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Abstrakt

Trichomonas vaginalis je paraziticky prvok, ktery se nachazi v lidském urogenitalnim traktu, kde
adheruje k buiikam epitelu. Pfi infekci uvoliluji bunikky 7. vaginalis extracelularni vacky, diky
kterym mohou parazité komunikovat mezi sebou a modulovat imunitni odpovéd’ hostitele.

Vétsina studovanych kmend 7. vaginalis obsahuje dsRNA Trichomonasviry (TVV). Tento virus
patii do rodiny Totiviridae, do které patii i dalsi dsSRNA viry parazitickych protist. TVV se prenasi
vertikdlné do dcefinych bun€k pfi bunééném déleni a zatim nebyl prokdzan horizontdlni pifenos
TVV mezi buitkami 7. vaginalis. Castice TVV byly objeveny uvniti malych extraceluldrnich
vackl, které uvoliluji infikované buiky 7. vaginalis do extraceluldrniho prostfedi. V této
diplomové praci bylo prokazano, ze pii kokultivaci infikovanych a neinfikovanych trichomonad
dochazi k ptenosu TVV mezi trichomonadami. Touto cestou se vSak nepodafilo stabilné infikovat
trichomonady TVV. Bylo také prokazano, Ze extracelularni vacky z infikovanych trichomonéad jsou
schopné transportovat TVV mezi trichomonddami. Nicméné ani touto cestou se nepodafilo

trichomonady stabiln¢ infikovat TVV.



Abstract

Trichomonas vaginalis is a parasitic protist found in the human urogenital tract, where it adheres to
the epithelial cells. During infection, 7. vaginalis cells release extracellular vesicles that allow them
to communicate with each other and modulate the host immune response. Most studied 7. vaginalis
strains contain dsRNA Trichomonasviruses (TVVs). These viruses belong to the Totiviridae
family, which includes other dsRNA viruses from various parasitic protists. TVV is transmitted
vertically to the daughter cells during cell division. Horizontal transfer of TVV between T.
vaginalis cells has not yet been proven. TVV particles were found inside small extracellular
vesicles that release infected 7. vaginalis into the extracellular space. In this thesis, it was shown
that TVV could be transmitted between trichomonads during co-cultivation of infected and
uninfected trichomonads. However, stable TVV infection of trichomonads was not observed. It was
also proven that extracellular vesicles from infected trichomonads could transmit TVV among
other trichomonads. Nevertheless, this way of transmission did not lead to the stable TVV infection

of trichomonads either.
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1 Uvod

Trichomonas vaginalis je paraziticky extracelularni prvok, ktery infikuje vyhradné lidské hostitele
a je pivodcem onemocnéni trichomoniazy. Incidience tohoto onemocnéni je ptiblizné 150 miliond
pfipadi po celém svét€¢ (World Health Organization, 2018). Tento parazit se nachazi
v urogenitalnim traktu, pfenasi se pohlavnim stykem a nema Zzadné mezihostitele. Trofozoiti
v urogenitalnim traktu adheruji k bunkam epitelu a rychle se méni na améboidni formu (Lal et al.
2006). Pii infekci bunky T. vaginalis sekretuji rizné molekuly, které napomahaji parazitovi
k Gsp&sné infekci a zvySuji tak virulenci parazita (Stafkova et al. 2018). Takové molekuly se
oznacuji jako virulen¢ni faktory. Na virulenci 7. vaginalis se také podileji extracelularni vacky.

T. vaginalis uvoliyje tfi rizné druhy extraceluldrnich vackl: (i) malé extracelularni vacky o
velikosti 50-150 nm — exozomy, dale (ii) velké extracelularni vacky o velikosti 100-1000 nm —
mikrovezikly (ektozomy) a (iii) vacky vétsi nez 1000 nm — LVs (large vesicles). VSechny tyto
vacky maji schopnost interagovat s ostatnimi bunikami 7. vaginalis a také s hostitelskymi bunikami
(Nievas et al. 2017; Twu et al. 2013). Nejvice jsou ze vSech tii typd vacku prozkoumané exozomy.
Exozomy vznikaji splynutim multivezikularniho téliska s cytoplazmatickou membranou buiky a
tim se uvolni do vnéjsiho prostiedi (Gurung et al. 2021). Exozomy z vysoce adherentnich kmenti
trichomonad maji schopnost zvySovat adhezi u méné€ adherentnich kmenti. Exozomy z trichomonad
maji také schopnost modulovat imunitni odpovéd’ hostitele (Twu et al. 2013).

Vétsina klinickych izolatd 7. vaginalis je infikovana dsRNA viry, které dostaly jméno
Trichomonasviry (TVV) (Weber et al. 2003; Wendel et al. 2002). TVV patti do rodiny Totiviridae,
do které patii i dal$i dsSRNA viry prvokd, jako je Giardiavirus ¢i Leishmania RNA virus (Barrow et
al. 2020). Pritomnost TVV v buiikach 7. vaginalis ma vliv na expresi nékterych proteinti parazita a
pravdépodobné ma také vliv na pribéh infekce v hostiteli (Fraga et al. 2012; He et al. 2017). TVV
se prenasi vertikaln¢ do dcefinych bunék béhem bunééného déleni (Narayanasamy et al. 2021).
Zatim vSak neni jasné, zda dochazi k extracelularnimu pienosu TVV mezi trichomonadami.
Ackoliv bylo prokazano, ze bunky 7. vaginalis mohou endocytovat izolované viriony, tak touto
cestou nedochazi ke stabilni infekci trichomonad (Benchimol et al. 2002; Wang and Wang 1986).
Rada et al. 2022 prokazali, Ze infikované trichomonady uvoliuji malé extracelularni vacky
(exozomy), které obsahuji castice TVV. Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, zda tyto

extracelularni vacky mohou byt cestou pro pienos TVV mezi trichomonadami.



2 Literarni prehled

2.1 Trichomonas vaginalis
Prvok Trichomonas vaginalis byl poprvé popsan v roce 1836 Alfrédem F. Donném. T. vaginalis je
vyhradné lidsky patogen a je ptivodcem sexualn¢ prenosného onemocnéni — trichomoniazy.
Pfiblizné u poloviny nakazenych Zen je infekce 7. vaginalis asymptomaticka (Sutton et al. 2007).
Symptomaticky se infekce u Zen projevuje vytokem z pochvy a svédénim (Welner-Hanssen et al.
1989). Trichomoniaza mize mit také vliv na priibéh téhotenstvi. U t€¢hotnych Zen s trichomoniazou
muze dojit k pfed¢asnému porodu ¢i dokonce potratu (Silver et al. 2014). U muzi byva infekce T.
vaginalis asymptomatickd (Welner-Hanssen et al. 1989). S infekci prvokem Trichomonas vaginalis
je zvysené riziko prenosu HIV, zvysené riziko vzniku karcinomu délozniho hrdla a zvysené riziko
vzniku karcinomu prostaty (Masha et al. 2019; Sutcliffe et al. 2012; Yang et al. 2018).

Trichomonas vaginalis je mikroareofilni prvok, ktery ma anaerobni formu mitochondrii—
hydrogenozomy (Lindmark, Miiller, and Shio 1975). Hydrogenozomy jsou organely, které za
anaerobnich podminek produkuji ATP substratovou fosforylaci. Jméno “hydrogenozomy* ziskaly
tyto organely diky tomu, Ze produkuji vodik (Cerkasov et al. 1978; Lindmark and Muller 1973).
T. vaginalis se nachazi pouze u lidi, pfenasi se pohlavnim stykem a nema Zadné mezihostitele. T.
vaginalis se mnachazi v urogenitdlnim traktu ve stddiu trofozoita. Trofozoiti (obr. 1A) se
v urogenitalnim traktu pohybuji diky ¢tyfem piednim bi¢iklim a jednomu zpétnému biciku, ktery
tvofi undulujici membranu (Honiberg and King 1964). Trofozoiti adheruji k bunkdm epitelu a
rychle se méni na améboidni formu (obr. 1BC) (Lal et al. 2006). V praci Beri et al. 2020 uvadgji,
ze trofozoiti se mohou také pfeménit na méné virulentni pseudocysty. 7. vaginalis ma cytolyticky
efekt na bunky hostitele. Po adhezi parazita dochazi k mechanickému poskozeni bun¢k epitelu coz
vede kjejich nekroze. Fragmenty epitelialnich bun¢k jsou poté fagocytovany trichomonadami
(Midlej and Benchimol 2010). Trichomonady jsou schopné také indukovat apoptozu epitelialnich
bunek, kterd je nezdvisla na kontaktu parazita s buiitkami hostitele (Kummer et al. 2008). Kromé
epitelialnich bun€k jsou trichomonady schopné fagocytovat i dal$i buiiky urogenitalniho traktu:
napt. bakterie, kvasinky, leukocyty, erytrocyty a spermatozoidy (Benchimol et al. 2008; Rendon-
Maldonado et al. 1998; Pereira-Neves and Benchimol 2007).

Pti infekci T. vaginalis je klicova vrozena imunitni odpovéd’. Po kontaktu trofozoitii
s epitelialnimi buiikami dochazi k aktivaci prozanétlivé imunitni odpovédi. Dochézi k uvolnovani
cytokind a chemokind, zejména IL-8 (interleukin-8), IL-6 a MIP-3a (macophage inflammatory
protein 3a) (Fichorova et al. 2006). IL-8 je dilezity pro chemoatrakci neutrofilti do mista infekce
(Shaio Men-Fang et al. 1994). Neutrofily jsou imunitni bunky, které jsou schopné rychle zabit
trichomonady (Gao et al. 2021; Mercer et al. 2018). I pfes to, ze pfi infekci 7. vaginalis prevazuji
mechanismy vrozené imunitni odpovédi, tak dochazi také k produkci specifickych protilatek proti
T. vaginalis (Yadav, Gupta, and Malla 2005). Nicméné hladina téchto protilatek klesa po eradikaci
infekce. Po infekci 7. vaginalis tedy neni hostitel chranény pied dal§i moznou infekci parazitem
(Anh Ton Nu et al. 2015).



Obr. 1 Trofozoit Trichomonas vaginalis. (A) VoIné plovouci trofozoit. (B) Adheze trofozoita k vaginalnimu epitelu. PFi
adhezi se méni volné plovouci trofozoit na améboidni formu (C) Améboidni forma T. vaginalis. Obrazek prevzat z prace
Nagesha and Rama 1998.

2.2 Virulen¢ni faktory parazitického prvoka Trichomonas vaginalis

Mechanismy a latky, které se podileji na virulenci paraziti se oznacuji jako virulen¢ni faktory.
Kli¢ovy mechanismus pro uspésnou infekci 7. vaginalis je (i) cytoadherence a pfeména trofozoitti
na améboidni formu, (ii) cytolyza bun€k hostitele, (iii) hemolyza, (iv) fagocytéza a (v) Unik
parazita pred imunitni odpovédi hostitele.

V urogenitalnim traktu adheruji trichomonady k buiikdm epitelu. Na adhezi trofozoiti k
bunkam se podili naptiklad LPG (lipophosphoglycan), proteiny BspA (bacteroides surface protein
A), proteiny Pmp (polymorphic membrane protein) a cysteinové proteazy. LPG je glykokonjugat
ktery se nachazi na povrchu parazita 7. vaginalis. LPG se vaze na galektin 1 a 3, které se nachazi
na povrchu epitelidlnich bun¢k (Fichorova et al. 2016; Okumura, Baum, and Johnson 2008). LPG
vazbou na galektiny aktivuje prozanétlivou imunitni odpoveéd’ v epitelidlnich bunkach (Fichorova
et al. 2006, 2015). Dalsi funkci LPG je cytolyza bun€k hostitele. U mutantd 7. vaginalis
deficientnich na LPG, byla prokazéna niz$i cytotoxicka aktivita, nez u trichomonad bez fenotypu
(Bastida-Corcuera et al. 2005). Na adhezi trofozoitli k buitkam epitelu se dale podili proteiny BspA
(Handrich et al. 2019). Genom 7. vaginalis koduje 911 BspA-like proteint a bylo prokézano, ze
721 téchto paralogti se exprimuje (Gould et al. 2013; Noél et al. 2010). Proteiny BspA byly
nalezeny v sekretomu a také na povrchu parazita (de Miguel et al. 2010; Stafkova et al. 2018). Na
adhezi parazita k buiikam epitelu se dale podili proteiny Pmp (Handrich et al. 2019).
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Genom 7. vaginalis koduje 48 Pmp-like proteint a tyto proteiny byly nalezeny na povrchu parazita
(Hirt et al. 2011; de Miguel et al. 2010).

Diive bylo myln€ uvadéno, ze na adhezi 7. vaginalis se podileji adhezivni proteiny na
povrchu parazita, které se specificky vazou na bunky epitelu. Piedpokladalo se, ze tyto adheziny
jsou tzv. moonlighting proteiny, protoze se jedna o hydrogenozomalni enzymy, které se ucastni
metabolismu v hydrogenozomech (Engbring and Alderete 1998; Garcia and Alderete 2007; Meza-
Cervantez et al. 2011). Nicméné v praci Rada et al. 2019 prokazali, Ze tyto proteiny jsou
lokalizované vyhradné v hydrogenozomech a nevstupuji do sekre¢ni drahy. Tyto proteiny tedy
nemohou byt transportovany sekre¢ni drahou na povrch parazita. Do extracelularniho prosttedi se
tyto enzymy mohou dostat pomoci autofagozomtli anebo se mohou uvolnit z mrtvych bunck
(Benchimol 1999). Enzymy z hydrogenozomii jsou hydrofobni a maji schopnost se
v extracelularnim prostiedi nespecificky vazat na membrany riiznych bunék (Addis, Rappelli, and
Fiori 2000).

Na adhezi trichomonad se dale podileji cysteinové protedzy. Syntéza a aktivita
cysteinovych proteaz trichomonad je regulovana Zelezem, pH, teplotou a polyaminy (Alvarez-
Sanchez et al. 2000, 2008; Arroyo et al. 2015). Konkrétn¢ se na adhezi trichomonad k buikam
epitelu podili CP30 (cysteine proteinase 30) (Mendoza-Lopez et al. 2000), CP62 (Hernandez et al.
2004) a legumain-like cysteinova proteaza (Rendon-Gandarilla et al. 2013). Zda se, ze CP30 je
dalezitym virulen¢nim faktorem trichomondad, protoze jeho exprese je vyssi u klinickych izolata ze
symptomatickych pacientek (Yadav et al. 2007). Cysteinové proteazy vSak maji i dalsi funkce.
Podileji se na cytolyze bun¢k hostitele, indukuji hemolyzu erytrocytd a podili se na ochrang
parazita pied imunitni odpovédi hostitele. Na cytolyze se podili napiiklad CP65 a CP39 (Alvarez-
Sanchez et al. 2000; Ramon-Luing et al. 2011). Dale se na cytolyze bunck epitelu podili také
metaloproteaza GP63 (glycoprotein 63) (Ma et al. 2011). Na hemolyze erytrocyti se podili
napiiklad CP4 (Cardenas-Guerra et al. 2013). Hemolyza erytrocytd je dilezita pro 7. vaginalis,
protoze erytrocyty jsou hlavnim zdrojem Zeleza a lipidii pro metabolismus parazita (Lehker et al.
1990). Dalsi funkci cysteinovych protedz je ochrana parazita pfed imunitnim systémem hostitele.
Cysteinové proteazy jsou schopné §tépit protilatky (IgA a IgG) hostitele (Provenzano and Alderete
1995) .

Virulencni faktory mohou byt sekretovany z trichomonad klasickou sekrecni drahou, t;.
pres endoplazmatické retikulum a golgiho aparat (Stafkova et al. 2018). Virulenéni faktory viak
mohou byt sekretovany z trichomonad i nekonvenénimi drdhami, a to pomoci lysozoml nebo

pomoci extracelularnich vacka (Nievas et al. 2017; Twu et al. 2013; Zimmann et al. 2022).



2.3 Extracelularni vacky: Exozomy a mikrovezikly

Exozomy a mikrovezikly (ektozomy) jsou extracelularni vacky, které uvolnuji prokaryotické i
eukaryotické buiiky do svého okoli (Johnstone et al. 1987; Rivera et al. 2010). Membranu téchto
vacku tvori klasicka lipidova dvojvrstva a uvnitt vackl se nachazi proteiny, lipidy a nukleové
kyseliny z matetské buniky (Skotland et al. 2020). Extracelularni vacky transportuji sviij obsah
mezi buiikami a tim se podileji na mezibunééné komunikaci (Frithbeis et al. 2013). Exozomy a
mikrovezikly se lisi velikosti a biogenezi. Mikrovezikly jsou extracelularni vacky o velikosti 100-
1000 nm, které¢ vznikaji puCenim z cytoplazmatické membrany matefské builkky. Exozomy jsou
malé extracelularni vacky o velikosti 30-150 nm, které se uvoliiuji z bun€¢k po splynuti

multivezikularniho t€liska s cytoplazmatickou membranou buiky (Doyle and Wang 2019).

2.3.1 Exozomy

Diive se ptedpokladalo, ze exozomy slouzi buitkdm pouze k odstranéni nepotiebnych proteinti (Pan
and Johnstone 1983). Nicméné pozdéji bylo zjisténo, ze se tyto vacky podileji na transportu
molekul mezi buitkami a na mezibunééné komunikaci. Tim se exozomy podileji na dilezitych
fyziologickych a patofyziologickych procesech (Friihbeis et al. 2013; Guo et al. 2020).

Exozomy se uvoliuji zbun€ék po splynuti multivezikuldrniho téliska s cytoplazmatickou
membranou (obr. 2) (Gurung et al. 2021). Multivezikulani télisko neboli pozdni endozom vznika
z Casného endozomu. Pii preméné cCasného endozomu na multivezikuldrni télisko dochézi
k invaginaci endozomalni membrany a uvnitt endozomu tak vznikaji intraluminalni vacky (Huotari
and Helenius 2011).

Do vznikajicich intraluminalnich vackt jsou transportovany proteiny, lipidy a nukleové
kyseliny. Proteiny jsou transportovény do intraluminalnich vackti pomoci ESCRT (endosomal
sorting complex required for transport) drahy. ESCRT draha je tvofena péti komplexy: ESCRT 0, I,
I, IIT a ATPazou Vps4 (vacuolar protein sorting 4) (Henne, Buchkovich, and Emr 2011).
Podjednotky komplexti ESCRT-0, I a Il vazou ubiquitinem znacené proteiny (Bache et al. 2003;
Katzmann, Babst, and Emr 2001; Teo et al. 2006). Komplex ESCRT-III indukuje invaginaci
membrany endozomu a formuji se tak intraluminalni vacky (Hanson et al. 2008). Komplex
ESCRT-III je poté odstranén z membrany endozomu ATPazou Vsp4 (Wollert et al. 2009). Proteiny
vSak mohou byt transportovany do intraluminalnich vacku i nezavisle na ESCRT draze, a to diky
ceramidu. Ceramid je lipid, ktery vznika ze sfingomyelinu diky sfingomyelinaze a je schopny
indukovat invaginaci membrany endozomu (Trajkovic et al. 2008). Dale mohou byt proteiny
transportovany do intralumindlnich vacka diky tetraspaninim (Andreu and Yafez-Mo 2014).
V exozomech se nachazi také lipidy (Haraszti et al. 2016). Neni vSak jasné, jakym zplisobem jsou
lipidy transportovany do intraluminalnich vacku.

V exozomech byla také prokdzanad pritomnost nukleovych kyselin. V exozomech byla

detekovana kodujici mRNA a miRNA (microRNA) (Morris et al. 2020; Yue et al. 2020).
Bylo prokazano, ze miRNA je transportovana do intraluminalnich vackt diky RNA-vazebnym
proteinim (Shurtleff et al. 2016; Villarroya-Beltri et al. 2013). RNA také mize byt také
transportovana do intraluminalnich vackl pravdépodobné diky komplexu ESCRT-II, protoze bylo
prokdzano, zZe tento komplex je schopny vazat RNA (Irion and St Johnston 2007).
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Multivezikuldrni télisko s intraluminalnimi vacky je transportovano k cytoplazmatické membrané
podél mikrotubulG. Zatim vSak neni jasné, jaké konkrétni molekuldrni motory se podileji na
transportu multivezikularniho téliska k cytoplazmatické membrané¢ (Mittelbrunn, Vicente-
Manzanares, and Sanchez-Madrid 2015; van Niel, D’Angelo, and Raposo 2018). Poslednim
krokem biogeneze exozomi je fuze membrany multivezikularniho téliska s membranou buriky.
Jakmile se multivezikularni télisko spoji s membranou bunky tak dochazi k uvolnéni
intralumindlnich vac¢kii do extracelularniho prostroru (Harding, Heuser, and Stahl 1983).

Uvolnénim intraluminalnich vackt do extracelularniho prostoru vzniknou exozomy.
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Obr. 2 Schéma biogeneze exozomu. Multivezikularni télisko (MVB)/Pozdni endozom je organela, kterd obsahuje
intraluminaini vacky (ILV). Tyto vacky vznikaji invaginaci membrany endozomu. Do intraluminalnich vackd jsou
transportovany riizné molekuly z cytosolu. Multivezikularni télisko se poté spoji s plazmatickou membranou a intraluminalni
vacky se uvolni do extracelularniho prostoru. Uvolnéné intraluminalni vacky se oznacuji jako exozomy. Multivezikalni télisko
vSak burikam také slouzi k degradaci nepotfebnych molekul. Multivezikularni télisko se spoji s lyzozomem a dochazi tak
k degradaci jeho obsahu. Obrazek pfevzat z prace Vakhshiteh, Atyabi, and Ostad 2019.

Uvnitt uvolnénych exozomu se nachazi molekuly z matefské buiikky. Na webové databazi ExoCarta

(http://exocarta.org) jsou popsany proteiny, lipidy a nukleové kyseliny, u kterych bylo prokazano,

7ze se nachazeji v exozomech. Exozomy obsahuji transmembranové a cytosolické proteiny.
Transmembranové proteiny exozomu jsou napiiklad tetraspaniny (Escola et al. 1998), integriny
(Mears et al. 2004) a povrchové receptory (Johnstone et al. 1987; Munich et al. 2012). Cytosolické
proteiny exozomdi jsou proteiny ESCRT drahy, proteiny cytoskeletu, proteiny tepelného Soku,
enzymy, ristové faktory a cytokiny a jiné (Gurung et al. 2021). Exozomy také obsahuji lipidy.
V membran¢ exozomil se nachdzi ceramid, ktery se podili na vzniku intralumindlnich vacka
(Trajkovic et al. 2008).


http://exocarta.org/

V membrané exozomu se dale nachazi sfingomyelin, fosfatidylserin a cholesterol (Record et al.
2014). Exozomy mohou také obsahovat biologicky aktivni lipidy napiiklad prostaglandiny a
leukotrieny (Esser et al. 2010; Subra et al. 2010) . Dale bylo prokazéano, ze uvnitt exozomti mohou
byt také nukleové kyseliny. V exozomech muizeme najit nekddujici miRNA, mRNA i DNA
(Morris et al. 2020; Thakur et al. 2014; Valadi et al. 2007).

Exozomy transportuji svlij obsah do cilovych bunék. Pomoci svych povrchovych proteind
se exozomy vazou na proteiny cilovych bunék (Nolte-'t Hoen et al. 2015; Mallegol et al. 2007). Po
navazani vacku na cilovou buiiku je osud vacku riizny (obr. 3). (1) Exozom mize zGstat navazany
na plazmatické membrané cilové bunky. Pfikladem jsou exozomy obsahujici MHC-II komplex
(major histocompatibility complex — II), které byly pozorovany na povrchu T-lymfocyt (Buschow
et al. 2009) (2) Exozom je po navazani na receptor cilové buniky endocytovan. Endocytoza
extracelularnich vacku je zprostfedkovana fagocytdézou (Feng et al. 2010), makropinocytozou,
klatrinem (Tian et al. 2014), kaveolinem (Nanbo et al. 2013) anebo lipidovymi rafty (Svensson et
al. 2013). Endocytované vacky se dostavaji endocytickou drahou do ¢asného endozomu (Tian et al.
2010), ktery se poté pfeméni na pozdni endozomu/multivezikularni télisko (Huotari and Helenius
2011). Multivezikularni télisko se spoji s lysozomem a dochazi k degradaci endocytovanych
exozomu (Huotari and Helenius 2011; Tian et al. 2010). Endocytované vacky mohou uniknout
degradaci tim, Ze se spoji s membranou multivezikularniho téliska. Obsah vacku se tak uvolni do
cytosolu. Tento proces se jmenuje zpétna fuze (Bissig and Gruenberg 2014). (3) Extracelularni
vacek fuzuje s cilovou bunkou. Membrana extracelularniho vac¢ku se spoji s membranou cilové

buiiky a obsah vacku je tak uvolnén do cytosolu cilové buiiky (Prada and Meldolesi 2016).
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Obr. 3 Osud extracelularnich vackul. Extracelularni vacek se navaze na proteiny na povrchu cilové burnky. Osud
navazaného extracelularniho vacku je rGzny. (I) Extracelularni vaéek mulze zlstat navazany na povrchu buriky. (II)
Extracelularni va¢ek maze byt endocytovan cilovou burikou. Extracelularni vacek se tak dostava do ¢asného endozomu,
ktery se méni na multivezikularni télisko. Multivezikularni télisko splyne s lyzozomem a dochazi tak degradaci jeho obsahu.
Extracelularni vacky se mohou vyhnout degradaci v lyzozomu zpétnou flizi. Zpétna fuze je déj, pfi némz se membrana
extracelularniho vacku spoji s membranou multivezikularniho téliska a obsah extracelularniho va¢ku tak uvolni do cytosolu.
(1) Extracelularni vaéek fuzuje s cilovou burikou. Membrana extracelularniho vacku se spoji s membranou cilové buriky a
obsah extracelularniho vacku se tak uvolni do cytosolu. Ev — Extracelularni vacek, MVB — multivezikularni télisko, ILV —
intraluminalni vacek. Obrazek vytvofen pomoci BioRender.com.

2.3.2 Funkce extracelularnich vacki u parazitickych prvoka

Dtlezitou ulohu maji extracelularni vacky pfi infekcich zptisobenych parazitickymi prvoky. Diky
extracelularnim vackiim mohou paraziticti prvoci komunikovat mezi sebou, ovliviiovat vlastnosti
bunék hostitele a modulovat jeho imunitni systém. Tim se extracelularni vacky podileji na virulenci
parazitil.

Naptiklad exozomy z leishmanii inhibuji u monocyti produkci IL-8 a TNF-o (tumor
necrosis factor o) a zaroveil zvySuji produkci IL-10 (Silverman et al. 2010). IL-10 je silny
protizanétlivy cytokin, ktery se podili na imunosupresi pii infekci leishmaniemi (Murray et al.
2002). Dalsim parazitem, ktery pomoci extracelularnich vackii moduluje imunitni odpovéd
hostitele je Plasmodium falciparum. Infikované erytrocyty uvoliuji mikrovezikly, které maji silné
prozanétlivé ucinky (Mantel et al. 2013). Lokalni prozanétlivd imunitni reakce muze byt pro
parazita piinosnd, protoze vysoka hladina prozanétlivych cytokind je spojena s aktivaci bunck
endotelu a zvySenou sekvestraci infikovanych erytrocytti (Turner et al. 1994). Extracelularni vacky
také muZou chranit parazita pifed imunitnim systémem hostitele. Extracelularni vacky
z Trypanosoma cruzi vazou C3 konvertazu na povrchu parazita a chrani tak parazita pied

pusobenim komplementu (Cestari et al. 2012).



Mnozstvi vylu€ovanych exozomi a jejich obsah mize byt regulovan parazitem v zavislosti na
okolnim prostfedi. Napf. pfi prenosu leishmanii z vektora do lidského hostitele je parazit vystaven
tepelnému Soku. Promastigoti, ktefi byli inkubovani pfi teploté 37 °C (simulace teploty v lidském
téle) uvolnuji tiikrat vice exozomi nez promastigoti, kteti byli inkubovani pii teploté 26 °C
(simulace teploty ve vektroru). Pii neutralnim pH byly exozomy z leishmanii obohaceny o proteiny
s kindzovou aktivitou a pfi nizkém pH byly exozomy obohaceny o proteiny s fosfatazou aktivitou.
(Silverman et al. 2010).

Extracelularni vacky umoznuji parazitim meénit vlastnosti bunck hostitele. V praci Kim et
al. 2016 prokazali, ze exozomy z tachyzoit Toxoplasma gondii zpomaluji proliferaci potkanich
myoblastil a ovliviiji jejich bunéény cyklus. Exozomy z tachyzoiti zastavuji bunéény cyklus
v S nebo G2/M fézi. Tyto zmény vSak byly pozorovany u potkanich myoblastii pouze ptechodné.
Dals$im piikladem parazita, ktery méni vlastnosti bun¢k hostitele diky extracelularnim vackim je
Giardia intestinalis. Extracelularni vacky ztohoto parazita obsahuji malé RNA, které
pravdépodobné mohou modulovat expresi nékterych proteint hostitele (Evans-Osses et al. 2017).
Extracelularni vacky z cyst E. histolytica podporuji encystaci trofozoitli, zatimco extracelularni
vacky z metabolicky aktivnich trofozoitll zabranuji ostatnim trofozoitiim se encystovat (Sharma et
al. 2020). Dalsim piikladem parazita, ktery vyuziva extracelularni vacky ke komunikaci je
Plasmodium falciparum. In vitro bylo prokazano, ze extracelularni vacky z infikovanych erytrocytt
indukuji pfeménu merozoitii na gametocyty (Mantel et al. 2013; Regev-rudzki et al. 2013).
Pfeména merozoitl na gametocyty je kliCova pro pienos plasmodia do vektora (Alano 2007).
V praci Regev-rudzki et al. 2013 dale prokazali, ze exozomy z erytrocyti infikovanych P.
falciparum mohou obsahovat plasmidy, které nesou geny pro rezistenci proti antimalarikim. Tyto
plasmidy mohu byt diky exozomtim rozsiteny v populaci P. falciparum.

V nasi laboratofi se v souc¢asné dob& zabyvame vyzkumem exosomu parazitického prvoka
Trichomonas vaginalis. Trichmonady vyuzivaji, podobné jako ostatni parazitiéti prvoci,
extracelularni vacky ke komunikaci a modulaci imunitniho systému hostitele. Podrobnégji jsou

funkce exozomi a dal$i extracelularnich vacka 7. vaginalis popsany v nasledujici kapitole.

2.3.2.1 Extracelularni vacky 7. vaginalis

T. vaginalis uvoliiuje do svého okoli 3 rizné druhy extracelularnich vacku: mikrovezikly, LVs
(large vesicles) a exosomy. Mikrovezilkly obsahuji proteiny BspA a metaloproteazy GP63, které se
podileji na virulenci parazita (Nievas et al. 2017). Ukazalo se, Ze uvoliovani mikroveziklu z T.
vaginalis je stejné jako u sav¢ich mikrovezikli zavislé na vapniku (Nievas et al. 2017; Seki et al.
2020). V téchto vaccich byla také zjiSténa pritomnost proteinu ARF6 (ADP-ribosilation factor 6),
ktery se podili biogenezi ektozomti (Muralidharan-Chari et al. 2009; Nievas et al. 2017). Bunky 7.
vaginalis vyluCuji dale vacky, které jsou vétsi nez mikrovesikly (nad 1000 nm). Tyto vacky se
oznacuji jako LVs. Mikrovezikly i LVs z parazita interaguji s ostatnimi trichomonadami a také
byla prokdzana interakce téchto vackii s HeLa bunkami (Nievas et al. 2017). Je tedy
pravdépodobné, ze diky témto vackim mohou parazité komunikovat mezi sebou a ovliviiovat

imunitni odpovéd’ hostitelskych bunék.



Nejvice jsou u 7. vaginalis ze vSech tii typl vackl prozkoumané exozomy. V praci Twu et al. 2013
zjistili, ze buniky 7. vaginalis uvoliluji do extracelularniho prostoru vacky o velikosti 30-150 nm.
Prokézali, ze tyto vacky vznikaji z multivezikularniho téliska a obsahuji proteiny, které jsou
specifické pro exozomy (tetraspaniny, Alix, Rab GTPazy, Hsp70 a Tsgl01). Na zaklad¢ téchto
vysledki byly tyto vacky oznaceny jako exozomy. Exozomy z 7. vaginalis obsahuji proteiny, které
se podileji na intracelularnim transportu: SNARE proteiny, Vps (vacuolar protein sorting) proteiny
a paralogy Rab proteini. Exozomy obsahuji membrianové a volné peptidazy. Membranové
peptidazy, které byly nalezeny v exozomech jsou: serinové peptidazy (10 paralogti), dvé cysteinové
protedzy zavislé na vapniku (calpainy) a leishmanolysin-like metalopeptidazy (GP63, 11 paralogi).
Volné peptidazy uvniti exozomi jsou cysteinové proteazy z riznych rodin. Napftiklad legumainy,
calpain-like cysteinové protedzy, ubiquitin-hydroldzy-like cysteinové protedzy a metakaspazy.
V exozomech se dale nachazi proteiny, které se podili na pfenosu signalu. Jsou to proteinkinazy,
proteiny, u kterych se ptedpoklada, ze maji fosfatdzou aktivitu a vapnik vazebné proteiny. Uvnitt
exozomu se také nachazi proteiny cytoskeletu, vakuolarni proteiny a metabolické enzymy.
V exozomech byla prokdzana pfitomnost proteinu BspA, ktery se podili na adhezi trichomonad
k bunkam epitelu (Rada et al. 2022; Twu et al. 2013).

Diky exozomim mohou trichomonddy ovliviiovat vlastnosti hostitelskych bunék a
komunikovat mezi sebou. V praci Twu et al. 2013 izolovali exozomy z vysoce adherentniho kmene
trichomonad. Izolované vacky paralelné koinkubovali s (i) méné adherentnim kmenem
trichomonad a s (ii) epitelidlnimi buiikami. U méné adherentniho kmene trichomonad doslo po
koinkubaci s exozomy ke dvojnasobnému zvyseni adheze k bunkdm epitelu. Exozomy z vysoce
adherentnich kment trichomonad tedy zvysuji adhezi u méné adherentnich kmend trichomonad.
Preinkubace epitelidlnich bunék sexozomy vedla k trojnasobnému zvySeni adheze méné
adherentniho kmene trichomonad. Exozomy tedy maji schopnost ovliviiovat vlastnosti bun¢k
hostitele, coz vede ke zvySeni adheze trichomonad k bunkam epitelu.

Exozomy z trichomondad transportuji sviij obsah do buné€k hostitele. Extracelularni vacky se
vazou 4-a. glukotransferazou na heparansulfat, ktery se nachazi na povrchovych proteoglykanech
bun¢k hostitele. Extracelularni vacky jsou poté endocytovany bunkami hostitele. Endocytoza
extracelularnich vackl je zprostiedkovana lipidovymi rafty a je zavisla na kaveolinu (Rai and
Johnson 2019).

Exozomy ovliviiyji imunitni odpovéd’ buné¢k hostitele na parazita 7. vaginalis. Exozomy i
samotné trichomonady indukuji v hostitelskych bunkach produkci IL-6 (Twu et al. 2013).
Exozomy vSak vyrazn€ snizuji produkci IL-8 (Twu et al. 2013). IL-8 se podili na chemoatrakci
neutrofili do mista infekce a tento cytokin pretrvava v aktivni formé v misté infekce déle nez
ostatni chemoatraktanty (Fichorova 2009; Shaio Men-Fang et al. 1994). Snizenim produkce IL-8 se
tak mohou exozomy podilet na vzniku chronické infekce. Bylo prokazano, Zze exozomy také
ovliviluji pribéh infekce 7. vaginalis in vivo. MySim byly pied inokulaci 7. vaginalis
intravaginalné aplikovany exozomy z trichomonad. Takto oSetiené mysi obsahovaly po 8 dnech
infekce vetsi mnozstvi zivotaschopnych parazitli nez mysi, které byly infikovany pouze parazitem.
U mysi, kterym byly aplikovany exozomy, doslo k mirnéj$imu zanétu vulvy nez u mysi, které byly
infikované pouze trichomonadami. Exozomy z T. vaginalis tedy snizuji zanétlivou reakci hostitele

a pravdépodobné také umoznuji parazitovi delsi pfezivani v hostiteli (Olmos-Ortiz et al. 2017).
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Imunitni odpovéd hostitele na 7. vaginalis mize byt také ovlivnéna piitomnosti dsSRNA virt
v bunikach trichomonad. Jedna se o Trichomonasviry, ktery pati do rodiny Totiviridae, stejné jako

dalsi dsRNA viry jednobunéénych parazitt.

2.4 Trichomonasvirus

Trichomonasvirus (TVV) (obr. 4A) je endosymbiotem parazitického prvoka T. vaginalis. Tento
virus byl poprvé objeven v butikach 7. vaginalis v roce 1986 (Wang and Wang 1986). Pozdé&ji bylo
zjisténo, ze pomérné velké mnozstvi klinickych izolath T. vaginalis je infikovano timto virem.
Prevalence TVV u klinickych izolatt 7. vaginalis z Jizni Afriky a Baltimoru byla 75-85 % (Weber
et al. 2003; Wendel et al. 2002). V USA a na Kub¢ se prevalence TVV u klinickych izolatt 7.
vaginalis pohybovala okolo 50 % (Fraga et al. 2005; Snipes et al. 2000).

TVV je tvofen ikosahedréalni kapsidou (obr. 4B) o priméru 32-45 nm a uvnitf této kapsidy se
nachazi nesegmentovany genom dsRNA o velikosti 4,3-5,5 kb (Flegr et al. 1987; Parent et al.
2013; Stevens et al. 2021).

Obr. 4 (A) TVV1 zachyceny elektronovym mikroskopem. Sipkou je oznageny TVV. (B) Na obrazku je znazornény 3D obraz
TVV1 virionu. Obrazky byly pfevzaty z prace Parent et al. 2013.

Genom TVV koduje dva proteiny: kapsidovy protein a RNA-dependentni RNA polymerézu.
Kapsidovy protein tvori kapsidu viru a RNA-dependentni RNA polymeraza transkribuje a replikuje
virovou RNA (Liu, Chu, and Tai 1998). Genom TVV se sklada ze dvou otevienych ¢tecich ramct,
které se ¢astecné prekryvaji (obr. 5) (Goodman et al. 2011). RNA-dependentni RNA polymeraza je
fuzni protein, ktery je transkribovan diky ribozomalnimu posunu ¢teciho ramce (Liu, Chu, and Tai
1998).
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Obr. 5 Diagram genomu TVV1. Na obrazku jsou znazornény prekryvajici se ¢teci ramce genomu TVV1 a prvni a posledni
kodony téchto ¢tecich ramct. OFR1 (CP) oznacuje otevieny ¢teci rdmec kapsidového proteinu a ORF 2 (RdRp) oznacuje
otevieny cteci ramec RNA-dependentni RNA polymerazy. RNA dependentni RNA polymeraza je diky ribozomalnimu
posunu ¢teciho ramce exprimovana jako fuzni protein. UTR oznaduji netranslatované oblasti genomu TVV (Goodman et al.
2011).

TVV byl zatazen do rodiny dsRNA virG Totiviridae, do které patii napt. Giardiavirus a
Leishmania RNA virus (LRV1) (Barrow et al. 2020). Existuji ¢tyfi riizné druhy TVV (TVV], 2, 3
a 4) (Goodman et al. 2011). Tento rok byl analyzou transkriptomu trichomonad identifikovan novy
druh TVV, ktery byl pojmenovan Trichomonasvirus 5 (Manny et al. 2022). Klinické izolaty
trichomonad jsou nejcastéji infikované TVV1 a nejméné pak TVV4 (Jehee et al. 2017; Margarita et
al. 2019). Jedna bunika T. vaginalis mize byt infikovana i vS§emi druhy viru soucasné (Margarita et
al. 2019). Vbuiice se TVV nachazi v cytoplazmé v blizkosti golgiho aparadtu anebo v
blizkosti cytoplazmatické membrany (Benchimol et al. 2002). Infekce 7. vaginalis TVV je
perzistentni. Infikované buiiky vSak mohou byt vyléceny od TVV 2°-C-metylcytidinem. Tento
nukleosidovy analog inhibuje syntézu RNA RNA-dependentni RNA polymerazy TVV, ktera
replikuje virovou RNA (Narayanasamy et al. 2021).

TVV se prenasi vertikaln€ do dcetinych bun¢k béhem bunééném déleni (Narayanasamy et
al. 2021). Zatim vSak neni jasné, zda dochazi k extracelularnimu pienosu TVV mezi
trichomonadami. V praci Benchimol et al. 2002 bylo prokazano, ze buiiky 7. vaginalis mohou
endocytovat izolované virové Castice, nicméné touto cestou nedochazi k infekci trichomonad
(Wang and Wang 1986).

Pritomnost TVV indukuje v bunkach T. vaginalis zménu exprese nékterych proteind.
V praci He et al. 2017 bylo prokazano, Ze v infikovanych buiikdch dochazi ke zméné exprese
proteint tepelného Soku, ribozomalnich proteini a n€kterych metabolickych enzymi (naptiiklad
alkohol dehydrogenazy, gluk6za-6-fosfat izomerazy, malat dehydrogenazy, triozafosfat izomerazy
a thioredoxin reduktazy). Pfitomnost TVV2 a TVV3 v bunkach T. vaginalis indukuje zvyseni
exprese imunogenniho proteinu P270 na povrchu parazita (Alderete 1999; Khoshnan and Alderete
1994). U infikovanych bunék 7. vaginalis byla prokdazana zména exprese cysteinovych proteaz,

které jsou dulezitym virulen¢nim faktorem parazita (Provenzano, Khoshnan, and Alderete 1997).
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V poslednich letech se zkoumalo, jestli ma pritomnost TVV vliv na pribéh infekce 7. vaginalis.

V praci Fraga et al. 2012 uvad¢ji, ze pritomnost TVV ovliviiuje adhezi trichomonad k bunkam
epitelu. Klinické izolaty 7. vaginalis infikované TVV vice adheruji k buitkdm epitelu nez ty
neinfikované. Uroveti adheze T. vaginalis se li§i i v zavislosti na tom, jakym druhem TVV jsou
trichomonady infikovany. Klinické izolaty infikované TVV2 byly vice adherentni nez klinické
izolaty infikované TVV1. Fraga et al. 2012 dale uvadi, ze pacientky infikované trichomonadami

s TVV1 méli mirné ptiznaky infekce, zatimco pacientky infikované trichomonadami s TVV2 méli

wrvr

Vv

Masha et al. 2017). V praci Graves et al. 2019 bylo otestovano celkem 335 klinickych izolati 7.
vaginalis a u 40 % téchto izolath byla prokézana pfitomnost TVV. V této praci vSak nebyla zjisténa
zadna souvislost mezi pfitomnosti TVV a klinickymi ptiznaky.

In vitro bylo ovéteno, Ze ptritomnost TVV v buiikach 7. vaginalis méa vliv na imunitni
odpovéd hostitele. V praci Fichorova et al. 2012 uvadi, Ze infikované buiky 7. vaginalis aktivuji
v epitelidlnich builkdch prozanétlivou imunitni odpovéd. DsRNA virt je rozeznavana
hostitelskymi bunikami pomoci endozomalniho receptoru TLR3 (toll-like receptor 3). TLR3
aktivuje NF-xB (nuclear factor-kB) a indukuje produkci IFN-B (Interferon-f) a IL-8. Také dochézi
k produkci RANTES (regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted), coz je
chemokin, ktery se Gcastni imunitni odpovédi pii virovych infekcich (Lin et al. 2000; Melchjorsen
and Paludan 2003). Prozanétliva odpoved’ v hostitelskych buikach byla jesté zesilena po osetieni
infikovanych trichomonad metronidazolem. Metronidazol je bézn€ pouzivané antibiotikum k 1&¢bé
trichomoniazy. Stresovani a umirajici parazité uvoliuji TVV, coz vede k zesileni zanétlivé reakce
(Fichorova et al. 2012).

U Leismanii bylo prokazéno, Ze dsRNA virus (Leishmania RNA virus 1) opousti
infikované parazity uvnitf exozomi. LRV1 (Leishmania RNA virus 1) je endosymbiotem
leishmanii. /n vivo bylo prokazano, ze exozomy s LRV1 ovliviluji prib¢h infekce leishmaniemi. U
mysich infikovanych leishmaniemi indukuji exozomy s LRV1 vznik vétSich 1ézi nez exozomy bez
LRVI. Zajimavé je, ze samotné virové castice nemaji stejny vliv na vznik 1ézi jako exozomy
s LRVI1. Dale bylo prokazano, ze exozomy z infikovanych leishamii transportuji LRV1 do
neinfikovanych leishmanii. Touto cestou vSak nedochazi ke stabilni infekci a virova RNA vymizi
z leishmanii béhem dvou tydnd (Atayde et al. 2019).

Stejné jako LRV1 i TVV se uvoliiuje z infikovanych trichomonad uvniti exozomi. Castice
TVV o velikosti 40 nm byly pozorovany uvniti exozomu (obr. 6BDEF) a vyjimecné se nachazely i
mimo vacky (obr. 6C) (Rada et al. 2022).
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Obr. 6. Exozomy z infikovanych bunék T. vaginalis zobrazené pomoci elektronového mikroskopu.

Sipky oznaduji gastice TVV a sloupce ozna&uji méfitko o velikosti 40 nm. (A) Exozom uvolnény z T. vaginalis. (B, D, E)
Castice TVV lokalizovana uvnitt exozomu. (C) Castice TVV, ktera se nachazi mimo exozom. (F) TF &astice TVV
lokalizované uvnitf exozomu. Obrazky pfevzaty z prace Rada et al. 2022.

Ptitomnost TVV v trichomonadach mé vliv na obsah exozomu. V praci Rada et al. 2022 porovnali
proteom exozomu z infikovanych (TVV1, TVV2 a TVV3) a z neinfikovanych trichomonad kmene
Tv79-49. Exozomy z trichomonéad s TVV obsahovaly 8 unikatnich proteint, které¢ nebyly nalezeny
v proteomu exozomu z neinfikovanych trichomonad. Mezi tyto unikatni proteiny patii proteiny
TVV, tj. kapsidové proteiny TVV1, TVV2, TVV3 a RNA-dependentni RNA polymerdaza TVVI a
dale unikatni proteiny RIC2 (repair of iron centers protein 2), membranovy protein
TVAG 109130, protein s vazebnymi domény podobnymi galaktdéze a tfi proteiny s neznamou
funkci. V exozomech zinfikovanych trichomondd byla také zjiSténa vysSi hladina nckolika
protein: BspA, TVAG 004030, dva Rab proteiny, kalcium-dependentni fosfolipid vazebny
protein, protein s doménou proteinkinazy, dv€é podjednotky vakuolarni V-ATPazy a
metalopeptidaza M24.

Pfitomnost TVV v trichomonadach ma vliv na obsah RNA v exozomech. Uvnitf exozomi
z infikovanych trichomonad byla prokazana piitomnost kompletni RNA pro RdRp TVV a pro
kapsidovy protein. Neni vSak jasné, zda tyto vacky obsahuji kompletni genom viru, protoze se
nepodarilo amplifikovat kompletni sekvenci genomu z exozomalni RNA. Kromé virové RNA
obsahuji exozomy z trichomonad s TVV vyssi hladinu specifickych tsRNA (tRNA-derived small
RNA) nez exozomy z neinfikovanych trichomonad. TsRNA jsou fragmenty transferové RNA.
Exozomy z infikovanych trichomonad jsou obohaceny o 5" tsRNA-Glu, 5'tsRNA-Gly a tsRNA-
Val. Je tedy pravdépodobné, ze tsRNA je efektivnéji transportovana do exozomd pii infekei TVV.
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Virové Ccastice se uvolfiuji ztrichomondd uvnitf exozomli a mohou byt tak exponovany
hostitelskym bunkam. V praci Rada et al. 2022 porovnali imunitni odpovéd” HaCaT bun¢k na
exozomy z infikovanych a neinfikovanych trichomonad.

Exozomy z infikovanych trichomonad indukovali v HaCaT bunkach produkci RANTES, coz je
prozanétlivy chemokin, ktery je produkovan bunikami epitelu v pfitomnosti TVV (Fichorova et al.
2012). Dale exozomy z infikovancych trichomonad vyznamné zvysily v HaCaT bunkach produkci
prozanétlivych cytokind IL-6, IL-8 a IL-1B. Exozomy z infikovanych trichomondd maji tedy
schopnost aktivovat prozanétlivou imunitni odpovéd’ (Rada et al. 2022).
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3 Cile prace
Cilem mé diplomové prace bylo:
1. Ovéftit ptitomnost dSRNA virit u vybranych kmeni 7. vaginalis.
2. Ov¢tit, zda se Trichomonavirus nachazi uvnitf extracelularnich vackt z infikovanych
bunek 7. vaginalis kmene Tv79-49.
3. Zjistit, zda se Trichomonavirus ptenasi mezi bunkami 7. vaginalis pomoci extracelularnich

vackda.
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4 Materialy a metodika

4.1 Pouzité organismy
4.1.1 Escherichia coli
Pro namnoZeni rekombinantnich plasmidii byl pouzity kmen E. coli TOP10 (Thermo Fisher
Scientific). Bakterie byly transformovéany tepelnym Sokem (postup popsan v kapitole 4.5). Po
transformaci byly bakterie kultivovany v médiu LB ve 37 °C za stalého tfepani (220 rpm). Pro

selekci pozitivnich klonti bylo do média pfidano pfislusné antibiotikum.

4.1.2 Trichomonas vaginalis

Pro experimenty byly pouzité kmeny: TvT1 (Poskytl J. H. Tai, Institute of Biochemical Science,
Taipei, Taiwan), Tv17-48 klinicky izolat (Kulda 1973), Tv79-49 klinicky izolat (Kulda 1973), JH-
31A klinicky izolat (Hollander 1963). Kmen TvCl (ATCC 30001) klinicky izolat (Jacobs 1956).
Kmeny 7. vaginalis byly kultivované v médiu TYM pH 6,2 ve 37 °C. Pro selekci transformantti

bylo do média pfidano ptislusné antibiotikum.

4.1.3 Lidské aneuploidni imortalizované keratinocyty
Lidské aneuploidni imortalizované keratinocyty (dale HaCaT buiky) (Boukamp 1988) byly
kultivované v médiu RPMI v 5% CO; ve 37 °C. Pro spole¢nou kultivaci s trichomonadami bylo

pouzito médium GMP. Bunky byly spolecné kokultivovany v 5% CO; ve 37 °C.

4.2 Pouzité roztoky a média

e Médium LB (Bertani 1951): 20 g LB média (Sigma-Aldrich); 500 ml destilované H>O;
médium vysterilizovat v autoklavu (120 °C, 20 minut).

e Médium TYM, pH = 6,2 (Diamond 1957): 900 ml destilované H,O; 0,8 g K;HPO, (Sigma-
Aldrich); 0,8 g KH2PO4 (Sigma-Aldrich); 0,2 g kyseliny askorbové (Sigma-Aldrich); 1 g L-
cysteinu (Sigma-Aldrich); 5 g maltézy (Sigma-Aldrich); 10 g kvasni¢niho autolyzatu (Oxoid);
20 g tryptonu (Oxoid); 22,8 mg citrdtu Zelezito-amonného (Sigma-Aldrich); médium
vysterilizovat v autoklavu a po vychladnuti pfidat 100 ml inaktivovaného koniského séra (56 °C
30 minut) (Gibco ™),

e Médium RPMI: RPMI 1640 (Gibco ™); 10% inaktivované fetalni bovinni sérum (Gibco ™)
(56 °C 30 min.); 20 mM NaHCO; (Sigma-Aldrich); 1000 U/ml Penicillin-Streptomycin.

e Médium GMP (Pindak, Gardner, and Pindak 1986): 900 ml MEM (minimum essential
medium) (Thermo Fisher Scientific); 100 ml inaktivovaného fetalniho bovinniho séra; 30 ml
IM HEPES (Gibco ™); 20 g glukozy (Sigma-Aldrich).; 100 mg kyseliny askorbové; 20 mg
kyseliny pantotenové (Sigma-Aldrich); 1000 U/ml Penicillin-Streptomycin.

e Médium SOC (Super Optimal broth Catabolite repression), pH = 7: 2 g Tryptonu; 0,5 g
kvasni¢niho autolyzatu; 10 mM NaCl (Sigma-Aldrich); 2,5 mM KCIl (Sigma-Aldrich); doplnit
destilovanou H,O na pozadovany objem a vysterilizovat v autoklavu. Po sterilizaci pridat: 20
mM sterilni glukézu; 10 mM MgCl, (Sigma-Aldrich).
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Médium Doran, pH = 6,2 (Doran 1959): Roztok A: 9,12 g NaCl; 238 mg KCI; 133 mg CaCl,
(Sigma-Aldrich); 50 ml destilované H,O. Roztok B: 9,36 g NaH,PO, - 2H,0 (Sigma-Aldrich);
50 ml destilované H,O. Smichat 25 ml roztoku A a 25 ml roztoku B a 900 ml destilované H,O.
Nésledné upravit pH na 6,2 a ptidat maltézu o vysledné koncentraci 15 mM.

1 x vzorkovy pufr: 50 mM Tris base (Sigma-Aldrich); 10% glycerol; 2% dodecyl-siran sodny
(SDS); 5% B-merkaptoetanol; 0,002% bromfenolova modi (Serva).

12% rozdélovaci gel: 1,6 ml 30% roztoku akrylamid/bis-akrylamidu (Bio-Rad); 2 ml roztoku
C; 0,32 ml destilované H,O; 5 pl tetrametyletylendiaminu (Thermo Fisher Scientific); 40 pl
amonium persulfatu (100 mg/ml).

5% zaostiovaci gel: 0,24 ml 30% roztoku akrylamid/bis-akrylamidu; 0,75 ml roztoku D; 0,47
ml destilované H>O; 5 pl tetrametyletylendiaminu; 20 pl amonium persulfatu (100 mg/ml).
Roztok C: 0,2 g SDS; 9,1 g Tris base; 100 ml destilované HO.

Roztok D: 0,2 g SDS; 3 g Tris base; 100 ml destilované H,O.

SDS-PAGE pufr: 100 ml 10 x TGS (Tris-glycin-SDS) (Bio-Rad); 900 ml destilované H,O.
Roztok Coomasie Briliant Blue: 250 mg Coomasie Brilliant Blue R-250; 50 ml kyseliny
octové; 225 ml metanolu; 225 ml destilované H,O.

Odbarvovaci roztok: 25% metanol; 10% kyselina octova; destilovana H,O.

Blotovaci pufr: 100 ml 10 x TGS; 200 ml metanolu; 700 ml destilované H>O.

Roztok ponceau: 0,5% Poncenau S; 1% kyselina octova.

PBS, pH = 7,4: 137 mM NacCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPO, (Sigma-Aldrich); 1,8 mM
KH,PO4 (Sigma-Aldrich).

Blokovaci pufr: 5% suSené odtu¢néné mléko (NutriStar); 0,5% Tween® 20 (Sigma-Aldrich);
nesterilni PBS.

2 x PEM, pH = 6,9: 20mM PIPES (Sigma-Aldrich); 2mM EGTA (Sigma-Aldrich); 0,2 mM
MgSO4 (Sigma-Aldrich); postupné ptidavat 1 M NaOH do vyceteni; destilovanou H>O doplnit
na pozadovany objem; vysterilizovat v autoklavu.

PEMBALG: 100 ml 1 x PEM; 1% BSA (Sigma-Aldrich); 100mM lysin (Sigma-Aldrich);
0,5% zelatina (cold water fish skin gelatin) (Sigma-Aldrich).

1 x ST (Sacharéza-Tris) pufr, pH=7,2: 250 mM sachar6za (Sigma); 10 mM Tris-base; 0,5
mM KCI; destilovana H,O.

Inhibitory proteaz: Leupeptin (Sigma-Aldrich): zasobni roztok o koncentraci 5 mg/ml; Tosyl-
L-lysin-chlormetylketon (TLCK) (Sigma-Aldrich): zasobni roztok o koncentraci 25 mg/ml;
cOmplete Tablets EDTA-free, EASYpack (Roche): rozpustit jednu tabletu v 50 ml roztoku.
Zasobni roztoky antibiotik: G418 (geneticin) (Sigma-Aldrich) 100 mg/ml; Puromycin
(Sigma-Aldrich) 200 mg/ml; Penicillin-Streptomycin (Gibco ™) 1000 U/ml; Ampicillin
(Sigma-Aldrich) 100 mg/ml.
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4.3 Pouzité plasmidy k transfekci trichomonad

Plasmid pTagVagV5 svlozenym genem pro cytosolicky protein biotin ligdzu (BirA,
WP _023308552) a genem pro puromycin N-acetyl transferazu (PAC) (Rada et al. 2019). V
transformovanych trichomonédach je exprimovan protein BirA spolu s V5 tagem na C-konci.
Diky V5 tagu je mozné detekovat protein BirA v bunkach imunofluorescenci nebo na
nitrocelulézové membrané pomoci protilatek. Diky proteinu PAC jsou transformované
trichomonady rezistentni na puromycin.

Plasmid pTagVag2 svlozenym genem pro PP; dependentni fosfofruktokindzu (PFK,
TVAG 430830) a genem pro geneticinovou rezistenci (Rada et al. 2015). V transformovanych
trichomonadach je protein PFK exprimovan spolu s HAHA tagem na C-konci. Diky HAHA
tagu je mozné detekovat protein PFK v bunkach imunofluorescenci nebo na nitrocelulozové

membrané pomoci protilatek.

4.4 Pouzité protilatky

Protilatky byly pouzité k detekci proteinti v bufice nebo na nitrocelulézové membran€. Primarni

protilaitka se navaze na protein. Poté se pfida sekundarni protilatka proti primarni protilatce.

Sekundarni protilatka je konjugovana s fluoroforem nebo senzymem. Sekunddrni protilatky

s fluoroforem byly pozité pro detekci proteind v buiikach imunofluorescenci. Sekundarni protilatky

s enzymem byly pouzité pro detekci proteinti na nitrocelul6zové membrané (imunoblot).

4.4.1 Primarni protilatky

Monoklondlni mysi protilatka proti HAHA tagu (Exbio) (pouzité fedéni pro imunoblot: 1:400,
pro imunofluorescenci: 1:1000).

Monoklonalni krali¢i protilatka proti V5 tagu (Abcam) (pouzité fedéni pro imunoblot a pro
imunofluorescenci: 1:1000).

Polyklonalni kralici protilatka proti kapsidovému proteinu TVV1 (Pouzité tedéni pro
imunoblot 1:1000).

Polyklonalni krali¢i protilatka proti kapsidovému proteinu TVV3 (Pouzité¢ tedéni pro
imunoblot 1:1000).

4.4.2 Sekundarni protilatky

Protilatka proti primarni mysi protilatce konjugovana s alkalickou fosfatazou (pouzité pro
fedéni pro imunoblot: 1:2000).

Protilatka proti primarni my$i protilatce konjugovana s kenovou peroxidazou (pouZzité fedéni
pro imunoblot: 1:2000).

Protilatka proti primarni krali¢i protilatce konjugovana s alkalickou fosfatdzou (pouzité fedéni
pro imunoblot: 1:2000).

Protilatka proti primarni krali¢i protilatce konjugovana s kienovou peroxidazou (pouzité fedéni
pro imunoblot: 1:2000).
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Protilatka proti primarni mysi protilatce Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific) (pouzité

fedéni pro imunofluorescenci: 1:1000).

Pouzité substraty pro zobrazeni proteini na nitrocelul6zové membrané

e  Substrat pro alkalickou fosfatazu: Sigma Fast BCIP/NBT (Sigma-Aldrich).

e  Substrat pro kienovou peroxidazu: Western HRP substrate Classico (Merck Millipore).

4.5 Transformace bakterii E. coli (TOP10)

® N » kWD =

Rozmrazit alikvot 150 ul E. coli (TOP 10).

K bakteriim pfidat 2 pl plasmidu s inserty a inkubovat 20 minut na ledu.

Transformovat bakterie tepelnym Sokem 45 sekund pii 42 °C.

Poté inkubovat bakterie 3 minuty na ledu.

K bakteriim ptidat 150 pul média SOC a inkubovat 60 minut na tfepacce pii 37 °C.

Do Erlenmeyerovy baiiky sterilng nalit 100 ml média LB a ptidat 150 pl bakterii s plasmidem.
Pro selekci transformovanych klonti ptidat 100 pl ampicilinu.

Inkubovat pies noc na ttepacce pii 37 °C.

4.6 1zolace plasmidi z bakterii

K izolaci plasmidt z bakterii byl pouzit kit Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System

(Promega). Pii izolaci plasmidu bylo postupovano dle protokolu od vyrobce. Koncentrace

vyizolované DNA byla zméfena na ptistroji NanoDrop™ 2000.

4.7 Transfekce trichomonad plasmidem

4.7.1 Elektroporace trichomonad

1.

2.
3.
4

9]

Centrifugovat 250 ml narostlé kultury trichomonad pti 4 °C a 1000 x g 10 minut.

Pelet zvazit ana 1 g peletu ptidat 500 pl média TYM.

Suspenzi trichomonad resuspendovat pomoci 23G jehly.

Do 0,4cm kyvety (Gene Pulser Xcell™) piidat 300 pl suspenze bunék a 50 pl plasmidu (o
koncentraci 0,7-1 pg/pl).

Elektroporovat na ptistroji Gene Pulser (BioRad) pii napéti 350 V a Casové konstatné 175 ms.
Ihned po elektroporaci prenést bunky do 50 ml vytemperovaného média TYM s Penicillin-
Streptomycinem.

Inkubovat 4 hodiny pti 37 °C.

Pro selekci transformovanych trichomonad prfidat do média prislusné antibiotikum.
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4.7.2 Nukleofekce trichomonad

1. Centrifugovat 4 ml narostlé¢ kultury trichomonad pti 4 °C a 1000 x g 10 minut.

2. Pelet promyt médiem TYM.

3. Pelet resuspendovat v transfekénim pufru (82 ul Tcell pufru + 18 ul suplementu) z Amaxa™
Human T Cell Line Nucleofector™ kitu (Lonza).

Do kyvety ptidat 100 pl suspenze bunék a 10 pg plasmidu.

Inkubovat 10 minut na ledu.

Nukleofekovat na ptistroji Nucleofector™ 2b (program U-33).

Nk

Po nukleofekci buiiky ihned pfenést do 10 ml média TYM se sérem, agarem a Penicillin-
Streptomycinem.
Inkubovat 4 hodiny pti 37 °C.

Pro selekci transformovanych trichomonad pridat do média ptislusné antibiotikum.

4.8 Detekce rekombinantnich proteinu

Transfekované trichomonady exprimuji rekombinantni proteiny. Rekombinantni proteiny jsou
exprimovany spolu s epitopem, na ktery se vazou specifické protilatky. Diky t€émto epitoptim lze
rekombinantni proteiny detekovat v bunikach imunofluorescenci. Rekombinantni proteiny je mozné

také detekovat protilatkami na nitrocelul6zové membrané.

4.8.1 SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)
Metoda SDS-PAGE slouzi k rozdéleni denaturovanych proteini podle jejich molekulovych

hmnotnosti v polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem sodnym.

Vzorky denaturovat 5 minut pfi 95 °C v 1 x vzorkovém puftru.
Pripravit 12% rozd€lovaci gel a 5% zaostrovaci gel.

Sestavit kazetu pro vertikalni elektroforézu Mini-Protean® Tetra cell.
Nalit SDS-PAGE pufr do kazety.

Nanést vzorky na gel a pouzit PageRuler™ Plus (Thermo Fisher Scientific) jako standart

ok v

k urCeni velikosti proteind.
6. Po elektroforéze:
e Zobrazit rozdélené proteiny barvenim gelu v roztoku Coomassie Briliant blue. Po barveni
promyt gel odbarvovacim roztokem.
e Rozdélené proteiny preblotovat na nitrocelul6zovou membranu a pomoci specifickych
protilatek detekovat rekombinantni proteiny na membrané (Imunoblot).

4.8.1.1 Pi'eblotovani proteinii na nitrocelulézovou membranu
1. Vystiihnout 0,2um nitrocelulozovou membranu Amersham™ Protran™ (Cytiva) a dva
filtra¢ni papiry o stejné velikosti jako gel.
Ponofit membranu s filtracnimi papiry na 10 minut do blotovaciho roztoku.
3. K pfeblotovani proteind z gelu na nitrocelulézovou membranu pouzit Trans-Blot®™Turbo™
(Bio-Rad).
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Do kazety Trans-Blot®™Turbo™ vlozit nejprve ion reservoir stack a nasledné filtra¢ni papir,
nitrocelulézovou membranu, rozd€lovaci gel s proteiny, filtracni papir a opét ion reservoir
stack.

Blotovat 30 minut pfi napéti 25 V a pfi proudu 1.0 A.

K ovéfeni pieblotovani proteinii promyt membranu roztokem poncenau S.

Poncenau S oplachnout z membrany destilovanou vodou.

4.8.1.2 Detekce rekombinantnich proteini na nitrocelul6zové membrané

NS,k WD -

Membranu inkubovat 60 minut v blokovacim pufru.

Poté membranu inkubovat 60 minut v blokovacim pufru spole¢né s primarni protilatkou.

Po inkubaci s primarni protilatkou membranu promyt 3 x 15 minut v blokovacim pufru.
Membranu inkubovat 60 minut v blokovacim pufru se sekundarni protilatkou.

Membranu promyt 3 x 15 minut v blokovacim pufru.

Membranu promyt 5 minut v nesterilnim PBS.

Membranu inkubovat s pfisluSnym substratem. Pii pouziti sekundarni protilatky
s konjugovanou alkalickou fosfatazou: na membranu nanést ptedpiipraveny substrat pro
alkalickou fosfatdzu a kratce inkubovat. Pfi pouziti sekundarni protilatky s
konjugovanou kienovou peroxiddzou: 1 minutu inkubovat se substritem pro kienovou

peroxidazu a poté vyvolat na piistroji Amersham Imager 600.

4.8.2 Detekce rekombinantnich proteini v buiikach imunofluorescenci

e N R
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15.
16.

17.
18.

Centrifugovat 10 ml narostlé kultury trichomonad pti 25 °C a 1000 x g 10 minut.

Buiiky fixovat 30 minut pti 37 °C v 5 ml PBS spolu s 2% formaldehydem.

Centrifugovat buiky pfti 25 °C a 1000 x g 10 minut.

Pelet resuspendovat v 100 pl 1 x PEM.

Na ocisténé kryci sklicko ptidat 10 pl poly-L-lysinu (Sigma-Aldrich) a rozettit po povrchu.
Skli¢ko umistit do 6 jamkové desticky.

Na kryci sklicko nakapat suspenzi bunek a opatrné€ rozprosttit po celém povrchu sklicka.
Inkubovat 15 minut pii 25 °C.

Ke sklicku ptidat 1 ml 1 x PEM s 0,1% Tritonem X-100 (Sigma-Aldrich).

. Inkubovat 20 minut pti 25 °C.

. Promyt 3 x 10 minut v 1 ml 1 x PEM.

. Do jamky se sklickem ptidat 1 ml PEMBALGu a inkubovat 60 minut pti 25 °C.

. PEMBALG odsat vyvévou.

. Do jamky se sklickem ptidat 0,5 ml PEMBALGu spolu s primarni protilatkou a inkubovat 60

minut pti 25 °C.

Promyt 3 x 10 minut v 1 ml 1 x PEM.

Do jamky se sklickem ptidat 0,5 ml PEMBALGu se sekundarni protilatkou a inkubovat bez
pristupu svétla 60 minut.

Promyt 3 x 10 minut v 1 ml 1 x PEM.

Na podlozni sklicko képnout 10 pl montovaciho média Vectashield® s DAPI (4,6-Diamidin-2-
fenylindol dihydrochlorid).
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19.
20.

Na podlozni sklicko polozit kryci sklicko s buitkami a zafixovat lakem na nehty.

K analyze preparatu pouzit fluorescencni mikroskop Nikon N-SIM.

4.9 Detekce dsRNA viri v trichomonadach
Z trichomonad byla vyizolovand totdlni RNA, ktera byla vyhodnocena metodou RT-PCR anebo
metodou RT-qPCR.

4.9.1 1zolace RNA trizolem

1.

® Nk v

9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

5 ml narostlé kultury trichomonad (1,5 x 10° bunék/ml) centrifugovat pti 25 °C a 1000 x g 10
minut.

K peletu ptidat 1 ml trizolu (Sigma).

Inkubovat 5 minut pti 25 °C.

K 1 ml trizolu ptidat 200 pl chloroformu.

Promichat v ruce (nevortexovat).

Inkubovat 3 minuty pii 25 °C.

Centrifugovat pti 4°C a 13 000 RPM 10 minut.

Po centrifugaci se smés rozdéli na 3 faze: Na spodni rGzovou fazi s proteiny, na mezifazi
s DNA a horni bezbarvou fazi s RNA. Bezbarvou fazi odpipetovat do nové zkumavky (bez
naruseni ostatnich fazi).

K vodné fazi ptidat 500 ml isopropanolu.

Inkubovat 10 minut pii 25 °C.

Centrifugovat pti 4 °C a 13 000 RPM 10 minut.

Odsat supernatant bez naruseni peletu.

K peletu ptidat 1 ml 70% etanolu.

Centrifugovat pii 4°C a 8000 RPM 5 minut.

Odsat co nejvice etanolu.

Dat pelet vysusit na termoblocek pti 55 °C.

Pelet nechat rozpustit v ddH>O 5 minut pii 55 °C.

Zméfit koncentraci RNA na piistroji NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific).

Ziskana RNA je po izolaci kontaminovana genomovou DNA. Pfed dal$im pouzitim je nutné

nejprve odstranit DNA nasledujicim postupem:
K 1 ng RNA pridat:

1 ul DNazy

1 ul reakéniho pufru

Doplnit ddH>O na objem 10 pl

Reakci inkubovat 30 minut pii 37 °C.

K zastaveni reakce ptidat 1 ul EDTA a inkubovat 10 minut pti 65 °C.

A S e
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4.9.2 Izolace RNA pomoci High Pure RNA Isolation Kitu

Kizolaci RNA byl také pouzit kit od firmy Roche. Pii izolaci RNA bylo postupovano dle
protokolu od vyrobce. Ziskanou RNA Ize ihned pouzit, protoze soucasti kitu je enzym DNaza,
ktery ocisti RNA od genomové DNA.

4.9.3 RT-PCR
Ziskana RNA byla vyhodnocena metodou RT-PCR (reverse transcription polymerase chain
reaction). Metoda RT-PCR zahrnuje dva kroky. Nejprve je RNA piepsana reverzni transkriptazou

na komplementarni DNA (cDNA). Poté jsou pfislusné sekvence cDNA amplifikovany metodou
PCR.

4.9.4 Piepis RNA na cDNA pomoci kitu SuperScript™ III. (Invitrogen)
K 11 pl vzorku ptidat 1 pl 10mM dNTP a 1 pl 50uM oligo (dT) primer.
Inkubovat pii 5 minut pii 65 °C.

Poté reakci inkubovat 1 minutu na ledu.

Pridat k reakci:

4 ul 5 x FS pufru

1 ul 0,1M DL-dithiotreitolu

0,5 ul RNazy OUT™

0,5 ul 20 mM MgCl,

1 pl revezni transkriptazy

10. Inkubovat 60 minut pii 42 °C a poté 15 minut pii 70 °C.

B T A A I

4.9.5 Amplifikace prislusnych sekvenci cDNA
Prislusné sekvence cDNA byly amplifikované metodou PCR. Na cDNA se navazi specifické
primery podle kterych DNA polymeraza syntetizuje vyslednou sekvenci.
1. SloZeni reakce:
e 12,5 ul Master mix emerald
e 0,5 ul reverse primer
e 0,5 ul forward primer
e 1 ulcDNA
e 10,5 pl ddH.O

2. Pouzité primery (tab. 1) a zvoleny program na cykleru:

Primer Sekvence primeru 5¢— 3¢

TVV1 RdRp Forw. ATTAGCGGTGTTTGTGATGCA Cyklus  Poget Teplota  Cas
TVV1 | TVV1RdRp Rev. CTATCTTGCCATCCTGACTC opakovani

TVV2 RdRp Forw. GCTTGAGCACTGCTCGCG 1 1 95°C 5 min.
TVV2 | TVV2 RdRp Rev. TCTCTTTTGGCATCGCTT 95°C 30 sek.

TVV3 RdRp Forw. AAATTAATCAACACCCTCC 2 20 60 °C 30 sek.
TVV3 | TVV3 RdRp Rev. CAGATCACTTTGTGTGTC 72°C 80 sek.

TVV4 RdRp Forw. ATGCCAGTTGCTTTCCG 95°C 30 sek.
TVV4 | TVV4 RdRp Rev. TTCCCCAATAGTTATCAG 3 15 40°C 30 sek.

Tab.1: Primery pouzité pro detekci TVV1-4 (Goodman et al. 2011).
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4.9.6 Horizontalni gelova elektroforéza

Amplifikované sekvence cDNA byly analyzované na 1% agar6zovém gelu.

1. Napipetovat vzorek na 1% agarézovy gel s pfidanym barvivem SYBR™Safe (Thermo Fisher
Scientific).
Jako standard pouzit GeneRuler ™ (Biogen).

3. Gel vyhodnotit pomoci UV transiluminatoru.

4.9.7 RT-qPCR

Metoda RT-qPCR (real time quantitative polymerase chain reaction) umoziuje sledovat mnozstvi
amplifikovaného produktu béhem jednotlivych cykli reakce. Soucésti reakce je reverzni
transkriptaza, ktera prepiSe RNA na komplementarni DNA (cDNA). Poté na piislusné sekvence
cDNA nasedaji specifické primery a dochazi k tvorbé dsDNA tseki. Na dsDNA se vaze

(o4 r

fluorescencni latka a mnozstvi amplifikovaného produktu se méfi pomoci fluorescence.

1. K ptipravé reakce pouzit kit KAPA™ SYBR® FAST One-Step Universal (Sigma-Aldrich):
e 2 ul SYBR green
e 5ulddH,O
e 0,2 pl reverzni transkriptaza
e 0,4 pl forward primer
e (.4 pl reverse primer
e 100 ng RNA
2. Pouzité primery (tab. 2) a zvoleny program na pfistroji Rotor-Gene RG-3000A™ (Corbett
Research/Qiagen GmbH):

izomeraza II.

Primer Sekvence primeru 5‘— 3¢

BirA qForw. TGATCGTATCGGAGAGCTTAAA
Biotin ligaza BirA gqRev. CGCCAGAACATCGACAAATATAA
Puromycin N-acetyl Puro qForw. GTCACCGAGCTGCAAGAA
transferaza Puro qRev. CCGATCTCGGCGAACAC
DNA topo DNA Topo II qForw. ATCGGTGTCGGTTGGTCAAG

DNA Topo II qReyv.

TGGCTGTTTGACACCGTCTTT

Tv79-49V1 RdRp qForw.

GACTCACATTCGATCCGACAA

TVV1 Tv79-49V1 RdRp qRev. AGCGTTCTTCCAAATGGTACT
Tv79-49V2 RdRp qForw. TTCACGTGCAATATGTCGCAATGAT

TVV2 Tv79-49V2 RdRp qRev. TCTCTTTTGGCATCGCTTGAAGTT
Tv79-49V3 RdRp qForw. ACACTTCGCCAAGTATAGTTCACG

TVV3 Tv79-49V3 RdRp qRev. AATGTACCTAGTCTTACCGTGTTCC

Tab. 2 Primery pouzité k detekci TVV1-3.
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Cyklus Pocet Teplota  Cas

opakovani
1 1 42°C 10 min.
2 1 95°C 3 min.
95°C 5 sek.
3 40 60 °C 30 sek.

72 °C 20 sek.

Analyza kiivek tani byla provedena podle vychoziho nastaveni pfistroje Rotor-Gene RG-3000A.

3. Kurceni relativni genové exprese vzorku pouzit jako referencni gen DNATopll (DNA
topoizomeraza I, TVAG_03880) (dos Santos et al. 2015).
e urceni relativni hladiny genové exprese (R) vzorku (Livak and Schmittgen 2001):
ACt = Ctyzorek - Clrefereeni gen
AACt = ACtyzorek - ACtkontrola
R — 2—AACI
4. Vysledna data analyzovat v programu GraphPad Prism 7.

4.10 Izolace extracelularnich vacki z kultury trichomonad

1. Kulturu trichomonad (1,5 x10° buné&k) v logaritmické fazi ristu centrifugovat pfi 25 °C a
2000 x g 20 minut na centrifuze Avanti® J-26 XPI (Beckman).

Pelet bun¢k 2 x promyt v TYMu bez séra.

w N

Pelet bun¢k resuspendovat v ptivodnim objemu TYMu bez séra, aby vysledna koncentrace
bunék byla 1,5 x10° bun&k/ml.

Bunky inkubovat 2,5 hodiny ve 37 °C.

Centrifugovat pti 25 °C a 2000 x g 20 minut.

Supernatant I prefiltrovat pies filtr s pory o velikosti 0,22 pm.

Kondenzovat supernatant I tangencialni filtraci pomoci piistroje VivaFlow 200 (Sartorius).

® =Nk

Kondenzovany supernatant I centrifugovat pii 4 °C a 100 000 x g 60 minut na centrifuze
Optima XPN-90 (Beckman). Pelet II je obohacen o extracelularni va¢ky a supernatant I1

obsahuje molekuly sekretované trichomonadami.

4.11 Detekce viru v kultufe trichomonad

1. Kulturu trichomonad (2 x 1,5 x10° buné&k) v logaritmické fazi riistu centrifugovat pfi 25 °C a
2000 x g 20 minut.

2. Pelet 1,5 x10° bun&k 2 x promyt v TYMu bez séra a druhy pelet 1,5 x10° bun&k promyt
v médiu Doran.

3. Pelety resuspendovat v prislusném médiu, aby vysledna koncentrace v obou médiich byla 1,5 x

10° buné&k/ml.

Buniky paraleln€ inkubovat 2,5 hodiny v TYMu bez séra a Doranu pti 37°C.

Centrifugovat pti 25 °C a 2000 x g 20 minut.

Supernatanty I ptefiltrovat ptes filtr s pory o velikosti 0,22 pm.

N ok

Kondenzovat supernatanty I tangencialni filtraci pomoci pfistroje VivaFlow 200 (Sartorius).
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10.

11.

Ke kondenzovanym supernatantim I pfidat inhibitory proteaz: leupeptin a TLCK o vysledné
koncentraci 2pl/ml.

Centrifugovat pii 4 °C a 100 000 x g 60 minut na centrifuze Optima XPN-90 (Beckman). Pelet
I je obohacen o extracelularni a supernatant II obsahuje molekuly sekretované
trichomonadami

Proteiny z peletu II rozdélit na SDS-PAGE a pteblotovat na nitrocelulézovou membranu.
Pomoci protilatek detekovat na membrang kapsidovy protein TVV.

Proteiny v supernatantech II vysrazet kyselinou trichloroctovou (postup popsan v kapitole
4.11.1). Proteiny rozdélit na SDS-PAGE a pieblotovat na nitrocelul6zovou membranu. Pomoci

protilatek detekovat na membrané kapsidovy protein TVV.

4.11.1 Precipitace proteini Kyselinou trichloroctovou

1.

2
3.
4.
5

Inkubovat vzorek s kyselinu trichloroctovou (Sigma-Aldrich) v poméru 4:1 10 minut na ledu.
Centrifugovat pii 4 °C a 14 000 RPM 5 minut.

Pelet promyt 3 x ve vychlazeném acetonu.

Pelet promyt v PBS.

Pelet vysusit na termoblocku pti 37 °C.

4.12 Priikaz pritomnosti kapsidového proteinu viru uvnitf extracelularnich vacki

1.
2.
3.

Vyizolovat extracelularni vacky (postup popsan v kapitole 4.10).
Pelet obohaceny o extracelularni vacky resuspendovat v 2,4 ml 1 x ST médiu.
Suspenzi extracelularnich vacka rozdélit do 4 zkumavek po 600 ul. Paralelné inkubovat tyto 4

vzorky 10 minut za nasledujicich podminek:

e Vzorek I. (kontrola) inkubovat pti 4 °C.

e Vzorek II. (kontrola) inkubovat pti 37 °C.

e Vzorek III. inkubovat pti 37 °C s trypsinem o vysledné koncentraci 5 pg/ml.

e Vzorek IV. inkubovat pfi 37 °C s trypsinem o vysledné koncentraci 5 pg/ml a 0,5%

Tritonem X-100.
Po inkubaci vysrazet proteiny ze vzorka I.-III. metanolem/chloroformem (postup popsan
v kapitole 4.12.1). Ke vzorku IV. pfidat inhibitor proteaz a centrifugovat pii 4 °C a 100 000 x g
30 minut na centrifuze Optima™ MAX-XP (Beckman). Po stoCeni vysrazet proteiny ze vzorku
IV. metanolem/chloroformem.
Vysrdzené proteiny ze vzorkl rozdélit na SDS-PAGE a pieblotovat na nitrocelulézovou
membanu. Pomoci protilatek detekovat na membrané kapsidovy protein viru.

4.12.1 Precipitace proteiniit metanolem/chloroformem

l.
2.
3.

Ke vzorku ptidat metanol a chloroform v poméru 4:4:1 a zvortexovat.
Centrifugovat pii 4 °C a 14 000 x g 1 minutu.
Po stoceni se vytvoii 3 faze — horni vodnou fazi odsat a k ostatnim fazim ptidat metanol (stejné
mnozstvi metanolu jako v prvnim kroku) a zvortexovat.
Centrifugovat pii 4 °C a 20 000 x g 5 minut.
Odstranit co nejvice supernatantu a pelet vysusit na termoblocku pii 37 °C.
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6. Vysuseny pelet resuspendovat v 80°C 1 x vzorkovém pufru.

4.13 Pi‘enos dsRNA viri mezi trichomonadami

Cilem nasledujicich experimentii bylo zjistit, zda je mozny pienos dsRNA viri mezi
trichomonadami. Trichomonaddy bez viri byly inkubovany spole¢né s infikovanymi
trichomonadami a také byly inkubovany pouze s extraceluldrnimi vacky =z infikovanych
trichomonad. Jako donor vird byl vybran infikovany kmen, ze kterého byly vytvorené klony. Tyto
klony byly transfekované plasmidem s vlozenym genem pro puromycinovou rezistenci. Jako
akceptor viru byl vybran izogenni kmen, ktery po vyléceni 2‘-C-methyl-cytidynem neobsahoval
zadné viry (Narayanasamy et al. 2021). Ztoho kmene byly vytvofeny klony, které byly

transfekované plasmidem s vlozenym genem pro geneticinovou rezistenci.

4.13.1 Kokultivace infikovanych a neinfikovanych trichomonad v médiu TYM se sérem

1. Podle generacni doby nasadit ob¢ linie do 10 ml média TYM, aby po 24 hodinach bylo
v kultufe 6,25 x 10° bungk/ml od kazdé linie.

2. Spolecné kultivovat ob¢ linie 5 pasazi. Kazdych 24 hodin vyizolovat z kultury RNA pomoci
High Pure RNA Isolation kitu a pfenést 1 milion buné€k z kultury do nového média TYM. Po 5.
pasazi pridat antibiotikum geneticin (100 mg/ml).

3. Inkubovat s geneticinem az do 40. pasaze a prubézné€ izolovat RNA z kultury pomoci High
Pure RNA Isolation kitu.

4. Po 40. pasazi vyhodnotit vyizolovanou RNA metodou RT-qPCR.

4.13.1.1 Kokultivace infikovanych a neinfikovanych trichomonad v médiu TYM bez séra

1. Nasadit stejné mnozstvi bunék do 2 ml TYMu bez séra. Buiiky spolecné inkubovat 4 hodiny ve
37 °C.

2. Po 4 hodinach ptidat 7 ml TYMu bez séra, 1 ml inaktivovaného koniského séra a geneticin.
Inkubovat s geneticinem az do 40. pasaZe a pribézn¢ izolovat RNA z kultury pomoci High
Pure RNA Isolation kitu.

4. Po 40. pasazi vyhodnotit vyizolovanou RNA metodou RT-qPCR.

4.13.2 Kokultivace infikovanych a neinfikovanych trichomonad s HaCaT bunikami

1. Do sterilni 12 jamkové desticky rozplnit do 5 jamek GMP médium po 1 ml.

2. Do tifi jamek ptidat 200 000 HaCaT bunék a obé& linie trichomonad, aby celkovy pocet
trichomonad v jedné jamce byl 10° buné&k. Do &tvrté jamky ptidat pouze 200 000 HaCaT buné&k
a do paté jamky pridat ob¢ linie trichomonad, aby celkovy pocet bun&k v jamce byl 10°.

3. Inkubovat spole¢né vSechny bunky 72 hodin v 5% CO, pti 37 °C.

4. Po 72 hodinach pteockovat trichomonady do média TYM sagarem a geneticinem (100
mg/ml).

5. Trichomonady inkubovat 30. pasazi v médiu s geneticinem a kazdych 24 hodin z kultury
vyizolovat RNA.

6. Po 30. pasazi vyhodnotit vyizolovanou RNA metodou RT-qPCR.
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4.13.3 Koinkubace trichomonad bez viri s extracelularnimi vacky z infikovanych

trichomonad v médiu TYM se sérem

1.

Vyizolovat extracelularni vacky z 7,5 x 10% infikovanych bunék (postup popsan v kapitole
4.10).

K milionu vylé€enych bunck piidat ekvivalentni mnozstvi extracelularnich vacka, které
odpovidd poctu extracelularnich vackd, uvolnénych z 15 x 10° bundk. Ze zbytku
extracelularnich vacki vyizolovat RNA trizolem (postup popsan v kapitole 4.9.1).

Bunky s extracelularnimi vacky spolecné koinkubovat v 10 ml média TYM s penicilin-
streptomycinem ve 37 °C 5 pasazi. Kazdych 24 hodin vyizolovat z kultury RNA pomoci High
Pure RNA Isolation kitu a pfenést 1 milion bun¢k z kultury do nového média TYM se sérem.
Vyizolovanou RNA vyhodnotit metodou RT-qPCR.

4.13.3.1 Inkubace vyléteného kmene s extracelularnimi vacky z infikovaného kmene v médiu

TYM bez séra

1. Kmilionu vylé€enych bunék ptidat ekvivalentni mnozstvi extracelularnich vackul, které
odpovida poctu extracelularnich vacki, uvolnénych z 15 x 10° bunék.

2. Bunky s extracelularnimi vacky inkubovat 4 hodiny ve 2 ml TYMu bez séra ve 37 °C.

3. Po 4 hodinach ptidat 7 ml TYMu bez séra, 1 ml koniského séra a penicilin-streptomycin.

4. Bunky s extracelularnimi vacky inkubovat v 10 ml média TYM s penicilin-streptomycinem ve
37 °C 5 dni. Kazdych 24 hodin vyizolovat z bunék RNA pomoci High Pure RNA Isolation kitu
a prenést 1 milion bun¢k z kultury do nového média TYM se sérem.

5. Vyizolovanou RNA vyhodnotit metodou RT-qPCR.

29



5 Vysledky

5.1 Detekce dsRNA viri v trichomonadach

Prvnim krokem experimentalni prace bylo zjistit, zda jsou vybrané kmeny trichomonad (TvJH-
31A, TvCl, Tvl7-48, TvTl, Tv79-49) infikovany dsRNA viry. VSechny vybrané kmeny
trichomonad byly otestovany metodou RT-PCR na piitomnost dsRNA virt (7richomonasvirus -
TVV1, TVV2, TVV3, TVV4). Pro detekci TVV v trichomonddach byly pouzité specifické
primery, které amplifikuji piislusné tiseky cDNA daného viru (tab. 3). Velikost amplifikovanych
useklti cDNA je uvedena v tabulce (tab. 3). Amplifikované sekvence cDNA byly analyzovany na
horizontalni gelové elektroforéze. Metoda RT-PCR prokazala v kmeni TvJH-31A pfitomnost
TVVI (obr. 7). V kmeni TvCl prokazala piitomnost TVV2 a TVV3 (obr. 7). V kmeni Tv17-48
neprokazala zadny TVV (obr. 7). V kmeni TvT1 prokdzala pfitomnost TVV1 (obr. 7). V kmeni
Tv79-49 prokazala ptitomnost TVV1, TVV2 a TVV3 (obr. 7). Prehled vSech virti, které byly
detekovany ve vybranych kmenech trichomonad je v tabulce 4 (tab. 4).

PouZité primery Sekvence primeru 5 3¢ Velikost (bp)
TVV1 TVV1 Rdrp Forw. ATTAGCGGTGTTTGTGATGCA 569
TVVI1 RdRp Rev. CTATCTTGCCATCCTGACTC
TVV2 TVV2 RdRp Forw. GCTTGAGCACTGCTCGCG 625
TVV2 Rdrp Rev. TCTCTTTTGGCATCGCTT
TVV3 TVV3 RdRp Forw. AAATTAATCAACACCCTCC 437
TVV3 Rdrp Rev. CAGATCACTTTGTGTGTC
TVV4 TVV4 Rdrp Forw. ATGCCAGTTGCTTTCCG 514
TVV4 Rdrp Rev. TTCCCCAATAGTTATCAG

Tab. 3 Velikost amplifikovanych sekvenci cDNA pfisluS§nymi primery.
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Obr. 7 Detekce TVV ve vybranych kmenech trichomonad (TvJH-31A, TvC1, Tv17-48, TvT1, Tv79-49)

(PK1) Pozitivni kontrola 1: Amplifikovany usek virové cDNA z kmene Tv10-02. K amplifikaci virové cDNA byly pouzité
primery pro TVV2 (tab. 3). (PK2) Pozitivni kontrola 2: Amplifikovany Usek virové cDNA z kmene TvJH-31A. K amplifikaci
virové cDNA byly pouzité primery pro TVV1 (tab. 3) (TVV1) K amplifikaci virové cDNA byly pouzité primery pro TVV1
(TVV2) K amplifikaci virové cDNA byly pouzité primery pro TVV2 (tab. 3) (TVV3) K amplifikaci virové cDNA byly pouzité

primery pro TVV3 (tab. 3) (TVV4) K amplifikaci virové cDNA byly pouzité primery pro TVV4 (tab. 3).

TvJH-31A

TvCA1

Tv17-48

TvT1

Tv79-49

TVV1

+

+

+

TVV2

+

+

TVV3

+

+

TVV4

Tab. 4 Prehled vsSech virt, které byly detekovany ve vybranych kmenech trichomonad metodou RT-PCR.
(+) Prislusny virus, byl detekovan v daném kmeni. (-) Pfislu$ny virus nebyl detekovan v daném kmeni.
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5.2 Detekce TVV3 v trichomonadach kmene Tv79-49

Cilem experimentu bylo zjistit, kde se v trichomonadach nachazi TVV3. Imunoblotem bylo
ovéreno, zda se TVV3 nachazi v trichomonadach, extracelularnich vaccich nebo v médiu, ve
kterém byly trichomonady inkubovany. Pro experiment byl vybran kmen Tv79-49, u kterého byla
prokazéana ptitomnost TVV1, TVV2 a TVV3 (tab. 4). Z tohoto kmene byl vytvoten klon 1 (dale
jako Tv79-49¢c1™). Aby bylo mozné ovéfit, zda béhem experimentu nedochazelo k rozpadu bunék,
byly trichomonady Tv79-49cl transformovany plasmidem pTagVag s vloZzenym genem pro
cytosolicky protein biotin ligazu (BirA, WP_02330855) a genem pro puromycin N-
acetyltransferazu (PAC) (Rada et al. 2019) (dale jako Tv79-49c1® PAC-BirA). Transformované
trichomonady exprimovaly v cytosolu rekombinantni protein BirA, ktery ma na C-konci V5 tag.
Diky V5 tagu bylo mozné detekovat rekombinantni protein BirA imunoblotem (obr. 8). Pokud by
béhem experimentu dochazelo k rozpadu buné€k, tak by se cytosolicky protein BirA nachazel
v médiu, ve kterém byly trichomonady inkubované. Transformované trichomonady byly paralelné
inkubovany 2,5 hodiny v Doranu a v TYMu bez séra. V prubchu 2,5 hodin dochazelo k sekreci
proteind a uvoliiovani extraceluldrnich vackl z trichomonad do média. V prubéhu inkubace byl
mikroskopicky ovéfovan stav trichomonad. Po inkubaci byly trichomonady z Doranu i z TYMu
bez séra izolovany centrifugaci. Pelety obsahovaly sedimentované buiiky trichomonad (pelet I) a
supernatanty obsahovaly extracelularni vacky a sekretované proteiny (supernatant I). Supernatanty
I byly zahus$tény pomoci tangencidlni filtrace (Vivaflow) a poté byly centrifugovany. Pelety
obsahovaly extracelularni vacky (pelet II) a supernatanty obsahovaly proteiny sekretované
z trichomonad (supernatant II). Ze supernatantt II byly proteiny vysrazeny kyselinou
trichloroctovou. Proteiny z peletd I, II a supernatantd II byly analyzovany imunoblotem. Pomoci
imunoblotové analyzy byl v peletech I detekovan signal pro protein BirA (obr. 12). V peletech II,
které obsahovaly extracelularni vacky, byl detekovan velmi slaby signdl pro BirA av
supernatantech II nebyl detekovan signal pro BirA (obr. 9). Imunoblotem byl v peletech 1 a 11
detekovan signdl pro kapsidovy protein TVV3 (obr. 9). Imunoblot neprokazal pfitomnost
kapsidového proteinu TVV3 v supernatantech II (obr. 9).

Ziskané vysledky ukazaly, ze virus se uvoliiuje z infikovanych trichomonad pomoci
extracelularnich vacku. Vzhledem ktomu, Ze kapsidovy protein TVV3 nebyl detekovan
v supernatantech 11, tak 1ze predpokladat, ze z infikovanych trichomonad neni uvoliiovan samotny
virus. Béhem experimentu nedochézelo k rozpadu trichomonad, protoze cytosolicky protein BirA
nebyl detekovan v supertnatantech II. Nicméné cytosolicky protein BirA byl detekovan v peletech
I1, coz jsou pelety obohacené o extracelularni vacky.
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Obr. 8 Overeni exprese rekombinantniho proteinu BirA v transformovanych burikach Tv79-49c1* PAC-BirA pomoci
imunoblotu. Rekombinantni protein BirA (~35 kDa) byl detekovan primarni krali¢i protilatkou proti V5 tagu a sekundarni
protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatazou.

PIT PID PIT PIID SIT SIID

~100 KD s ?
m — " |e— Kapsidovy protein TVV3 (~90 kDa)
~70 KD s

~35kDamm| WHEED GHER . 0 <— BirA (~35 kDa)

Obr. 9 Detekce kapsidového proteinu viru TVV3 a rekombinantniho proteinu BirA v jednotlivych frakcich pomoci
imunoblotu. Kapsidovy protein TVV3 (~90 kDa) byl detekovan primarni krali¢i protilatkou proti kapsidovému proteinu TVV3
a sekundarni protilatkou konjugovanou s kfenovou peroxidazou. Cytosolicky protein BirA (~35 kDa) byl detekovan primarni
kralici protilatkou proti V5 tagu a sekundarni protilatkou konjugovanou s kfenovou peroxidazou. (PIT) Pelet | z TYMu bez
séra (PID) Pelet | z Doranu (PIIT) Pelet Il z TYMu bez séra (PIID) Pelet 1l z Doranu (SIIT) Supernatant Il z TYMu bez séra.
(SIID) Supernatant Il z Doranu.

5.3 Prukaz pritomnosti kapsidového proteinu uvniti extracelularnich vacku

V piedchozim experimentu bylo prokazano, ze TVV se uvoliuje z infikovanych trichomonad
pomoci extracelularnich vackt. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit, zda je TVV1 a TVV3
lokalizovany uvnitt t€chto extracelularnich vackda.

Pro tento experiment byl vybran transformovany klon Tv79-49c1” PAC-BirA. Stejnym
postupem jako v predchozim experimentu byl z kultury trichomonad izolovan pelet I, pelet II a
supernatant II. Ze supernatantu II byly proteiny vysrazeny metanolem/chloroformem. Proteiny
zpeletu I a supernatantu II byly analyzované imunoblotem. Cytosolicky protein BirA byl
detekovan v peletu I, ale nebyl detekovan v supernatantu II (obr. 10). Nedochézelo tedy k rozpadu
trichomonad pfi izolaci extracelularnich vacku.

Pelet 11, ktery obsahuje extracelularni vacky, byl oSetfen trypsinem. Proteaza trypsin byla
pouzita k degradaci volnych proteinti a k degradaci proteind ve vnéjsi membrané extracelularnich
vacku. Proteiny, které byly lokalizované uvnitf extracelularnich vackt byly chranény pted
trypsinem membranou vacku. Po oSetfeni trypsinem, byl pomoci imunoblotu v peletu II detekovan
kapsidovy protein TVV1 a TVV3 (obr. 11). Kapsidové proteiny vird nebyly degradovany

trypsinem a nachazi se tedy uvnitt extracelularnich vacku.
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Signal pro kapsidovy protein TVVI1 a TVV3 nebyl detekovan v peletu II (obr. 11), ktery byl
osetfeny trypsinem a tritonem. Triton byl pouzit k solubilizaci cytoplazmatické membrany
extracelularnich vackt. Proteiny uvnitf extracelularnich vackd tak nebyly dale chranény
cytoplazmatickou membranou vacku a byly degradovany trypsinem. Kapsidovy protein TVV1 a
TVV3 byl degradovan trypsinem, protoze jiz nebyl chrdnén cytoplazmatickou membranou
extracelularnich vackda.

Ziskané vysledky prokdzaly, ze kapsidovy protein TVV1 a TVV3 se nachazi uvnitt
extracelularnich vackl, které jsou uvolnované zinfikovanych trichomonad. Pfitomnosti
kapsidového proteinu TVV1 a TVV3 uvnitt téchto vacki bylo prokdzano, ze tyto viry jsou

uvoliiovany z infikovanych trichomonad uvnitt extracelularnich vacki.

Pl Sl

~35 kDa = | (D <4—BirA (~35 kDa)

Obr. 10 Detekce cytosolického proteinu BirA v peletu | a supernatantu Il pomoci imunoblotu. Cytosolicky protein BirA
(~35 kDa) byl detekovan primarni krali¢i protilatkou proti V5 tagu a sekundarni protilatkou s konjugovanou alkalickou
fosfatazou. (PI) Pelet I. (SIl) Supernatant I1.
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Obr. 11 Detekce kapsidového proteinu TVV1 a TVV3 v extracelularnich vaécich. Kapsidovy protein viru TVV1 (~74
kDa) byl detekovan primarni krali¢i protilatkou proti kapsidovému proteinu viru TVV1 a sekundarni protilatkou konjugovanou
s kfenovou peroxidazou. Kapsidovy protein viru TVV3 (~90 kDa) byl detekovan primarni krali¢i protilatkou proti
kapsidovému proteinu viru TVV3 a sekundarni protilatkou konjugovanou s kfenovou peroxidazou. (Pl) Pelet I. (PIl 4 °C)
Pelet Il inkubovany pfi 4 °C. (PIl 37 °C) Pelet Il inkubovany pfi 37 °C. (Pll Tryp.) Pelet Il inkubovany s trypsinem. (PII
Tryp+Tx100) Pelet Il inkubovany s trypsinem a tritonem.
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5.4 Pfenos virt mezi trichomonadami
V piredchozich experimentech bylo prokdzano, ze se TVV uvolilyje z infikovanych trichomonad
uvnité extracelularnich vackt. Cilem nasledujicich experimentd bylo tedy zjistit, zda je mozny
horizontalni pfenos TVV pomoci téchto vacku. (i) Nejdiive bylo otestovano, zdali se mohou
ptenést viry z izolovanych vackt do trichomondd. (ii) Dale bylo ovéfeno, jestli se mohou piendset
viry mezi bunikami pfirozengjsi cestou. Pro tyto Ucely se spole¢né kokultivovaly infikované a
neinfikované trichomonady v médiu TYM. (iii) Nakonec bylo ovéfeno, zda se na pienosu TVV
mohou podilet lidské epitelialni buiky HaCaT. Infikované a neinfikované trichomonady byly proto
kultivovany s HaCat butikami. (iv) Dale nas zajimalo, jestli ma pfitomnost kofiského séra v médiu
vliv na pfenos TVV mezi trichomonadami. Kofiské sérum totiz obsahuje exosomy a dalsi
mikrovesikly, které by mohly narusit pfenos virti mezi buiikami trichomonad.

Jako donor TVV byl vybran klon kmene Tv79-49, ktery obsahuje viry TVV1, TVV2 a
TVV3 (Tv79-49c1"). Jako akceptor TVV byl vybran klon z kmene Tv79-49c1”, ktery byl vyléceny
od virti 2°-C-methyl-cytidinem (Tv7949c¢1°) (Narayanasamy et al. 2021). Aby bylo mozné odlisit
donor a akceptor vird béhem kokultivace, byl donor virt Tv79-49c1” transformovany plasmidem
s vlozenym genem pro expresi proteinu biotin ligdzy (BirA) a s genem pro rezistenci na puromycin
(protein puromycin N-acetyltransferaza, PAC) (Tv79-49c1" PAC-BirA). Vyléfeny akceptor virt
byl transformovan plasmidem s vlozenym genem pro expresi proteinu PP; dependentni
fosfofruktokinazy (PFK, TVAG 430830) a genem pro rezistenci na geneticin (protein neomycin
fosfotransferaza) (Rada et al. 2015) (Tv79-49c1- G418-PFK). Exprese rekombinantni proteind
BirA a PFK v transformovanych trichomonadach byla ovéfena imunoblotem (obr. 12AB). Mira
exprese rekombinantnich proteintt BirA a PFK byla v transformovanych trichomonadach ovéfena
imunofluorescenci. Fluorescen¢ni mikroskopii bylo ovéfeno, ze vétSina bunék v kulture Tv79-
49c1” PAC-BirA exprimuje protein BirA (obr. 13A) a vétSina bun¢k v kultufe Tv79-49c1- G418-
PFK exprimuje protein PFK (obr. 13B). Izogenni kmeny byly poté otestovany metodou RT-PCR
na pfitomnost TVVI, TVV2, TVV3 a TVV4. Metodou RT-PCR bylo prokazéno, ze
transformovany kmen Tv79-49c1” PAC-BirA obsahuje TVV1, TVV2 a TVV3 a transformovany
kmen Tv79-49c1- G418-PFK zadné TVV neobsahuje (obr. 14).
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Obr. 12 Overeni exprese rekombinantniho proteinu BirA a PFK v transformovanych trichomonadach pomoci
imunoblotu. (A) Rekombinantni protein BirA (~35 kDa) byl detekovan primarni kralici protilatkou proti V5 tagu a sekundarni
protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatédzou. (B) Rekombinantni protein PFK (~35 kDa) byl detekovan primarni mysi
protilatkou proti HAHA tagu a sekundarni protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatazou.

Obr. 13 Ovéreni exprese rekombinantnich protein( v transformovanych trichomonadach imunofluorescenci.

(A) Rekombinantni protein BirA byl detekovan v trichomonadach primarni mysi protilatkou proti V5 tagu a sekundarni
protilatkou Alexa 488 (zelena barva). (B) Rekombinantni protein PFK byl detekovan v trichomonadach primarni mysi
protilatkou proti HAHA tagu a sekundarni protilatkou Alexa 488 (zelena barva). Jadra trichomonad jsou zna¢ena DAPI
(modra barva). DIC — diferencialni interferencni kontrast.
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Obr. 14 Detekce TVV v izogennich kmenech Tv79-49¢c1-G418-PFK a Tv79-49c1* PAC-BirA metodou RT-PCR. (PK)
Pozitivni kontrola: Amplifikovany usek virové cDNA z kmene TvJH-31A. K amplifikaci virové cDNA byly pouzité primery pro
TVV1 (tab. 3). (TVV1) K amplifikaci virové cDNA byly pouzité primery pro TVV1 (tab. 3). (TVV2) K amplifikaci virové cDNA
byly pouzité primery pro TVV2 (tab. 3). (TVV3) K amplifikaci virové cDNA byly pouzité primery pro TVV3 (tab. 3). (TVV4)

K amplifikaci virové cDNA byly pouzité primery pro TVV4 (tab. 3).

5.4.1 Koinkubace bunék Tv79-49c1- G418-PFK s extracelularnimi va¢ky z kmene Tv79-49c1*
PAC- BirA v médiu TYM se sérem
V piredchozich experimentech bylo prokazano, ze se TVV uvoliuji z infikovanych trichomonad
uvniti extracelularnich vacka. V praci Twu et al. 2013 bylo prokazano, ze trichomonady uvolnuji
exosomy, které interaguji s ostatnimi trichomonadami. Zajimalo nés tedy, zda se TVV muze
horizontaln€¢ prendset mezi trichomonddami pomoci extracelularnich vackd. Pro ovéfeni této
hypotézy byly extracelularni vacky s TVV zinfikovaného kmene Tv79-49c1” PAC-BirA
koinkubovéany s akceptorovymi bufikami trichomonad Tv79-49c1- G418-PFK, které zadn¢ TVV
neobsahuji. Pfitomnost ¢i absence TVV v trichomonadach a extracelularnich vaccich byla
prokdzana metodou RT-qPCR a to pouzitim specifickych primert (tab. 5), které amplifikuji
ptislusné sekvence cDNA RdRp (RNA dependentni RNA polymerdza TVVI, 2 a 3).
V extracelularnich vaccich z kmene Tv79-49c1™ PAC-BirA byla prokazana pfitomnost TVVI, 2 a
3, zatimco u kmene Tv79-49¢c1° G418-PFK pfitomnost virti prokazana nebyla (obr. 15SABC).
Extracelularni vacky s viry byly koinkubovéany s akceptorovymi bunikami v médiu TYM
s geneticinem po dobu 24 hodin. Po 24 hodinach koinkubace byly akceptorové buiiky preneseny do
nového média TYM s geneticinem a byly dale kultivované do 5. pasaze (kazdych 24 hodin byly
trichomonady pfeneseny do nového média TYM s geneticinem). Aby bylo mozné zjistit, v jakych
pasazich byl pfitomny TVV1, TVV2 a TVV3, byla z kultury kazdych 24 hodin (tj. kazdou pasaz)
izolovana RNA, ve které byla metodou RT-qPCR prokazana piitomnost ¢i absence RNA RdRp
TVVI1, TVV2 a TVV3. Analyza kiivek tani amplikoni RdRp prokézala, ze TVV2 a TVV3 nebyly
pfitomné v kultufe jiz po 24 hodinach koinkubace (tj. v 1. pasazi) (obr. 15BC). TVVI1 byl
detekovan v kultufe po 24 hodinach koinkubace (tj. v 1. pasazi), nicméné po 48 hodinach
se zménila hladina TVV1 po 24 hodinach koinkubace (tj. v 1. pasazi) trichomonad

s extracelularnimi vacky.
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Analyzou vysledki RT-qPCR byla stanovena relativni genova exprese RARp TVV1 v 1. pasazi
koinkubace. Tato analyza prokéazala, Ze relativni genova exprese RdRp TVV1 byla v 1. pasazi
koinkubace pfiblizné 2000x nizsi, nez v trichomonadach Tv79-49¢c1" PAC-BirA, ze kterych byly
extracelularni vacky izolovany (obr. 16). Relativni genova exprese RdRp TVV1 byla stanovena
pouze v 1. paséazi, protoze v nasledujicich pasazich jiz nebyla prokdzana ptitomnost RNA RdRp
TVVI (obr. 15A).

Ziskané vysledky prokazaly, ze RNA RdRp TVV2 a TVV3 vymizela z kultury
trichomonad jiz po 24 hodinach (tj. v 1. pasazi) koinkubace akceptorovych bun¢k Tv79-49cl-
G418-PFK s extracelularnimi vacky z infikovaného kmene Tv79-49c1* PAC-BirA (obr. 15BC).
Dale bylo prokézano, ze v 1. pasazi po 24 hodinach koinkubace doslo k vyznamnému poklesu
relativni genové exprese RdARp TVV1 a ze v 2. pasazi po 48 hodinach koinkubace jiz nebyla RNA
RdRp TVV1 vkultufe trichomonad vibec detekovana (obr. 15A). Ziskané vysledky tedy
prokazaly, ze za téchto podminek nedoslo k pienosu TVV do akceptorovych bunék Tv79-49cl-
G418-PFK.

Primer Sekvence primeru 5‘— 3¢ Velikost (bp)

DNA topo DNA Topo II gForw. ATCGGTGTCGGTTGGTCAAG

izomeriza II. DNA Topo II qRev. TGGCTGTTTGACACCGTCTTT 171
Tv79-49V1 RdRp qForw. GACTCACATTCGATCCGACAA

TVV1 Tv79-49V1 RdRp qRev. AGCGTTCTTCCAAATGGTACT 132
Tv79-49V2 RdRp qForw. TTCACGTGCAATATGTCGCAATGAT

TVV2 Tv79-49V2 RdRp qRev. TCTCTTTTGGCATCGCTTGAAGTT 153
Tv79-49V3 RdRp qForw. ACACTTCGCCAAGTATAGTTCACG

TVV3 Tv79-49V3 RdRp qRev. AATGTACCTAGTCTTACCGTGTTCC 130

Tab. 5 Primery pouzité k amplifikaci prisluSnych sekvenci cDNA.
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Obr. 15 Krivky tani amplikonit RdRp TVV1, TVV2 a TVV3. Jako pozitivni kontrola byla pouzita totalni RNA z bunék Tv79-
49c1* PAC-BirA. Jako negativni kontrola byla pouzita totalni RNA z bunék Tv79-49c1- G418-PFK. (A) PFislusné sekvence
cDNA byly amplifikovany pomoci primerti pro RdRp TVV1 (tab. 5). (B) Pfislusné sekvence cDNA byly amplifikovany pomoci
primert pro RdRp TVV2 (tab. 5). (C) Pfislusné sekvence cDNA byly amplifikovany pomoci primer(i pro RdRp TVV3 (tab. 5).
(EV) Kontrola pfitomnosti TVV1, TVV2 a TVV3 v extracelularnich vaccich. Pomoci specifickych primert byla

v extraculularnich vadcich detekovana pfitomnost RdRp TVV1, TVV2 a TVV3 (tab. 5). (p1-p5) Cislo pasaze, ve které byl
metodou RT-gPCR detekovan TVV1, TVV2 a TVV3.
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Obr. 16 Relativni genova exprese RdRp TVV1,TVV2 a TVV3 v jednotlivych pasazich. Ke stanoveni relativni genové
exprese RdRp v kultufe byl pouzit referenéni gen DNATopll a jako pozitivni kontrola byla pouzita totalni RNA z bunék
Tv79-49c1* PAC-BIrA.

5.4.2 Koinkubace bunék Tv79-49c1- G418-PFK s extracelularnimi va¢ky z kmene Tv79-49c1*
PAC-BirA v médiu TYM bez séra

Cilem experimentu bylo zjistit, zda ma ptfidané koiiské sérum v médiu TYM vliv na ptenos TVV
pomoci extracelularnich vackl. V predchozim experimentu byly akceptorové bunky Tv79-49cl-
G418-PFK (bez virt) koinkubovany s extracelularnimi vacky z kmene Tv79-49¢c1® PAC-BirA
(které viry obsahuji) vmédiu TYM s geneticinem a s kofiskym sérem. Konské sérum vsak
obsahuje exosomy a dalsi mikrovesikly, které by mohly narusit pienos virk pomoci
extracelularnich vacka mezi buitkami trichomonad. Aby bylo mozné ovéfit, zda ma ptidané konské
sérum vliv na pfenos TVV pomoci extracelularnich vacki, byly trichomonady Tv79-49¢1- G418-
PFK koinkubovany s extracelularni vacky z kmene Tv79-49c1™ PAC-BirA v médiu TYM bez
konského séra.

V extracelularnich vaécich z kmene Tv79-49c1® PAC-BirA byla metodou RT-gPCR
prokazana pritomnost TVV1 (obr. 17), zatimco u kmene Tv79-49¢c1- G418-PFK ptitomnost TVV1
prokazana nebyla (obr. 17). Trichomonady Tv79-49cl- G418-PFK byly koinkubovany s
extracelularni vaéky z kmene Tv79-49¢c1™ PAC-BirA v médiu TYM bez séra a bez geneticinu po
dobu 4 hodin. V pribéhu 4 hodin byl mikroskopicky kontrolovan stav bunc¢k. Po 4 hodinach
koinkubace bylo ptidano konské sérum a trichomonady byly dale koinkubovany s extracelularnimi
vacky v médiu TYM se sérem a geneticinem po dobu 24 hodin. Po 24 hodinach byly trichomonady
pieneseny do nového média TYM s geneticinem a byly dale kultivovany do 10. pasaze (kazdych
24 hodin byly trichomonady pfeneseny do nového média TYM s geneticinem). Aby bylo mozné
zjistit, v jakych pasazich byl pfitomny TVV1, byla kazdych 24 hodin z kultury izolovana RNA (t;.
kazdou pasaz), ve které¢ byla metodou RT-qPCR prokazana piitomnost ¢i absence RNA RdRp
TVVI1.
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Analyza kiivek tdni amplikonti RdRp prokazala, ze TVV1 byl detekovan v kultuie trichomonad do
5. pasaze. Dale nas zajimalo, jak se ménila hladina TVV1 béhem prvnich 5 pasazich koinkubace
trichomonad s extracelularnimi vacky. Analyzou vysledki RT-qPCR byla stanovena relativni
genova exprese RdRp TVV1 v 1. az 5. pasazi koinkubace. Tato analyza prokazala, ze relativni
genovd exprese RdARp TVV1 byla v 1. pasdzi koinkubace pfiblizné 500x niz8§i nez
v trichomonadach Tv79-49c1* PAC-BirA, ze kterych byly extracelularni vacky s viry izolovany
(obr. 18). Relativni genové exprese RdRp TVV1 klesala v kazdé nasledujici pasazi koinkubace a
v 6. pasazi jiz nebyl TVV1 v kultufe trichomonad viibec detekovan (obr. 17).
Ziskané vysledky ukézaly, ze doSlo kpienosu TVVI1 pomoci extracelularnich vacka do
akceptorovych buné¢k trichomonad. Infekce trichomonad ale nebyla stabilni, protoze hladina TVV1
klesala v kultufe trichomonad s kazdou pasazi.

V predchozim experimentu, kdy byly akceptorové bunky trichomonad koinkubovany
s extracelularnimi vacky s viry v médiu TYM se sérem, klesala relativni genova exprese RdRp
TVV1 vkultufe trichomonad mnohem rychleji nez pii koinkubaci akceptorovych bunck
trichomonad s extracelularnimi vacky s viry v médiu TYM bez séra. Lze tedy pfepokladat, ze
pritomnost konského séra v médiu TYM ma vliv na pfenos TVV do bunék trichomonad pomoci

extracelularnich vacka.
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Obr. 17 Krivky tani amplikoni RdRp TVV1. Jako pozitivni kontrola byla pouzita totalni RNA z bunék Tv79-49c1* PAC-
BirA. Jako negativni kontrola byla pouzitd totalni RNA z bunék Tv79-49c1- G418-PFK. Pfislusné sekvence cDNA byly
amplifikovany pomoci primert pro RdRp TVV1 (tab. 5). (EV) Kontrola pfitomnosti TVV1 v extracelularnich vaécich. Pomoci
specifickych primerd (tab.5) byla v extraculularich vaécich detekovana ptitomnost RdRp TVV1. (p1-p5) Cislo pasaze, ve
které byl metodou RT-gPCR detekovan TVV1.
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Obr. 18 Relativni genova exprese TVV1 jednotlivych pasazich. K uréeni relativni genové exprese byl pouzit referenéni
gen DNATopll a pozitivni kontrola byla pouzita totalni RNA z bunék Tv79-49c1* PAC-BirA.

5.4.3 Kokultivace infikovanych trichomonad Tv79-49¢1* PAC-BirA a neinfikovanych
trichomonad Tv79-49¢1- G418-PFK v médiu TYM se sérem

Cilem experimentu bylo zjistit, zda se TVV ptenasi mezi trichomonadami pfirozenéjsi cestou, tj.
pti spolec¢né kultivaci (kokultivaci) infikovanych a neinfikovanych trichomonad v médiu TYM se
sérem. Jako donor TVV byl vybran infikovany kmen Tv79-49¢c1™ PAC-BirA a jako akceptor TVV
byl vybran izogeni kmen Tv79-49c1- G418-PFK, ktery viry neobsahuje. V donorovém kmeni
Tv79-49¢c1* PAC-BirA byla metodou RT-qPCR prokazana ptitomnost TVVI1, TVV2 a TVV3,
zatimco u akceptorového kmene Tv79-49c1- G418-PFK pfitomnost TVV prokazana nebyla (obr.
21ACD). Kmen Tv79-49¢c1” PAC-BirA epizomalné exprimuje protein BirA a je rezistentni na
puromycin. Kmen Tv79-49c1- G418-PFK epizomaln¢ exprimuje protein PFK a je rezistentni na
geneticin. Oba kmeny trichomonad byly nejprve spoleéné kokultivovany v médiu TYM bez
antibiotik. Diky tomu, ze oba kmeny trichomonad epizomalné exprimuji rozdilné proteiny, bylo
mozné imunoblotem ovéfit pritomnost obou kmend v kultufe béhem kokultivace. Aby bylo mozné
zjistit, zda béhem kokultivace doslo k pfenosu TVV do akceptorovych bunek Tv79-49c1- G418-
PFK, byl z kultury eliminovan infikovany kmen Tv79-49c1* PAC-BirA (ke kultufe trichomonad
byl pfidan geneticin, na ktery je rezistentni pouze akceptor virtt Tv79-49c1- G418-PFK). Eliminace
donorového kmene Tv79-49c1™ PAC-BirA byla ovéfena imunoblotem a metodou RT-qPCR. Po
pfidani geneticinu byla z kultury pravideln€ izolovana totalni RNA, ve které byla specifickymi
primery (tab. 6) prokazana pfitomnost ¢i absence transktiptli genu Bird a genu PAC. Gen Bira a
PAC je transkribovan v infikovanych trichomonadach Tv79-49¢c1® PAC-BirA. V trichomonadach
Tv79-49¢c1 G418-PFK nejsou tyto geny pritomné a nemohou byt tedy transkribovany. Eliminace
donorového kmene byla tedy potvrzena absenci proteinu BirA (imunoblot) a absenci transkriptl
genu Bird a PAC (RT-qPCR). Béhem experimentu byla metodou RT-qPCR sledovana pfitomnost a

hladina TVV1, TVV2 a TVV3 v kultuie trichomonad.
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Diky tomu bylo mozné zjistit, zda doslo k ptenosu TVV do akceptorovych bunék Tv79-49cl-
G418-PFK a zda ptipadna infekce trichomonad byla stabilni.

Oba kmeny byly nejprve spole¢né kokultivovany 5 pasazi v médiu TYM bez antibiotik
(kazdych 24 hodin byly trichomonady pfeneseny do nového média TYM bez antibiotik).
Imunoblotem bylo prokazano, ze v kazdé pasazi byl exprimovan protein PFK i1 BirA (obr. 19). Oba
kmeny byly tedy pritomné v kultufe po celou dobu kokultivace. Po 5. pasazi byl ke kultufe ptfidan
geneticin, aby byl eliminovan donor virt, tj. kmen Tv79-49c1” PAC-BirA. Trichomonady byly
dale kultivované do 40. pasaze v médiu TYM s geneticinem (kazdych 24 hodin byly trichomonady
pteneseny do nového média TYM s geneticinem). Imunoblotem bylo ve vybranych pasazich (tj.
v pasazi 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 a 30) ovefeno, zda po pfidani geneticinu jiz nebyly v kultuie
7adné trichomonady, které exprimuji protein BirA (tj. infikované trichomonady Tv79-49¢1" PAC-
BirA). Imunoblot prokazal, ze protein BirA byl v kultufe trichomonad exprimovan do 7. pasaze a
v dalsich pasazich jiz nebyl detekovan (obr. 19). Nicmén¢ imunoblot neni dostatecné citliva
metoda, aby potvrdila, Ze v kultufe jiz nejsou zadné trichomonady, které exprimuji protein BirA.
Proto byla zvolena velmi citlivd metoda RT-qPCR, kterou bylo ve vybranych pasazich (tj. v pasazi
5,7, 10, 15, 20, 25 a 30) ovéieno, Ze po pridani geneticinu vymizely z kultury trichomonady, které
transkribuji gen Bird a gen PAC (tj. trichomonady Tv79-49c1® PAC-BirA). Analyza kiivek tani
amplikon BirA prokazala, ze transkripty genu BirAd byly v kultufe detekovany do 7. pasaze. V
nasledujicich pasazich (tj. v pasazi 8, 9, 10, 15, 20, 25 a 30) jiz pfitomnost transkripti genu BirA
prokazana nebyla, coZ odpovida vysledkiim imunoblotu (obr. 20A). Analyza ktivek tani amplikont
PAC prokazala, Ze transkripty genu PAC byly detekovény v kultufe pouze pred pfidanim
geneticinu (tj. do 5. pasaze) (obr. 20B). Dale bylo ovéfeno, jak se zménila hladina transkripti genu
Bir4 v kultufe trichomonad po ptidéni geneticinu. Analyzou vysledki RT-qPCR byla stanovena
v kultufe trichomonad relativni genova exprese genu BirA pied a po pfidani geneticinu (tj. v 5. a 7.
pasazi). Tato analyza prokazala, ze v 7. pasazi byla relativni genova exprese genu BirA priblizné
700x niz$i, nez v kultufe trichomonad pifed pridanim geneticinu (tj. v 5. pasazi) (obr. 22A).
V nasledujicich pasazich jiz nebyly transkripty genu BirA detekovany (obr. 20A). Relativni genova
exprese genu PAC byla stanovena pouze v 5. pasazi (obr. 22A), protoZe v nasledujicich pasazich
jiz pritomnost transkripti genu PAC nebyla prokazana (obr. 20B). Vysledky RT-qPCR a
imunoblotu prokazaly, ze doslo k eliminaci donorového kmene Tv79-49c1” PAC-BirA po 7. pasazi
kokultivace.

Cilem experimentu bylo zjistit, zda se TVV pfienesl z trichomonad Tv79-49¢1" PAC-BirA
do trichomonad Tv79-49c1” G418-PFK. Metodou RT-qPCR (analyza kfivek tani amplikoni RdRp)
byla ovéfena pfitomnost ¢i absence RdRp TVV1 ve vybranych pasazich (tj. v pasazi 5, 7, 10, 15,
20, 25, 30, 35 a 40). RT-qPCR prokazala, ze TVV1 byl v kultufe trichomonad detekovan az do 30.
pasaze (obr. 21A). V nasledujicich pasazich (tj. v pasazi 35. a 40.) jiz pfitomnost TVV1 nebyla
prokazana (obr. 21B). Dale nas zajimalo, jak se ménila hladina TVV1 v kultufe trichomonad
béhem experimentu. Proto byla stanovena analyzou vysledkid RT-qPCR relativni genova exprese
RdRp TVV1 ve vybranych pasazich (tj. v pasazi 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30, 35 a 40). Tato analyza
prokézala, Ze po 5. pasazi kokultivace (tj. po pfidani geneticinu ke kultufe) klesala relativni genova
exprese RARp TVV1 v kultufe trichomonad s kazdou nasledujici pasazi (obr. 22B). V pasazi 35. a
40. jiz nebyl TVV1 vibec detekovan (obr. 21B).
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Vzhledem k tomu, Ze v 35. a 40. pasazi nebyla pfitomnost TVV1 prokazana, nebylo nutné v téchto
pasazich overovat pritomnost transkripti genu BirA4 a genu PAC.

Dale bylo ovéfeno, zda doslo k pfenosu TVV2 a TVV3 z trichomonad Tv79-49¢1" PAC-
BirA do trichomonad Tv79-49c1- G418-PFK. Metodou RT-qPCR (analyza kiivek tani amplikont
RdRp) byla ve vybranych paséazich (tj. v pasazi 5, 10 a 40) ovéfena ptitomnost ¢i absence RdRp
TVV2 a TVV3. RT-qPCR prokazala, ze TVV2 a TVV3 byl v kultufe ptitomny pouze do 5. pasaze
(4. pted pridanim geneticinu) (obr. 21CD). Relativni genova exprese RdRp TVV2 a TVV3 byla
uréena pouze v 5. pasazi, protoze v nasledujicich pasazich jiz ptitomnost TVV2 a TVV3 prokazana
nebyla (obr. 22B).

Ziskan¢ vysledky prokazaly, Zze po pfidani geneticinu byl zkultury trichomonad
eliminovan donor vird, tj. kmen Tv79-49c1™ PAC-BirA. Po eliminaci donorového kmene byla
v kultufe trichomonad stale ptitomna RdRp TVV1. Doslo tedy k ptenosu TVV1 z trichomonad
Tv79-49¢1” PAC-BirA do trichomonad Tv79-49c1- G418-PFK. Infekce trichomonad Tv79-49cl
G418-PFK vsak nebyla stabilni, protoze relativni genova exprese RdRp TVV1 klesala s kazdou
pasazi az virus vymizel upln€. TVV2 a TVV3 se neptenesly vibec, protoze RARp TVV2 a TVV3
nebyla po pfidani geneticinu v kultuie detekovana. TVV2 a TVV3 byl tedy eliminovan z kultury
spole¢né s kmenem Tv79-49¢1* PAC-BirA.

Primer Sekvence primeru 5¢— 3¢

BirA qForw. TGATCGTATCGGAGAGCTTAAA
Biotin ligiza (BirA) BirA gRev. CGCCAGAACATCGACAAATATAA
Puromycin N-acetyl Puro qForw. GTCACCGAGCTGCAAGAA
Transferaza (PAC) Puro qRev. CCGATCTCGGCGAACAC

Tab. 6 Primery pouzité pro detekci transkriptd genu BirA a PAC.

Pridani geneticinu

p1 p2 p3 p4b pSl p6 p7 p8 p9 p10 p15 p20 p25 p30

~35 KD 2 | S ——— —— — <«— BirA (~35 kDa)

~35 kDa me (D I S *.—- -”- «—PFK (~35 kDa)
: —

Obr. 19 Detekce rekombinantnich proteinti BirA a PFK ve vybranych pasazich pomoci imunoblotu. Rekombinantni
protein BirA (~35 kDa) byl detekovan primarni mysi protilatkou proti V5 tagu a sekundarni protilatkou konjugovanou

s kfenovou peroxidazou. Rekombinantni protein PFK (~35 kDa) byl detekovan primarni krali¢i protilatkou proti HAHA tagu a
sekundarni protilatkou konjugovanou s kfenovou peroxidazou. (p1 — p30) Cislo pasaze, ve které byl detekovan
rekombinantni protein BirA a PFK imunoblotem.
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Obr. 20 Krivky tani amplifikovanych usekt tanskriptd genu BirA a PAC. Jako pozitivni kontrola byla pouzita totalni
RNA z bunék Tv79-49c1* PAC-BirA. Jako negativni kontrola byla pouzita totalni RNA z bunék Tv79-49c1- G418-PFK.
(A) Prislusné sekvence cDNA byly amplifikovany pomoci primerG pro BirA (tab. 6) (B) Prislusné sekvence cDNA byly

amplifikovany pomoci primert pro PAC (tab. 6). (p5-p30) Cislo pasaZe, ve které byly metodou RT-qgPCR detekovany
transkipty genu BirA a PAC.
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Obr. 21 Krivky tani amplikonti RdARp TVV1, TVV2 a TVV3. Jako pozitivni kontrola byla pouZita totalni RNA z bunék Tv79-
49c1* PAC-BirA. Jako negativni kontrola byla pouzita totalni RNA z bunék Tv79-49c1- G418-PFK. (A) Prislusné sekvence
cDNA byly amplifikovany pomoci primert pro TVV1 (tab.5). (B) Prislusné sekvence cDNA byly amplifikovany pomoci
primertd pro TVV1 (tab.5). (C) Prislusné sekvence cDNA byly amplifikovany pomoci primerd pro TVV2 (tab.5). (D) Pfislusné

sekvence cDNA byly amplifikovany pomoci primert, které nasedaji na specifické sekvence cDNA TVV3 (tab.5). (p5-p40)
Cislo pasaze, ve které byl metodou RT-gPCR detekovan TVV1, TVV2 a TVV3.
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Obr. 22 Relativni genova exprese genu BirA, PAC a RdRp TVV1, RdRp TVV2 a RdRp TVV3 ve vybranych pasazich.
K ur€eni relativni genové exprese byl pouzit referencni gen DNATopll a jako pozitivni kontrola byla pouzita totalni RNA z
bunék Tv79-49c1* PAC-BirA. (A) Relativni genova exprese genu BirA a PAC ve vybranych pasazich. (B) Relativni genova
exprese RdRp TVV1, TVV2 a TVV3 ve vybranych pasazich.

5.4.4 Kokultivace infikovanych trichomonad Tv79-49c1® PAC-BirA a neinfikovanych
trichomonad Tv79-49¢1- G418-PFK v médiu TYM bez séra

Cilem experimentu bylo zjistit, zda ma konské sérum vliv na pfenos TVV mezi trichomonadami pti
kokultivaci infikovanych a neinfikovanych trichomonad. V pfedchozim experimentu byly
akceptorové buniky Tv79-49¢1- G418-PFK kokultivovany s donorem vir Tv79-49c1™ PAC-BirA
v médiu TYM s koniskym sérem. Kofiské sérum vsak obsahuje exosomy a dalsi mikrovesikly, které
by mohly narusit pfenos viri pomoci extracelularnich vacki mezi bunkami trichomonad. Aby bylo
mozné ovérit, zda ma konské sérum v médiu TYM vliv na prenos TVV, byl donorovy kmen Tv79-
49c1” PAC-BirA kokultivovan s akceptorovym kmenem Tv79-49c1- G418-PFK v médiu TYM bez
ptridaného konského séra.

Metodou RT-qPCR (analyza kiivek tdni amplikoni RdRp) byla prokézana pfitomnost
TVV1 v donorovém kmeni Tv79-49cl* PAC-BirA, zatimco u kmene Tv79-49cl- G418-PFK
ptitomnost TVV1 prokazana nebyla (obr. 23B).

Oba kmeny byly kokultivovany 4 hodiny v médiu TYM bez séra a bez geneticinu. V
prabéhu 4 hodin byl mikroskopicky kontrolovan stav bunék. Po 4 hodinach bylo ptidano konské
sérum a geneticin, ktery eliminoval donor TVV1 Tv79-49¢1* PAC-BirA. Trichomonady byly poté
kultivovany 40 pasdzi vmédiu TYM se sérem a s geneticinem (kazdych 24 hodiny byly
trichomonady preneseny do nového média TYM s koiiskym sérem a s geneticinem). Metodou RT-
gPCR bylo ve vybranych pasazich (tj. v pasazi 1, 5, 10, 15, 20, 30 a 40) ovéfeno, ze po pridani
geneticinu vymizely z kultury trichomonady, které transkribuji gen Bird (tj. trichomonady Tv79-
49¢1” PAC-BirA). Analyza ktivek tani amplikond Bird prokazala, ze transkripty genu Bird byly
v kultufe detekovany pouze v 1. pasazi (obr. 23A). V nésledujicich pasazich (tj. v pasazi 8§, 9, 10,
15, 20, 25 a 30) jiz nebyla ptitomnost transkriptd genu Bird prokazana (obr. 23A). Relativni
genova exprese genu Bird byla stanovena pouze v prvni pasdzi, protoze v nasledujicich pasazich

jiZ ptitomnost transkripti genu Bird nebyla prokazana (obr. 24A).
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Cilem experimentu bylo zjistit, zda se TVV1 pftenesl z trichomonad Tv79-49c1”™ PAC-BirA do
trichomonad Tv79-49c1- G418-PFK. Metodou RT-qPCR (analyza kiivek tani amplikonti RdRp)
byla ovéfena pfitomnost ¢i absence RARp TVV1 ve vybranych pasazich (tj. v pasazi 1, 5, 10, 15,
20, 30 a 40). Tato analyza prokazala, ze TVV1 byl v kultufe ptfitomny az do 20. pasaze (obr. 23B).
TVV1 v kultufe trichomonad béhem experimentu. Proto byla stanovena analyzou vysledkt RT-
gPCR relativni genova exprese RdRp TVV1 ve vybranych pasézich (tj. v pasazi 1, 5, 10, 15, 20, 30
a 40). Tato analyza prokazala, Ze po vymizeni transkripti genu Bir4 z kultury trichomonad, doslo k
poklesu relativni genové exprese RdRp TVV1 v kazdé nésledujici pasazi (obr. 24B).

Ziskan¢ vysledky prokazaly, Zze po pfidani geneticinu byl zkultury trichomonad
eliminovan donor vird, tj. kmen Tv79-49c1™ PAC-BirA. Po eliminaci donorového kmene byla
v kultufe trichomonad stale ptitomna RdRp TVV1. Doslo tedy k ptenosu TVV1 z trichomonad
Tv79-49¢1” PAC-BirA do trichomonad Tv79-49c1- G418-PFK. Infekce trichomonad Tv79-49cl
G418-PFK vsak nebyla stabilni, protoze relativni genova exprese RdRp TVV1 klesala s kazdou
pasazi az virus vymizel uplné. Dale bylo prokazéano, ze kofiské sérum ma vliv na ptfenos TVV do
bunék trichomonad. Pti kokultivaci infikovanych a neinfikovanych trichomonad v médiu TYM se
sérem byla v 10. pasazi (tj. 5 pasazi od pfidani geneticinu) relativni genova exprese RdRp TVV1
ptiblizné 1000x niz8i nez v trichomonadach Tv79-49¢c1™ PAC-BirA. Pti kokultivaci infikovanych a
neinfikovanych trichomonadd v médiu TYM bez séra, byla v 5. pasazi (tj. 5 pasazi od pfidani
geneticinu) relativni genova exprese RARp TVV1 pfriblizné 25x niz§i nez v trichomonadach Tv79-
49c1” PAC-BirA. Piiobou experimentech byl TVV1 detekovan do 20. pasaze od piidani

geneticinu.
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Obr. 23 Krivky tani amplikond transkriptd genu BirA a PAC. Jako pozitivni kontrola byla pouzita totalni RNA z bunék
Tv79-49c1* PAC-BirA. Jako negativni kontrola byla pouzita totadlni RNA z bunék Tv79-49c1- G418-PFK. (A) Pfislusné
sekvence cDNA byly amplifikovany pomoci primera pro BirA (tab. 6) (B) Prfislusné sekvence cDNA byly amplifikovany
pomoci primer(i pro TVV1 (tab. 5). (p5-p40) Cislo pasaZe, ve které byly metodou RT-gPCR detekovany transkripty genu
BirA a RNA RdRp TVV1.
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Obr. 24 Relativni genova exprese genu BirA a RdRp TVV1 ve vybranych pasazich. K ur€eni relativni genové exprese
byl pouzit referen¢ni gen DNATopll a pozitivni kontrola byla pouzita totalni RNA z bunék Tv79-49c1* BirA. (A) Relativni
genova exprese genu BirA ve vybranych pasazich. (B) Relativni genova exprese RdRp TVV1 ve vybranych pasazich.

5.4.5 Kokultivace infikovanych trichomonad Tv79-49¢1* PAC-BirA a neinfikovanych
trichomonad Tv79-49c1- G418-PFK s HaCaT buiikami v médiu GMP

Cilem experimentu bylo zjistit, zda se na ptenosu TVV mezi trichomonadami mohou podilet lidské
epitelialni buniky. Pro tento experiment byly jako epitelidlni buiiky zvoleny HaCaT bunky. HaCat
buiiky jsou spontanné imortalizované lidské keratinocyty a mimo organoidi jsou tak vhodnym
modelem vaginalniho epitelu in vitro.

V praci Twu et al. 2013 bylo prokazano, Ze exosomy z trichomonad mohou transportovat
svilj obsah do bungk epitelu. Je tedy mozné, Ze se do epitelidlnich bun¢k mize uvolnit i TVV, ktery
je s nejvetsi pravdépodobnosti uvniti extracelularnich vacka. Pti infekcei trichomonadami dochazi
k cytolyze bun¢k vaginalniho epitelu. Fragmenty epitelialnich bunék jsou poté fagocytovany
trichomonadami (Midlej and Benchimol 2010). Pokud je tedy TVV z extracelularnich vacka do
epitelialnich bun€k, mtize byt TVV fagocytovan trichomonddami spolu s fragmenty epitelialnich
bun¢k. Pro ovétreni této hypotézy byly epitelialni HaCaT buiky kokultivovany s infikovanymi a
neinfikovanymi trichomonadami v médiu GMP. Donor TVV1 byl infikovany kmen Tv79-49¢1*
PAC-BirA s rezistenci na puromycin a akceptor TVV1 byl kmen Tv79-49c1- G418-PFK (bez virl)
s rezistenci na geneticin. Metodou RT-qPCR (analyza kiivek tani amplikonti RdRp) byla prokazéana
ptitomnost TVV1 v donorovém kmeni Tv79-49c1® PAC-BirA, zatimco u kmene Tv79-49cl”
G418-PFK ptitomnost TVV1 prokazana nebyla (obr. 25).

Oba kmeny trichomonad byly spole¢né kultivované s HaCaT buiikami v médiu GMP v 5%
CO; po dobu 72 hodin. Po 72 hodinéch kokultivace byly trichomonady pieneseny do média TYM
s agarem, koniskym sérem a geneticinem, ktery eliminoval donor TVV1 Tv79-49¢c1™ PAC-BirA.
Trichomonady byly déale kultivovany do 30. pasaze vmédiu TYM bez agaru s geneticinem
(kazdych 24 hodin byly trichomonady pieneseny do nového média TYM s geneticinem). Cilem
experimentu bylo zjistit, zda doslo k ptenosu TVVI1 do trichomonad Tv79-49cl- G418-PFK.
Metodou RT-qPCR (analyza kiivek tani amplikond RdRp) bylo prokazano, Zze RdRp TVV1 nebyla
v z&dné z vybranych pasazich (tj v pasazi 5, 10, 15, 20, 25 a 30) detekovana (obr. 25).
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Ziskané vysledky tedy prokazaly, ze b&hem kokultivace infikovanych trichomonad Tv79-49c1”
PAC-BirA a neinfikovanych trichomonad Tv79-49cl- G418-PFK (bez virt)) s buiikami HaCaT
nedoslo k pfenosu TVV1 do bun¢k Tv79-49cl- G418-PFK. V pfitomnosti trichomonad doslo
k destrukci HaCat bun¢k a nebylo tak mozné ovéfit, zda béhem kokultivace s trichomonadami
doslo k ptenosu TVV1 do HaCat bun¢k.

Tv79-49c1+ PAC-BirA
=
T
=
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v s
: Tv79-49c1-G418-PFK P10 15
\ _ﬁ»;_//pm
i / p25
// / p30
e Sl
.\‘\
N
S

'c Teploia (°C)

Obr. 25 Krivky tani amplikoni RdRp TVV1. Jako pozitivni kontrola byla pouzita totalni RNA z bunék Tv79-49c1* PAC-
BirA. Jako negativni kontrola byla pouzita totalni RNA z bunék Tv79-49c1- G418-PFK. Pfislusné sekvence cDNA byly
amplifikovany pomoci primer(i pro TVV1 (tab. 5). (p5-p30) Cislo pasaZe, ve které byl metodou RT-gPCR detekovana RNA
RdRp TVV1.
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6 Diskuse

Vétsina studovanych kmend Trichomonas vaginalis je infikovano dsRNA viry, tzv.
trichomonasviry (TVV). Tyto viry byly zatazeny do rodiny Totiviridae, do které patii i dalsi
dsRNA viry parazitickych protist (Giardiavirus a Leishmania RNA virus) (Barrow et al. 2020).
Genom TVV koéduje kapsidovy protein a RNA-dependentni RNA polymerazu. TVV se prenasi
vertikdlné béhem buné¢ného déleni z mateiské buiiky na dcefinou (Liu, Chu, and Tai 1998;
Narayanasamy et al. 2021). Zatim nebyl prokazan horizontalni pfenos TVV, a ackoliv jsou
trichomonady schopné endocytovat izolovany TVV (Benchimol et al. 2002), tak touto cestou
nedochdzi k infekci bun¢k (Wang and Wang 1986).

Castice TVV jsou uvoliiovany z infikovanych trichomonad uvnitt malych extracelularnich
vackl — exozomtl (Rada et al. 2022). Diky t€émto vackiim mohou trichomonady komunikovat mezi
sebou a modulovat imunitni odpovéd’ hostitele (Twu et al. 2013). Cilem této diplomové prace bylo
zjistit, zda se TVV mulze pfendSet mezi bunkami trichomondd pomoci téchto extracelularnich
vackd.

Prvnim tkolem mé diplomové prace bylo otestovat vybrané kmeny trichomonad na
ptitomnost TVV. Bunky T. vaginalis mohou byt infikované ¢tyfmi rdznymi druhy TVV (TVV1,
TVV2, TVV3 a TVV4) (Goodman et al. 2011). Trichomonady mohou byt infikovany jednim c¢i
vice druhy TVV najednou. Nejcastéji se u trichomonad vyskytuje TVV1 a nejméné pak TVV4
(Jehee et al. 2017; Margarita et al. 2019). Celkem bylo v této praci otestovano pét vybranych
kment 7. vaginalis: Tv79-49, TvCl, TvJH-31A, TvT1 a Tv17-48. Metodou RT-PCR byla ve
vybranych kmenech prokdzana pifitomnost ¢i absence RNA RNA-dependentni RNA polymerazy
(RdRp) TVV1-4. Touto metodou bylo prokazano, ze kmen Tv79-49 je infikovan TVV1, TVV2 a
TVV3. TvCl je infikovan TVV2 a TVV3. Kmeny TvJH-31A a TvT]1 jsou infikovany pouze TVV1
a kmen Tv17-48 zadné TVV neobsahuje. Ziskané vysledky byly porovnany s praci Hampl et al.
2001. Hampl et al. 2001 prokazali pfitomnost TVV u kmenid Tv79-49 a TvCl a u kmene Tv17-48
ptitomnost TVV neprokazali, coz odpovida vysledkim této diplomové prace. Neprokazali vSak
ptitomnost TVV u kmene TvJH-31A, zatimco v této diplomové praci byl v buiikach kmene TvJH-
31A detekovan TVV1. Rozporné vysledky mohly byt zpsobeny rozdilnymi metodami, které byly
pouzity pro detekci TVV v trichomonadach. V praci Hampl et al. 2001 izolovali z trichomonad
nukleové kyseliny, které byly rozdéleny podle velikosti pomoci elektroforézy v 1% agarézovém
gelu. Pritomnost TVV byla prokazana specifickym bandem, ktery odpovidal velikosti genomu viru.
Zatimco v této diplomové praci byla k detekci TVV v trichomonadach pouzita velmi citlivda metoda
RT-PCR.

Viry zrodiny Totiviridae, které infikuji parazitické prvoky vyuzivaji rizné strategie
k opusténi hostitelské bunky. Bunky Giardia intestinalis infikované Giardiavirem uvoliuji
samotné viriony do kultivacniho média, aniz by doSlo k naruSeni bun¢k parazita (Wang and
Wang 1986). U giardii zatim nebyla prokazana jina cesta, kterou by mohl Giardiavirus opustit
infikované buiky. Leishamia RNA virus 1 (LRV1) infikuje parazitické prvoky rod Leishmania.
V praci Atayde et al. 2019 prokazali, ze LRV1 se uvoliluje z infikovanych paraziti uvnitt
exozomu. LRV1 byl také detekovan mimo exozomy. Je tedy mozné, ze infikované leishmanie
uvoliuji do okoli samotné Castice LRV1. Tento rok bylo prokazéano, ze stejn¢ jako LRV1 se také
TVV uvolnuje z infikovanych trichomonad uvniti exozomi (Rada et al. 2022).
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Tomu odpovidaji vysledky této diplomové prace. Kapsidovy protein TVV3 byl detekovan ve frakcei
extracelularnich vacklt. Kapsidovy protein TVV3 nebyl detekovan v médiu, ve kterém byly
trichomonady inkubovany.

V praci Rada et al. 2022 detekovali TVV 1 mimo extracelularni vacky. Virus se vSak mohl
nespecificky uvolnit z umirajicich a stresovanych trichomonad béhem izolace extraceluldrnich
vacku. Nelze vsak vyloucit, Ze infikované trichomonady mohou vyluCovat samotné Castice TVV
do svého okoli.

Jiz dfive bylo prokazano, ze nékteré viry mohou infikovat dalsi buiky hostitele pomoci
extracelularnich vackt. Uvnitt extracelularnich vackt z infikovanych bunék se mulze nachéazet
replikacné kompetentni virovda RNA ¢i dokonce celé viriony. Diky exozomiim se mezi buiikami
hostitele mize $ifit napiiklad virus hepatitidy C. Buiiky infikované timto virem vylucuji exozomy,
které obsahuji virovou RNA a jsou tak schopné infikovat dalsi bunky hostitele virem hepatity C
(Longatti, Boyd, and Chisari 2015). Dal§im ptikladem viru, ktery k pfenosu vyuziva
extracelularni vacky je virus reprodukéniho a respiratorniho syndromu prasat (PRRSV). Z bunck
infikovanych timto virem jsou vylu¢ovany exozomy, které obsahuji virovou RNA a tyto vacky tak
mohou infikovat naivni buiniky timto virem (Wang et al. 2018). Burnky infikované viry mohou
vylucovat pomoci extracelularnich vacki i viriony. Exozomy s viriony vylucuji naptiklad bunky
infikované lidskym polyomavirem 2. Viriony se nachdzi uvnité exozomi anebo jsou piipojené na
vnéjsi stran¢ membrany vacku. Bylo prokazano, Ze tyto exozomy jsou schopné infikovat dalsi
buriky lidskym polyomavirem 2 (Morris-Love et. al. 2019).

Zajimalo nas tedy, zda se 1 Trichomonasvirus mize prenasen mezi trichomonadami pomoci
extracelularnich vackli. Pro ovéreni této hypotézy byly spolecné kokultivované neinfikované
trichomonady s infikovanymi, tj. sdonorem extracelularnich vacki s TVV. Jako donor
extracelularnich vackt s TVV byl vybran kmen trichomondd, ktery je infikovan TVVI1, TVV2 a
TVV3. Aby se zvysila pravdépodobnost prenosu TVV, tak jako akceptor vird byl vybran izogenni
kmen, ktery byl vyléceny od virti 2°-C-methyl-cytidinem (Narayanasamy et al. 2021). Aby bylo
mozné odliSit izogenni kmeny béhem kokultivace, tak infikované trichomonady byly
transformovany plasmidem s vloZenym genem pro expresi biotin ligazy (BirA) a s genem pro
rezistenci na puromycin (PAC). Trichomonddy bez vird byly transformované plasmidem
s vlozenym genem pro expresi fosfofruktokinazy (PFK) a genem pro rezistenci na geneticin
(G418). Uvnitt extracelularnich vackd z infikovanych trichomonad byl detekovan kapsidovy
protein TVV1 a TVV3. Ve vacécich byla také prokdzana pritomnost RNA RNA-dependentni RNA
polymerazy (RdRp) TVVI1, TVV2 a TVV3. Tim bylo prokazéno, ze se uvniti extracelularnich
vackl z infikovanych trichomonad nachazi TVV1-3. Pitomnost kapsidovych proteini a RNA
RdRp TVV v extracelularich vaccich z infikovanych trichomonad byla také prokazana v praci
Rada et al. 2022. Infikované a neinfikované trichomonady byly nejprve spolecné kokultivovany
v médiu se sérem a poté byl pfidan geneticin, aby byl eliminovéan infikovany kmen trichomonad.
Po pridani geneticinu vymizely z kultury trichomonad transkripty genu PAC a BirA. Spolu
s transkripty Bird a PAC vymizel z kultury trichomonad i TVV2 a TVV3. Vymizeni transkriptt
Bird a PAC spolu s TVV2 a TVV3 z kultury trichomonad prokazuje, Ze skute¢né doslo k eliminaci

infikovaného kmene trichomonad.
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TVV1 byl v kultufe trichomondd detekovan 20 dni po ptridani geneticinu. Doslo tedy k pfenosu
TVV1 do akceptorového kmene trichomonad. Infekce trichomonad vsak nebyla stabilni, protoze
hladina TVVI1 postupné klesala s kazdym dnem az doslo k uplnému vymizeni viru. Podobné
vysledky byly pozorovany pii kokultivaci leishmanii infikovanych LRV1 a neinfikovanych
leishmanii. Po odstranéni leishmanii s viry byl detekovan LRV1 v burnikdch leishmanii, které byly
puvodné bez virt. Stejné jako v pfipadé TVV1 dochazelo béhem experimentu k poklesu hladiny
LRVI a béhem dvou tydnu virus z kultury leishmanii vymizel upln¢ (Atayde et al. 2019).

Jak jiz bylo zminéno, tak kokultivace infikovanych a neinfikovanych trichomonad
probihala v médiu se sérem. Zvifeci séra jsou bézné¢ pouzivand v laboratofich ke kultivaci
organismu in vitro. Sérum vsak obsahuje extracelularni vacky, které mohou zabranit pienosu TVV
(Aswad, Jalabert, and Rome 2016). Proto bylo ovéfeno, zda ma pfitomnost séra v médiu vliv na
pfenos TVV1 mezi trichomonddami. Infikované a neinfikované trichomonady byly nejprve
kokultivovany v médiu bez séra a poté bylo do média ptidano sérum a geneticin, ktery eliminoval
infikovany kmen z kultury trichomonad. TVV1 byl detekovan v kultute trichomonad 20 dni od
pridani geneticinu, coz odpovida experimentu, kdy byly infikované a neinfikované trichomonady
kokultivovany v médiu se sérem. Hladina TVV1 vsak byla pfi kokultivaci trichomonad v médiu
bez séra vyznamné vyS$si nez pii kokultivaci v médiu se sérem. Infekce trichomonad TVV1 ani
v tomto piipadé vsak nebyla stabilni.

Aby bylo mozné zjistit, zda je pirenos TVV skutecné zprostfedkovan extracelularnimi
vacky, tak byly extracelularni vacky zinfikovanych trichomonad piidany k neinfikovanym
trichomonadam. Trichomonady byly koinkubovény s extracelularnimi vacky po dobu 5 dni. Jiz po
24 hodinach koinkubace nebyl v kultufe trichomonad detekovan TVV2 ani TVV3. TVVI1 vymizel
zkultury trichomonad druhy den experimentu. Je mozné, Ze doslo kpfenosu TVV1 do
akceptorovych bunék, ale prenesené mnozstvi TVV1 bylo velmi nizké. Pfenosu TVV také mohlo
zabranit sérum, které bylo pfidano do kultivacniho média. Pro ovéfeni této hypotézy byly
neinfikované trichomonady koikubovany s extracelularnimi vacky v médiu bez séra. Poté bylo do
média pridano sérum. TVV1 byl detekovan v kultufe trichomonad az do 5. dne experimentu.
Extracelularni vacky tedy prenesly TVV1 do trichomonad. Infekce trichomonad vSak nebyla
stabilni, protoze hladina TVV1 postupné klesala a 5. den jiz nebyl TVV1 v kultufe trichomonad
detekovan.

Extracelularni vacky tedy mohou ptfenaset TVV1 mezi bunkami trichomonad. Nedochazi
vSak ke stabilni infekci bunek 7. vaginalis. Podobné vysledky byly také pozorovéany v piipadé
LRVI1. Extracelularni va¢ky z infikovanych leishmanii obsahuji LRV1 a jsou schopné infikovat
dalsi leishmanie. Bylo prokézano, Ze touto cestou nedochazi ke stabilni infekci leishmanii a virus
vymizi z leishmanii béhem dvou tydnu (Atayde et al. 2019). Neschopnost extracelularnich vackt
stabiln¢ infikovat trichomonddy TVV by mohla byt zplisobena tim, Ze se uvniti vacki miize
nachazet nekompletni nebo degradovany genom viru. V této diplomové praci se podatilo metodou
RT-qPCR detekovat v extracelularnich vaccich usek RNA RdRp o délce 132 nukleotidii. Genom
nativniho viru obsahuje RNA RdRp o pfiblizné délce 2270 nukleotidi. V praci Rada et al. 2022
detekovali uvnitf extracelulanich vacka fragmenty genomu TVV, coz by mohlo znamenat, Ze

extracelularni vacky skute¢né obsahuji degradovany genom TVV.
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Z extracelularnich vacku se vSak podaftila amplifikovat velk4 cast virového genomu (o velikosti
2000 bp). Nelze tedy vyloucit, ze extracelularni vacky obsahuji kompletni genom TVV (Rada et al.
2022).

Ve vyse zminénych experimentech extracelularni vacky ptenesly pouze TVV1, zatimco TVV2 a
TVV3 se neptenesly vlibec. To mlize byt zplisobeno tim, ze extracelularni vacky obsahuji vyssi
hladinu TVV1 oproti TVV2 a TVV3. Tomu odpovidaji i vysledky prace Narayanasamy et al. 2021,
kde bylo prokazéno, ze TVV1 ma nejvyssi virovou zatéz v infikovanych trichomonadach oproti
TVV2aTVV3.

Jiz diive se Wang and Wang 1986 pokouseli infikovat trichomonady TVV. Trichomonady
bez virt koikubovali s purifikovanymi ¢asticemi TVV. Po inkubaci trichomonad s purifikovanymi
viry se vSak nepodafilo detekovat virovou dsRNA v trichomonadach. Zda se tedy, Zze extracelularni
vacky jsou dulezité pro transport TVV do dalsich trichomonad.

Na rozdil od TVYV, izolovany Giardiavirus je schopny stabiln¢ infikovat buniky Giardia
instestinalis. Giardiavirus je vice termorezistentni a jeho schopny transkripce pfi vy$$im pH nez
Trichomonasvirus (Janssen et al. 2015). Giardiavirus je tedy v extracelularnim prostiedi stabilnéjsi
a diky tomu je pravdépodobné schopny stabilné infikovat dalsi bunky G. infestinalis.

Poslednim experimentem této diplomové prace bylo ovéfit, zda se na pienosu TVV mohou
podilet buiiky epitelu. Jiz diive bylo prokazano, ze extracelularni vacky mohou transportovat sviij
obsah do lidskych epitelidlnich bunék (Twu et al. 2013). Je tedy mozné, ze se do bunck epitelu
muze dostat z extracelularnich vacka i TVV. Pii infekei trichomonadami dochazi k cytolyze bunck
epitelu a fragmenty téchto bun¢k jsou fagocytovany trichomonadami (Midlej and Benchimol
2010). Pokud je tedy TVV uvolnén z extracelularnich vackt do epitelialnich bun¢k, mize byt TVV
fagocytovan trichomonadami spolu s fragmenty epitelidlnich bunék. Pro ovéteni této hypotézy byly
infikované a neinfikované trichomonady kokultivovany spolecné s HaCaT buiikami (spontanné
imortalizované lidské keratinocyty). Béhem této kokultivace vSak nedoslo k pienosu TVV do
neinfikovanych trichomonad. V pfitomnosti trichomonad doslo k destrukci HaCaT bunék a nebylo

tak mozné ov¢étit, zda béhem kokultivace doslo k pfenosu TVV do bungk epitelu.
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7 Zavér
Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda se extracelularni vacky mohou podilet na
prenosu Trichomonasviri mezi bunkami 7. vaginalis.

Jako donor virt byl vybran kmen 7. vaginalis, ktery je infikovany TVV1, TVV2 a
TVV3. V extracelularnich véacécich z tohoto kmene byl detekovan kapsidovy protein TVV1 a
TVV3 a také RNA RNA-dependentni RNA polymerazy TVV1, TVV2 a TVV3. Tim bylo
prokazano, ze extracelularni vacky z infikovanych trichomonad obsahuji TVV. Jako akceptor
virt byl vybran izogenni kmen, ktery byl vyléceny od viri. Pii spole¢né kokultivaci akceptoru
a donoru virt doslo k ptenosu TVV1 do bunék trichomonad. TVV2 a TVV3 se neptenesl
vibec. Aby bylo mozné zjistit, zda je pfenos TVV skute¢né zprostfedkovan extracelularnimi
vacky, tak byly extracelularni vacky s TVV pfidané k neinfikovanym trichomonadam. Béhem
koinkubace neinfikovanych trichomonad s extracelularnimi vacky doslo k pfenosu TVV1. Nedoslo
vSak k ptenosu TVV2 a TVV3. Infekce trichomonad ani v tomto pfipadé nebyla stabilni a doslo
k vymizeni TVV1 z trichomonad.

Vysledky této diplomové prace tedy prokazaly, ze extracelularni vacky mohou pienaset
TVV1 mezi buiikami 7. vaginalis. Touto cestou vSak nedochazi ke stabilni infekci trichomonad.

Neni tedy zatim jasné, zda a jak miize TVV infikovat dalsi buniky 7. vaginalis.
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8 Seznam pouzitych zkratek

Alix
ARF6
BspA
CP
dsRNA
ESCRT
GP63
Hsp
IFN-B
IgA

IL

ILV
LPG
LRVI
LVs
MHC-II
MIP3-a
miRNA
mRNA
MVB
NF-«xB
ORF
PFP
Pmp
RANTES
RdRp
SNARE
TLR-3
TNF-a
Tsgl01
tsRNA
TVV
UTR
Vps

ALG-2-interactiong protein X
ADP-ribosylation factor 6
bacteroides surface protein A
cysteine protease

double-stranded RNA

endosomal sorting complex required for transport
glycoprotein 63

heat shock protein

Interferon-p

imunoglobulin A

interleukin

intraluminal vesicles
lypophosphoglycan

Leishmania RNA virus 1

large vesicles

major histocompatibility comples-II
macophage inflammatory protein 3a
micro RNA

messenger RNA

multivesicular body

nuclear factor k B

open reading frame

pore forming proteins

polymorphic membrane protein
regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted
RNA-dependent RNA polymerase
shap receptor

toll-like receptor 3

tumor necrosis factor o

tumor susceptibility gene 101
tRNA-derived small RNA
Trichomonasvirus

untranslated region

vacuolar protein sorting
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