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Abstrakt:

Giardia intestinalis je anaerobni jednobunécny patogen, plvodce nemoci znamé jako
giardiéza. Doposud mame pouze omezené informace o regulaci genové exprese u tohoto
organismu, vyjimkou jsou informace o pravdépodobném prepindni exprese
povrchovych antigend. V predkladané praci jsme se zaméfili na moZnou ulohu 3°
neprekladanych oblasti (3'UTR) MRNA, které zprostredkovavaji stabilitu
i lokalizaci mRNA transkriptl. K sledovani a objasnéni tloh 3° UTR vyuZivame RNA vazebné
proteiny rodiny PUF, které se podileji na kontrole transkript( jejich represi, aktivaci nebo
degradaci. Tyto vyhradné eukaryotické proteiny jsou vysoce konzervované. Kazdy z protein(
obsahuje v C-koncové oblasti konzervativni doménu, kterd specificky vaze 3’'UTR v mRNA.

Podafilo se ndm identifikovat pét rdznych PUF proteinl v genomu G. intestinalis
(GiPUF), prokazat jejich pfirozenou expresi v trofozoitech G. intestinalis a lokalizovat vSech
pét GiPUF protein( v cytoplasmé. GiPUF 2, GiPUF3 a GiPUF5 navic vykazuji afinitu k
povrchu ER. V proteinovych sekvencich jsme identifikovali C-koncovou vazebnou doménu u
vsech GiPUF proteinll. Nejvice konzervovany GiPUF4 obsahuje 8 vazebnych mist, navic témér
identickych s vazebnymi misty lidského PUF proteinu PUM1, kvasinkového PUF3p, FBF1
C. elegans, PUM D. melanogaster a PUF1 P. falciparum, coz svédc¢i o blizké evolucni
pfibuznosti. Z tohoto divodu jsme se v dalSich studiich zamérili pouze na GiPUFA4.
Cytoplasmatickou lokalizaci tohoto proteinu jsme potvrdili bunéénou frakcionaci
kultury G. intestinalis s HA tagovanym GiPUF4 proteinem. Bioinformatickou analyzou
jsme specifikovali vazebny motiv GiPUF4 proteinu a urcili 19 mRNA, které mohou byt vazany
GiPUF4 proteinem. Strukturni 3D model proteinu spolu svazebnou RNA ndam potvrdil
vazebny motiv, ale i strukturni pfibuznost proteinu. Ten, stejné jako vétSina PUF protein(,
tvofi vtercidrni struktufe srpkovitou strukturu, do jejihoz wvnitfniho zdhybu se vazie
3'UTR  pfrislusné mRNA. Konkrétni mRNA partnefi GiPUF4 proteinu budou
identifikovdany  nativni  izolaci GiPUF4  proteinu  spolu s navazanymi  mRNA.

Jedinym doposud zndmym mechanismem regulace genové exprese u G. intestinalis je
vliv 3’'UTR VSP genl na miru jejich exprese. Tento vliv jsme potvrdili pomoci pokust
s proteinem Sec20, které dale ukazuji na ovlivnéni lokalizace proteinl nejen informacemi
obsazenymi vsamotnych molekulach (cilové sekvence apod.), ale také mirou exprese

proteinu.

Klicova slova: 3'neprekladané oblasti, RNA vazebné proteiny, lokalizace protein(



Abstract:

Giardia intestinalis is an anaerobic protozoan pathogen, agent of the disease known as
giardiasis. The regulation of gene expression during giardia cell- and life-cycle has been poorly
studied so far, with the exception of variable surface proteins, which constitute the
immunoprotective coat of the cell. In this diploma thesis, we focus on the possible role of the
3" untranslated region (3°'UTR) of mRNA that mediate stability and localization of mRNA
transcripts. We use RNA binding proteins of PUF family, which control the function of the
target transcripts by their repression, activation or sequestration, to monitor and verify the
role of 3’"UTRs. These only eukaryotic proteins are highly evolutionarily conserved. Each of
them contain highly conserved C-terminal domain, which specificly binds to 3’"UTR of mRNAs.

We have identified five different PUF proteins in the genome of G. intestinalis (GiPUF),
cinfirmed their expression in G. intestinalis trophozoites and located all five proteins in the
cytoplasm. GiPUF2, GiPUF3 and GiPUF5 show an additional affinity to the surface of the
endoplasmic reticulum. We have identified the C-terminal binding domain in protein
sequences of all GiPUF. The most conserved GiPUF4 contain eight binding sites, nearly
identical to the binding site of human Pum1 protein, yeast PUF3p, FBF1 of C. elegans, PUM in
D. melanogaster and PUF1 in P. falciparum, which suggest a close evolutionary relationship.
For this reason we focus other studies only on GiPUF4. Cytoplasm localization of this protein
was confirmed by cell fractionation of giadia cells containing HA-tagged GiPUF4 protein. Using
bioinformatics 19 theoretical cognate mRNAs of GiPUF4 protein were. 3D structural model of
the protein with the binding of RNA confirmed the presence of the binding motif and overall
structural similarity of the protein, which like most PUF proteins form the tertiary structure of
crescent shape, in which inner fold binds 3'UTR of mRNA. Specific mRNA partners of GiPUF4
protein will be identified by the native isolation of GiPUF4 protein the bound mRNA.

The effect of 3'UTR VSP genes at the level of their expression is the only previously
known mechanism of gene regulation in G. intestinalis. This effect was confirmed by
experiments with the Sec20 protein. Moreover, the results indicate that, the localization of
proteins may depend not only the information contained in the actual molecules (target

sequence, etc.), but also on the rate of the protein expression.

Key words: 3"untranslated region, RNA binding proteins, protein localization
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1. Uvod

Ribonukleové kyseliny (RNA) zajistuji nejen prenos genetické informace kodované
vDNA vpodobé molekul medidtorové RNA (messenger RNA, mRNA),
ale jsou také dulezitym regulaénim ndastrojem. Pfikladem jsou ribozomalni RNA (rRNA),
slozky ribozomU podilejici se na translaci, nebo transferové RNA (tRNA) slouZici
jako pfenaSeCe aminokyselin. Dalsi z dllezitych molekul jsou malé neprekladané RNA
napf. microRNA (miRNA) a jejich prekurzory small nucleolus RNA (snoRNA),
short interfering RNA (siRNA) a mnoho dalSich. Tyto molekuly se podileji na regulaci
bunécné exprese na urovni mRNA (RNA interference), ale také na urovni inhibice
translace.

Eukaryotické molekuly mMRNA jsou tvoreny kédujici oblasti, kterd je
komplementarni k tzv. otevienému ¢tecimu rdmci (open reading frame, ORF) urcitého
genu a prenasi informaci o aminokyselinovém sloZeni vznikajictho proteinu. Kédujici
oblast je na obou svych koncich obklopena useky nepreklddané RNA (untranslated
regions, UTR). Useky pred koédujici oblasti se nazyvaji 5° konce (5°UTR) a obsahuji
informace pro nasedani transla¢ni masinerie, ale také ko-translaéni modifikaci v podobé
7- metylguanosinového zbytku tzv. 5°-&epicky. Useky za kédujici oblasti, které se oznacuji
jako 3° konce (3'UTR) jsou post-transkripéné modifikovany pridavanim az stovek
adenylovych zbytk( tzv. polyA konce. Tato modifikace spolu s 5'¢epickou rozhoduje
o stabilité molekuly, pfitomnost obou modifikaci je také urcujici signal pro transport
zjadra do cytoplasmy, kde dochazi k prekladu mRNA na protein. UTR maji ¢asto také
regulacni funkci. Ve své praci jsem se zaméfila na regulacni dlohu 3’'UTR mRNA u
G. intestinalis.

PrestoZze neprekladané oblasti v genomu G. intestinalis jsou velmi kratké, byla
objevena regulacni funkce 3°'UTR pti expresi genld pro povrchové proteiny (VSP)
G. intestinalis (Li et al., 2012). U G. intestinalis bylo identifikovdno celkem 25 snoRNA,
ztoho 5 molekul jsou prekurzory miRNA interagujici s 3’UTR vétSiny mRNA pro VSP.
Informace obsazena v 3’'UTR VSP pravdépodobné rozhoduje o mirfe exprese a urcuje,

ktery z gend bude prepsan a ktery ne (Li et al., 2012). Rozhodli jsme se toto ovéfrit
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v jednoduchém pokusu, kdy jsme ke genu pro Sec20 z G. intestinalis (protein
z endoplasmatického retikula — ER) zaklonovali 3'UTR oblast pro vybrany VSP.

V 3’'UTR se casto vyskytuji vazebné motivy pro RNA vazebné proteiny.
V  genomu G. intestinalis se ndm podafilo identifikovat pét predikovanych
genl pro RNA vazebné proteiny pattici do malé rodiny PUF protein(. Rozhodli jsme se
ovérit expresi, lokalizaci a funkci téchto proteinl v trofozoitech G. intestinalis.

Charakterizace a blizsi objasnéni funkce RNA vazebnych proteini nam poskytne
nejen obecné informace o interakci proteind a RNA, ale také muze odhalit zakladni
mechanismy regulace genové exprese u G. intestinalis. Pochopeni specifity a obecné
vazby RNA k proteindm nam muzZe poskytnout vhodny geneticky nastroj pro manipulaci

s RNA.

2. Cile prace

Hlavnim cilem této prace bylo charakterizovat vazebné motivy v neprekladanych

usecich mRNA a vybrané RNA vazebné proteiny v G. intestinalis.

Praktické cile:

Charakterizovat a lokalizovat RNA vazebné proteiny v G. intestinalis.
Vytipovat geny, které jsou vazany RNA vazebnym proteinem GiPUF4.

Nativné izolovat RNA vazebné proteiny spolu s jejich RNA vazebnymi partnery.

A

Ovérit vliv 3" neprekladanych oblasti na expresi proteinu.
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3. Literarni prehled

3.1 Regulace genové exprese u Giardia intestinalis

Prvok G. intestinalis patfici do skupiny Excavata, podskupiny Metamonada, ¢eledi
Diplomonadida, je puvodcem celosvétové rozsifeného prdjmového onemocnéni lidi
i zvifat - giardidzy. V ramci Zivotniho cyklu G. intestinalis Ize sledovat dvé zakladni Zivotni
stddia — trofozoity a cysty. Ndkaza probiha perordlné pozienim tekutin ¢i potravy
kontaminované infekénimi cystami, které excystuji v trdvicim traktu v oblasti duodena
a jejuna. Dalsi z moznosti nakazy mezi lidmi je fekdlné-oralni prenos. Vznikli trofozoiti se
vyskytuji ve stfevé volné nebo pfichyceni k endotelu stfeva pomoci prisavného disku.
Do tkani invazivné nevnikaji. Trofozoiti se Zivi osmoticky stfevni trdveninou a zpuUsobuji
symptomy nemoci — flatulence, nauzea a predevSim opakované prljmy vedouci
k celkovému oslabeni organismu a nedostatku vitaminU rozpustnych v tucich v dlsledku
poruchy resorpce tukl. V pripadé nakazy dospélého clovéka neni giardidza Zivot
ohroZujici, nékdy dokonce muze probihat bez symptomu. Ndkaza déti pfinasi vyssi riziko
spojené napriklad s poruchami rlstu a celkovou podvyZivou. Infekéni cysty
slouzici k ndkaze dalSiho hostitele odchazeji z téla spolu se stolici v nepravidelnych
intervalech (Adam, 2001). Jedn3a se o parazita s velmi redukovanym genomem i obsahem
bunéénych organel. G. intestinalis postrada golgiho aparat, obsahuje redukovany
sekretoricky systém a vysoce redukované mitochondrie — tzv. mitosomy (Ankarklev et al.,
2010).

Genom tohoto prvoka je velice kompaktni. Geny jsou usporadany tésné u sebe a
Casto vjednosmérné orientaci, coZ znesnadnuje lokalizaci neprekladanych oblasti
(McArthur et al., 2000). Na rozdil od vétSiny eukaryot, 5’'oblasti u G. intestinalis jsou
extrémné zkracené, v priiméru jsou rozsahu 1-6 bazi (Yu et al., 1998; Yee et al., 2000).
Neprekladdané oblasti vétSiny eukaroyt jsou post-translaéné modifikované. Modifikace
5’ konce metyl-guanosinovou cepickou nebyla u G. intestinalis potvrzena (Yu and Wang,
1996) . Kompaktnost genomu odrazi i fakt, Zze byl dosud identifikovdn pouze jeden intron

(Nixon et al., 2002).
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3.2 Povrchové proteiny

Pro Unik pfed imunitnim systémem hostitele jsou trofozoiti G. intestinalis vybaveni
povrchovymi antigeny — tzv. VSP (Variant Surface Protein). Prvni celkovd sekvence
VSP byla popsana roku 1990 (Gillin et al., 1990a). Do soucasnosti bylo experimentalné
identifikovano celkem Sest VSP proteint (Yang and Adam, 1995; Lujan et al., 1995; Gillin
et al., 1990b; Adam et al., 1988; Nash et al., 1990; Nash et al., 2001). Spole¢nym znakem
vsech VSP je vysoky obsah cysteinu (12 %) ¢asto se vyskytujici v motivu CxxC (Morrison et
al., 2007). Kazdy ze Sesti experimentalné potvrzenych VSP proteini obsahuje v C-konci
sekvence konzervovany CRGKA motiv. N-konce sekvenci nevykazuji zadné znamky
homologie (Adam, 2001). V genomu G. intestinalis bylo nalezeno pfiblizné
220 genu pro VSP. Na povrchu bunky je vSak vystavena vidy pouze jedna varianta VSP,
k jejiz obméné dochazi v priméru jednou za 6 az 13 generaci. (Nash, 1997; Adam, 2001).
Diky této obméné povrchu je giardia schopna unikat imunitni reakci ve stfevé hostitele.
PfestoZe na povrchu G. intestinalis je vystaven vidy pouze jeden VSP, transkriptd VSP
genu je v burice pfitomno vice (Faghiri and Widmer, 2011). Pro vysvétleni mechanismu
regulace exprese povrchovych proteinli G. intestinalis byly zformulovany dvé hypotézy.
Prvni z nich vysvétluje regulaci VSP na urovni translace prostiednictvim micro-RNA
(mi-RNA) (Saraiya and Wang, 2008), druha na urovni post-transkripéniho umléovani gen(

(Prucca and Lujan, 2009).

Obecné u eukaryot jsou mi-RNA kratké useky nekddujici RNA. V jadfe vznikaji
prepisem RNA-polymerdzou Il dlouhé prekurzory tzv. small nucleolar RNA (snoRNA),
nékdy také nazyvané long primery miRNA (pri-miRNA) (Cai et al., 2004).
Jadernd nukledza typu Il Drosha Stépi tyto prekurzory na mensi molekuly (pfiblizné 70
paru bazi) tzv. pre-miRNA, které jsou transportovany pres jadernou membranu pomoci
prenasece Exportinu 5 (Lee et al., 2003; Lund et al., 2004). Cytoplasmaticka RN4sa Dicer
zachycuje a Stépi pre-miRNA na konecné mi-RNA o pfiblizné délce 22 para bazi
(Bernstein et al., 2001). Sense retézec miRNA je navazan Argonautem a zainkorporovan
do riboproteinového komplexu RISK (RNA induced silencing komplex), antisense fetézec

miRNA je degradovan RNd&sou Dicer. RISK komplex je obecné sloien z Argonautu,
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Dicerua proteinu vazajiciho dvojretézcové RNA. Navdazana miRNA slouZi jako predloha
pro RISK komplex kzachyceni komplementarni sekvence v3'UTR mRNA. Zachycena
molekula mRNA je uréena kdegradaci, deadenylaci nebo inhibici jeji translace
(Obrazek 1). Po degradaci mRNA se RISK komplex rozpadd na jednotlivé podjednotky
a jednoretézcova siRNA je uvolnéna do cytoplasmy (Meister et al.,, 2004).

Shrnuto v (Jinek and Doudna, 2009; Wilson and Doudna, 2013).

a SIRNA (humans) b miRNA (humans)
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Obrazek 1: Genova regulace pomoci RNA

a, regulace pomoci siRNA (short interfering RNA): Prekurzorem siRNA jsou dlouhé dvojretézcové
RNA virového pavodu ¢i z mobilnich elementl v genomu. Regulace funguje na Urovni sestfihu
molekul mMRNA komplementarnich k siRNA. Na rozpoznani, vazbé a sestfihu se podili RISK.

b, regulace pomoci miRNA (micro RNA): Prekurzorem miRNA jsou jaderné RNA (snoRNA),
setfizeny v jadie pomoci nukledsy Drosha, exportovany Exportinem 5 a v cytoplasmé rozstépeny
na miRNA pomoci endonukledsy Dicer, kterd je soucasti RISK. Sense fetézec je zapojen do RISK
komplexu k rozpoznavani vazebnych mist v mRNA, ty se ¢asto nachdazeji v 3’"UTR. Samotna
regulace exprese je pravdépodobné provedena deadenylaci 3" konce mRNA, degradaci mRNA a
inhibici translace.

AGO — Argonaut zahrnuijici vSak cely RISK komplex

Prevzato a upraveno dle (Jinek and Doudna, 2009)
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V G. intestinalis byly identifikovdny homology Diceru (GIDcr) a Argonautu (GIAgo)
(Saraiya and Wang, 2008). Homology pro dalsi slozky umléovaci drahy (Drosha,
Exportin 5) nebyly v G. intestinalis nalezeny. Pro GIDcr byla vyrfeSena 3D struktura
a urceny velikosti nastépenych miRNA v priiméru od 25 do 27 nukleotidd (Macrae et al.,
2006). Bylo prokazano, ze GlAgo je nezbytny k represi translace (Saraiya and Wang, 2008).
Funkéni masinerie RNA interference vSak nebyla dosud u G. intestinalis potvrzena.

Doposud bylo identifikovano 25 teoretickych molekul snoRNA v G. intestinalis
(Niu et al., 1994; Yang et al., 2005). Pét z téchto molekul snoRNA bylo prokazano jako
prekurzory pro miRNA: GIsR17 pro pre-miR2, GIsR16 pro pre-miR3, GIsR2 pro pre-miR5,
GIR1 pro pre-miR6 a GIsR8 pro pre-miR10 (Saraiya and Wang, 2008; Li et al., 2011).
Velikosti molekul miR2 a miR3 (26 nukleotid(l) odpovidaji velikosti produktd GIDcr.
Vazebné motivy pro miR6 byly identifikovany v 3’'UTR u 44 gen( pro VSP, na rozdil od
vazebnych pro miR10, které byly nalezeny u 159 gen( pro VSP. Vazebnd mista pro obé
miRNA byla nalezena u 33 VSP genl (Obrazek 2). Imunoprecipitaci pomoci HA-tagu
znaceného GIAgo byly izolovany miR6 a miR10, cozZ svédci o jejich interakci s GIAgo (Li et
al.,, 2012). Tyto poznatky nasvédcuji regulaci VSP pomoci miRNA na udrovni inhibice

translace.

14



m|R10 miR6

©
3]
a

UGCGCAG

3 A GU G G
CAGU_GC U'UCCG CA GAAGGAG G GC U U UGAA CA
VSP-162. 2 GTCGTCGTCGGAGGCC GCTTCCTCTGCTGGTGE GCAG! GAT————— G
VSP-162. 1 \ E.»“mﬁﬁﬁ' ?.'.F.% CTTCATCIGCAG B
VsP-114 GTICNCI066C6CCOTCEI066CHICCITGCIGRTCGTICH AGGIAG
VeP-236 cotootictoccceaicfoetooccitet AealoatcomIocICIGCACCORMETTAA. ccho
VSP-323 ﬁ'ﬂ !m!ﬁm ﬁ.l‘!ﬁﬁ CIC MM
VSP-324 tbﬁ QMER’M “.?gﬁ%oo %Vﬁ
VSP-174 (S8) : Eg@mgmﬁ.ﬂﬁﬁ AGOTAG
VSP-3 G ‘an G eevuqm un“ﬁm G m
VSP-187 el el ootozcaccec cloce il declcatealicdlc AGGTAGTAY
VSP-184 BTGGTGOTICTCTCOTGGCCTTOTAGRGTTCTCTGCTGOTGOTTCATO AGGTAG
VSP-97 ! 1$ﬁer n"’émﬁ Mﬁﬁ cIC mm
VSP-171 ‘gﬁﬁm?m CCICTGCTCOTCETICH M
VSP-7.1 r:~1 rm?’m Fvo“gg ATATG! GGTAGTA
VSP-7.2 CTCOTCOTICTTOTeOeTOTCCOTAGCRICCICICTOOTTCATATC AGGTAG
VSP-180(AS12) G ":“g'ﬂ gm a.'ﬂ'ﬂ% ATC g
VSP-43 w?‘ n‘m n‘arrﬁ E ( GGTAG!
VSP-117 h?;%‘? AGCCECICGIC0CEMICCICTCCCEEIGTICCICIGTOGAAGCAAGGOGTAGA AAGTAG
VSP-47. 1 ATAGTTCTTG CICETIGEE !!.%!'9!{5! ‘ mm
VSP-50 Rg G »am “OMEE GTG rm
VSP-116 o‘ésor G reooem “o%ﬁ% ATCTGCA( rm A
VSP-108 ‘.‘Emrwu!-ﬁr‘m *omﬁﬁ C mm’
VSP-157 fE% CGGCTICCTCTCCTGOTCETTCA ﬁﬂ‘
VSP-159 (41) g.mgm CCICTGCTGTGE GGTAGTA
VSP-128 »‘ﬂo onm ﬂa’lﬁ.’ﬂﬁ mm
—PVsP-98. 1(1267) cerce clceccec ﬁ.’a”.ﬁﬁ ACCTAG
VSP-87. 1 C an n‘tnm oﬁ G MR?
VSP-122 CGTCGGAGGCCTTGCCGH '5'?‘?@ MM
VSP-315 " ﬁ% GG CCTGETGE ACCTAC
VSP-38 (AS8) RO O o W S— AGCTAGTA
VSP-167 G’ riﬁf‘t .‘»ﬁm %ﬂm mm
VSP-33 G % .E‘t-:«\ oﬁ CGGC! aﬁﬁ m
VSP-35 G E%»r_ ug’m *‘Eﬁ A ‘rg
VSP-27 (CRP65) G GTAGTCGGGGGTCTTGIGGGC CIGGTGG GTA AGATAG! G
* Kok kk kK Rk kK kK ok bk bbblbbk ok Rk ko bk go‘!;:)do" ok ¥ Pm’m‘“ PetiA st

Obrazek 2: Alignment 33 3° UTR gen( pro VSP ukazujici konzervovana vazebna mista pro miR6 a
miR10

Mista pro vazbu miR10se vyskytuji v rdmci ORF genu. Vazebnd mista pro miR6 z vétsi ¢asti

v neprekladané oblasti, ale z ¢asti také zasahuji do prekladané ¢asti. Prevzato z (Li et al., 2012)

Druhym moZnym mechanismem regulace VSP genl je pomoci tzv. post-transkripéniho
uml¢ovani gend neboli RNA interference.  Endonukledza  Dicer  Stépi
dvojretézcové molekuly RNA (dsRNA) na Useky dlouhé 21-23 nukleotidd
tzv. siRNA. Antisense rtetézec siRNA je rozpoznan a vazan proteinem Argonaut
do RISK komplexu, kde slouzi jako predloha kzachyceni komplementarnich
sekvenci v mRNA, které jsou nasledné degradovany. Sence fetézce
(protein  kodujici mRNA) jsou pak degradovany (Meister and Tuschl, 2004).
Tento mechanismu je obdobny jako pfi inhibici translace zprostfedkované miRNA
s tim rozdilem, Ze dlouhé dsRNA nevznikaji z prekurzor( v jadre, ale mohou jimi byt napr.
transkripty genud ¢i RNA pUvodem z retrotranspozomu. Navic u nékterych organisma byla

identifikovdna RNA-dependenti RNA polymerdza (RdRP), ktera je schopna dosyntetizovat
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komplementarni vidakna k molekuldm RNA, tim dat vzniknout dsRNA, ktera je substratem
pro RISK komplex (Dykxhoorn et al.,, 2003). Také ale muiZe vdazat uvolnénou
jednoretézcovou siRNA z RISK komplexu, dosyntetizovat komplementarni vlidakno a tak
znovuvytvorit siRNA, ktera muZe slouzZit znovu jako templat pro RISK komplex a vede
tedy kamplifikaci umlcovaci drahy (Obrdazek 3) (Zhang and Ruvkun, 2012).

Identifikace GIAgo, GIDcr, RARP a molekul mRNA pro rizné geny VSP ve vice
homologiich nasvédcCuji mozné regulaci VSP prostrfednictvim mechanismu podobného
RNA interferenci. Jak jiz bylo zminéno, G. intestinalis ma na svém povrchu vystaven pouze
jeden typ VSP proteinu, prestoze v cytoplasmé byly identifikovany mRNA i pro ostatni VSP
geny. Identifikace molekul siRNA komplementdrnich k sekvencim genl pro VSP,
které nejsou exprimovany na povrchu parazita, inspirovala Dr. Lujana a jeho kolegy
k zajimavému in vitro pokusu. Postupné k extraktu cytoplasmy G. intestinalis pridavali
jeden, dva nebo tfi rGzné transkripty VSP genl pfipravené in vitro. Pokud byl pfidan
jeden VSP transkript, degradace mRNA se neprojevila. V ptipadé pridani dvou
¢i tfi VSP transkriptd byly detekovany siRNA, vzniklé jako produkty Diceru.
Navic pokud byl v cytoplasmatickém extraktu pritomen pouze jeden VSP transkript
a byly pfiddny mRNA gen0 jinych nez pro VSP, degradace mRNA nebyla
detekovana (Prucca and Lujan, 2009). Toto svédc¢i, Ze regulace VSP genl(
post-transkripénim umlcovanim je genové specifickd (Prucca et al.,, 2008).
Nejzajimavéjsi zjisténi pfrinesl knock-down jednotlivych jednotek RNA interference.
Pti knock-downu RdRP nebo GlAgo bylo na povrchu trofozoitl G. intestinalis vystaveno
vice VSP protein(, coz potvrzuje ucast téchto proteind na regulaci exprese a prepindni

VSP proteinl na povrchu buriky (Prucca and Lujan, 2009).
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Obrazek 3: Schéma mechanismu regulace antigenni variace u G. intestinalis

A, Naznaceni mechanismu regulace antigenni variace post-transkripéniho uml¢ovani gent

B, Naruseni regulace VSP knock-downem RdRP, které ma za nasledek expresi vice VSP proteini na
povrchu G. intestinalis najednou

Pfevzato a upraveno (Prucca et al., 2011)
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3.3 RNA vazebné proteiny — PUF proteiny

Bunécnad regulace je slozity a komplexni proces, pfi kterém proteiny vazajici DNA
a RNA hraji vyznamnou roli. U eukaryot se vyskytuji stovky druhi RNA a DNA
vazajicich proteinll. Pro vazbu téchto proteini je urlujici vazebny motiv
v sekvenci nukleové kyseliny, casto se nachdzejici v oblasti neprekldadaného
useku. Nepreklddané oblasti genll a vazba proteind hraje uUlohu nejen pfi uréeni
stability samotné molekuly, ale také pfi regulaci replikace DNA, transkripce, translace
a opravach chyb vsekvencich nukleovych kyselin (Lunde et al, 2007).

RNA vazebné proteiny rodiny PUF byly pojmenovany po prvné objevenych
proteinech této malé rodiny — Pumilio protein z Drosophila melanogaster a FBF ( Fem-3
binding factor) z Caenorhabditis elegans (Wharton and Struhl, 1991; Murata and
Wharton, 1995; Zhang et al., 1997). PUF proteiny specificky rozpozndvaji a vazi sekvence
v 3" UTR mRNA. Nejznaméjsi roli téchto proteinld byla pouze post-transkripéni represe
(Goldstrohm et al., 2006a). Studie vSak prokazaly u nékterych organisml podil PUF
proteind na stabilité mRNA molekul, regulaci transkripce a translace (Wang et al., 2002) ,
ale také vliv na cileni mRNA molekul v rdmci buriky do jejich mista urceni (Saint-Georges
et al., 2008; Eliyahu et al., 2010). PUF proteiny byly nalezeny pouze u eukaryot, u bakterii

nebyl doposud Zadny homolog prokazan.

3.3.1 Pumilio homology domain

Vsechny PUF proteiny obsahuji v C-koncové sekvenci tzv. Pumilio Homology
domain (PH-D) (Zamore et al., 1997). Jedna se o Usek sekvence obsahujici osm repetic
o primérné délce 36 aminokyselin, kde kazda repetice v sekundarni strukture tvori jeden
alfa helix. Téchto osm helix( tvofi v tercidrni strukture typicky srpkovity atvar, do jehoz
vnitfni strany jsou vazany 3" UTR mRNA (Obrazek 4). Tti aminokyselinové zbytky kazdého
z helix zprostfedkovavaji specifickou vazbu k ribonukleotidu v 3’UTR mRNA (Wang et al.,
2002; Edwards et al., 2001). Byl nalezen vazebny kéd, ktery definuje vazebna mista

proteinu a urcuje, ktery nukleotid bude vazan. Pokud vramci jedné repetice bude
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dvandcta aminokyselina serin a Sestnacta kyselina glutamovd, bude tato repetice v rdmci
3°UTR vazat guanin. Obdobné je to pro adenin (cystein/serin, glutamin) a uracil
(asparagin, glutamin). Aminokyselina v pozici tfinact je zodpovédnd za tzv. stacking
interakce (Cheong and Hall, 2006; Wang et al., 2002). Pfirozeny vazebny motiv pro cytosin
nebyl dosud identifikovan. Pfesto se podafilo pomoci ndhodné mutageneze vytvofrit
»umeélé” PUF proteiny schopné této vazby. V péti experimentdlné ziskanych sekvencich
vazajicich cytosin se ve dvanactém aminokyselinovém zbytku vyskytovaly malé
aminokyseliny nebo aminokyseliny s nukleofilnim postranim fetézcem (glycin, alanin,
serin, treonin nebo cystein). V pozici Sestnacté aminokyseliny byl vidy arginin (Filipovska

et al., 2011).

\’ / AN
R1" ;

Obrazek 4: Krystalicka struktura lidskych PUM1-HD a PUM2-HD s navazanou p38a NREa RNA.
A, Stuzkové zobrazeni vazebné Pumilio domény lidského PUM2 s navdzanym Usekem RNA
(UGUAAAUA) molekuly p38a NREa. Jednotlivé repetice tvofrici alfa helixy jsou zvyraznény modre a
oranzové. V molekule RNA jsou barevné rozliseny jednotlivé atomy (Seda-uhlik, cervena-kyslik,
modra-dusik, oranzova-fosfor).

B, Model sloZzeny ze struktur PUM1-HD:p38a NREa (modie) and PUM2-HD:p38a NREa (oranZova)
Prevzato a upraveno podle (Lu and Hall, 2011).
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3.3.2 Funkce a vyznam PUF proteinQ

PUF proteiny samy o sobé nemaji Zadné katalytické ¢i enzymatické funkce, ale byla
prokdzdna interakce sjinymi proteiny ¢i proteinovymi komplexy. SlouZi tedy
k zprostfedkovani vazby mezi mRNA a dalSimi proteiny. Obecné se PUF proteiny uUcéastni
regulace proliferace a diferenciace bunék, regulace oogeneze, spermatogeneze,
biogeneze organel a regulace rastu, morfogeneze a funkce nervovych bunék.
Jejich Ucinek vregulaci genové exprese je ve vétSiné pripadl represivni (Tabulka 1).
Najdou se vSak pfipady, kdy PUF proteiny svou vazbou na mRNA maiji aktivacni funkci
nebo dokonce mohou pomahat cilit mRNA na jejich misto uréeni. Hlavni funkci PUF
proteinl je vazba a regulace mRNA, neni tedy prekvapenim, Ze vétSina PUF protein( je
lokalizovdna v cytoplasmé (Ariz et al., 2009; Morris et al., 2008). Vyjimkou je napf. PUF6
protein z kvasinky S. cerevisce, ktery je lokalizovan v cytoplasmé ale i v jadérku, nebo

PUF7 z T. brucei, ktery je vyhradné v jadérku (Schumann et al., 2013)
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Organismus PUF protein | mRNA P F-ce mRNA
Clovék Pum1l Cyklin B1 R Cyklin, BC
Cyklin E2 ? Cyklin, BC
Cks2 R Cyklin-dependentni kindza, BC
SLBP R Histon vazajici protein, BC
SDAD1 ? Transport ribozomalni podjednotky do
VEGF-A ? cytoplasmy
MET ? Rastovy faktor Zilniho endotelu
Receptor ristového faktoru hepatocytl
Pum?2 CCH1 R Voltage gated sodium channel, nervova soustava
elFAE R Inicia€ni faktor translace, nervova soustava
DUSP6 R Fosfatdza
S. cerevisiae PUF1 HXK1 R Hexokinasa, metabolismus
TIF1 R elF4A, iniciaéni faktor translace
PUF2 neznamy - -
PUF3 COox17 R,L | Cytochrom c oxiddzova aktivita; mitochondrie
COX23 R,L | Cytochrom c oxiddzova aktivita; mitochondrie
BSC1 L Mitochondrialni AAA ATPasa
PUF4 HO R Endonukleasa, mating type switching
Jaderné Pr. | R Faktor biogenese ribozom{; ribozomalni
podjednotka
PUF5 HO R Endonukleaze; mating type switching
TEC1 R Transkripcni faktor, rist pseudohyf
STE7 R MAP kindsa, rist pseudohyf
CIN8 R Kinesinovy motor; skladani mitotického téliska
DHH1 R RNA helikaza; decapping
PEX17 L Biogeneze peroxisomU
PUF6 ASH1 R Represor translace, mating type switching
C. elegans FBF Fbf-1 R PUF protein
fbf-2 R PUF protein
fog-1 R RNA-binding protein; spermatogeneze
fem-3 R Aktivator ubiquitin ligazy; spermatogeneze
lip-1 R MAP kindaza
gld-1 R,A | RNA-binding protein; vstup do meidzy
egl-4 A Kindza
D. Pum Hunchback | R Transkripcni factor
melanogaster biocid R Transkripcni factor
Cyklin B R Cyklin
Para R Translacni iniciacni factor; nervova soustava
elF4E R Voltage-gated sodium channel; nervova soustava

Tabulka 1: Pfehled PUF proteinti u vybranych modelovych organismt a ¢lovéka

U kazdého organismu jsou vypsany dosud objevené PUF proteiny tak, jak byly pojmenovany
v puvodnich studiich. U kazdého proteinu je vy¢et mRNA, které dany protein vaZze (mRNA) a
funkce proteinu, ktera mRNA kéduje
(F-ce mRNA). Sloupec (P) zachycuje vliv ptisobeni PUF v proteinu v regulaci genové exprese: (R)
represivni ucinek, (A) aktivacni ucinek, (L) lokalizace mRNA, (?) dosud nebylo objasnéno.

Prevzato a upaveno (Quenault et al., 2011)
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e Represe mRNA pomoci PUF proteinti

Represivni funkce PUF protein( jsou rozdilné u rlznych organismu a také v zavislosti

na interagujicich partnerech. Mezi spole¢né mechanismy represe pomoci PUF proteint
patfi pusobeni na 5’¢epicku, které zplsobuje inhibici translace. Druhy obecny
mechanismus je interakce s deadenylaénim komplexem, navedeni jej na 3"UTR ve které
je PUF navazan a zplsobeni degradace mRNA odstranénim polyA konce.

Prvni popsand represe vlivem PUF proteinu bylo pravé odstranéni polyA konce
mRNA u kvasinky Saccharomyces cerevisce. Az pozdéji byl princip represe u tohoto PUF
proteinu rozsifen o inhibicni plisobeni také na 5’"UTR mRNA. Kvasinkovy PUF5 se vaze
na specifickou sekvenci do 3’"UTR mRNA. Zaroven vSak obsahuje vazebné misto pro
Pop2 protein, ktery je soucasti deadenylacniho komplexu Ccr4p-Pop2p-Not,
ktery odbourava polyA konec molekuly mRNA. S deadenylaénim komplexem
interaguiji tzv. decapping faktory (Dhh1 a Dcp1), které odstranuji z 5’"UTR
metylguanosinovou Cepicku. Protein Dhh1 navic pusobi jako inhibitor translace. Vznik
smycky, v rdmci které jsou oba konce molekuly mRNA blizko u sebe, umoziiuje odbourani
transla¢nich modifikaci na obou neprekladanych koncich mRNA vlivem vazby PUF5
proteinu (Obrdzek 5). Interakce kvasinkového PUF5 proteinu s Pop2 proteinem reguluje
stabilitu mMRNA odbouranim polyA konce, ale také zprostfedkovava inhibici translace dané
MRNA ostranénim 5’Cepicky a vazbou inhibitoru translace (Goldstrohm et al., 2006b;
Coller and Parker, 2005). V principu témér identicky probiha inhibice tzv. hunchback
mMRNA vazané Pumilio proteinem v D. melanogaster, ktery opét interaguje
s deadenyla¢nim komplexem zpUsobujicim deadenylaci, ale také s inhibitorem iniciace
translace d4EHp (Wreden et al., 1997; Cho et al., 2006).

Interakce s podjednotkou Pop2p deadenylaéniho komplexu Ccrdp-Pop2p-NOT byla
popsdana také napfiklad u lidského PUM1 (Goldstrohm et al., 2006b), Pumilio proteinu z D.
melanogaster (Kadyrova et al., 2007) a FBF proteinu z C. elegant.

Dikazem, Ze vazebny motiv PUF protein( je konzervovany u eukaryot, svéd¢i pokus, kdy
po vloZeni FBF proteinu do kvasinky S. cerevisiase, dokazal tento protein interagovat

s kvasinkovym deadenylaénim proteinem (Chritton and Wickens, 2010).
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TRENDS in Cell Biology

Obrazek 5: Schéma represivniho ucinku PUF5 proteinu z S. cerevisce
Pfevzato a upraveno (Quenault et al., 2011)

e Aktivace mRNA pomoci PUF proteint

Pozitivni regulace mRNA molekul vlivem PUF proteini byla objevena teprve nedavno
a mechanismus jejiho plsobeni neni jesté zcela objasnén. Jednim z prikladd |
e jiz zminovany FBF protein vC. elegans, ktery vaie mRNA genu gld-1.
Vazbou k podjednotce deadenylacniho komplexu aktivuje deadenylaci, potazmo
degradaci mRNA. Navic také tento protein interaguje s cytoplasmickou
polyA polymerazou GLD-2/GLD-3. Ta je zodpovédna za post-transkripéni pridavani
adenylovych zbytkd ke 3’konci molekuly mRNA, ¢imz vznikd polyA konec stabilizujici
molekulu mRNA. FBF protein svou vazbou do 3°UTR genu je pravdépodobné
zprostfedkovatelem vazby GLD-2/GLD-3 polyA polymerdazy k mRNA, kterd ma byt
adenylovadna. NejspiSe také slouZi jako aktivator pro polymerazu (Suh et al., 2009).

Dalsi ze zastupct aktivatorl je PUF9 v Tryponosoma brucei (ToPUF9). Nejvice
produktll mRNA vazanych TbPUF9 proteinem se podileji na zrdni a oddéleni (segregaci)
kinetoplastli po rozdéleni bunék. Hladina produktl mRNA vazanych TbPUF9 se v pribéhu
BC méni. Nejvice produktl bylo detekovano v Sfazi BC. Prikladem vazebnych mRNA
TbPUF9 proteinu jsou LIGKA (Kinetoplast DNA ligase alpfa), PNT1 a PNT2, které byly
izolovany afinitni purifikaci TAP-tagovanym TbPUF9. LIGKA ligdza a PNT1 se obecné

Ucastni regulace kinetoplastové DNA. Konkrétni funkce PNT2 proteinu nebyla dosud
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objasnéna, vyskytuje se v pribéhu G1 faze vjadie a v pribéhu mitdézy je prfesunut do
déliciho vieténka. Pokud byla spusténa RNA interference pro TbPUF9, buriky zastavily
bunéény cyklus v G2/M fazi. Navic mRNA vazebné molekuly pro TbPUF9 byly
destabilizovany, coZ prokazuje, Ze TbPUF9 stabilizuje mRNA. Avsak, bodova mutace ve
vazebném motivu PUF9 proteinu vedla ke stabilizaci mRNA. Pravdépodobnym
vysvétlenim je, Ze PUF9 kompetuje o vazebné misto v 3’'UTR s dosud neidentifikovanym
inhibitorem. Vzhledem ke stabilizaci mRNA po mutaci v motivu, neni vylouceno, Ze tim

inhibitorem muUZze byt jiny PUF protein (Archer et al., 2009).

e Lokalizace mRNA

Cileni mRNA vazanych PUF proteiny je novinkou poslednich par let a jeho mechanismy
jsou objasnény velmi malo a jen u nékolika zndmych PUF protein(. Prozatim asi nejvice
prozkoumany mechanismus cileni mRNA ucinkem PUF proteinu je u kvasinkového PUF3
proteinu.

Kvasinkovy PUF3 protein vaze mRNA, které kéduji mitochondridlni proteiny (Gerber et al.,
2004a). Pravdépodobné se v kvasince vyskytuji dva typy PUF3 proteinu. Prvni typ je
lokalizovdn volné v cytoplasmé a puUsobi na navdzané mRNA represivné — inhibici
translace a deadenylaci 3’"UTR opét interakci s deadenylacnim komplexem Ccr4p-Pop2p-
NOT (Lee et al., 2010; Jackson, Jr. et al., 2004). Druhy PUF3 interaguje s proteiny vné;jsi
membrany mitochondrie a aktivné reguluje vazané mRNA. Vice pravdépodobny se vsak
ukazuje mechanismus, kdy je potlacen inhibi¢ni vliv PUF3 proteinu vlivem vazby na
proteiny vnéjsi membrany mitochondrie (Garcia-Rodriguez et al.,, 2007)
Transport proteind do mitochondrie zadind ko-translacnim navdzanim sekvence na
ribozomu noveé vznikajiciho proteinu komplexem TOM (translocase of outer mitochondrial
membrane). Za rozpozndni a vazbu sekvence cilené do mitochondrie je zodpovédny
transmembranovy proteinTom20 (c¢ast koplexu TOM). Pravé stimto receptorem a
s dalSim proteinem z vnéjsi membrany mitochondrie — Mdm12 (Berger et al.,, 1997),
interaguje PUF3 protein (Saint-Georges et al., 2008). PUF3 protein svou vazbou k mRNA,

jejiz produkt je cilen do mitochondrie, pomaha stabilizovat tuto molekulu pro
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ko-transla¢ni transport do mitochondrie. Alternativni teorie zastdvd ndzor, Ze PUF3
protein mlZe zaroven také castecné inhibovat translaci mRNA, které vaze, ¢imZ zajisti
vyvazeni rychlosti translace mRNA a transportu vznikajiciho proteinu do mitochondrie

(Obrazek 6) (Garcia-Rodriguez et al., 2007).

(@) (b)

5 m’ GpppN

Repression

oM

oM

Obrazek 6: Alternativni model pro lokalizaci mRNA do mitochondrie vlivem PUF3 proteinu.

a, Inhibi¢ni vliv PUF3 proteinu na mRNA bez vazby na TOM20 ve vnéjsi membrané mitochondrie
b, Stabilizace mRNA kotranslacné transportované do mitochondrie zprostfedkovana PUF3
proteinem

¢, alternativni model ko-translacniho transportu proteinu do mitosomu stabilizovany PUF3
proteinem, ale zdroven inhibovanad translace pro udrZeni rovnovahy mezi prekladem a
transportem.

Pfevzato a upraveno (Quenault et al., 2011).
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4. Materidl a metody

4.1 Bioinformatické studie

o Veskeré geny byly vyhledavany v genomu G. intestinalis v databdzi GiardiaDB

(www.giardiadb.org).

e Potvrzeni GiPUF protein( a jejich vazebnych domén bylo provedeno programem
BLAST-Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1990).

e Vazebny motiv GiPUF4 proteinu byl ur¢en ru¢nim vyhleddnim z alignmentu.

e Kvytvoreni vazebného motivu GiPUF4 byl pouzit online program MEME-Multiple
Em for Motif Elicitation (Bailey and Elkan, 1994).

e K vyhledani genl obsahujicich vazebné misto pro GiPUF4 protein byl pouzit online
program MAST-Motif Alignment & Search Tool (Bailey and Gribskov, 1998)

o Veskeré 3" nepreklddané oblasti z genomu G. intestinalis byly ziskany z online

databaze GiardiaDB (www.giardiadb.org).

e Ktvorbé alignmentl byl pouzit program BioEdit s implementovanym ClustalW

(Hall, 1999; Larkin et al., 2007).

4.2 Pouzité organismy a média

4.2.1 Giardia intestinalis

Ve vSech pokusech byli pouziti trofozoiti G. intestinalis kmene WB (ATCC 30957),
jejichz axenickd kultura byla kultivovana pti 37 °C v médiu TYI-S-33 (Keister, 1983)
s pfidanym 10% hovézim sérem (Gibco). Po transfekci byly bunky kultivovdny se

selekénim antibiotikem — puromycinem (PAA laboratories) o koncentraci 54 pug/ml.

4.2.2 Escherichia coli

K namnoZeni nami vytvorenych plazmid( byly vyuZity bakterie E. coli kmene XL-1
blue. Transformace bunék byla provedena teplotnim Sokem (42 °C, 30 sekund). Bunky
byly kultivovany v LB médiu pfi teploté 37°C se selekénim antibiotikem — ampicilinem o

koncentraci 100 pg/ml.
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4.3 Amplifikace a klonovani genli

4.3.1 Amplifikace genu

Pro amplifikaci gen( byla pouZita metoda PCR (Polymerase Chain Reaction). Jako

templatova DNA poslouzila genomova DNA ziskand z axenickych kultur G. intestinalis

pomoci kitu High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche). Jednotlivé primery byly

navrzeny ze sekvenci ziskanych z genomu G. intestinalis (Tabulka 2).

Tabulka 2. Pfehled pouzitych primert

GL50803_14117 (GiPUF1)

Restrikéni misto

Forward

TGCACATATGTCTGTTGATCTCCCG

Ndel

Reverse

CATGCCTGCAGGGCCTTTCTGCGCCTTCTA

SbfIRnoSTOP-1baze

GL50803_17262 (GiPUF2)

Restrikéni misto

Forward

CTGACATATGTTCACCGATAGTCCA

Ndel

Reverse

CTAGCTGCAGACAGAAAAAGGGAAGTGC

PstIRnoSTOP

GL50803_17590 (GiPUF3)

Restrikéni misto

Forward

CATGCATATGGTGCTGCAACTAATG

Ndel

Reverse

CATGCCTGCAGGATAGCGTCCGAGCAGCCC

SbflIRnoSTOP-1baze

GL50803_17325 (GiPUF4)

Restrikéni misto

Forward

CATGATTAATACACTTTTACCGAAGCAT

Asel

Reverse

CATGCCTGCAGGCTGGATTTGTGTGAATTT

Sbfl(-1baze)

GL50803_ 4548 (GiPUF5)

Restrikéni misto

Forward

AGGCTGAAAATTAAACATATGAGGCATATGGACGATGCCGA

Ndel

Reverse

AACATCGTATGGGTACTGCAGTGCACAGAAAACCCACGAGC

Pstl

GL50803_137618 (3'UTR VSP)

Restrikéni misto
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Forward CATGGGGCCCTAGGATGTACACTTAGGTAGT Apal

rEVERSE CTAGGGATCCCAAACCCGGGGGCCAGCGTAT BamH]I

4.3.2 Klonovani genti

Pozitivita produktl PCR byla ovéfena v 1% agardzovém gelu horizontalni gelovou
elektroforézou. Ke zviditelnéni jednotlivych bandld bylo do gelu pfidano barvivo
25 Syber Safe (Invitrogen). Pro zisk DNA z gelu byl pouZit Agarose Gel DNA Extraction
Kit (Roche). Jednotlivé fragmenty i plazmid byly Stépeny pfisluSnymi restrikénimi
endonukledzami v odpovidajicim pufru pfes noc nebo v pufru Fast Digest (Fermentas)
30 min pfi teploté 37 °C. Rozstépené fragmenty byly precistény dle navodu High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche) a Agorose Gel DNA Extraction Kit (Roche). Plazmidy
a jednotlivé geny byly namichdny do ligac¢ni reakce sT4 DNA ligdzou (Fermentas)
dle uvedeného protokolu. Vyjimkou byl gen GL50803_ 4548 (GiPUF5), ktery pro
pfitomnost restrikénich mist ve svém ¢tecim ramci musel byt klonovan pomoci in fusion
kitu (GENEART® kit, Invitrogen). Pfipravené produkty byly tepelnym Sokem (42 °C, 30s)
transfekovany do bakterii E. coli a rozetfeny na pripravené agarové plotny.

Narostlé bakterialni kolonie byly resuspendovany v 10 pl vody. Cast (5 pl) byla
rozrusena stridanim teplot (tzv. crack) a ndsledné poslouzita jako templat pro kontrolni
PCR k ovéfeni uspésného zaklonovani DNA do plazmidu. Pozitivni kolonie (5 pl) byly
nasazeny do 10 ml LB média, kultivovany pres noc pfi 37 °C a pomoci kitu High Pure
Plasmid Isolation Kit (Roche) z nich byl izolovan plazmid. Produkt byl ovéren kontrolni
restrikci a sekvenaci. Pozitivni klony byly nasazeny do 100 ml LB média s pfislusnym
selekénim antibiotikem. Po dvanacti hodindch z nich byl izolovan plazmid pomoci kitu
Wizard® Plus Midipreps DNA Purification Systém (Promega). Koncentrace DNA vzork(

byla zméfena na pfistroji NanoDropTM 1000 Spectrophotometer.
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4.3.3 Pouzité plazmidy

Pro expresi proteinl v G. intestinalis byl pouzit plazmid pOCT-HA, ktery byl ziskan
modifikaci plazmidu pOCT-PP2Aas (Obrazek 7) (Lauwaet et al., 2007). Plivodni velice silny
promotor genu oct byl ponechan, na C-konec byl navic vlozen dvojity hemaglutininovy tag

(HA-tag). Tento plazmid mi poskytl Mgr. Lubo$ Voleman.

Hindlll 826

/ EcoRV 832
\ £ EcoRless
CTGAAATTAAA ATG CTCGAG GATATC

Xhol 1354
EcoRV 1366

pUC origin 5' UTR gdh

5'UTR oct

pOCT-PP2Aas
5346 bp
bla gene PP2Aas i b
1035 bp

bla promoter
3'UTR HCEP
au

-

Notl 2238

Obrazek 7. Plazmid pOCT-PP2Aas s naznacenymi restrikénimi misty. Pfevzato z (Lauwaet et al.,
2007).

Promotor oct (ornitin-karbamoyl transferaza) byl zaklonovan do 5’konce plasmidu pres restrikéni
mista EcoRV a Ndel, ktera byla vytvorena namisto pavodnich Xhol a Hindlll. Pfi klonovani genl pro
GiPUF proteiny byla v 3’konci ponechdna 3 oblast highly conserved eukaryotic protein (HCEP). Pfi
pokusech s VSP, byl do mista HCEp zaklonovana 3"UTR VSP pres restrikéni mista Apal a BamHI.
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4.4 Transfekce a kultivace trofozoitu G. intestinalis

e Transfekce trofozoitl byla provedena dle nasledujiciho protokolu:

vylit médium i s mrtvymi burikami, do zkumavky pfilit ledovy sterilni PBS
chladit 5 minut na ledu pfipadné v mrazaku
kultivacni lahvi silné zatrast, aby se buriky pustily stén
stocit ve falkondch 10 minut pfi 4°C a otackach 1000 x g
odsat supernatant a k peletu ptidat sterilni médium TYI-S-33
stocit za stejnych podminek
pelet resuspendovat v malém mnozstvi sterilniho média TYI-S-33
spotitat bufiky a dofedit na koncentraci 3,33 x 107 bunék/ml
bunécnou suspenzi protdhnout pres G23 jehlu
prevést 300 pl bunécéné suspenze do 0,4cm-gap elektroporacni kyvety a dat
na led
pridat 50 pg plasmidu a promychat $pickou pipetmanu
inkubovat 15 minut na ledu
elektroporovat protokolem:
- exponencialnim: 350V, 1500uF, 750Q
- time constant: 350V, 175 ms
dat kyvetu zpatky na led a inkubovat 15 minut
prenést roztok z kyvety do 7 ml zkumavky s médiem TYI-S-33
po 24 hodindam vyménit médium za nové a pridat 6 pug/ml antibiotika
médium ménit po 24 hodinach po dobu 4 dnu
po dobu jednoho aZz dvou tydn ménit médium po 48 hodinach
po dvou az tfech tydnech je stabilné rostouci kultura pfipravena k dalSim

pokusiim
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e Kultivace G. intestinalis

Axenické kultury G. intestinalis byly péstovany ve zkumavkach o objemu 7 ml nebo
14 ml, pfi teploté 37 °C ve stojancich v poloze lezmo. V priméru jednou za dva az tfi dny,
kdy byly kultury dostate¢né narostlé, byly preockovany. Ze zkumavek se sklenénou
pasteurovou pipetou byl odsan ze dna kal mrtvych bunék a zkumavka byla inkubovéana na
ledu po dobu 15 minut, aby se bunky pustily stén. Nasledné bylo opét sklenénou
pasteurovou pipetou odebrdno malé mnozZstvi z narostlé kultury a sterilné preneseno
do zkumavky s novym TYI-S-33 médiem. Nakonec bylo pfidano selekéni antibiotikum.

Pokud nebyly kultury dostate¢né narostlé, pouze se obménilo médium v té samé

zkumavce a opétovné bylo pridano selekéni antibiotikum.
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4.5 Priprava preparati
VSechny preparaty byly pozorovany fluorescenénim mikroskopem Olympus 1X81

s vyuZzitim programu Cell*R imaging. Fotky byly pofizeny digitdlni kamerou Hamamatsu

Orca-AG.

e Fixace preparatl metanol-acetonem

Kultury narostlé na fixaci byly nejprve 20 minut na ledu, aby se trofozoiti pustili
stén, nasledné byly pomoci injekéni stfikacky preneseny do anaerobni komurky
a inkubovany 30 minut pfi teploté 37 °C. Buriky pfichycené na sklicka byly fixovany
ledovym metanolem po dobu 5 minut a projasnovany 5 minut v ledovém acetonu.
Predpfripravené preparaty se nechaly zaschnout a ulozZily do lednice nebo se rovnou

inkubovaly s protilatkami.

VesSkera prace s preparaty a jejich inkubace byla provadéna ve vihké komdrce

dle nasledujiciho protokolu:

— zafixované buriky na sklicku hodinu blokovat v blokovacim roztoku

— hodinu inkubovat s primarnimi protilatkami rozpusténymi v blokovacim roztoku

— trikrdt promyvat 10 minut v PBS

— tficet minut aZ jednu hodinu inkubovat se sekundarni protilatkou rozpusténou
v blokovacim roztoku

— tfikrdt promyt v PBS

— montovat pomoci VectaShield s DAPI (Vector laboratories)

SloZeni blokovaciho roztoku:
0,25 % Zelatina (Sigma)
0,25 % BSA (Bovine Serum Albumin, hovézi sérovy albumin) (Sigma)

0,05 % Tween®20 (Sigma)
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e Fixace preparatl formaldehydem

K bunkdm do zkumavky byl pfidan formaldehyd ve vysledné koncentraci 1%.
Po 30 minutach fixace pfi 37 °C byly bunky stoeny 5 minut pfi 900 x g. Supernatant
byl odstranén a pelet rozpustén v prislusSném objemu pufru PEM ( 150ul bunék na
sklicko). Na kryci sklicka bylo naneseno 10ul polylysinu a vzdjemnym tfenim dvou
krycich sklicek o sebe byl rozmazan az do , barvy duhy”. Takto pfipravena sklicka byla
uloZzena na dna Sestijamkové desti¢ky, stranou s polylysinem vzh{ru. Pasterovou
pipetou byl nanesen vzorek rozpustény v PEM pufru. Bunky se nechaly 15 minut
pfisednout.

Prebytek bunék byl odsan a byl ptfidan 1 ml 0,1% tritonu TX-100 v 1xPEM pufru.
Bunky se nechaly 15 minut permeabilizovat. Nasledné byly tfikrat promyty PEM
pufrem, vzdy po dobu 30 s, a blokovany v 0,5 ml roztoku PEMBALG po dobu 30 minut.
Po blokovani byla sklicka inkubovdna s primarni protilatkou rozpusténou v roztoku
PEMBALG pfes noc. Druhy den byla tfikrat promyta pufrem PEM v ¢asovych
intervalech 5, 10 a 15 minut. Se sekundarni protilatkou rozpusténou v roztoku
PEMBALG byla inkubovdna 1 hodinu a nasledné opét trikrdt promyta po ¢asovych
usecich 5, 10 a 15 minut. Sklicko bylo montovdno balzdmem VectaShield s DAPI

(Vector laboratories). Pfehled pouZitych protilatek shrnut v tabulkdch 3 a 4.

SloZeni roztoku:

2xPEM pufr:

30,2 g PIPES (200 mM)

2 mlz 0,5 M roztoku EGTA (etylen glykol tetraoctova kyselina) (2mM)
100ul z 1M roztoku MgS0Q4 (0,2mM)

do 500 ml dH,0

pH 6,9

Roztok musi byt sterilni (vykldvovan)
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PEMBALG:

200 ml 1xPEM pufru

2 g BSA (1%)

0,2 g NaNs3 (0,1%)

3,6 g lysinu (100 mM)

1 g Zelatiny (0,5%), (Sigma)

10% formaldehyd:

2,5 g paraformaldehydu (trimer formaldehydu)

25 ml deO
100 pl 5M KOH

Vlozit na 5 minut do horké lazné (90 °C)

Pouzité protilatky:

Tabulka 3. Primarni protilatky

Protilatka Zvite Redéni Firma

anti-HA tag Krysa 1:1000 Roche
anti-Tom40 Kralik 1:1000 Vlastni produkce
anti-KDEL Mys 1:1000 Abcam
anti-PeptX Kralik 1:2000 Vlastni produkce
anti-Sec20 Kralik 1:1000 Vlastni produkce
Tabulka 4. Sekundarni protilatky

Protilatka Konjugovana s Redéni Firma
anti-krysi Alexa®fluor 488 1:1000 Invitrogen
anti-kralici Alexa®fluor 594 1:1000 Invitrogen
anti-mysi Alexa®fluor 594 1:1000 Invitrogen
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4.6 Frakcionace (priprava high speed peletu)

Narostla kultura bunék byla stoena 10 minut pfi 4 °C na 1000 x g. Pelet byl
resuspendovan v5 ml ST pufru a znovu stocen. Poté byl pelet znovu resuspendovan
do 5 ml ST pufru. Byly pfidany inhibitory proteaz TLCK (N-Tosyl-L-lysin Chlormetylketon)
o koncentraci 50 pg/ml a Leupeptin o koncentraci 10 pg/ml a nasledné byly buriky
sonikovany 1 minutu pfi amplitudé 40 a dobou pulzu 1 sekunda. Sonikace byla
opakovana, dokud nebyly buriky zcela lyzovany. To bylo pribéiné kontrolovano
mikroskopicky odbérem malého mnoistvi suspenze. V této fazi bylo odebrano 0,5 ml
lyzadtu pro naslednou analyzu. Zbytek suspenze byl stoen na centrifuze po dobu
20 minut, pfi teploté 4 °C, pfi otackdch 1000 x g. Ziskany lyzat byl centrifugovan
pfi otackach 180 000 x g, teploté 4 °C, po dobu 30 minut. Vysledny supernatant odpovidal
cytoplasmatické frakci. Pelet obsahujici bunécné organely jako napf. endoplasmatické
retikulum a mitosomy (high speed pellet) byl rozpustén v 0,5 ml ST pufru s pfidanymi
inhibitory protedz. K alikvotu kazdé frakce byl pfidan vzorkovy pufr pro SDS-page a vzorky
byly inkubovany 5 minut pfi teploté 95 °C. Zbylé casti frakci byly zamrazeny v -80 °C.

Pozitivita denaturovanych frakci byla ovéfena rozdélenim proteind v 10 % SDS
PAGE gelu vertikdlni gelovou elektroforézou, ndslednym ,preblotovanim“

na nitrocelulosovou membranu a imunoznacenim.

Slozeni ST pufru:

Chemikalie Molarita Navazka Navazka (g) Navazka (g)
Sacharosa 250 mM 8,56 g 42,8¢g 128,4 g

Tris 10 mM 0,121 g 0,605g 121¢g

KCl 0,5 mM 3,73 g 18,65¢g 55,95 ¢g
dH,0 Na 100 ml Na 500 ml Na 1 500 ml
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4.7 Priprava cDNA G. intestinalis

Zkumavka s narostlou kulturou G. intestinalis kmene WB byla ddna 20 minut na
led, aby se buriky pustily stén. Sto€enim 15 minut na 1 200 x g byly buriky koncentrovany
a pfipraveny na izolaci celkové RNA pomoci kitu NucleoSpin RNAII (Clontech) dle
pfilozeného navodu.

Zbytkova kontaminace gDNA byla z celkové RNA odstranéna pomoci pfidani DNasy
| (Fermentas). Do zkumavky oSetfené proti ribonukledzam byla namichana reakéni smés
do celkového objemu 20 pl: 15 p | celkové RNA (koncentrace 1 ug/ ul)

2 ul reakéniho pufru

1 pl DNasy |

2 ul RNA vody
Namichana smés byla inkubovana po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C. Béhem pusobeni
enzymu byly rozstépeny vSechny molekuly genomové DNA, které v celkové RNA zUstaly
jako zbytkova kontaminace. Pro ukonceni reakce byl do reakéni smési pridan
1 ul 0,5 M EDTA a roztok inkubovan po dobu 10 minut pfi teploté 65 °C.

PFiprava cDNA byla proveden dle kitu SuperScript Il reverse transcriptase
(Invitrogen). Do zkumavky oSetfené proti ribonukledzam byla namichdna reakéni smés do
celkového objemu 40 pl: 20 ul ocisténé RNA

2 ul oligo dT primert
2 ul 10 mM smési nukleotidd (dATP, DTP, dCTP a dTTP)
16 pl dH,0
Smés byla inkubovana 5 minut pfi teploté 65 °C a poté 1 minutu na ledu. Smés byla lehce
stoc¢ena a bylo k ni pfidano: 4 ul 5 x First-Strand pufru
1ul0,2MDTT
1 pl inhibitoru RNas (RNasin)
1 pl Super Script Il Reverzni transkriptazy (200 U/ pl)
Vzorek byl lehce promichdn pipetmanem a inkubovan 60 minut pfi teploté 50 ° C. Reakce

byla inaktivovana inkubaci v 70 °C po dobu 15 minut.

SlozZeni 10 x reakcniho pufru: Slozeni 5 x First-Strand pufru:
100 mM Tris-HCI (pH 7,5 pfi 25 °C) 250 mM Tris-HCl (pH 8,3 pfi pokojové
25 mM MgCl, teploté)
1 mM CacCl, 375 mM KCl;
15 mM MgCl,
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4.8 Nativni izolace HA-tagem znaceného proteinu pomoci

Dynabeads

4.8.1Priprava Dynabeads s protilatkou

Na jednu izolaci proteinu bylo zapotifebi 5 mg Dynabeads (Invitrogen). Navazovani
mysi monoklondlni anti-HA tag protilatky na Dynabeads bylo provadéno podle
pfilozeného protokolu Dynabeads Coupling Kit (Invitrogen). Namisto inkubace kuli¢ek
s protilatkou pres noc v 37 °C, byly inkubovany hodinu pfi pokojové teploté a nasledné

32-48 hodin pfi teploté 4 °C.

4.8.2 Izolace proteinu

Narostld kultura G. intestinalis byla sto¢ena 10 minut, na 1000 x g,
pfi 4°C. Pelet byl resuspendovdan vST pufru a buiky byly znovu stoceny.
Stocené bunky byly resuspendovédny v pufru B. Bunky byly rozbity sklenénymi
kulickami s pouzitim pfistroje MiniBeadBeater Bead Homogenizer. Dle pftilozeného
navodu byly zvoleny otacky 4 800 xg, opakované tfikrat po dobu jedné minuty.
Po dostatecném rozbiti bunék, které bylo kontrolovdano mikroskopicky, byl lyzat
stoCen na 2680x g, po dobu 20 minut pfi teploté 4 °C. Takto byly odstranény
neporusené bunky, biciky, jddra a zlstala ndm predevSim cytoplasma a organely.

Z peletu rozpusténého v pufru B jsme odebrali 20 ul jako pozitivni kontrolu.
Koncentrace proteinu byla zmérena pomoci kitu Biorad Assay Kit dle prilozeného
navodu. Vzorek byl naredén v purfu B na vyslednou koncentraci 1,5 mg/ml a smichan
s Dynabeads snavdzanou anti-HA tag protildtkou. Hodinu byl inkubovan
pfi pokojové teploté, poté pres noc pfi teploté 4°C za stalého promichavani.

Pouzitim magnetu byly Dynabeads oddéleny od roztoku obsahujiciho cytoplasmu a
bunécné organely a 200 ul tohoto roztoku bylo odebrano jako tzv. flow-through (FT).
Uvolnéné kulicky byly resuspendovany v 1 ml pufru C a ¢&tyrikrat promyty pufrem C.
Protein byl z kulicek uvolnén pfidanim 20 pl 0,2 M glycinu o pH 2,6 a inkubaci 5 minut

na ledu. V prabéhu eluce bylo se vzorkem trikrat promichano. Roztok s vyizolovanym
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proteinem (P4) byl pfenesen do Cisté zkumavky a neutralizovadn pfidanim Tris acetatu

o pH 7,4. Zbylé Dynabeads byly promyty 1 ml pufrem C a zbytek proteinu byl

z kulicek uvolnén pfidanim 20 pl vzorkového pufru pro SDS-PAGE a inkubovanim

7 minut pfi teploté 95 °C (K).

Alikvoty postupné odebiranych vzorkd (AO, FT, P4 a K) byly detekovany na

pfitomnost proteinu pomoci western blotu.

Pouzité roztoky:

Pufr A:

20 mM Tris-HCI (pH 8,0)
140 mM KCl

1,8 mM MgCl,

0,1 % Nonidet P-40

Pufr B: do pufru A pfidat:
0,5 mM DTT (dithiothreitol)
2 pl/ml leupeptin (50 ul/ml)
2 ul/mI TLCK (10 pl/ml)

Pufr C:

20 mM Tris-HCI (pH 8,0)
140 mM KCl

1,8 mM MgCl,

0,5 mM DTT (dithiothreitol)
0,01 % Nonidet P-40

Pufry A, B a C byly ptevzaty a upraveny dle (Gerber et al., 2004b).
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5. Vysledky

5.1 Analyzy PUF proteinli u G. intestinalis

V genomu G. intestinalis bylo pomoci programu BLAST (Altschul et al., 1990)
nalezeno pét RNA vazebnych proteinl z rodiny Pumilio. Dva byly automaticky anotované
jako Pumilio, tfi jako hypotetické proteiny. Pro prehlednéjsi praci byly jednotlivé geny

pojmenovany GiPUF1 aZ GiPUF5 (Tabulka4).

Tabulka 4: Pfehled GiPUF proteinti nalezenych v genomu G. intestinalis

Jméno genu Cislo genu Produkt Velikost (Da)
GiPUF 1 GL50803_14117 Hypoteticky 80357
GiPUF 2 GL50803_17262 Hypoteticky 55584
GiPUF 3 GL50803_17590 | Hypoteticky 68177
GiPUF 4 GL50803_ 17325 Pumilio protein 72508
GiPUF 5 GL50803_ 4548 Pumilio protein 75403

Pomoci metody BLAST byly u vSech péti GiPUF proteini na C-konci proteinové
sekvence nalezeny vazebné domény - Pumilio Homology domain (PH-D), jejichz
pritomnost je zakladnim znakem PUF proteini (Obrazek 8). V ramci kazdé domény se
vyskytuje osm repetic. Jedna repetice tvofi v sekundarni strukture a-helix, ktery specificky
vaze ribonukleotid v 3’'UTR v mRNA. Pokud tedy ma PUF protein kompletni PH-D, tvofi
dohromady osm a-helixi, které rozpozndvaji a vaii osm bazi v3'UTR v mRNA.
V sekvenci GiPUF1 proteinu jsme identifikovali dvé vazebna mista, v GiPUF2 a GiPUF5
proteinech ¢tyfi, GiPUF3 obsahuje pét vazebnych mist a GiPUF4 protein osm (Obrazek 9).
Je moziné, Ze nejen GiPUF4, ale ostatni GiPUF proteiny obsahuji vice vazebnych mist, které
zatim jen neumime predikovat. V sekvenci GiPUF2 proteinu jsme navic identifikovali
teoretické vazebné misto pro cytosin, pokud ho uzname jako funkéni, obsahuje GiPUF2
protein celkem pét vazebnych mist. Tyto domény jsou vysoce konzervované napfic celou

eukaryotickou Fisi (Valley et al., 2012). Zejména mnoizstvi isoforem u jednotlivych
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organisml neumoznuje provedeni zevrubné fylogenetické analyzy, proto v této praci byly

proteiny porovnavany v alignmentech a to pouze jejich C-koncové sekvence. Takto byly

7

identifikovany od rdznych organismU sdilejici témér identické vazebné motivy avsak s

rozdilnou funkci a vazebnymi mRNA partnery.

A

MTLLPRKHSLCVITMNVQGSSRKDGDSSSVWQGYDPGPQVWNCERQTPILPPGLTRONGAFLGDGRINQCEELEATIPRIGVS
CDGELQFNDSARLTPIEQTDPHTFKLATPPFCYNSVPYSSPMIQPSSGVDYYSEPHQPAHVORDPIPCGANGVLPAIPY
PVDTNGFTPLCTNPPLHPALISYIPIATPTSYEAPHLSFPILSPPAPMALDTYTKFPSEVFPYMODTVHAPHVLPYSLD
ADTDRTSCCSSPIFGMQSPVPTRSATCSVDLSQTTPQRITTMRPCPLSFTLTHSALSDTHNSTTTVESNEPIAPQPDLP
TNDYERK/LVLSFKEPTGCKILQQYLADFPDKSRYLLDVFIAEYSTPS/LMESLLIHPSGNYCFQKIIESSDASQRLR
ILLLIQD/SLFDICQNLHGTRSIQKLFERVSSDEEKAIIAQQLGAGD/RIIKLIVDINGNHCVQRCIETFAPKDCTFI
YDQIIR/ CCIIQ /HVMELIVDRFGNYVFQYSLEKANNGLCGLISADD

LIRPILG/HEGSLVNQKFSSHAVEKCLKYGSRRMRTLITENLMASS / SFLSSAMDKFGNYVVQKAFIGATDEQKRTIS

QRVLT/SPEVLNCSYSRHLVQMCEKFANSHKSR

R1 R2 R3 R4 R5 Ré R7 RS

N-konec w:mkonec

Obrazek 8: Schématické zobrazeni Pumilio homology domain GiPUF4

A, Aminokyselinova sekvence GiPUF4 s barevné oznacenymi repeticemi, vazebnymi misty (Zlutd)
s aminokyselinami zodpovédnymi za vazbu ribonukleotidu (Cervené) v C-koncové Casti.

B, Schématické rozloZeni PH-D sloZené z osmi repetic (osmi vazebnych mist) v ramci GiPUF4
proteinu.

GiPUF4 v G. intestinalis obsahuje témér totoznd vazebna mista jako lidsky PUM1 a
kvasinkovy PUF3 protein, které byly doposud nejvice prozkoumavany. Ve
vazebnych pozicich dvanacté a Sestnacté aminokyseliny se GiPUF4 od lidského PUM1
proteinu liSi pouze v zdméné dvandacté aminokyseliny ve treti repetici. Teoreticky vazebny
motiv v 3’"UTR vazanych mRNA pro GiPUF4 tedy je UGUAUA/UUA.
Pfirozeny vazebny motiv pro cytosin se dosud nepodafilo identifikovat u Zzadného z PUF
proteinl. Vytvorenim syntetickych proteint byla identifikovana kombinace
aminokyselinovych zbytkd schopnych této vazby(Filipovska et al., 2011) . Analyzou GiPUF
proteinl jsme identifikovali u GiPUF2 v rdmci teoretického vazebného motivu misto pro

cytosin. V pfipadé experimentalniho ovéfeni by se jednalo o prvni znamy pfirozeny PUF
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protein schopny této vazby. PFi blizSim zkoumani jsme zjiSténé teoretické misto pro

cytosin identifikovali i u dalSich, zejména jednobunécénych eukaryot (Obrazek 10).

R1 R2
PUM1: GMSDVMPSGRSRLLEDFRNNRYPNLQLREIAGHIMEFSQDQHGSRFIQLKLERATPAERQLVFNEILQAAYQLMVDVFGNYVIQKFFEFG
PUF4: LVLSFKEPTGCKILQQYLAD-FPDKSRYLLDVFIAEYSTP—— SLMESLLIHPSGNYCFQKIIESS
PUF1l: SCSVIFEHDYSKLIQSLFRGLCRAATFVSKTLKESSEEENVAQND-—————————————————————— NONKNAMDVISPELVASFEKAQ
PUF2: NIVSMYTTEQGSKNLQSLLSAHGKAAVQAILPHLHPHLIP-——————————————————————————————— CMFHIYGNHILQAMINQA
PUF3: RVSVSTRRGEPPEVSSKDAREAKKAELMQAGPRAATIAYMRENE ———————————————— KHIEVLMMSPCGNHLLQALVKLS
PUF5: RAKLLMNNQHSIWLLQSLLDDLPDEQFLYFCSYIEPDCMAYCYHR-——————-——————————————— QANHVVQKVISILESKAFVSER
R3 R4

PUM1: SLEQKLALAERIRGH--VLSLALQ-MYGCRVIQKALEFIPSDQQ-VINEMVEELDGHVLKCVKDQNGNHVVQKCIECVQPQSLOF——-IT
PUF4: DASQRLRILLLIQDS--LFDICQON-LHGTRSIQKLFERVSSDEEKATITAQQOLGAGDRIIKLIVDINGNHCVQRCIETFAPKDCTF—--IY
PUFl: RTFIDAIIELTEADKRFIRALLLPGQPLTGPFSLEFSFSTNSKYMFKALATTFADKSHVTPEFKQQORREEHQRREKLAKEQFFGTKYKKK
PUF2: RQOVGPILYNLLGDPRILVQACIN-TYASWVVRTLFK-———— EGQIDPAVLSQVIENFATICNNTCGNYVIQHLLENK--KCPKS-——-1T1
PUF3: PDVVGSIILNSTTYNEDIFRMIIKGKCSCWVLQAIFS-—--CGYVHDKTFEDLLIKHHEEIAKSEYGNFVLOQRATECPQFQFFDT---LS
PUF5: HRETANRISAIILKDPSDFLALSDOMCGCRIYQKLFP--LLIDEGELINIRSVLLEKFVFLCNNQWANFCIQGLIKNKRLIHSSIRKEVV

R5 R6
PUM1: DAFKGQVFALSTHPYGCRVIQRILEHCLPDQTLPI----LEELHQ-HTEQLVQDQYGNYVIQHVLEHGRP-—-—— EDKSKIVAEIRGNVL
PUF4: DQIIRELVLVGTHQHGCCIIQRCLDLCSEAQRVQI-———VTAIKN-HVMELIVDRFGNYVFQYSLEKANNGLCGLISADDLIRPILGHEG
PUFl: EAGTITHAGVWQTGKGIVISWFNMGNPDIVNMAAESLIDYSFPDPGDAFKLIMHPAGCDVYQACLGSVYVAP-—-WYKIKLINNLKPVID
PUF2: QQLINDAPELVFGKYSSHLLEKLIKENVLPKNFLLPFISKVALTR-YLPTILESKYGSYVIEKATILKVVQ-——————-—— IHGMIDTVTT
PUF3: EHLLLSFQSICGCKYGSHVAECLIKTLSARSKLDAAAY-WLFTQP-YFYGLIIDQHGCFVVEKIAEVATG——————————————— EVKTC
PUFS5: EQLTRNAILFCTHKFGSHVIEKFLECCTVKERIDFSMS—-LFMNP-NFPNLMDDSYGNFIVQKMLHQKES———————————————— KTDA
R7 R8
PUM1: VLSQHKFASNVVEKCVTHASRTERAVLIDEVCTMNDGPHSALYTMMKDQYANYVVQKMIDVAEPGQRKIVMHKIRPHIAT
PUF4: SLVNQKFSSHAVEKCLKYGSREMRTLITENLMAS-—-—-— SSFLSSAMDKFGNYVVQKAFIGATDEQKRTISQRVLTSPEV

PUF1l: KLARNKLGCLVLTALFDATLSDTGDIPADVIEASRIVIASEIDVRAASASFHGRQLCAYMKLDEFQRSGEDWSRTLQRRT
PUF2: ILRICKYYIQKSSKHYKNILDGSTVIVCETAGCVGNCALCSFFQTSRQAFDMDKIKTMLESIESVNRSFIEN-—VPQYEE
PUF3: CLRIVKYVISLFAPGSQPHEAAELLGITQQITPNLVENINSILYSVKLRCR-TINKSFESMVPMSQKDLHAFLKDRNISV
PUF5: RLATLRETCGRLCKYYLKRHNFKEQSIKN-———————————————————————— IMCYLSKSLEGLKGLEPLCPDEVLDI

Obrazek 9: Alignment vazebnych domén GiPUF proteinti a lidského PUM1 proteinu.

R1-R8 jsou naznaceny jednotlivé repetice (zelené), shodnd vazebnd mista (Zluté) obsahuji
vyznacené aminokyseliny (¢ervené) vazajici baze v neprekladané oblasti mRNA. Alignment ukazuje
vysokou homologii PUF protein( v ramci druhu, ale také mimodruhovou podobnost — shodné
domény s lidskym PUM1 proteinem.

Ve treti repetici GiPUF2 proteinu jsme lokalizovali teoreticky vazebny motiv pro cytosin
(tyrkysova).

Sc JSN1 KSLNHKGTSDTQNFGPL========P====~EPLSGREFI PI’I'K.I«’I‘III—KH IDSNAF ==~

Tb Puf9 =CA=====GR=-=--VVELACEPDGESMLINA
Tb Puf hyp3 alV=maa GE---LPRAACHSAGENLLVSVL

LmjF.PUF5 -LVPQFN-IIAMDQHGEHVARTLIEY STPOQMEALVPYI==D====== LHVIRQ
Tb Puf hyp3 =FRPVLP-AVALDSNGEHVVE@ALVE ===PSLVRD
LmjF.PUF9a ~LCPRLR-DVAVDVHGHVLRTLVEA=====~ CTAEQTDALIGAM==H=====~. ASVVLN
Puf2 | QQVGP==ILYNLLGD=======m—m——m - — l’I*IIVU»’\( I-NT l——"\ '.JVV

£ JSN1 ' PWI '

Sc_Puf2 FPWNS=~F o v e 1 i e 5 L, “Hb'll IVQ- NI\I—-f lfi\\, f\ C
CAEEL_ Pufd NCGQLASN==E===== o e o o e o o o ANYVVRHVIKCDI v.r“\!-ll‘l‘[ '1'.[1\/1 smmv—
Tb Pufll NYVVRKMLNHITALAV=======m=ee——— ( H-Z\,JK!\ME{:TI‘Z]\‘l‘]l'l.l{l{l.ll SQYFSILAQNSEQL

Obrazek 10: Teoreticka vazebna mista pro cytosin

Na zakladé bioinformatické analyzy se ndm podafilo identifikovat teoreticky vazebny motiv pro
cytosin nejen u GiPUF2, ale také u dalSich eukaryot.

CAEEL — C. elegant, Lmj. — Leishmania major, Sc. — S. cerevisce, Tb. — Trypanosoma brucei
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5.2 Exprese PUF proteint v G. intestinalis

Abychom méli jistotu, Ze néktery z potencionalnich GiPUF proteind neni
pseudogen, ovéfili jsme prirozenou expresi GiPUF protein( v trofozoitech G. intestinalis
PCR metodou. Pro kazdy GiPUF protein byly namichdny ¢tyfi reakéni smési s nasledujicimi
templaty: celkova RNA, celkovd RNA inkubovand s DNasou I, cDNA a genomova DNA.

Slabé bandy ve vzorcich Cislo jedna s celkovou RNA zachycuji slabou kontaminaci
zbytkové genomové DNA (gDNA). Této kontaminace byla RNA zbavena inkubaci s DNdsou
|, proto jiz ve vzorcich ¢islo dvé nevidime zadny band. Pro zisk cDNA G. intestinalis byly
pouzity oligoT primery (specifické pro mRNA), ziskanda cDNA tedy odrazi aktudlné
a prirozené exprimované geny. Sila bandd, liici se u jednotlivych GiPUF protein(, odrazi
miru exprese kazdého z nich. Vzorky ¢islo 4, kde byla jako templat pouzita genomova DNA

slouzi pouze jako metodicka kontrola (Obrazek 11).

L 12 3 4 L 12 34 L1 2 3 4

L 12 3 4

PUF1 2169 bp PUF2 1518 bp PUF3 1890 bp PUF4 1959 bp PUF5 2010 bp

Obrazek 11: Jednotlivé amplifikované geny GiPUF proteinti detekované horizontalni gelovou
elektroforézou

(L) Gene Ruler Mix (Fermentas), (1) celkova RNA, (2) celkova RNA inkubovana s DN&sou |,

(3) cDNA, (4) gDNA
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5.3 Lokalizace GiPUF proteinu

5.3.1 Lokalizace nepfimou imunofluorescenci

Vétsina znamych PUF protein( je lokalizovana predevsim v cytoplasmé, méné castéji
vjadre a vyjimecné také vjadérku. Pro ovéreni lokalizace GiPUF proteind byl kazdy
z proteint oznacen HA-tagem a lokalizovan nepfimou imunofluorescenci v trofozoitech
G. intestinalis (Obrazky 12-16). GiPUF1, GiPUF2, GiPUF3 a GiPUF5 proteiny byly fixovany
metanol-acetonovou fixaci. Pro cytoplasmatickou lokalizaci je vSak vhodnéjsi fixace
formaldehydem. Tato metoda byla zvolena pro GiPUF4 poté, co byla pfedbéiné uréena

jeho cytoplasmaticka lokalizace a také proto, Ze jsme se rozhodli pro dalsi pokusy a studie

pracovat pouze s timto proteinem.

Obrazek 12: Lokalizace HA-tagovaného GiPUF1 proteinu pomoci nepfimé imunofluorescence.
Zelené znacena anti-HA protilatka, ¢ervené anti-Peptx protilatka znacici mitosomy. Absence
kolokalizace signdll a rozloZeni zeleného signalu naznacuje cytoplasmatickou lokalizaci. Pro blizsi
urceni bohuzel nemame k dispozici cytoplasmaticky marker.

Obrazek 13: Lokalizace HA-tagovaného GiPUF2 proteinu pomoci nepfimé imunofluorescence.
Zelené znacena anti-HA protilatka, cervené anti-Sec20 protilatka znacici ER. Zeleny signal
naznacuje predpokladanou cytoplasmatickou lokalizaci, avsak prekryv naznacuje lokalizaci v ER i
na jeho povrchu.
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Obrazek 14: Lokalizace HA-tagovaného GiPUF3 proteinu pomoci nepfimé imunofluorescence.
Zelené znacena anti-HA protilatka, cervené anti-Sec20 protilatka znacici ER. Signdl pro HA-tag

ukazuje cytoplasmatickou lokalizaci, pfekryv naznacuje moznou lokalizaci v ER ¢i na jeho povrchu.

.

Obrazek 15: Lokalizace HA-tagovaného GiPUF4 proteinu pomoci nepfimé imunofluorescence.

Zelené znacena anti-HA protilatka, ¢ervené anti-Tom40 protilatka znacici mitosomy. Z prekryvu
obou signdlu je zfetelnd odisna lokalizace obou proteind. Distribuce signalu GiPUF4 proteinu je

typickd pro cytoplasmatickou lokalizaci. Pro ovéfeni bohuZzel nemame cytoplasmaticky marker.

PUF5 .

Obrazek16: Lokalizace HA-tagovaného GiPUF5 proteinu pomoci nepfimé imunofluorescence.

Zelené znacena anti-HA protilatka, ¢ervené anti-KDEL protilatka znacici ER. Vyrazna kolokalizace

znadi pfitomnost GiPUF5 proteinu v ER s ¢aste¢nym signdlem v cytoplasmé.
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5.3.2 Ovéreni exprese proteinli

Prace skulturami G. intestinalis obsahujici HA-tagované GiPUF proteiny byla
komplikovana z hlediska udrzeni stabilni exprese tagovanych proteinl v bunce.
Kultury  G. intestinalis prestaly HA-tagované proteiny exprimovat v praméru
po dvou aZz tfrech tydnech od ustanoveni stabilné exprimujici kultury. Ztohoto
dlvodu byly bunécné kultury testovany na expresi GiPUF proteind pred kazdym
pokusem. Stejné tak kultury pouZité k pripravé preparatd byly detekovany na
pfitomnost GiPUF proteind znacenych HA-tagem pomoci western blotu (Obrazek 17).

GiPUF1 tvofi na western bloku mnohonasobné bandy. Nejvétsi band odpovida
velikostné GiPUF1 proteinu (80 KDa), ostatni bandy pravdépodobné zachycuji ¢astecné
degradovany GiPUF1 protein. Bandy pro GiPUF2 (55 KDa) i GiPUF3 (68 KDa) velikostné
neodpovidaji, oba proteiny byly pravdépodobné zachyceny ¢aste¢né degradovany nebo
se jedna o produkty alternativni translace. GiPUF4 protein také tvofi vice bandl. Nejvétsi
dvojband odpovida velikosti GiPUF4 (72 KDa), mensi bandy jsou opét zachycené ziejmé

degradované proteiny.

GiPUF1 GiPUF2 GIPUF3 GiPUF4 GiPUF5
100 — 100-
70 — |- 1004 | 70
70_.—-.-—
55 — |- 55 55-
[ &
— 3o |—
35 == 25 = 35-
25 — 25-
15 —| — 15-

Obrazek 17: Ovéreni exprese GiPUF protein( znacenych HA-tagem

Pro kazdy z GiPUF proteint byl pouzit celkovy lyzat kultury G. intestinalis exprimujici konkrétni
GiPUF protein znaceny HA-tagem. Proteiny obsazeny v lyzatu byly rozdéleny SDS PAGE vertikalni
elektroforézou a pritomnost tagovaného proteinu byla detekovana anti-HA protilatkou na

western blotu.
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5.4 GiPUF4 protein

Bioinformatickymi analyzami jsme zjistili blizkou pfibuznost GiPUF4 proteinu
G. intestinalis s dalSimi eukaryotickymi PUF proteiny. Nejdulezitéjsi je vyraznd homologie
s lidskym PUF proteinem PUM1, se kterym GiPUF4 sdili sedm shodnych vazebnych mist
z celkovych osmi. GiPUF4 také sdili homologii vazebnych domén s kvasinkovym PUF3
proteinem, ktery vaZe a cili mRNA mitochondridlnich gend na povrch mitochondrie
a navic také interaguje s receptorem Tom20 proteinem, ktery je soucasti transportniho
komplexu vnéjsSi membrany mitochondrie. U G. intestinalis nebyla doposud objasnéna
zadnd blizsi funkce GiPUF proteinli, proto jsme si pro pocatecni studie wvybrali

potenciondlné nejzajimavéjsi z GiPUF proteinli - GiPUF4.

Nasim zajmem je lokalizace GiPUF4 proteinu, charakterizace jeho vazebného motivu a

vazanych mRNA molekul.

5.4.1 Lokalizace GiPUF4 proteinu

Lokalizace GiPUF4 proteinu byla pomoci nepfimé imunofluorescence uréena jako
cytoplasmatickd. Pro upfesnéni a potvrzeni lokalizace GiPUF4 proteinu byla
zvolena prokazatelnéjsi metoda bunéénd frakcionace. Narostld kultura G. intestinalis
exprimujici GiPUF4 protein znaceny HA-tagem byla opakovanym stacenim
rozdélena na dvé frakce — frakce obsahujici cytoplasmu (C) a frakce obsahujici pelet (P).
Pro kontrolu byla ponechana d¢ast celkového Ilyzatu (L) (viz kapitola 4.6).
Pro metodickou kontrolu byl pouZit lyzat G. intestinalis exprimujici Sec20-HA tag (PC).

Pro objektivni posouzeni mnoiZstvi proteinu v jednotlivych frakcich, muselo
byt mnoizstvi proteini vyvazeno. Toho bylo dosazeno rozdélenim kazdého ze vzork(
pomoci SDS-PAGE gelu, zviditelnéni proteinu obarvenim Coomassie Brilliant Blue
a na zakladé sily bandd ustanoveno vhodné mnoistvi kazdé frakce.

Pozitivita celkového lyzatu prokazuje, Ze protein GiPUF4 byl vdané kulture
exprimovan. Pozitivni frakce obsahuijici cytoplasmu potvrzuje vétsinovou lokalizaci GiPUF4

proteinu v cytoplasmé. Casteénd pozitivita peletu mlZze byt zplsobena afinitou proteinu
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k organeldm (napf. ER) nebo ¢aste¢nou kontaminaci frakce. Pozitivni kontrola (Sec20) byla
na fotce ponechdna zamérné, jelikoZz vyvraci metodickou chybu a prokazuje vlastnost

GiPUF4 proteinu tvofit nejasné bandy na western blotu (Obrazek 18).

A PC L Cc p pgPC L C P

250-
130-
100-

70\ & +» 00N ‘
55-

35-

25-

15-

Obrazek 18: A. Western blot analyzy jednotlivych bunécnych frakci G. intestinalis pomoci
anti-HA protilatky

Jednotlivé frakce G. intestinalis exprimujici GiPUF4-HA tag protein, ktery byl detekovdn pomoci
anti-HA protilatky na western blotu.

B. SDS-PAGE gel s jednotlivymi frakcemi obarveny Coomassie Brilliant Blue

SDS-PAGE gel s jednotlivymi frakcemi zachycuje vyvazené mnozstvi nanasenych vzorkd, které je
nezbytné pro spravné posouzeni rozdill exprese proteinu mezi jednotlivymi frakcemi ve
vyhodnoceni western blotu.

(PC) pozitivni kontrola, (L) lyzat, (C) cytoplasma, (P) pelet
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5.4.2 Predikce mRNA vazanych GiPUF4 proteinem G. intestinalis

Na zdakladé vazebného kédu PUF proteind a podobnosti vazebnych domén
s lidskym PUM1, byl predikovan teoreticky vazebny motiv tohoto proteinu. Lidsky PUM1
vaze sekvenci UGUAUAUA (Galgano et al., 2008; Lu and Hall, 2011), GiPUF4 ma jedinou
zaménu ve vazebném misté v repetici tfi, konkrétné ve dvanacté aminokyseliné ma
treonin misto cysteinu. Teoreticky vazebny motiv GiPUF4 proteinu G. intestinalis je proto
UGUAUA/UUA. Pomoci online programu MEME byla z vazebného motivu vytvorena
reverzni sekvence odpovidajici Usekim DNA (Obrazek 19). S vyuzitim online programu
MAST byla tato sekvence identifikovana u 19 genu, tedy devatenacti teoretickych mRNA,
které mohou byt vazany GiPUF4 proteinem. Hlavnim kritériem pro vytvoreni databdze
vSech 3"UTR z genomu G. intestinalis, byly neptekladané oblasti omezeny jen na délku 50
bazi od STOP kodonu. Pozice teoretického vazebného motivu pro GiPUF4 je vyjadiena u

kazdého z gen(l v tabulce 5.

JVIALAl

FMEME [no SSC111.3.2013 10:22

hits

Obrazek 19: DNA motiv reverzni vazebnému motivu pro GiPUF4

Na zakladé predikce vazebného motivu pro GiPUF4 jsme vytvofili reverzni motiv odpovidajici svym
usporadanim DNA sekvenci gen( prislusnym mRNA. Tento teoreticky motiv jsme vytvofili v online
programu MEME a pouZili ho k vyhledani potencionalnich genl, jejichz mRNA je vazdna GiPUF4

proteinem, pomoci programu MAST.
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Cislo genu Pozice Anotace Pocet
v 3'UTR aminokyselin

GL50803_23630 39-46 Hypoteticky protein 359
GL50803_89285 14-21 Hypoteticky protein 413
GL50803_16454 6-13 Protein kindza 720
GL50803_34179 37-44 Hypoteticky protein 1431
GL50803_14487 37-44 Hypoteticky protein 933
GL50803_115159 4-11 Hypoteticky protein 644
GL50803_97219 12-19 Fibrillarin-like pre-rRNA processing protein 327
GL50803_6188 42-49 Hypoteticky protein 69
GL50803_17249 11-18 Coiled-coil protein 1675
GL50803_10855 3-10 Protein 21.1 451
GL50803_7573 22-29 3-hydroxy-3-metylglutaryl-Coenzym A reduktdza 751
GL50803_15461 6-13 Hypoteticky protein 223
GL50803_16773 16-23 Hypoteticky protein 847
GL50803_21321 8-15 High cysteine membrane protein Group 5 675
GL50803_14615 4-11 Hypoteticky protein 805
GL50803_16716 8-15 High cysteine membrane protein Group 5 674
GL50803_18713 26-33 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm2 107
GL50803_33279 28-35 Variant surface protein 748
GL50803_100283 37-44 Hypoteticky protein 76

Tabulka 5: Teoretické geny vazané GiPUF4 proteinem.

Pomoci programu MAST se ndm podafilo v databazi vSech 3°UTR z genomu G. intestinalis urcit 19
gend, jejichZz mRNA je potencionalné vazana GiPUF4 proteinem.

Nékteré z téchto gen( jsou Uspésné anotovdny, u nékterych je tato informace doplnéna na
zakladé vyhledavani v programu BLAST. Pfesto o deseti genech nemame Zadné podrobnéjsi
informace. Pozice v ramci 3’"UTR pravdépodobné muze hrat roli ve vazbé, proto tato data byla
zahrnuta do tabulky, stejné jako pocet aminokyselin proteinli danych gend.
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5.4.3 Strukturni model GiPUF4 proteinu

Ve spolupréci s Mgr. Maridnem Novotnym, Ph.D. byl navrzen 3D strukturni model
GiPUF4 proteinu G. intestinalis. Tento model ukazal nejen strukturni podobnost
s ostatnimi PUF proteiny, ale také nds ujistil v rozloZzeni vazebnych domén. Model byl
navrzen jako proteinova struktura i s navazanymi mRNA partnery vazajicimi se na vnitfni
stranu srpkovité struktury (Obrazek 20). Tento model je jednou z moZnosti, jak vice

porozumét interakcim mezi RNA a PUF proteiny.

Obrazek 20: Strukturni model GiPUF4 proteinu
Strukturni model GiPUF4 proteinu s navazanymi vazebnymi motivy. Motivl : UGUAUAUA (zeleny),
Motiv 2: UGUAUUUA (modry)
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5.4.4 Nativni izolace GiPUF4 proteinu

GiPUF4 protein jsme si pro dalsi pokusy a analyzy vybrali nejen z ddvodu podobnosti
vazebnych domén s PUF proteiny dalSich eukaryotickych organism(, ale také proto, Ze
jako jediny GiPUF protein v G. intestinalis obsahuje v PH-D osm jasné identifikovatelnych
vazebnych domén. U ostatnich GiPUF protein(i jsme predpovédéli pouze dvé nebo Ctyfi
domény, coZ by pfi izolaci mohla byt nedostate¢nd vazebnad sila pro zachyceni mRNA.

Pro nativni izolaci proteinu jsme poufZili kulicky Dynabeads s navdzanou anti-HA
protilatkou, které mély zachytit HA-tagovany GiPUF4 (viz kapitola 4.8). Ziskané frakce byly
detekovany na western blotu pouzitim anti-HA protilatky (Obrdzek 21). Pozitivita
celkového lyzatu (1) prokazuje, Ze pouZitd kultura bunék sice exprimovala HA-tagovany
GiPUF4,ale dominantni band o velikosti 55 kDa zfejmé reprezentuje nekompletni formu
proteinu vzniklou jeho degradaci nebo alternativni translaci. Ve sloupci Cislo dva mél byt
nejsilné;jsi signal znacici uvolnény protein, tato frakce vSak byla negativni. Slaba pozitivita
frakce ziskané uvarenim kulicek (3) prokazuje, ze GiPUF4 protein byl na kulicky vazan
s nizkou afinitou. Pozitivita tzv. flow-trought vzorku (4) neboli vzorku, ktery se nenavazal
na matrici Dynabeads, prokazuje, Ze vétSina GiPUF4 proteinu zlstala v nandseném

roztoku.

1 2 3 4
100-
Obrazek 21: Frakce PUF4 proteinu 70
detekované na western blotu pomoci
. . 55- -—-

anti-HA protilatky, N st
(1) celkovy lyzat
(2) uvolnény protein

35_ —
(3) uvarené kulicky
(4) flow-trought

25-
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5.5 Vliv 3’'UTR z VSP na miru genové exprese

Regulace VSP proteinU G. intestinalis je fizena informaci v jejich 3’"UTR. Z tohoto ddvodu
jsme se rozhodli otestovat vliv téchto oblasti na miru exprese proteini jednoduchym
pokusem. Zaroven jsme timto pokusem testovali predchozi vysledky tykajici se Sec20
G. intestinalis (Lubo$ Voleman, diplomova prace). Z prace Mgr. Volemana vyplynulo,
Ze zatimco je pfirozeny Sec20 zcela lokalizovan v endoplasmatickém retikulu
G. intestinalis, pti jeho overexpresi dochazi kjeho vyhradni mitosomalni distribuci.

Porovnali jsme miru exprese dvou riznych konstrukt(: HA-tagovaného genu pro
Sec20 z G. intestinalis s pfirozenou 3'UTR oblasti HCEP (conserved eukaryotic protein)
(Obrazek 23) a HA-tagovaného genu pro Sec20 z G. intestinalis ale s 3’'UTR oblasti z genu
pro VSP-8 (Obrazek 22). Predpoklddané misto lokalizace Sec20 proteinu G. intestinalis
pfi overexpresi je v mitosomu (Lubo$ Voleman, diplomova préace), coz také potvrzuje
lokalizace detekovand na prepardtu pomoci fluorescenéni mikroskopie. Sec20 protein

s 3’'UTR VSP je lokalizovan zcela mimo mitosomy (Obrazek 23), nejspisSe v ER.

Obrazek 22: Lokalizace HA-tagovaného Sec20 proteinu s pfirozenou 3°UTR.

Zelené znacena anti-HA protilatka, ¢ervené anti-Tom40 znacici mitosomy.

Z kolokalizace obou signall je patrna lokalizace overexprimovaného Sec20 proteinu vyhradné
v mitosomech.

Obrazek mi poskytl Mgr. Lubos Voleman (Diplomova prace Mrg. Volemana)
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prekryv

Obrazek 23: Lokalizace HA-tagovaného Sec20 proteinu se zaklonovanou 3°UTR VSP-8 genu
Zelené znacena anti-HA protilatka, cervené anti-Tom40 znacici mitosomy.

Nekolokalizujici signdly ukazuji lokalizaci Sec20-3"UTR VSP mimo mitosomy. Zeleny signal
naznacuje pravdépodobnou lokalizaci do ER.

Pro posouzeni rozdilu exprese jednotlivych konstruktd jsme zvolili detekci anti-HA
protildtkami lyzat(i na western blotu. Jako kontrola pro porovnani vyvazeni jednotlivych
frakci (Obrazek 24) byly zvoleny IscU (11 kDa) a PeptX (25 kDa), oba lokalizované
v mitosomech G. intestinalis. Tyto vysledky ukazuji, Ze 3’UTR oblast ma dramaticky efekt
na silu episomalni exprese v G. intestinalis (Obrazek 25). V ptipadé Sec20 mira exprese
zfejmé rozhoduje o jeho bunécéné lokalizaci.

250- .

130-
100-

-
70- |
55-
35-
25- Obrazek 24: SDS-PAGE gel lyzatli Sec20-HCEP a
Sec20-3'UTR VSP obarveny Commassie Brilliant Blue
. K objektivnimu posouzeni rozdilu exprese Sec20-

HCEP a Sec20-3"UTR VSP na western blotu muselo
byt pfedem vyvazeno mnoiZstvi v jednotlivych
g lyzétech.
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L HCEP  3°VSP

35-

25- —— Pept X (25 kDa)

Sec20 (24 kDa)

15-

.'

IscU (13 kDa)

10-

Obrazek 25: Porovnani exprese genti Sec20-HCEP a Sec20-3'UTR VSP

Lyzaty trofozoitl G. intestinalis s konstrukty Sec20-HCEP a Sec20-3"UTR VSP detekovany anti-HA
protilatkou na western blotu. Proteiny PeptX a IscU jsou pfirozené exprimovany, byly detekovany
protilatkami jako kontrola vyvazenosti jednotlivych lyzatl a pro posouzeni rozdilu exprese Sec20-
HCEP a Sec20-3°'UTR VSP, ktery je na blotu markantni.
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6. Diskuze

6.1 GiPUF proteiny v G. intestinalis

Eukaryotické proteiny zrodiny PUF jsou charakteristické pFitomnosti RNA-vazebné
domeény na C-konci proteinové sekvence — tzv. Pumilio Homology Domain (PH-D). Touto
domeénou specificky vazi sekvence v 3’'UTR mRNA a podileji se na jejich regulaci. Zpravidla
se jedna o represi zprostfedkovanou deadenylaci ¢i inhibici translace (Houshmandi and
Olivas, 2005; Zamore et al., 1997). Neddvno vsak byla nalezena i Uloha PUF proteinu
v aktivaci molekul mRNA (Kaye et al.,, 2009).Vétsina PUF proteinli interaguje
z proteinovymi slozkami deadenylacnich komplex(, komplex( odbourdvajicich 5’ ¢epicku
nebo s inhibitory iniciace translace (Cho et al., 2006; Wreden et al.,, 1997). 5°'UTR
G. intestinalis jsou extrémné kratké a dosud nebyla identifikovdana ko-translaéni
modifikace v podobé 5°Cepicky (Yu and Wang, 1996). Z tohoto divodu jsme se zaméfili na
3°UTR.

Vzhledem k faktu, Ze genové exprese u G. intestinalis z(stava stale z velké c¢asti
neobjasnéna, rozhodli jsme se identifikovat a charakterizovat pfitomné GiPUF proteiny a

jimi rozpoznavané mRNA.

6.1.1 Lokalizace a exprese GiPUF proteinu

Identifikovali jsme celkem pét potencionalnich GiPUF proteinli v genomu G. intestinalis.
Z proteinovych sekvenci jednotlivych GiPUF proteini jsme urcili pocet teoretickych
vazebnych mist v PH-D u jednotlivych proteinli. GiPUF4 protein obsahuje osm vazebnych
mist, GiPUF3 pét, GiPUF2 a GiPUF5 po ctyfech a GiPUF1 pouze dvé vazebna mista. Nabizi
se otazka, zdali podle vazebného motivu ziskaného z primarni struktury proteinu
a bioinformatickych analyz Ize urcit schopnost proteinu vazat mRNA? Pokud budeme
vychazet z principu vazebnych mist aminokyselin v pozicich 12 a 16, tézko uvazovat, Ze by
vazebné misto pro Ctyfi ribonukleotidy ¢i pouze dva, bylo dostatecné specifické pro

rozpoznani a vazbu konkrétni mRNA molekuly. Vezmeme-li vSak v Uvahu sekundarni
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a terciarni struktury proteinl a fakt, Ze vazebny motiv mlzZe byt definovdn sloZitéji nez

dvéma aminokyselinami, mUzZe mit vSech pét nalezenych GiPUF proteinl vazebnou funkci.

Na zakladé poznatkll o moiném vazebném misté pro cytosin ziskaném in vitro
(Filipovska et al., 2011) se nam podafilo tento vazebny motiv identifikovat ve tteti repetici
GiPUF2 proteinu. V alignmentu z vybranych eukaryotickych organismd jsme tento motiv
také lokalizovali v sekvencich PUF proteind C. elegans, L. major, S. cerevisiae
a T. brucei. Je tedy pravdépodobné, Ze vazebny motiv pro cytosin se v pfirodé bude
vyskytovat, ale detekce na zdkladé sekundarni struktury bude obtizna. Z tohoto dlivody
jsme se rozhodli v budoucnu pokracovat s pokusy a analyzami prednostné nejen s GiPUF4,
ale také GiPUF2. UZ se nam podafilo navrhnout prvni teoreticky vazebny motiv tohoto
proteinu (GGUcUaUC) a vytvofit prvni strukturni model. S jistotou se vSak vazebnd mista

daji urcit pouze nativni izolaci GiPUF protein( s navdzanymi mRNA.

Vzhledem ktomu, Ze GiPUF proteiny byly identifikovany na zakladé znalosti
sekvence genomu G. intestinalis, museli jsme vyvratit, Ze se nejedna pouze o pseudogeny.
Toho jsme docilili pomoci PCR metody, kdy jsme jako templat pouzili cDNA izolovanou
z trofozoitll G. intestinalis. Tato metoda ndm nastinila pfiblizné miry exprese. Nejedna se
vSak o metodu kvantitativni, tou by byla Real-time PCR. Podle miry zachycené exprese
genu pro GiPUF2, GiPUF4 a GiPUF5 Ize usoudit, Ze vSechny tfi proteiny jsou v trofozoitech
pfirozené exprimované. Pro GiPUF1 jsme zjistili velmi slabou expresi a navic vzhledem
k malému poctu vazebnych domén by se dalo spekulovat, zdali se opravdu jednd
o funkéni protein z PUF rodiny. Pro GiPUF3 protein musela byt detekce pfirozené exprese
provadéna opakované, jelikoz i GiPUF3 protein vykazuje velmi slabou miru exprese.
Celkové lze fici, Zze vSechny potencionalni GiPUF proteiny v trofozoitech G. intestinalis jsou

pfirozené exprimovany. Zadny z GiPUF proteind tedy neni pseudogen.

Pfi praci s GiPUF proteiny jsme se potykali scelou fadou potizi. V prvnich
krocich bylo nutné optimalizovat PCR reakce knamnoZeni jednotlivych gen(.

Tato zakladni metoda musela byt optimalizovana pro kaidy zgenl za jinych

vevys

exprese HA-tagovanych GiPUF proteini v kulturach G. intestinalis, které si
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vsak udrzeli potfebnou antibiotikovou rezistenci. Bylo zapotrebi Casto a opakované
transformovat nové prvoky. Ztrata exprese zvektoru neni pro jiné produkty
tak cCastd a pravdépodobné je zpusobena reakci na vyvolany fenotyp.

Vzhledem k tomu, Ze vétSina dosud identifikovanych PUF protein( je lokalizovana
v cytoplasmé (Ariz et al., 2009; Morris et al., 2008), predpokladali jsme stejnou lokalizaci i
pro GiPUF proteiny v G. intestinalis. Pomoci nepfimé imunofluorescence jsme potvrdili, Ze
tomu tak opravdu je u vétSiny studovanych proteind. Bohuzel nemame v soucasnosti
vhodny cytoplasmaticky marker, museli jsme se proto spokojit pouze se signdlem pro
GiPUF proteiny spolu s markery pro odliSné bunécné kompartmenty. Proteiny GiPUF1 a
GiPUF4 jsou lokalizovany v cytoplasmé. GiPUF2 a GiPUF3 vykazuji lokalizaci v ER ¢i na jeho
povrchu, ale také castecnou lokalizaci v cytoplasmé. GiPUF5 protein je castecné
lokalizovan také v cytoplasmé, ale dominantni signal naznacuje lokalizaci spiSe v ER ¢i na
jeho povrchu. Pokud vezmeme v Uvahu hlavni funkci PUF protein(l, vdzat mRNA, neni tato
lokalizace nijak vyjimecéna. Vzhledem k tomu, Ze Zadny z doposud znamych PUF protein(
nebyl lokalizovdn uvnitf ER, pfikldnime se k teorii, Ze tyto tfi PUF proteiny interaguji

s povrchem ER.

Proteiny GiPUF1, GiPUF2, GiPUF3 a GiPUF5 byly pfi pfipravé preparatd fixovany
metanol-acetonovou fixaci, avSak cytoplasmatické proteiny jsou Ilépe viditelné pfi
formaldehydové fixaci. Ta byla pouzita pro pfipravu preparatu s GiPUF4 proteinem. Pro
ostatni proteiny budeme dodéldvat preparaty fixované formaldehydem a také chceme

potvrdit jejich lokalizaci bunéénou frakcionaci.

6.1.2 GiPUF4 protein

Pomoci nepfimé fluorescence jsme lokalizovali GiPUF4 protein také v cytoplasmé
trofozoitll G. intestinalis. U tohoto proteinu jsme navic ovéfili lokalizaci pomoci
bunécné frakcionace. Pozitivita celkového lyzatu svédéi o tom, Ze kultura trofozoitQ
G. intestinalis v danou chvili exprimovala GiPUF4-HA tag protein. Signal detekovany

v cytoplasmatické fazi potvrdil lokalizaci v cytoplasmé. Slaby band jsme detekovali

53



také ve vzorku s bunéénym peletem obsahujicim bunécné organely.
Slabou pozitivitu tohoto vzorku vysvétlujeme pravdépodobnou afinitou proteinu
k nékteré z bunécnych organel. Druhou mozZnosti pozitivity peletu je slaba kontaminace
cytoplasmatickou fazi, neboli Ze nedoslo k Cistému oddéleni  fazi.

GiPUF4 protein obsahuje ve své PH-D celkem sedm vazebnych mist shodnych
svazebnymi misty lidského PUM1 proteinu. LisSi se pouze zdménou dvanacté
aminokyseliny ve treti repetici, konkrétné obsahuje misto cysteinu treonin. Po konzultaci
s Mrg. Maridnem Novotnym, Ph.D. jsme dospéli k zavéru, Ze teoreticky vazebny motiv pro
GiPUF4 protein je UGUAUA/UUA. V sSesté pozici jsme zvolili moznost vazby adeninu
i uracilu. Vysli jsme z obecnych charakteristik vazebnych motiv(, ale také z 3D struktury
GiPUF4 proteinu. Na zakladé toho teoretického motivu jsme v genomu G. intestinalis
identifikovali 19 gend, které ve své 3"UTR obsahuji tento motiv. Pfi tvorbé databdze 3'UTR
jsme museli vzit v dvahu kompaktnost genomu G. intestinalis a proto jsme pro 3'UTR
zvolili délku 50 bazi. Presto se o nékterych zjisténych genech musi uvazovat s velkou
opatrnosti, pfedevsim o téch, které maji teoretické vazebné misto v rozmezi 40-50 bazi
za STOP kodonem, ponévadZ by se jiz mohlo jednad o kddujici oblast ndsledného
genu. Zadny z identifikovanych genl (jeho mRNA) nebyl doposud zjistén jako substrat
pro PUF protein i ostatnich eukaryot, coz mizZe potvrzovat znamy fakt, Ze PUF proteiny
u rliznych eukaryot rozeznavaji nepribuzné mRNA. Navic, vzhledem k tomu, Ze deset
z celkovych devatenacti genl jsou hypotetické, neda se urcit ani pravdépodobnost,
ktery zgend by mohl byt opravdovym mRNA partnerem GiPUF4 proteinu

nebo zdali identifikované geny maji néjakou metabolickou souvislost.

Jeden z naSich hlavnich cilll bylo nejprve izolovat pfislusné mRNA vazané GiPUF4
proteinem, nasledné se pokusit o izolaci prislusSnych mRNA i ostatnich GiPUF proteind.
Nativni izolace se nepovedla. Pravdépodobné za to mohlo vysoké pH a nizka osmolarita
pouzitych pufrl, coz mélo za nasledek nestabilni prostredi, které mohlo rozrusit nejen
buriky samotné, ale také mohlo negativné ovlivnit stabilitu a strukturu protein(.
Vzhledem k tomu, Ze pUvodni protokol byl vyvinut pro izolaci PUF protein( z kvasinek
S. cerevisiae (Gerber et al., 2004a), bude zapotiebi ho vice optimalizovat. Prvni fadé

musime optimalizovat pH a osmolaritu vhodnou pro trofozoity G. intestinalis, k ¢emu
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by mohlo pomoci pouzit jako zaklad vSech roztokd ST pufr. DalSim moZznym opatfenim, jak
predejit neZadouci degradaci proteinu, bude zkratit dobu rozbijeni bunék na
MiniBeadBeater Bead Homogenizer a buriky v prlibéhu lyz vice chladit. Pfinosné by také
mohlo byt zvaZit podminky pfi vychytavani proteinu kulickami i pfi eluaci proteinu. DalSim
moznym pristupem je i ,crosslinkovani“ vazanych mRNA s proteinem UV zafenim

a nasledna izolace komplexda.

Nase dosavadni vysledky a poznatky nds motivuji k blizSi charakterizaci GiPUF
proteinll a mRNA, které vazi. Neni to jen z dlvodu poodhaleni mechanism( genové
exprese, ale obecnd charakterizace interakce protein-RNA muizZe byt pfinosnd v SirSim
smyslu. Hlavni pozornost se tak obraci na PUF proteiny jako na mozny nastroj in vivo
specifického znaceni mRNA, tj. cilenou mutagenezi PUF proteinu mlzZe byt vytvoren
protein, rozeznavajici specifickou sekvenci mRNA, tak jak je tomu v ptipadé zinc finger
nukledz ¢i TALE proteinll v ptipadé DNA (Moscou and Bogdanove, 2009; Boch et al.,
2009).

V nejblizsi budoucnosti planujeme optimalizovat nativni izolaci GiPUF4 proteind,
izolovat a popsat mRNA, které vaze. Nasledné takto identifikovat mRNA pro vSechny
GiPUF proteiny. Optimalizovat urceni lokalizace GiPUF proteind nepfimou
imunofluorescenci fixacemi bunék jak metyl-acetonem, tak i formaldehydovou fixaci.
Specifikovat lokalizaci vSech GiPUF proteinll pomoci bunécné frakcionace.

Hlavnimi cili vSak bude, pokusit se identifikovat GiPUF protein, ktery by vazal
cytosin in vivo a ovéfit zdali v G. intestinalis existuje PUF protein, ktery vdze mRNA
s jasnou asociaci na nékterou bunécénou organelu, jak je tomu napt. u kvasinkového PUF3

proteinu (Saint-Georges et al., 2008; Jackson, Jr. et al., 2004).
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6.2 3’UTR VSP proteinu

Povrchové proteiny G. intestinalis jsou pravdépodobné regulovany inhibici translace
zprostredkovanou molekulami miRNA (Li et al., 2012). U G. intestinalis bylo identifikovano
celkem 25 jadernych molekul snoRNA, které jsou u vétSiny eukaryot prekurzory pro
miRNA. Pét z téchto snoRNA bylo opravdu identifikovdno jako prekurzory i pro giardiové
miRNA. Vazebné motivy pro miR6 a miR10 byly identifikovany v 3"UTR vétsiny VSP genl
(Li et al., 2012). Jednda se o prvni poodhaleny mechanismus genové regulace u tohoto

prvoka a z tohoto divodu se 3"UTR staly predmétem naseho zajmu.

Oveérili jsme vliv 3’"UTR z VSP genu cislo GL50803_137618 na genovou expresi
proteinu Sec20. Tento gen byl vybran z divodu pfitomnosti velmi konzervovaného motivu
ve své 3'UTR. Na zakladé tohoto poznatku jsme predpokladali, Ze by mohl mit néjakou
regulacni funkci (v prlibéhu diplomové prace byla tato zkuSenost publikovana skupinou
Dr. Wanga (Li et al., 2012)). Eukaryoticky Sec20 je pfirozené lokalizovan v ER. Z dosud
neznamych pricin episomalni exprese Sec20 v G. intestinalis vyustuje v jeho mitosomalni
lokalizaci (diplomova prace Mgr. Voleman) (Elias et al., 2008; Sweet and Pelham, 1992).
Jednou z nasich pracovnich hypotéz byla moznd role 3’'UTR v pouZivaném vektoru. Na
zakladé zjisténé role 3'UTR v regulaci exprese VSP jsme testovali mozny vliv na expresi
a lokalizaci Sec20. Nepfimou imunofluorescenci jsme prokdazali sniZzeni exprese
Sec20 proteinu, coz bylo ovéfeno analyzou bunécnych lyzatiG na western blotu.
Sec20 navic vykazoval wvyhradni lokalizaci vER. Je tedy pravdépodobné,

Ze mira exprese muzZe ovliviiovat i cileni proteind do rliznych organel.
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7. 2aveér

Podafilo se ndam identifikovat a lokalizovat pét PUF protein( v trofozoitech G. intestinalis.
Proteiny GiPUF1 a GiPUF4 jsou lokalizovany v cytoplasmé. Lokalizace protein(
GiPUF2 a GiPUF3 je také c(dastecné vcytoplasmé, ale sjasnou afinitou kER.
GiPUF5 ma pravdépodobné lokalizaci v ER a z Casti v cytoplasmé.
U vSech GIiPUF proteini se ndm bioinformatickou analyzou podafilo identifikovat
v C-koncové sekvenci Pumilio Homology Domain obsahujici od dvou do osmi vazebnych
repetic. Jako nejvice konzervovany PUF protein se jevi GiPUF4, obsahuje celkem osm
vazebnych repetic, navic vysoce homolognich klidskému PUM1 proteinu
(Li et al.,, 2012; Lu and Hall, 2011). Pro GiPUF4 protein se ndm podafilo identifikovat
celkem 19 teoretickych mRNA, kterd mohou byt timto proteinem vazana.
Pro celkovou ndrocnost, nebyly tyto mRNA potvrzeny nativni izolaci.
Druhym projektem bylo ovéreni vlivu 3'neprekladanych oblasti na expresi protein(. Zjistili
jsme, ze 3’'UTR VSP genu GL50803 137618 dokaze rapidné snizit miru exprese proteinu,
v naSem pripadé SNARE protein z endoplasmatického retikula - Sec20. Tento protein byl
vybran na zakladé hypotézy, Ze mira exprese proteinu muizZe ovliviiovat jeho lokalizaci.
Sec20 je za fyziologickych podminek lokalizovan v ER, pfi overexpresi v mitosomech.
Snizenim exprese Sec20 proteinu vlivem 3’UTR VSP byl tento protein cilen vyhradné do

endoplasmatického retikula.
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