al., 2007). Tato vlastnost by nam umoznila prfesné
regulovat miru exprese genu, a to zejména u téch gend, které jsou pro studovany
organizmus nezbytné a kde jedinym pozorovatelnym fenotypem knock-downu di
knock-outu je smrt. Pokud by testy potvrdily, Ze theophyllinovy riboswitch v L.
tarentolae funguje, nabizelo by se jeho dalsi vyuZiti pfimo ke studiu funkce genu

Leishmania, pfipadné jeho dalsi testovani v jinych eukaryotickych organizmech.
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2. Metody

2.1 Kultivace L. tarentolae

Promastigotni stadia L. tarentolae byla kultivovana v kultivacnich lahvich
(TPP) v BHI médiu obohaceném o hemin (10 pg.ml), penicilin (50 U.ml') a
streptomycin (50 pg.ml-'). Po transformaci bylo do média navic pfidavano selekéni
antibiotikum hygromycin (100 pg.ml-1).

Kultury byly pravidelné preockovavany pfi dosazeni koncentrace 107-108
bunék.ml-'. Redény byly v takovém poméru, aby vysledna koncentrace byla 108
bunék.ml-1. Kultivace probihala za stalého tfepani o frekvenci 60-80 rpm a pfi teploté
26 °C.

2.2 Testovani cytotoxicity theophyllinu

Kultury L. tarentolae byly testovany v médiu s theophyllinem o vysledné
koncentraci 1, 2 a 5 mM. Pocatecni koncentrace bunék byla 3.106. Pocet bunék byl
dale méfen po 2, 6, 12, 24, 48, 72, 96 a 120 hodinach na pfistroji Beckman
Cellcounter Z1 (Beckman Coulter). KdyZ dosahly kultury hodnot 5.107, byly 10x

nafedény. Z naméfenych koncentraci byly sestaveny ristové kfivky.

2.3 PCR Amplifikace

Amplifikaci genu eGFP z plazmidu pU44 (viz Materidl) byl ziskan amplikon,
jehoZ spravna velikost byla ovérena elektroforézou v 1% agarézovém gelu. Primery
(Sigma-Aldrich) byly navrZeny tak, aby na koncich produktu vznikla restrikéni mista

Mfel (5" konec) a Notl (3' konec) umoZriujici dalsi ligaci a preklonovani.
PouZité primery:

eGFP Fw: 5'- CAATTGATGGCTCGAGCGATGGTGAGCAAG - 3'
eGFP Rv: 5'-AGGAGGAGGGCGGCCGCTTTA -3
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SlozZeni reakce:

objem [ul] slozka

2 templatova DNA
2 Primer Fw (o koncentraci 10pmol)
2 Primer Rv (o koncentraci 10pmol)
4 dNTP Mix (Takara)
5 10x PCR Buffer (Takara)

0.25 rTaqg DNA polymeraza (Takara)

37.75 MilliQ voda

Reakce byla provedena v pfistroji MiniCycler™ (MJ Research) v téchto

podminkach:
krok teplota [°C] ¢as
1. po¢ate¢ni denaturace 95 5 minut
2. denaturace 95 1 minuta
3. nasedani primeru 68 40 sekund
4. elongace 72 1 minuta
5. konec¢na elongace 72 2 minuty

2. az 4. krok byl 35x zopakovan.

2.4 Ligace do plazmidu pGEM-T Easy

Pro ligaci PCR amplikonu do pGEMu byla pfipravena reakce:

5ul 2x ligacni pufr

1l vektor pPGEM-T Easy

1l T4 DNA ligaza

35 ng PCR produkt (objem dle koncentrace)

doplnit destilovanou vodou do 10 pl.

Reakce byla inkubovana 1 hodinu pfi pokojové teploté nebo pfes noc pfi 4 °C.
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2.5 Elektroforéza v agar6zovém gelu

Plazmidy a DNA fragmenty byly analyzovany elektoforézou v 1% agarézovém
gelu. Agardza v prasku byla varem rozpusténa v TAE a po vychladnuti bylo pfidano
barvivo SYBR Safe DNA gel stain v poméru 1:10.000. Jako méfitko velikosti
fragmentd byl pouZivan 2-log DNA Ladder. Separace fragmentd probihalo za napéti
dle potfeby 50-90 V. DNA byla poté vizualizovana na Transiluminatoru Blue Light

(Herolab) a zdokumentovana na UV transiluminatoru (UVP).

2.6 Ligace DNA fragmentu v low-melting agarézovém gelu

Pred ligaci byly DNA fragmenty nejprve separovany na 1% low-melting
agardozovém gelu. K pfipravé gelu byla pouZita low-melting agardza v prasku
(Cambrex). DNA byla vizualizovana na Transiluminatoru Blue Light (Herolab), ktery
oproti UV svétlu DNA neposSkozuje, a skalpelem byly vyfiznuty fragmenty
odpovidajici velikosti. Kousky gelu s DNA byly rozpustény 10 minut ve vodni lazni o
teploté 65 °C. K 5 pl rozpusténého inzertu byly pfidany 0,5-2 ul vektoru. Smés byla
dopinéna do 13 ul destilovanou vodou a vracena do 65-67 °C na dalSich 10 minut. K
ligacni smési 9 ul 2x Ligase Buffer a 1 ul T4 DNA Ligase bylo pfidano 10 ul inzertu s
vektorem. Liga¢ni reakce byla inkubovana pfes noc ve 4 °C. Pred transformaci byla
smeés opét vloZena na 15 minut do 65-67stupriové vodni lazné a bylo pfidano 50 pl

destilované vody.

2.7 Transformace E. coli XL1 metodou heat-shock

Zamrazené kompetentni buriky byly pomalu rozmraZzeny na ledé. Do
mikrozkumavky bylo napipetovano 7,5 ul ligaéni smési a pfidano 50 pl
kompetentnich bunék. Suspenze byla ponechana 20 minut na ledu, 45 sekund ve
vodni lazni o teploté 42 °C a opét 2 minuty na ledu. Déle bylo pfidano 300 pl SOC Ci
LB média a poté se bunécna kultura nechala rozrdst za tfepani 45 minut v 37 °C na
210 rpm.

Vzhledem k tomu, Ze u kmene XL1 E. coli je moZna modrobila selekce, na

prfedehfaté agarové misky s ampicilinem (100 pug.ml') bylo pfidano 32 pl IPTG (25
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mg.ml-') a 8 ul XGal (50 mg.ml-'). Na misky bylo rozetfeno 150 pl transformovanych
bunék a nasledné byly inkubovany pfes noc ve 37 °C.

Dalsi den byly vybrany bilé kolonie, u nichZ byla kédujici sekvence pro beta-
galaktosidazu narusena vloZenim inzertu. Beta-galaktosiddaza je enzym, ktery
hydrolyzuje XGal. Jeden z produktid této reakce ma modré zbarveni, které je
charakteristické pro kolonie, kde inzert nebyl inkorporovan. Bilé pozitivni kolonie byly
prfeoCkovany na novou agarovou misku s amipicilinem (100 pg.ml-') a do zkumavek s

LB médiem na dalsi kultivaci (viz dale).

2.8 Kultivace E.coli a izolace plazmidové DNA

Pro ziskani vétsiho mnoZtvi bakterii k izolaci plazmidu byla vybrana kolonie
kultivovana ve zkumavkach se 4 ml LB média s amipicilinem (100 pg.ml-'). Kultury
byly tfepany pres noc pfi 210 rpm a 37 °C.

Plazmidy byly nasledné izolovany metodou alkalické lyze:

Nejprve byly buriky staCeny po 2 minuty na 16.000 rcf (Eppendorf Centrifuge
5415R). Pelet byl poté resuspendovan v 50 ul TEGu. Do této suspenze bylo
postupné pfidano 100 ul roztoku 1% SDS s 0,2M NaOH, 75 ul 3M acetatu sodného
(pH = 5,6) a 225 yl 5M LiCl. Po kaZzdém kroku byla mikrozkumavka jemné
promichana. Smés byla centrifugovana 10 minut pfi 16.000 rcf. Nyni byl do nové
sady mikrozkumavek prfenesen &iry supernatant obsahujici plazmidy a pfidano 900 pl
96% etanolu o teploté -20 °C. Tento roztok byl ponechan 5 minut v -20 °C a poté 15
minut centrifugovan pfi 16.000 rcf. Pelet byl promyt 200 pl 70% etanolu o teploté -20
°C a minutu centrifugovan pfi 16.000 rcf. Nakonec byl pelet dokonale vysusen a
rozpustén ve 40 pul destilované vody. Je-li rozpousténi peletu obtizné, je mozné
roztok zahrat na 37 az 50 °C. Nasledné byla na UV spektrometru (WPA Biowave II)

zmérfena koncentrace plazmidu.
2.9 Restrikce DNA

Pro ziskani konkrétniho useku DNA z plazmidu €i pro kontrolu pfitomnosti
inzertu v plazmidu byly pouzivany restrikéni reakce. SloZeni reakce o objemu 10 pl

bylo nasleduijici:
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1 pl 10x pfislusného pufru (New England BioLabs)

0,5 ul restrikéni endonukleazy (New England BioLabs)

1 pul 10x BSA pokud to enzym vyZaduje (New England BioLabs)
1 ng DNA (objem dle koncentrace)

doplnéno destilovanou vodou do objemu 10 pl.

Reakce byly inkubovany 3 hodiny ve 37 °C.

2.10 Annealing dvou komplementarnich oligonukleotid(i

Jako budouci riboswitch byly navrhnuty a uméle syntetizovany dva
komplementarni jednoretézcové oligonukleotidy (Sigma-Aldrich). Nejprve byly pro
ucely klonovani hybridizovany, aby vytvofily dvouretézcovy usek. Do 50ul reakce
bylo pfidano 25 pl oligonukleotidu Sense a 25 pl oligonukleotidu Antisense, oboji 0
koncentraci 10 uM. Tyto reakce byly vioZzeny do vodni 1azné na 5 minut pfi teploté
70 °C.

2.11 Uchovavani kultur E. coli a L. tarentolae

Buriky byly dlouhodobé uchovavany v -80 °C v roztoku glycerolu o konec¢né
koncentraci 10 %. K 200 ul 50% glycerolu bylo pfidano 800 ul bunééné kultury.
Kryozkumavky (Techno Plastic Products) byly vioZzeny do zafizeni NALGENE™ Cryo
Freezing Container (Nalgene) a v ném ponechany pres noc v -80 °C. Poté jiz mohly

byt v této teploté skladovany v béZné papirové krabicce.

2.12 Transfekce L. tarentolae

Pro transfekci L. tarentolae elektroporaci byla ziskana plazmidova DNA z 16
ml suspenznich kultur E. coli transformovanych finalnimi vektory. Plazmidy byly
izolovany metodou alkalické lyze a inzert byl pro transfekci linearizovan enzymem
Swal. DNA byla precisténa pridanim 500 ul 96% etanolu, centrifugaci 15 minut pfi
16.000 rcf a promytim v 70% etanolu a opétnou centrifugaci 1 minutu pfi 16.000 rcf.
Pelet byl resuspendovan v 15 ul destilované vody.

Pro elektroporaci bylo centrifugovano 5x107 bunék L. tarentolae (5 minut,
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2.000 rcf) a pelet resuspendovan v 0,5 ml ¢erstvého BHI média. Koncentrace bunék
pfi elektroporaci je tedy 1.108. Bunééna suspenze byla prfenesena do elektroporaéni
kyvety o vnitfni Sifce 4 mm (BTX) a inkubovana 10 minut na ledu. Pfed samotnou
elektroporaci bylo k burikam pfidano 5-10 ug linearizovaného vektoru. Elekroporace
probihala za podminek: napéti 1500 V, odpor 500 Q a elektricka kapacita 25 pF v
elektroporatoru ECM 630 (BTX). Byly aplikovany dva pulzy v 10-ti vtefinovém
rozestupu. Nasledné byly kultury znovu inkubovany 10 minut na ledu a poté k nim
bylo pfidano 5 ml ¢erstvého BHI Mix Média. Takto byly inkubovany ve 26 °C a po 20
hodinach bylo pfidano antibiotikum hygromycin (100 pg.ml') pro selekci bunék s
integrovanym vektorem.

Po dalsich 20 hodinach bylo z kultiva¢nich lahvi odebrano 0,5 a 1 ml bunék,
které byly centrifugovany 5 minut na 2.000 rcf. Pelet byl resuspendovan ve 100 pl
cerstvého BHI Mix média a rozetfen na kultivaéni misky (TPP) o prdméru 10 cm.
Nakres kultivaéni misky je na Obr 2.1. Whatmanndv papir (Bio-Rad) i nitrocelulézova

membrana (Pall Corp.) byly udrZovany nasycené BHI mixem.

Kultivaéni miska

yd Transfekované L. Tarentolae
P o
_{/ P
p -
e 7
. Nitrocelul6zova membrana
- L
.-f _;-f-’_-F
w |
—F— 3mm Whatmannuv papir
~
~
. .
~ BHI Mix

Obr 2.1: Nakres kultivaéni misky L. tarentolae

Po pfiblizné sedmi dnech se na membrané objevily prvni kolonie, které byly
rozmichany ve spicce se 150 ul BHI média s hygromycinem a pfeneseny do 96-ti
jamkoveé klonovaci misky (TPP) a odtud po nékolika dnech do bézné kultivaéni lahve
(TPP).
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2.13 PCR Screening

Pro PCR Screening kultur bylo z kultivacni lahve odebrano 1,5 ml kultury o
hustoté priblizné 6.108 a centrifugovano (2000 g, 5 minut). K peletu bylo pfidano 30
pI destilované vody s 0,1% Tween, suspenze na 10 minut vioZzena do 95 °C a kratce
centrifugovana. Jako templat byly pouzity 3 pl supernatantu. Dale se postupovalo
jako pfi vyse popsané PCR. Jako primery byly pouZity EGFP FW a RV (Sigma-
Aldrich, sekvence viz kapitola PCR amplifikace) a pro srovnani jako pozitivni kontroly
dvojice 3274 LT-FPGS-rt_FW, 3275 LT-FPGS-rt_RV a 3207 calmArt1_FW, 3208
calmArt1_RV komplementarni k ¢astem genud FPGS (single-copy gen
folypolyglutamat syntetazy, Fadili et al., 2002) a calmodulinu (multiple copy gen,
Benaim et al., 1987).

Jejich sekvence jsou:

3274 LT-FPGS-rt_FW 5'- GTACCGTGAGGTGCCTTGTC - 3

3275 LT-FPGS-rt_RV 5°- GCCACCTGTCTCGTAAATCC - 3

3207 calmArt1_FW 5°- ATCGACTTCCCCGAGTTCTT - 3

3208 calmArt1_RV 5°- CCTCCTCGTCTGTACGCTTC - 3

2.14 SDS PAGE

Pro SDS PAGE byl pouzit 12% separacni gel. Elektroforéza probihala v
elektroforetické vané Owl;Hoefer. Pouzit byl SDS Running Buffer.

Do jamek bylo naneseno pfiblizné 8 ul vzorku (dle koncentrace proteind) a
proteinovy marker. Elektroforéza probihala zpocatku pfi napéti 80 V. KdyZ vzorky
dosahly rozhrani zaostfovaciho a separacniho gelu, napéti bylo zvySeno na 150 V.
Gel byl poté hodinu inkubovan v barvicim roztoku Coomassie Blue a nasledné

odbarven v odbravovacim roztoku.
2.15 Western analyza

Po optimalizaci mnoZstvi lyzatu bunék ve vzorku metodou SDS PAGE byla
provedena SDS PAGE bez barveni gelu Coomassie Blue a tento ge byl pouZit pro

analyzu Western Blotem.
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Gel, 3mm blotovaci papiry Whatmann (Bio-Rad) a nitrocelul6zova membrana
BioTraceNT (Pall Corp.) byly pfed pfenesenim inkubovany nékolik minut v
transferovém pufru. Vse bylo poskladano na elektroblot Semidry Blot (Bio-Rad) v
poradi:

3mm papir Whatmann

Nitrocelul6zova Membrana

Akrylamidovy gel

3mm papir Whatmann

Elektroblot probihal po dobu 1 hodiny za velikosti proudu vypocitaného dle
vzorce I[mA] = 5,5 x S [cm?2], kde S je plocha gelu. Membrana byla poté barvena 5
minut v Ponceau a nasledné odbravena v PBS s 0,05% Tween 20. Pres noc byla
membrana blokovana ve 4 °C v PBS Tween s 5% beztuénym mlékem.

Druhy den byla membrana 5x po 5 minutach promyta v PBS Tween a
zatavena do fdlie s primarni myssi anti-eGFP protilatkou (Sigma-Aldrich) nafedénou
v PBS Tween v poméru 1:10.000. Za stalého michani byla inkubovana 2 hodiny pfi
pokojoveé teploté. Nasledné byla membrana 5x po 5 minutach promyta v PBS Tween
a hodinu inkubovana se sekundarni anti-myssi protilatkou (Sigma-Aldrich) nafedénou
v PBS Tween v poméru 1:1000. Sekundarni protilatka byla ozna¢ena peroxidazou
(Sigma-Aldrich). Poté byla membrana promyta 5x po 10 minutach v PBS Tween a na
membranu byl nanesen roztok ECL (1 ml sloZzky 1 a 1 ml sloZky 2; Pierce), ktery je
substratem pro peroxidazu. Po 1 minuté byl signal zachycen na detekénim systému

Fuiji.
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3. Materialy

3.1 Organizmy

Leishmania tarentolae, kmen P10

Escherichia coli, kmen XL1

3.2 Vektory

p-GEM T-Easy (Promega, Obrazek 3.1):

plazmid pouZity pro ligaci jednotlivych ¢asti riboswitchového konstruktu. Nese

rezistenci na ampicilin a fragment pro blue-white selekci

zainkorporovanym inzertem.

Xmnl 1994
Scal

1875 2692
f1 ori

Amp pGEM®-T
Vector
(3000bp)

ori

171

Apal
Aatll
Sphl
BstZI
Ncol
Sacll

Spel
Notl
BstZI
Pstl
Sall
Ndel
Sacl
BstXI|
Nsil

T spe

1
14
20
26
31
37
46

55
62
62
73
75
82
94
103
112
126

Obrazek 3.1:
Easy

pF4mcsX11.4dBhyg (Reinhard Breitling et al. 2002, Obrazek 3.2):

plazmid s misty pro homologni rekombinaci do malé ribozomalni podjednotky

kolonii se

pGEM-T

L. tarentolae a s rezistenci na hygromycin, dale nese gen pro rezistenci na

ampicilin pro selekci v E. coli.
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pB49 (laboratof prof. Lukese, Biologické centrum AV CR):
plazmid s viloZzenym genem eGFP, ktery jsem pouzila jako templat pro
amplifikaci tohoto genu.

Swal (687) Obrézek 3.2:

pF4mcsX11.4dBhyg

Psil (8392)

Narl (3192)

hol (1739)
stuffer 'Y:;Ié‘acl (1745)
L Not| (1753)

pF4mcsX1.4dBhyg#d
(3590 bp)

Swal (5323)

HindIll (5124)

Fsel (4992)
Spel (4135)

3.3 Pufry a média

Bakteridlni puda:
2 g Tryptone casein Peptone (Amresco), 1 g Yeast Extract Bacteriological
(Amresco), 2 g NaCl (Lach-Ner), 3 g Agar Bacteriological (Amresco) doplnény
200 ml destilované vody a roztok autoklavovan. Po vychladnuti na pfiblizné 50
°C pfidan ampicilin (Roth) na koneénou koncentraci 100 ug-ml-'.

BHI médium:
37 g Brain Heart Infusion (Difco) rozpusténo v 1 | destilované vody a

autoklavovano. Po vychladnuti pfidan Hemin (Fluka) o koneéné koncentraci
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10 pg.ml-', Penicilin (Invitrogen, 50 U.ml') a Streptomycin (Invitrogen,
50 pg.ml'). Pro selekci hygromycinem (Invitrogen) bylo pfidano antibiotikum
(Jena Bioscience) o konec¢né koncentraci 100 pug.ml-'.

BHI Mix:
K 500 ml BHI s pfidanym Penicilinem-Streptomycinem a Heminem pfidano
11,88 1M Hepes (Applichem) o pH 7,5, 94 ml 20% glukdzy a 59,4 ml Foetal
Bovine Serum (Invitrogen). Pfed prfidanim séra byl Mix pfefiltrovan filtrem
RAPID 500 (PES 0,2 um; TPP).
Coomassie Blue:
0,25 g Coomassie Brilliant Blue R250 (Lach-Ner) do 250 ml odbarvovaciho
roztoku (viz dale).

LB médium:
1 g Tryptone Casein Peptone, 0,5 g Yeast Extract Bacteriological, 1 g NaCl
doplnéno 100 ml destilované vody a autoklavovano. Pfed pouzitim byl pfidan
ampicilin o konec¢né koncentraci 100 pg-ml-1.

10x PBS:
40 g NaCl, 1 g KCI (Lach-Ner), 17,9 g Na2HPO4 (Lach-Ner), 1,2 g KH2PO4
(Lach-Ner), doplnit destilovanou vodou do objemu 500 ml, koneéné pH 7,4.

5x Running Buffer (SDS PAGE):
15 g Tris (Lach-Ner), 72 g glycin (Roth), 5 g SDS (Roth), kone¢né pH 8,3.

Sample Buffer (SDS PAGE):
50mM Tris-HCI, 2% SDS, 10% glycerol (Lach-Ner), 0,1% bromfenolova modr
(Lach-Ner), 1M dithiotreitol (Sigma-Aldrich), 1% Triton X-100 (Fluka).

SOB médium:
10 g Tryptone Casein Peptone, 2,5 g Yeast extract Bacteriological, 0,25 g
NaCl, 5 ml 250mM KCI dopIlnéno vodou na 500 ml. pH 7.

50x TAE:
242 g Tris-base, 57,1 ml ledové kyseliny octové (Lach-Ner) a 100 ml 0,5M
EDTA doplnéno destilovanou vodou na 1 |.

TEG:
25mM Tris-Hcl, 10mM EDTA, 50mM glukdza (Lach-Ner).

Odbarvovaci roztok (SDS PAGE):

45% methanol (Lach-Ner), 10% kyselina octova.
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Transferovy pufr (Western Blot):
11,64 g Tris-HCI, 5,86 g glycinu, 7,5 g SDS, 400 ml methanolu a doplnit
destilovanou vodou do objemu 2 I.

5% akrylamidovy gel (zasobni roztok):
40 ml 30% akrylamid (AA:bisAA v poméru 29:1, Roth), 30,4 ml 1M Tris-HCI o
pH 6,8, 2,4 ml 10% SDS a 168 ml destilované vody.

12% akryamidovy gel (zasobni roztok):
100 ml 30% akrylamid (AA:bisAA v poméru 29:1), 62,5 ml 1,5M Tris-HCI o pH
8,8, 2,5 ml 10% SDS a 82,5 ml destilované vody.

3.4 Ostatni chemikalie

2-log DNA Ladder (New England BiolLabs), acetat sodny (Lach-Ner), agardza
(Serva), beztuéné susené miéko (Lach-Ner), BSA (New England BioLabs), DNA
Loading Buffer (Takara), dNTPs (Takara), etanol (Lach-Ner), SYBRSafe (Invitrogen),
IPTG (Roth), LiCl (Lach-Ner), NaOH (Lach-Ner), n-butanol (Lach-Ner), proteinové
standardy Protein Standards - All Blue and Unstained (Bio-Rad), restrikéni
endonukleazy a pufry (New England BiolLabs), T4 DNA Ligaza a pfislusny pufr
(Promega), rTag DNA Polymeraza a pfislusny pufr (Takara), SYBR Safe DNA gel
stain (Invitrogen), TEMED (Sigma-Aldrich), Theophylline (Fluka), Tween 20 (Sigma),
X-Gal (Duchefa Biochemie).
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4. Vysledky
4.1 Test cytotoxicity theophyllinu vici L. tarentolae
Pro svou praci jsem zvolila jiz existujici sekvenci riboswitche podle Lynch et al.

(2007). Pokouseli se vyvinout theophyllinovy riboswitch s co nejvysSim aktivaénim

pomérem (pomér produkce proteinu bez a za pritomnosti theophyllinu) v bakteriich

E. coli.
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Graf 4.1: Ristové kfivky kultur v médiu s theophyllinem o koncentraci 1, 2 a 5mM. Cernd kfivka
odpovida kontrolni kultufe bez theophyllinu. Z grafu je patrné, Ze rychlost rdstu zdstava pfiblizné
stejna pfi kultivaci v médiu s theophyllinem o koncentracich 1 a 2mM. Koncentrace theophyllinu v
médiu 5mM je pro L. tarentolae smrtelna.

Zakladni podminkou pro pouZziti tohoto riboswitche v L. tarentolae bylo, Ze
theophylline pro ni neni toxicky. Nejprve jsem provedla testy cytotoxicity theophyllinu
na kulture L. tarentolae. Testované kultury jsem péstovala v médiich s pfidanym
theophyllinem o vysledné koncentraci 1mM, 2mM a 5mM. Jejich rdstové kfivky jsem
srovnala s rustovou kfivkou kultury v ¢istém médiu.

Koncentrace jsem méfila po 2, 6, 12, 24, 48, 72, 96 a 120 hodinach. Test jsem
tfikrat zopakovala. Primérné rdstové kfivky ze vsech tfi méreni jsou vidét v Grafu
4.1.
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Z grafu vyplyva, Ze theophylline neovliviiuje zasadnim zpusobem rist L.
tarentolae, a to do koncentrace 2mM. Do téchto koncentraci rostou ve srovnani

s kontrolni kulturou bez theophyllinu stejné rychle.

4.2 Priprava plazmidu s inzertem riboswitch-eGFP

4.2.1 Klonovani v plazmidu pGEM

Sekvence riboswitche, ktera se podle studie Lynch et al. (2007) jevi jako
nejucinnéjsi (ve smyslu poméru hladiny exprese genu v konformaci On a Off) jsem
upravila tak, aby na zacatku a na konci obsahovala restrikéni mista pro klonovani.
JelikoZ hladina genové exprese v L. tarentolae je ovlivnéna sekvenci tripletu
predchazejiciho startovacimu kodonu ATG (Lukes et al., 2006), upravila jsem
posledni triplet riboswitche (tzn. triplet tésné predchazejici startovacimu koddnu ATG
genu eGFP) tak, aby u riboswitche v pozici On byla exprese genu eGFP co nejvyssi.

Vyslednou sekvenci jsem analyzovala v programu Mfold (Zuker, 2003) a dale ji
upravila tak, aby i po pfedchozich zménach byl rozdil mezi volnymi energiemi
konformaci Off a On priblizné stejny jako u sekvence plvodni. Plivodni sekundarni
struktura a sekvence podle Lynch et al. (2007) je na Obrazku 4.1 a 4.2 vlevo, pro
srovnani je zobrazena i upravena sekvence a jeji struktura (vpravo). Provedené
zmeény jsou barevné vyznaceny na Obrazku 4.1.

Komplementarni DNA sekvence riboswitche, obé s pfidanymi A-konci pro
nasledné viloZzeni do plazmidu pGEM-T Easy, jsem objednala jako jednoretézcové
olionukleotidy, 5 minut hybridizovala v 72 °C a metodou A/T klonovani vloZila do

plazmidu pGEM-T Easy (viz nakres na obrazku 4.3).
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Obrazek 4.1: Sekundarni struktura puvodni sekvence theophyllinového riboswitche podle Lynch et al.

(2007; vlevo) a nami upravené sekvence (vpravo) v konformaci Off. RNA jsou bez navazaného

ligandu, tudiz s prekrytym startovacim koddnem (AUG) a ribosome-binding site. Barevné jsou

vyznaceny upravy oproti puvodni sekvenci. Modfe jsou vyznac¢eny bodové mutace, zelené delece a
Cervené je ohrani¢eno noveé vzniklé restrikéni misto Mfel.
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Obrazek 4.2: Predpokladané sekundarni konformace puvodniho (vlevo) a nami upraveného

theophyllinového riboswitche v konformaci On. Z obrazku je vidét, Ze zména jednotlivych nukleotidi

nezmeénila strukturu ani v konformaci s navazanym ligandem.

Bglll
RS Mfel
250

Sacl

Obrazek 4.3: Schématicky nakres riboswitche

vloZeného pres A-konce do vektoru pGEM-T Easy.

Jako dalsi krok jsem amplifikovala
eGFP z plazmidu pB49, ktery nam laskavé
poskytl Mgr. Paris z laboratore prof. Lukese
(Biologické centrum AVCR). Mapa plazmidu
je na obrazku 3.2 v Casti Material. Primery
jsem navrhla tak, aby tésné pred starovacim
kodonem genu vzniklo restrikéni misto pro

Mfel restriktazu a na 3’ konci genu restrikéni

misto pro Notl. Jejich sekvence jsou také
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uvedeny v ¢asti Metody.
Produkt PCR jsem opét pfes A-konce vlozZila do plazmidu pGEM-T Easy a
proces ovérila restrikéni analyzou. Schématicky nakres vektoru a restrikCni analyza

elektroforézou na 1% agarézovém gelu jsou na Obrazku 4.4 a 4.5.
Mfel

eGFP

Notl

et GRS S B e e N e

—_—
—
~—
~——
~——
—
—
| —
—
P
—_—
P —
—
—_—

Sacl

Obrazek 4.4: Schéma vektoru pGEM-T Easy Obrazek 4.5: Restrikéni analyza 10 kolonii
s vlozenym genem eGFP. transformovanych plazmidem pGEM-T Easy s
inzertem eGFP. Nelinearizovany plazmid je znacen
pismenem C. Jako restrikéni enzymy byly pouzity
Mfel a Notl. Velikost inzertu odpovida velikosti eGFP

s restrikénimi misty: 756nt.

Jako dalsi krok jsem oba vektory s vlioZenymi inzerty stépila enzymy Mfel a
Sacl. Tim vzniklo ve vektoru s riboswitchem misto pro vioZzeni eGFP. V low-melting
agardze jsem pres vzniklé presahy ligovala casti vektor-riboswitch a eGFP.
Schématicky nakres je na Obrazku 4.6.

VloZeni eGFP jsem potvrdila restrikéni analyzou a nechala osekvenovat

firmou Macrogen.
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Bglll Mfel

RS Obrazek 4.6: Schéma restrikce a
o~ Mfel

Sacl eGFP ligace vektori pGEM-T Easy s
inzerty riboswitch (RS, modfe) a

Not eGFP (zelené). Po restrikci enzymy

Mfel a Sacl byly odpovidajici Casti

e vyfiznuty a ligovany v low-melting

agaréze a daly vznik findlnimu

l l Restrikce vektoru pGEM-T Easy - RS - eGFP.
RS

Mfel Mfel

eGFP

acl
Sacl

\ /-

eGFP

Bglll mfel
RS

Notl

Sacl

4.2.2 Klonovani do plazmidu pF4mcsX11.4dBhyg a transfekce L. tarentolae

Inzert riboswitch-eGFP jsem pfes restrikéni mista Bglll a Notl pfeklonovala do
finalniho transfekéniho vektoru pF4mcsX11.4dBhyg s rezistenci na hygromycin.
Tento vektor byl nejprve linearizovan restriktazou Swal a poté jsem jim metodou
elektroporace transfekovala L. tarentolae, kmen P10. Sekvence plazmidu je

navrZena tak, aby se homologni rekombinaci integroval do genomu L. tarentolae v
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misté za promotorem pro RNA polymerazu |, kterd je zodpovédna za transkripci genu
malé ribozomalni podjednotky (Misslitz et al., 2000).

Pro vysledné srovnani hladiny produkce proteinu eGFP v kulturach bez
riboswitche a s riboswitchem jsem L. tarentolae, P10 zaroven trasfekovala i vektorem
obsahujicim pouze eGFP. Negativni kontrolu pfi nasledné selekci uspésné
transfekovanych kultur byla transfekce €istou vodou bez plazmidu.

Selekci transfekovanych klond na antibiotikovou rezistenci jsem provadéla na
miskach s Whatmanovou membranou (viz Metody - Transfekce). Kultury

transfekované vodou bez vektoru neprezily.

4.3 Testovani transfekovanych kultur na pritomnost inzertu

Vybrané kolonie jsem rozpéstovala do 10ml kultur a provedla PCR test pomoci
vnitfnich eGFP primerd, jejichZz sekvence jsou uvedeny v sekci Metody - PCR
Screening. Ten pfitomnost inzertu potvrdil (viz Obrazek 4.7). Zaroven jsem kolonie
testovala i primery nasedajicimi na okraj eGFP. Z téchto reakci jsem neziskala Zadny
amplikon.

PrestoZe testy PCR vnitfnimi primery potvrdily pfitomnost inzertu eGFP v
kontrolnich koloniich bez riboswitche, ani po rozrosteni kultur do 10 ml jsem
nepozorovala typicky zelené zberveni proteinu eGFP. Rozhodla jsem se tedy jeho
pfitomnost analyzovat metodou Western Blotu. Ten produkci proteinu eGFP v
kontrolnich  kulturach nepotvrdil. Analyzovala jsem |lyzaty z péti kultur
transfekovanych vektorem pF4mcsX11.4dBhyg-riboswitch-eGFP a dvou kontrolnich
kultur transfekovanych vektorem pF4mcsX11.4dBhyg-eGFP. Jako negativni kontrolu
jsem pouzila vychozi kulturu L. tarentolae, kmen P10 a jako pozitivni kontrolu
izolovany protein eGFP. Na obrazku 4.8 je vidét, Ze anti-eGFP protilatka se vazala
pouze na pozitivni kontrolu a zadna z transfekovanych kultur protein eGFP

neexprimuje.
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Calmodulin FPGS eGFP

1 2 3 4 5 6 7 L 8 910 11 12 13 1 12 13 1415 NC 1 L 2 3 4 5 6 7

Calmodulin FPGS eGFP
415 NC 1 2 3 4 L 5 6 7 8 9 10 8 9 10 11 12 13 14 L 15 NC
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Obrazek 4.7: PCR Screening 12 kultur L. tarentolae (ocislované od 4 do 15) po transfekci plazmidem
pF4mcsX11.4dBhyg s vloZenym inzertem riboswitch-eGFP a tfi kontrolnich kultur po transfekci
vektorem pF4mcsX11.4dBhyg s vloZzenym genem pro eGFP (1 az 3). NC zna¢i negativni kontrolu, kdy
byla misto templatu pouzita voda. L je oznadenim velikostniho DNA markeru. PCR primery pro
Calmodulin a FPGS slouZi jako pozitivni kontrola. Pouzité primery u jednotlivych reakci jsou

vyznaéeny nad obrazky. Sipky oznaduji amplikon o sprévné velikosti 180nt.

- -«

1 2 3 4 5 6 NC PC

Obrazek 4.8: Western Blot 5 kultur L. tarentolae po transfekci plazmidem pF4mcsX11.4dBhyg s
inzertem riboswitch-eGFP (1 aZ 5), 1 kontrolni kulturu po transfekci vektorem pF4mcsX11.4dBhyg s
eGFP (6) a pdvodni kulturu L. tarentolae kmen P10 (NC). Pozitivni kontrola proteinu eGFP je

oznacena PC. Z obrazku je patrné, Ze protein eGFP je pfitomen pouze v pozitivni kontrole.
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Soucasné s transfekci L. tarentolae jsem poslala vektory pF4mcsX11.4dBhyg
s inzerty riboswitch-eGFP a eGFP sekvenovat. ObdrZzené sekvence potvrdily
neuspésnou ligaci. Ukazaly, Zze Cast eGFP, na které nasedaly primery pfi PCR
screeningu, je ve vektoru pfitomna, ale nékolik desitek nukleotidd na 5 konci a
plnych 155 nukleotidd na 3’ konci sekvence chybi. Nasledna analyza sekvenci
potvrdila, Ze se jedna o puvodni plazmid pF4mcsX11.4dBhyg, soucasti jehoz “stuffer”
je invertovana a deletovana sekvence eGFP pfiblizné stejné délky jako inzert
riboswitch-eGFP.
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5. Diskuze

5.1 Uvod

Cilem mé bakalarské prace byla realizace a testovani theophyllinového
riboswitche v eukaryotnim organizmu Leishmania tarentolae. Tento riboswitch byl
testovan v prokaryotni Escherichia coli (Lynch et al., 2007), nikdo se ale doposud
nepokousel vloZit tento riboswitch do eukaryot.

V pripadé, Ze by riboswitchova regulace exprese genu v L. tarentolae
fungovala, mohla by v budoucnu zastoupit ¢i nahradit jiné metody regulace exprese
genu na urovni RNA, a to zejména RNA interferenci u téch zastupci rodu
Leishmania, u kterych chybi draha pro RNAi. DalSimi predpokladanymi vyhodami
tohoto systému, které bych v nasledujicich fazich prace testovala, je rychlost
odpovédi buriky na pfitomnost ligandu, a mozZnost sniZzeni propustnosti systému v
pozici Off oproti RNAi. Dalsi potencialni vyhodou je reverzibilita procesu, a to
manipulaci riboswitche pouhou vyménou média. Jestlize by dalsi testy tuto
skute¢nost protvrdily, byl by riboswitch vhodnym nastrojem na studium gend, které
jsou esenciani pro preZiti organizmu.

Naopak nevyhodou riboswitche oproti vyse zminéné RNA interferenci je fakt,
Ze jeho vyuZiti u gend s vice kopiemi v genomu by bylo komplikované. Musela by se
zde brat v potaz skute¢nost, Ze kazda kopie genu mize mit jinou 5’UTR sekvenci a
vkladani riboswitchového konstruktu homologni rekombinaci by tedy vyZadovalo
pfizpusobit konstrukty 5’UTR oblastem jednotlivym kopiim genu. Dale by regulace
genu s vice kopiemi vyZadovala selekci na antibiotikovou rezistenci pfi vkladani
riboswitche prfed kazdou kopii genu, a to u obou alel jednotlivych kopii. Pocet

antibiotikovych rezistenci by zde mohl byt limitujicim faktorem.
5.2 Reseni projektu
Prvnim pfedpokladem pro cely projekt testovani theophyllinového riboswitche

v Leishmania tarentolae byla tolerance theophyllinu jako ligandu organizmem. V této

fazi jsem srovnavala rdstové krivky kultur péstovanych v médiu bez theophyllinu a s
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theophyllinem o rdznych koncentracich. Testy ukazaly, Ze organizmy latku snasi
dobre, a to do koncentrace 2mM.

V dal$im kroku jsem se pokusila vytvofit konstrukt riboswitch-eGFP a vloZit ho
do transfekéniho vektoru pF4mcsX11.4dBhyg. Tuto ¢ast projekiu se nepodarilo
dokoncit. Problém nastal jiz ve fazi, kdy jsem ligovala dvé casti konstruktu:
riboswitch a gen eGFP. Duvod neuspésného klonovani jsem zjistila pfi analyze
sekvenci plazmidd. Sekvenace inzertu riboswitche v plazmidu pGEM-T Easy
ukazala, Ze inzert byl vloZzen v opacné orientaci, nez kterou jsem uvaZovala pfi
navrhu projektu. Proto dalSi navrZzeny postup, tedy restrikce enzymy Mfel a Sacl a
nasledné vloZeni genu eGFP za riboswitch, pouze zaménil sekvenci eGFP za
riboswitch (viz Obr. 5.1). K ovéreni jsem pouZila metodu restrikCnich analyz enzymy
Bglll a Notl, které mély podle navrhu experimentu v tuto chvili ohraniCovat cely inzert
riboswitch-eGFP (813nt). Pfi analyze elektroforézou na 1% agardzovém gelu byl
vidét vystépeny usek DNA o velikosti pfiblizné 813 nukleotidd. Ve skute¢nosti Slo ale
o samotny gen eGFP bez riboswitche vystépeny enzymem Notl, a to jak na 5’-, tak
na 3’-konci, kde jsou restrikéni mista pdvodni souéasti polylinkeru plazmidu pGEM-T
Easy. Dohromady s ¢astmi polylinkerd na obou koncich genu eGFP je celkova
velikost tohoto useku 792 nukleotidd. Rozdil ve velikosti 0 21 nukleotidech nebylo
mozné na 1% agarézoveém gelu rozeznat a chybné jsem tak pfedpokladala, Ze se

jedna o nami poZzadovany konstrukt.
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Mfel Mfel ; . )
Bglll Obr. 5.1.: Schéma restikce a ligace

Sacl s riboswitche a eGFP. Jak je na obrazku

vidét, opacna orientace riboswitche
Not! zpusobila, ze restrikci enzymy Mfel a
- Sacl doslo pouze k zameéné inzertd

riboswitche a eGFP oproti

. planovanému vloZeni genu eGFP za
Restrikce

riboswitch.
Mfel Mfel

eGFP . .
Tento inzert jsem

posléze vlozila do transfekéniho
Sacl vektoru pF4mcsX11.4dBhyg a
elektroporaci vnesla do

\ / Ligace Leishmania tarentolae. Stejné
Bafel jsem postupovala pfi transfekci

acl

samotnym genem eGFP. Kultury
el s integrovanym genem eGFP
Notl mély slouZit jako kontrola
Sact exprese genu pfi nasledném
testovani ucinnosti riboswitche.
Po zaintegrovani konstruktd do
genomu homologni rekombinaci jsem pfitomnost genu eGFP v transfekovanych
kulturach testovala metodou PCR, ktera pritomnost testovaného useku o velikosti
180 nukleotidu potvrdila. Zaroven jsem kultury testovala metodou PCR s pomoci
okrajovych primerd, tento test pfitomnost inzertu nepotvrdil.

Ani u kontrolnich kultur transfekovanych samotnym genem eGFP jsem ale
nezaznamenala produkci proteinu eGFP, ktera by byla pouhym okem patrna ze
zelené barvy densnich kultur. Paralelné s PCR testy jsem provedla analyzu Western
Blotem. Testovala jsem C¢tyfi kultury s inzertem riboswitch-eGFP a dvé kontrolni
kultury se samotnym eGFP. Jako pozitivni kontrolu jsem pouZila izolovany protein
eGFP. Vysledek potvrdil, Ze v Zadné testované kultufe protein eGFP neni pfitomen.

Anti-eGFP protilatka se vazala pouze na pozitivni kontrolu izolovaného proteinu.
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Ze je ale v transfekénim plazmidu gen eGFP neuplny, potvrdily aZ vysledky
sekvenace. Ty ukazaly, Ze ve skute¢nosti se jednalo o pudvodni plazmid. Jako
“stuffer” mezi polylinkery zde totiZ slouzi invertovana a deletovana sekvence eGFP.
Je zde pfitomen i usek, na ktery byly navrZzeny vnitfni primery pro eGFP, kterymi
jsem transfekované kultury testovala. Tuto skutecnost doklada také negativni

vysledek testovani kultur PCR s pouzitim okrajovych eGFP primerd.

5.3 Zaveér

Ve své praci jsem ovefila, Ze riboswitchovy ligand theophylline neni pro L.
tarentolae toxicky do koncentrace 2mM v médiu. Pfi realizaci konstruktu riboswitch-
eGFP jsem se setkala s dvéma hlavnimi problémy, které nedovolily projekt dokongit.
Sekvence riboswitche byla do plazmidu pGEM-T Easy vioZena obracené oproti
puvodnimu zameéru, a proto se mi naslednou restrikci a ligaci nepodafrilo pfipojit gen
eGFP. Doslo pouze k jeho zaméné za riboswitch. Druhy problémem bylo vioZeni
inzertu do finalniho vektoru pF4mcsX11.4dBhyg, kde se nepodafila vyména kddujici
sekvence eGFP za puvodni “stuffer”.

Pro dal$i praci na tomto projektu navrhuji nasledujici postup. Nejprve zopakuiji
klonovani, tak abych ziskala fuzni komplex riboswitch-eGFP. Po uspésném vlozZeni
tohoto konstruktu do vektoru pF4mcsX11.4dBhyg, vnesu plazmid elektroporaci do L.
tarentolae a klony budu znovu testovat metodou PCR a Southern Blot na pfitomnost
celého konstruktu. U klonu s pfitomnym inzertem pfistoupim k testovani funkce
riboswitche.

Uroveri transkripce eGFP stanovim metodou Northern Blot a mnoZstvi
proteinu eGFP metodou Western Blot. Oboji bude provedeno v pozici riboswitche On
za pritomnosti theophyllinu a v pozici Off bez ligandu v médiu. Vysledky budou
srovnany s vysledky stejnych testd provedenych na kontrolnich kulturach L.

tarentolae stabilné exprimujicich protein eGFP.
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