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Uvod

1. Uvod

1.1 Trypanosoma brucei

Trypanosoma brucel je paraziticky hiikovec patici do fadu Kinetoplastida.
V klasickém systému zaloZzeném na morfologickychcimfase tentdad cli na dva potady
— TrypanosomatinaT( brucei, T. cruz, T. gambiense, Leishmania donovani, Phytomonas
serpens aj.) a Bodonina (Trypanoplasma, Cryptobia, Bodo aj.), ktery je fylogeneticky
puvodnsjSi (Simpson a kol., 2006).

Spoleénym znakem celéhéddu Kinetoplastida jeffiomnost kinetoplastidové DNA
(Shapiro a Englund, 1995), kter&ibe Fedstavovat az 40% celkové DNA organismu (Luke$
a kol., 1998). Jedna se o zvlastni mitochondridNA, ktera se u paédu Trypanosomatina
vyskytuje ve fornd obrovské sé slozené z kruhovych molekul dvojiho typu, miniki&t a
maxikrouzki (Klingbeil a kol., 2001). Minikrouzky tvid asi 90% kinetoplastidové DNA,
jejich velikost je druho¥ specificka a pohybuje se od 0,5 do 10 kb (Yurcbemkol., 1999).
V mitochondrii jsou minikrouzky vzajenénpropojeny formou katenace do jedin& sktera
ma tvar disku a je uloZena pobliz kinetosom&ikoi (Shlomai, 1994). Minikrouzky koduji
geny pro guide RNA (gRNA), jejichz transkripty nasanformaci pro editovani
maxikrouzkovych gein (Sloof a Benne, 1993). Editovani RNA je procegrktsp@iva ve
vkladani a vyjimani uridih ze sekvence mRNA, figemz dochazi ke z&nam vectecim
ramci (Benne a kol., 1986). Maxikrouzky jsou v nolilondrii @gitomny jen v gkolika
desitkdch kopii a jsou také vzijefnkatenovany uvnit minikrouzki (Shapiro, 1993).
Maxikrouzky jsou typické mitochondridlni geny, lkéekoduji mimo jiné ribozomalni 9S a
12S RNA a podjednotky respé@ich komplex (Benne, 1985).

DalSim unikatnim znakem trypanosom jsou émgn povrchovych antigen
prostednictvim variabilnich povrchovych antigenVSG), které slouzi k ochranpied
imunitnim systémem hostitele (Bridgen a kol., 19'HgktivrgjSi vyuziti glykolyzy parazita,
ktera je nutna pro ziskavani energie védavhostiteli umo#uji glykosomy, zvlastni organely
v cytoplazng bicikovea (Fairlamb, 1989). Mezi ojed#te vlastnosti kinetoplastid pait trans-
splicing a polycistronicka transkripce.

Stredem zajmu vyzkumu se stal odvogénpodad Trypanosomatina, jehoZ zastupci
zpasobuji zavazna onemagni lidi a zvfat. Leishmania zpasobuje klinicky velice variabilni
onemocgni leishmaniézu.T. rhodesiense a T. gambiense jsou pivodci spavé nemoci v

subsaharské Africe. Tato nemo&m® postihuje vice nezub milionu lidi a vice nez 70 000
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lidi ji podlehne (Matthews, 2005). Poddrilihypanosoma brucel brucei zpisobuje u skotu
nemoc zvanou nagana (Bakker a kol., 2000).

Zivotni cyklus T. brucei

T. brucei béhem svého Zivotniho cykluréida dv vyvojova stadia. fenasé moucha
tse-tse Glossina) nasaje parazity spaie s krvi a v jejim travicim traktu secidkovci zmeni
na procyklickou formu. Energeticky metabolismu®ritje zaloZen igvazi na glykolyze se
u tohoto stadia #mi na metabolismus, ktery vyuzZiva glfunkéni mitochondrii (Bowman a
kol., 1972). Procyklické trypanosomy se ze za@sti steva gemig’uji do slinnych ZI4z, kde
se neéni na rychle se dici epimastigoty. Poté se epimastigoténh na metacyklické
trypomastigoty, kitd jsou gipraveni na vniknuti do s&iho hostitele a Zdnaji produkovat
variabilni povrchové glykoproteiny (VSG) (Donels@03). Cely cyklus v glossinrva asi
dva tydny, po nichZ mouchatipkazdém séni ignasi parazity na teplokrevné obratlovce
véetre ¢cloveka.

V mis& vpichu se metacyklické trypanosomy mnozi, nasledkehoz vznika ied.
Poté se dostavaji do lymfatického systému, krvalaich tkani a gni se na Stihlou krevni
formu, ktera se intenziendéli a diky produkci VSG na svém povrchu jsou ckrgnpred
imunitnim systémem hostitele. Rase se v krvi zaou vytvé&et infelkéni trymastigoti, kt&
jsou gipraveni na vstup do mouchy tse-tse (Beinen a H&91) a cely cyklus se opakuje
(Obr. 1).

Tsetse fly Stages Human Stages

Epimastigotes multiphy Teetse fly takes

blood meal . .
in salivary gland. They & N Injectad metacychc
transform into metacyclic finjects metacyclic trypemastigoses]

trypomastigotas transform
trypomastigotes. - k. e into bloodstream
trypomastigotes, which
= are carried to other sites.

Trypomastigotes multiply by
binary fission in various
body fluids, e.g.. blood,
ymph, and spinal fluid,

Procyclic trypomastigotes
leave the midgut and transform
inta epimastigotes

Taatse fly takes
a blood meal

(bloodstraan trypomastigotes. /
are ngested)
© ﬁ; \ A
— [ % w
Bloodstream trypomastigotes )I\q e ——— ™

transform into procyclic o-TrypurnaE!igu!E's in blood
trypomastigotes in tsetse fiy's

midgut, Procyclic tryposmatigotes L%
miultiply by binary fission, b

A = Infective Stage s et
A! Diagnostic Stage hittpsihwevew.dpd. cdc.g ovid pdx

Obr. 1 Zivotni cyklus T. brucei, prevzato zwww.dpd.cdc.gov
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1.2 Prohibitinovy komplex

Prohibitiny jsou vysoce konzervativni proteiny gmanitymi bugénymi funkcemi.
Homology &chto jaderg kdédovanych proteiin miZzeme najit v celéadé organisnt, vcetns
bakterii (Kihara a kol., 1996), kvasinek (McKlungkal., 1995), rostlin (Snedden a Fromm
H., 1997) &lovéka (Sato a kol., 1992). Prohibitinovy komplex PHBtya'en prohibitinem 1
(PHB1) a prohibitinem 2 (PHB2) a je lokalizovan rienych ¢astech biky, vétSinou na
vnitini mitochondrialni membrénale i v cytoplazm a jade (Terashima a kol., 1994; Wang
a kol., 2002).

U Saccharomyces cerevisiae PHB komplex funguje jako chaperon, jehoz funkci je
stabilizovat no¥ syntetizované mitochondrialni proteinyjkladem mohou byt podjednotky
cytochrom c oxidazy Cox2p a Cox3p (Obr. 2) (Nijteankol., 2000). DalSi moznou funkci
PHB komplexu je regulace aktivity m-AAA (matrixiA®ase_ssociated with a variety of
cellular ativities) proteazy, prohibitin zde funguje jakgij@egativni regulator (Obr. 3)
(Steglich a kol., 1999). \Wet moznych, ale minimanexperimentalé podpdenych funkci

Ize ukortit interakci PHB komplexu s mitochondrialnim dyctmad¢etzcem (Nijtmans a kol.,

thiz/\ R cox

2000).

Obr. 2 Schematické znazor#ni ulohy PHB komplexu v biogenezi dychacihofetézce,

pievzato z Nijtmans a kol. (2002).
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PHB tvai na vnitni mitochondrialni membr&n kvasinky vysokomolekularni
komplex o molekulové hmotnosti 1 MDa. Vzhledertoku, Ze kvasinkovy PHB1 ma 32
kDa a PHB2 34 kDa, znamen4 to, Zze PHB komplexggetv12 — 16 kopiemi obou protéin
(Nijtmans a kol., 2000). Podobna struktura PHB ktaxyp byla nalezena také v mitochondrii
u hat’atka ( Sanz a kol.,2003 ).

i-AAA
protease
prohibitins  (Yme1)

?

(Phb1/Phb2)

)

protease
[Ytai0/Yta12)

Matrix

ABC transporter
(Mdi1)

Obr. 3 Prohibitinovy komplex v proteolitickém systému na vnitini mitochondrialni

membrané, pirevzato z Arnold a kol. (2002).

Pomoci RNA interference (RNAI) byla u diatka studovana é&nici se role PHB
proteinu Bhem Kfiznych vyvojovych stadii. Zatimcoripembryogenezi #lo utlumeni PHB
komplexu za nasledek zastaveni vyvoje, v postemmaipdém vyvoji doslo k radikalnimu
snizeni potu potomki az sterili¢, redukci velikosti dla a morfologickym zrnam
somatickych gonad (Sanz a kol., 2003). V jednévnmiph praci zabyvajicich se fuik
analyzou prohibitidi zpasobilo vypnuti homologu PHB proteinu u octomilkyaktu béhem
larvalniho vyvoje (Eveleth a Marsh, 1986).¢Ztito a dalSich studii vyplyva, Ze cilovy protein
je nezbytny v jednom nebo vice krocidin giferenciaci mnohobusgnych organisn.

Lidsky gen pro prohibitin 1 (PHB1) je lokalizovan na chromozomalnim useku 17921
a koduje protein o molekulové hmotnosti 32 kDa (Wla kol., 1991). Gen pro prohibitin 2
(hPHB2) je poreékud delsi, jim kddovany protein m& molekulovou hnost 37 kDa a nachazi
se v oblasti chromozému 12p13 (Asnari a kol., 19®9iky asociaci s IgM receptorem byly
lidské prohibitiny nazvanyBAP32 a BAP37 (B-cell-receptor complexssociated poteins).

Nedavno bylo zji&no, Ze se lidsky PBH1 vaze na mitochondrialni kampl(NADH
dehydrogenéaza) v dychacimiézci (Bourges a kol., 2004). Rodinbyla prokazana interakce

PHBL1 s retinoblastomovym proteinem, coZz ma za dékleutlumeni transkrimi aktivity
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klicového transkrigniho faktoru E2F (Wang a kol., 1999a). V B lymfaegt chrani stabilni

overexprese PHB1 iy pred apoptézou a rolitptom pravé&podobré hraje sniZzeni aktivity

transkrigniho faktoru E2F (Fusaro a kol., 2002). Dale byiokdzano, Zze PHB2 interaguje
s estrogenovym receptorem a inhibuje jeho transkiigktivitu (Montano a kol., 1999).

Dosud ziskané udaje o PHB2izmnych modelovych organisimaznguji, Ze tato univerzalni

molekula propojuje transkripci v jé&l s regulaci mitochodrialnich funkci v mitochondrii
¢imz hraje roli v komunikaci mezi élma organelami.

U T. brucel také nalezneme PHB komplex, ToPHBL1 je dlouhy 83deotich a jeho
lokus se nachazi na chromozomu 8. Molekulova hnsbtngroteinu je 31,4 kDa.
Trypanosomovy gen pro prohibitin 2 TbPHB2 je jemalo \&tSi, je tvden 888 nukleotidy a
nachazi se na chromozému 10. Jeho protein ma geli®®,2 kDa. Stefhjako u jinych
organisnii také uT. brucei vykazuji oba proteiny sekveémi homologii a to jak mezi sebou
navzajem (35,2%), tak i s lidskym prohibitinem PHB3,9% a PHB2 39,2% homologie.
Navic maji oba proteiny shodné hlavni domény (Fakt®, nepublikovana data)

Sekvence podobajici se PHB komplexu byla nalezelBacoli. Bakterialni komplex
HfIC a HfIK je homologem PHB1 a PHB2, je zakotwertytoplazmatické membréra je
orientovan do periplasmatického prostoru. Tento flem steji jako jeho kvasinkovy
homolog, reguluje AAA proteazu FtsH (Kihara a kol996). Usptadani HfIKC na
plazmatické membr&rje znazortino na obrazku 4.

HfIK \HfIC

Periplasm N

Cytoplasm

QmcA FtsH

Obr. 4 Homolog PHB1/2 VE.coli HfIKC, p Fevzato z Chiba a kol. (2006).
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2. Cile prace

Cilem této prace bylo klonovani uplnych a zkracéngeri pro prohibitin 1 a 2 7.

brucel do expresniho vektoru RSFDuet-1.

Ziskané konstrukty byly sekvenovany a poskytnutyligpracujici laboratid pro ely

feSeni krystalové struktury PHB prot&in
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3. Material a metody

3.1 SOC medium

20g bacto-tryptone (Amresco)

5g kvasniného extraktu (Amresco)
0.5g NaCl (Lach-Ner)

10ml 250mM KCI (Lachema)

5ml 2mM MgCk (Lachema)

20mM glukéza (Lachema)

1000mI HO

3.2 LB medium:

>

YV V VYV VY

1g bacto-tryptone

0.5g kvasniného extraktu

1g NaCl (Lachema)

100ml KO

400ul ampicilinu (25mg/ml) nebo 1@0 kanamycinu (50mg/ml),

podle rezistence pouzitého vektoru

3.3 Bakterialni puda:

>

YV V V VYV VY

29 bacto-tryptone

1g kvasniného extraktu

3g bacto-agar (Amresco)

2g NaCl

200ml O

80Qul ampicilinu (25mg/ml) nebo 2@0 kanamycinu (50mg/ml),

podle rezistence pouZzitého vektoru

3.4 50x TAE:

>
>
>
>

2429 Tris — base (Amresco)

57.1ml ledoveé kyseliny octové (Lachema)
100ml 0.5M EDTA (Amresco)

1000ml HO
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3.5 TENS:

>
>
>
>

10QuM Tris — HCI (pH 8) (Amresco)
1uM EDTA (pH 8) (Amresco)

0,1M NaOH (Amresco)

0,5% SDS (Serva)

3.6 Kity:

>
>
>

Quick Clean 5M Miniprep Kit (Genscript)
Plasmid Midiprep Kit (QIAGEN)
Quick Clean DNA extraction Kit (Genscript)

3.7 Ostatni material a chemikalie:

>

YV V.V V V V V V V V VY

Y VY

Antibiotika — ampicilin (Biotika), kanamycin (Amseo)

Restrikkni enzymy — BamHlI, Hindlll, Ndel, Xhol (NewEnglaniabs)
T4 DNA ligaza (Invitrogen)

Immolaza (Bioline)

Taq DNA polymeraza (TopBio)

dNTPs (Promega)

X-gal (Alchimica), IPTG (Alchimica)

Ethidium bromid (Serva)

DNA Marker 1kb plus (Invitrogen)

RNaza (NewEnglandBiolLabs)

Agardza (Rambrex)

Ethanol (Merck), fenol (Sigma), chloroform (Peniappropanol (Sigma),
isoamylalkohol (Penta), octan sodny (Penta)

Kompetentni biikky E. coli XL1 Blue

Celkova DNA ZT. brucei

3.8 PouZzité vektory:

>

pPCR [I-TOPO (Obr.5) — velikost 3973 nukleatjdobsahuje.acZ gen, T7 promotor,
rezistenci proti ampicilinu a kanamycinu (Invitrage
RSFDuet-1 (Obr.6) — velikost 3829 nukledtidobsahuje dva T7 promotory a

rezistenci ke kanamycinu (Novagen).
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lacZo TG

il Hisd 1 Kpeel Sacl BarH |
| | Lo
RGE TAT GIA TCA AGE oG BRGC TCG GAT CCA C
- PEG ATR LT AGT TO TOE AGC CTA GET -

BaIK1 EaoR
CTE C GAR TTC TGO 2GR TRT
CIT AAG ACG TOT ATA

Hs!’){ [ Nat Kha | Nt | Jibra |
TCR CAC TGG OGS CCE Ch TCT AGA G
GT GTG ACE GO GHC GRG 3 TOT Ch

) Farward Primer

GTC GIT TTA GAA

SAL ART ATT GCA GCA OT

_T7 Promoter

Obr. 5 - pCR II-TOPO

Pfo | (3766)
Acl | (3674)

MCS1

BStAP | (3658)
T7 promoter-1

lac operator 17 promoter

lac operator

Mlu | (3334)

Bcl | (3320) EcoO109 | (478)

Bsu36 | (517)
Age | (566)

Drd | (637)

Bsa | (645)
Fal | (671)

~Xmn | (733)

BstE Il (3152)
Apa | (3131)

N
&
PspOM | (3127) >
g
&
I3}
&

RSFDuet-1

Hpa | (2832) (3829 bp)

Bbe | (2699)
Sfo | (2697)
Nar | (2696)
Kas | (2695)

Bpu10 | (1102)

Xma | (1246)
Sma | (1248)

Eco57 | (2474)

Alo | (2420)

Xba | (2414) Cla | (1429)

\Nru | (1465)

Sph | (11654)

RSk
Fori (1662—2411) Afe | (1658)

i Sap | (166
BssS | (1944) Pei | (1782) ap | (1666)

Obr. 6 — RSFDuet-1

Btg | (69)
Nco | (69)
His-Tag
BamH | (106)
EcoR I (112)
EcolCR | (120)
Sacl(122)
BspM | (124)
Asc | (125)
Pst 1 (135)
Sbf | (135)
Sal | (137)
Hind 11l 1143)
Not I (150)
Afl 1l (163)

MCS2

Nde I (298)
Bgl 1l (305)
Mfe | (311)
EcoR V (319)
Nae | (326)
Fse | (328)
AsiS | (337)
Zral (344)
Aat Il (346)
Acch5 | (348)
Kpn | (352)
Xho | (354)
Bae | (365)
S-Tag

Pac | (429)
Avr Il (434)
T7 terminator
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3.9 Amplifikace genu pomoci PCR

K navrzenym oligonukleotitm (Sigma) byla fidana restrikni mista patebna pro
klonovani do expresniho vektoru RSFDuet-1 (TabBER reakce probihala iptroji
Mastercycler (Eppendorf) za reaich podminek uvedenych v tabulce 1 a 2.

SlozZeni reaéni snesi o0 vysledném objemu P&

1) Reakce s immolazou
2,514  10x immobuffer
Il 50 mM MgCh
0,241 dNTPs (25mM each)
lul  celkova DNA ZT. brucei
ul  primer FRW (18 ziediné)
ul  primer REV (1& ziedtné)
0,241 immolazy
18,4yl H,0

2511 reakni snesi

2) Reakce s Taqg DNA polymerazou
2,51  10x pufr
21 dNTPs (18ziedné)
lul  celkova DNA ZT. brucei
ul  primer FRW (18 ziedné)
ul  primer REV (1& ziedné)
0,54 Taq DNA polymeraza
17l H,0

2511 reakni snesi

10
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Tab. 1 — Reakni podminky PCR s immolazou:

Teplota {C) Cas Pdet cykin Reakce

1. 95 7min. predenaturace

2. 94 30s. 40 denaturace

3. 50 30s. 40 annealing

4, 72 1min. 40 elongace

5. 72 10min. dosyntetizovan

6. 4 - chlazeni

Tab. 2 — Reakni podminky PCR s Taq DNA polymerazou:

Teplota fC) Cas (min.) Poet cykii Reakce

1. 96 7 predenaturace

2. 94 1 30 denaturace

3. 50 1 30 annealing

4. 72 1 30 elongace

5. 72 10 dosyntetizovani

6. 4 - chlazeni

Tab. 3 — Seznam primedé pro PCR reakci

Nazev primeru Sekvence (5'- 3) Resitrikmisto

Phbl exp FWD GGATC@AGC TTC AGATTT GTC CAG BamHI
(GGATCC)

Phbl exp REV AAG CTIATG TGC CTG CTC AGATGC HindllI
(AAGCTT)

Phb2 exp FWD CAT ATE@CC CGG GCA CCT CCACCA Ndel
(CATATG)

Phb2 exp REV CTC GAGTG TCC AAT AGT TTG GGT Xhol
(CTCGAG)

Phbl MS FRW GGATCGTA TAT CCT GGT GAA GCT GC¢BamHlI
(GGATCC)

Phb2 MS FRW CAT ATGSTT GAT GGC GGC TGC TGC GC@\del
(AAGCTT)

3.10 Agardzova elektroforéza

Pripravime si 0.75% agar6zovy gel (agar6za +xUAE pufr), ktery rozvéime

v mikrovinné troul a zchladime proudem studené vody na tepléibliiné 60°C. Ridame

1l ethidium bromidu (5 mg/ml) a gel nalijeme diigpavené formy siebenem a nechame

ztuhnout. Gel vloZzime do elektroforeticé vany sx@AE pufrem. Do jamek naneseme

poZzadované mnozstvi vzorku s nanaSecim pufrem mot®:1. Horizontalni elektroforézu

nechame probihattipnapeti 50 — 90V po dobu nutnou k roddni sledovanych fragment

Rozdtlené fragmenty detekujeme pomoci UV transluminai@uatagene) ip vinové délce

302 nm.

11
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3.11 Stanoveni koncentrace DNA
Koncentraci DNA stanovujeme pomoci spektrofotom&iophotometr (Eppendorf)
v oblasti UV s¥tla pii vinové délce 260nm.

3.12 Izolace DNA z gelu

3.12.1 Pomoci Gel extraction Kit

Postupujeme podle navodu dodavaného kémidirmou spolu s kitem.

3.12.2 Izolace tekutym dusikem
Z gelu vyizneme fragment offslusné velikosti a vioZzime na &wmnuty do
tekutého dusiku. ilame 10@l vody a zmrzly obsah drtime homogenizatorerfiddme
stejny objem fenolu, zvortexujeme agbplozime do dusiku. Rozmrazimé B7°C a stdime
pii 13000 rpm 10 minut (centrifuge 5415C, Eppendo8yupernatant ipneseme dd@isté

mikrozkumavky a provedeme fenol-chloroformovou akéi.

3.13 Fenol-chloroformova extrakce

Do reakni smesi pidame 0,5 objemu fenolu a 0,5 objemu chloroformu
s isoamylalkoholem (1:24) a michame 10 minut.¢iate 10 minut §i 14000 rpm. Vodni fazi
pieneseme daisté mikrozkumavky, fidame 2,5 objemu 96% ethanolu a 0,1 objemu NaOAc
Staéimel0 minut p 14000 rpm. Pelet promyjeme 70% ethanolem &iste 8 minut pi
14000 rpm. Odstranime supernatant, pelet vysuSiresugpendujeme v,B.

3.14 Klonovani do pCR II-TOPO
Do reakni snesi piidame 0,5 - g4l PCR produktu, @l salt solution a fil pCR II-
TOPO. Nechame stat 5 minut pokojové teplat a poté transformujeme do bakterii metodou

heat-shock.

3.15 Transformace bakterii metodou heat-shock

Na ledu nechame roztat kompetentnilpuE. coli XL1 Blue a k 5@l téchto burk
piidame 21l vektoru nebo celou ligai snes. Po ticetiminutové inkubaci na ledu provedeme
teplotni 3ok i 42°C po dobu 1 minuty a &p buiky chladime na ledu po dobu 2 minut.
Pridame 25@1 SOC media a nechaméepat v horizontalni poloze 45 minuti B7°C
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Material a metody

(Inkubator1000, Heidolph). Bakterie rozmhe na plotny s ampicilinem nebo kanamycinem
(podle rezistence daného vektoru) a kultivujemeaz216 hodin i 37°C. Vektor pCR II-
TOPO umotuje rozliSeni pozitivnich klain na zaklad lacZ komplementace, tzv. , blue —
white selection“, a proto se na agar6zové plotnytiraji 4ul (200mg/ml) IPTG
(isopropylthiof3-D-galactoside) a 38 (20mg/ml) X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indol-D-

galactoside).

3.16 Izolace plazmidové DNA

3.16.1 Izolace alkalickou lyzi

Vybrané bakterialni kolonie inokulujeme do 3 ml biedia a inkubujemeips
noc @ 37 °C. Narostlou bakterialni kultururgneseme do mikrozkumavky a &toe 2
minuty @i 14000 rpm. K peletufidame 32@1 TENS a michame 3 — 5 minutii®éame 15Ql
3M acetat sodny (pH5,5) a &pmichame 3 — 5 minut. Stiome 2 minuty B 14000 rpm a
supernatantigneseme doisté mikrozkumavky. frdame 90@ 100% etanolu a nechame 20
minut v —206C. Staime a pelet oplachneme 70 % etanolem. Nechame nystta DNA
rozpustime ve 30 — 40l H,O. Fitomnost inzertu si a¥ime restrikni reakci. Po 1 hodén

inkubace nechame resttiki snts rozalit na agar6zoveé elektroforéze

3.16.2 Pomoci Quick Clean 5M Miniprep Kit

Postupujeme podle navodu dodavaného kémidirmou spolu s kitem.

3.16.3 Pomoci Plasmid Midiprep Kit
Pro izolaci ¥tSiho pd@tu burek inokulujeme vybrané kolonie do 100ml LB
media a nechamdist pres noc pi 37 °C. Narostlou bakterialni kultururgneseme do 50ml
zkumavek a stime 15 minut § 4°C a 6000 rpm (Multifuge 3 S-r, Heraeus). Dale

postupujeme podle navodu dodavaného kémdirmou spolu s kitem.

3.17 Restrikéni reakce

Pomoci restriknich mist je mozné ipklonovat sekvenci z pCR II-TOPO do
expresniho vektoru RSFDuet-1. Do resitikeakce damepd pufru, 0,34 enzymu, @il DNA,
3ul H,0 a inkubujeme 1 hodinwiB7°C.
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3.18 Klonovani do RSFDuet-1

Produkty zaklonované ve vektoru pCR II-TOPO vy#tipe pisluSnymi restriknimi
enzymy a zaklonujeme do expresniho vektoru RSFDueMejprve si zrdime na
spektrofotometru koncentraci vyizolovaného plazmalspd@itame si koncentraci danych
slozek tak, abychom dostali pémvektor : inzert 1:3. Do reakce napipetujeme 10ng
plazmidu, 30ng inzertu, 1U T4 DNA ligazypllreakéniho pufru a celou reakci doplnime do
celkového objemu 10. Reakni snes nechame 2 hodinyigpokojové teplot nebo pes noc

pri 16°C. Poté transformujeme do kompetentnichskunetodou heat-shock.

3.19 Sekvenovani

Vzorky byly osekvenovany vkomeri firmé Macrogen Www.macrogen.com
K sekvenovani v pCR 1l TOPO byly pouzity primery MBF a M 13R-pUC (Tab. 4). Pro
sekvenovani v RSFDuet-1 byly pouzity primery propéfikaci genu pro prohibitin 1 a 2

(Tab.2). Vysledné sekvence byly upravovany v progrdio Edit.

Tab. 4 — Primery pro sekvenvani PHB1 a 2 v pCRII-T®O

Néazev primeru Sekvence (5°- 3")
M 13F GTAAAACGACGGCCAG
M 13R-pUC CAGGAAACAGCTATGAC
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Vysledky

4. Vysledky

4.1 Amplifikace genu pomoci PCR
Pomoci PCR jsem zmnozil celé a zkracené geny pobilgtin 1 a 2 s fidanymi

restrikknimi misty bez start a stop kodonu. Zkracena sedevgenu pro prohibitin 1 nema 26
aminokyselin z N-konce celého genu a sekvence gmou prohibitin 2 neobsahuje 50
aminokyselin také z N-konce. Jako templat jsem pagtkovou DNA procyklického stadia
T. brucei. Primery jsem navrhl tak, aby obsahovaly regtriknista nezbytna pro dalSi postup.
Pro prohibitin 1 to byla mista BamHI a Hindlll sogprohibitin 2 Ndel a Xhol. Po PCR reakci
jsem reakni smés nanesl na 0,75% agar6zovy gel (Obr. 7 a 8) apdileni na elektroforéze

jsem vyizoloval fragmenty odpovidajici velikostingepro prohibitin 1 a 2 (Tab.4).

Tab. 4 O¢ekéavané velikosti naamplifikovanych fragmenti

Nazev genu Gekavana velikost fragmentu
Phb1l (cely gen) 840 bp
Phbl (zkraceny gen) 765 bp
Phb2 (cely gen) 894 bp
Phb2 (zkraceny gen) 747 bp
M 1 2

1000bg

Obr. 7 Amplifikace zkraceného Phb 1 a 2

M — marker 1kb plus Obr. 8 Amplifikace celého Phb 1 a 2
1-2 — Phbl (reakce s immolazou) M — marker 1kb plus
3-4 — Phbl (reakce s tag DNA polymerazou) 1 — Phbl (reakce s immolazou)

5 — Phb2 ( reakce s immolazou) 2 — Phb2 ( reakce s immolazou)

6-7 — Phb2 (reakce s tag DNA polymerazou)
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4.2 Klonovéani do pCR II-TOPO

Vyizolované fragmenty Uplnych a zkracenych georo prohibitin 1 a 2 jsem
zaklonoval do vektoru pCR 1I-TOPO a néaslédatransformoval do kompetentnich Bkir.
coli XL1 blue. Na zakla#l modrobilé selekce jsem vybral potencélpozitivni klony a
vyizoloval z nich plazmidovou DNA. Resttikreakci jsem si potvrdil @kavané velikosti
inzerti, které jsem daleipklonovaval do cilového expresniho vektoru RSFOU&Een pro
prohibitin 1 jsem vystipl enzymy BamHI a Hindlll f©9 a 11) a gen pro prohibitin 2 jsem
vystipl enzymy Ndel a Xhol (Obr. 10 a 11).

3000bp

2000bp

1000kp

Obr. 9 Ovéreni Phbl

v pCR II-TOPO Obr. 10 Owreni Phb2

M - marker 1kb plus v pCR “k-TOIID(l()) I

K - ne$tipany pCR Il-TOPO M —marker 1kb plus
1- pCR II-TOPO &tipany 1-3 - pCR II-TOPO stipany
BamHI a HindllI Nde I'a Xho |

Obr. 11 Owieni zkraceného genu pro prohibitin 1 a 2
v pCR II-TOPO

M — marker 1kb plus

1-3 — Phbl (pCR II-TOPO S&tipany BamHI a Hindlll)
4-6 — Phb2 (pCR II-TOPO Stipany Ndel a Xhol)

4.3 Klonovéani do RSFDuet-1
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Vysledky

Do expresniho vektoru RSFDuet-1 jsem klonoval goibini 1 pres restrikni mista
BamHI a Hindlll jako prvni, neltbv genu pro prohibitin 2 se nachazi interni regtriknisto
Hindlll. V druhém kroku jsem klonoval prohibitin @res restrikni mista Ndel a Xhol.
Celkem jsem pipravil 3 konstrukty prohibitinového komplexu, tegmplex s Uplnymi geny
pro prohibitin 1 a 2, komplex se zkracenymi geny prohibitin 1 a 2 a komplex se
zkracenym prohibitinem 1 a Uplnym prohibitinem 2o Bwieni prohibitinového komplexu
v RSFDuet-1 jsem pro resttii reakci pouzil enzymy BamHI a Xhol (Obr.12 a 13).

3000kbp

165 0bp

Obr. 13 Owreni prohibitinového
komlexu v RSFDuet-1

M — marker 1kb plus

1 — zkrdcené geny pro prohibitin 1 a|2
vystiplé z RSFDuet-1 enzymy BamH
a Xhol

Obr. 12 Owieni prohibitinového komlexu

v RSFDuet-1

M — marker 1kb plus

1 - Phbl + Phb2 vystiplé z RSFDuet-1 enzymy
BamHI a Xhol

2 — Phbl + zkraceny Phb2 vystiplé z RSFDuet-1
enzymy BamHI a Xhol

4.4 Sekvenovani

Sekvenovanim jsem si &# spravnost sekvence jednotlivych gejak v pCR II-
TOPO, tak i v RSFDuet-1. Sekvence Uplného i zkrébergenu pro prohibitin 1 byla zcela
bez chyb a ve spravnéttecim ramci. V genu pro prohibitin 2 se objevilehth mutace, tedy
triplet TTC se zmnil na TTT, v tomto fipad nedochazi ke zém¢ aminokyseliny a mohli
jsme tuto sekvenci pouzit pro dalSi postup. Srovis@kvenci v RSFDuet-1 s internetovou
databaziww.trig.org) jsou znazorény na obrazcich 14 az 19.
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1aA-F1 FRY
14-P1 BEV
Phbl-cely

14-P1 FRY
14-P1 BREY
Phhl-cely

1A-P1 FRW
1A-P1 REV
Phhl-cely

1a-F1 FEW
14-P1 BEV
Phhl-cely

14-P1 FRY
14-P1 BEV
Phhl-cely

1A-P1 FRW
1A-P1 REV
Phhl-cely

14-P1 FBEW
14-P1 REV
Phhl-cely

1aA-F1 FRY
14-P1 BEV
Phbl-cely

14-P1 FRY
14-F1 REY
Phhl-cely

1A-P1 FRW
1A-P1 REV
Phhl-cely

1a-F1 FEW
14-P1 BEV
Phhl-cely

14-P1 FRY
14-P1 BREY
Phhl-cely

10 Z0 20 40 =1l el 7o 20

TATACCATGGECAGCAGCCAT CACCATCATCACCACAGCCAGGATCCAGCTICAGATT TGTCCAGCGETTTATGCTT GGA
GGATCCAGCTTCAGATTTGT CCAGCGGTTTATGCTT GGA

20 100 110 1z0 1z0 140 1E0 1e0
I e B B T L B B B B R AL ILICICICTN IPTRICICN TP IR IR
TGCCTCTGCTGEATTCTACAGCTGCTGCTTTGTCGTATAT CCTGGTGRAAGCTGCCATTCTC TACAATAGGAT
(e (e e S s S S S e S a6 o oaoao0onooaoo oo ooanonooa0ona0aoaonooaaanaoaononooaaa0ooaoG
L L T T T T

170 130 130 Z00 Zl0o ZEZ0 30 Z40
T T T T T T T T T T T
CACTGGTCTGAAGGACTCCBTRTAT GRCEAGEET TTRCAGTRCCGTAT CTTAGGRCTCGAT GAAAT CAAGGTAT T TAATA

250 2a0 270 Zan 290 200 210 320
T T T T T T T T T T T
TTCECATTCBECCTCHTETGCTBALGACCATGAL CGECA GATCTTCAGATGGTGAACATARGTCTTCET GTACTC

330 340 250 360 370 380 290 400
T T L T T
TTCCRTCCBCAGACERATCRGTTECCACAGATATACCET GAGTTCRGCATEGATTAT GACGAACGTATTCTTCCTTCTAT

410 4F0 4320 440 450 460 470 420
R N AL ICICRITT IPICIPIPT IREPICICN EIEICIPT IRICEPICN IORCIP IR IPICIPR IEICIPIN IPTRIREPN ICIPICIRN IPECIPIPT IRRRIPION P |
CAGCAACGARATTCTCAAAGCAGTTGTGGC CHAGTACAAGGCCEAGGAACTGAT TCAGRAGCHGCGACGTCGTGTCCGCE

430 E0d 51ld EZ0 3cin) E40 RED E&0
T T T T T T T T T T I e
GCATATACCAGCTEATGCAGAGCARAGTAT CACAATTCEECCTTETAC TGEAAGACTTAT CGCTT GTEEATATT CAGTT

570 520 530 c00 €10 620 630 £40
T L T T T T T
GETAAGGAATTCATGGTGGCT GTAGAGCAGARACAGGT T GCACAGCAGGAGGCAGRGAGATTCCGT TACGTTGTECTAGR

&E0 &&0 &70 BE0 &30 Joo 710 T7Z0
R N AL ICICRITT IPICIPIPT IREPICICN EIEICIPT IRICEPICN IORCIP IR IPICIPR IEICIPIN IPTRIREPN ICIPICIRN IPECIPIPT IRRRIPION P |
GAATGAGCARAA GAGGCBTECCGCTGTTGT TCGCGCCGRAAGGT GAGGCGRAGT CTGCCCGCCTGAT CTCGGAAGCCATT

jracin) 740 TED a0 770 7&0 730 g00
T T T T T T T T T T I T
ARCGCTCOGGAREGRGRACT BT TEEAGCTGCGAAGAAT TGARRC GECTETGRACATAGCAT CARAGC TCATACCAATGC GA

a10 g8z0 230 a40 850 260 a70 aan
T T T T T T T T T T R R
BLCGTARCCTTCCTTCCAGBGEEGAGTAATATGCTTCT CCACAT GRAGAGCCAT CAGGCAT CTGABCAGGCACATALGC

830 s00 210 QzZ0
T T T T
TECBECCECATAATGCT TARGT CGAACAGAARGTAATCGTATT

Obr. 14 — Srovnéni sekvenci Uplného PHB1 v RSFDuét{komplex s Uplnymi geny pro

prohibitin 1 a 2) s internetovou databazi
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1B-P2 FEW
1B-F2 REV
Phh? cely

1E-F2 FEW
1B-P2 REV
Phbh2 cely

1B-P2 FEW
1B-F2 REV
Phb? cely

1B-F2 FRW
1B-P2 REV
Phb2 cely

1E-P2 FEW
1B-P2 REV
Phb2? cely

1B-P2 FEW
1B-F2 REV
Phh? cely

1E-F2 FEW
1B-P2 REV
Phbh2 cely

1B-P2 FEW
1B-F2 REV
Phb? cely

1B-F2 FRW
1B-P2 REV
Phb2 cely

1E-P2 FEW
1B-P2 REV
Phb2? cely

1B-P2 FEW
1B-F2 REV
Phh? cely

1E-F2 FEW
1B-P2 REV
Phbh2 cely

Obr. 15 — Srovnani sekvenci

10 Z0 20 40 E0 &0 70 a0
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CACGAATTGCTGCTGAAATC CGCAAGABGTTEGETAATTTTGETGA

CCCOEECACCTCCACCACCGGATTTTT. 5 oo oo oo 0o 5 5
CATATGTCCCEEECACCTCCACCACCEGATTTTT. . .. . .. i i it it it iee e sa e sa e samsansaeannnnns

20 100 110 1z0 130 140 150 10
I e B I Ll ICIEIITN ERICERIR (PRI EPUPICIRN ERIROIPR IERCRPIP ISP ORI I
TRTCGCAGGGCTTRCAGCTCTGGTCGGTTTTGGGGGRTTGGTTTGTGCAGGTTTGTACAAATCCATTTHCTTCGTTGRTG

170 lz0 150 Zoo 210 ZE0 220 240
e I IR I - - - - B B R IR I - - -l

Z50 Z&0 Z70 £80 £90 300 210 2z0
T e e e S P e P
CCGTTTCTTGARACTCCTETTGTETTCOATAT COGARATAAGCCAACAGAAGTECTGACTGCAACTGEGABT CETEACCT

330 340 350 360 370 380 330 400
T T T T e
GCAGACGETCAACTTEECTETACETETCCTCTACCABCCECACBTGABCEC COT CCCCEACATATACCETALCETTGEAR

410 4z0 4320 440 450 E1=0] 470 420
T e e e e S P e P
TGEAATATGCAGAAACT GTETTGCCATCECTEETRAACGAGATTATTCGCECCETARTAGCACAGTTCAACGCCTCEBAT

430 so00 510 Leo L30 L40 SE0 Len
- - - - -l - - - - - - - - - -l -

E70 £20 E30 500 10 520 530 540
B I I B I I - - - - B I I - - - - -l -
TACGGRTGTCTCCATTACCCAAATGAGTTTTGGTAAGGRATACACGBGTGCTGTAGAGGCGAAACHGGTCGCCCAGCAGA

650 BE0 &70 620 &30 700 710 7z0
T o o e e e |
TGGCEEAACEABCEAAGTEECETBTTGAACAAGCGEAACAGEARAAGEARGECECARTTTTGTTEGCGARGEETGAAGCE

730 740 L0 7e0 770 780 730 g00
T T T e
GAGGCEGC CARGCT TAT TGEAAT GECCBTGCAGAAGARCCCAGCCTTTATTACGCTGCOARGCCTTGAGECGTCCAGGAC

210 220 gz20 a40 850 a&0 a70 ag0
T e e e S e [ P
TATTECCBATCTCATGCGACAGAAGEEET CTEGARGCTTTTACAT CGACAGTGATACCTTGTCTCTGARCACCCARACTA

TTGEA

o0 JCATCTCGAG

prohibitin 1 a 2) s internetovou databazi
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10 Z0 30 40 =l &0 70 an
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Obr. 16 — Srovnéni sekvenci zkraceného PHB1 v RSFBu1 (komplex se zkracenymi
geny pro prohibitin 1 a 2) s internetovou databazi
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Vysledky

1o Z0 30 40 50 &0 70 a0

2B-P2 MS FBW
2B-P2 MS REV TGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGECCGCATAAT CGARAT TAATACBACT CACTATAGEGGAATTGT
Phbh2?-zkraceny

a0 100 110 1z0 130 140 150 160

2B-P2 M5 FRW
2B-P2 MS REV GAGCGGATALCAATTCCCCCATCTTAGTATAT TAGT TAAGTATAAGAAGGAGATATACATATGGTTGAT GGCHGCTGCTG

Phb2-zkraceny CATATGETTGATGGCRGCTECTE
170 120 130 Z00 Z10 ZE0 Z30 Zd40
T T T T e
2B-P2 MS FRW CCRAACETACGRCBABEBRAGCCAACTTCRCCATCCCRTTTCTT
2B-P2 MS REV  CGCGGTCAAGTTTAATECCATCACABETCTRARAAR . . . . ..\ttt e et e ie e et e et et aeeiaeaeens
Phb2-zkraceny CGCGGETCAAGTTTAATGCCATCACABGTCTBARARD . .\ 0\ttt e e s s e ene e s e mn s e s ennenneansennes
Z50 20 Z70 Zg0 z2920 200 210 FE0

B e T I E e T T R EEE e e R e B I IRl IRl IR |
2E-P2 M5 FRW AAACTCCTRTTGTGTTCGATATCCGAAATAAGC CARCAGAAGTGCTGACTGCAACTBGGAGT CETRACCTGCAGACELTC
P b TR 1] e o 0o 0o DooOOoOoooo0000 D000 O00 000000000000 o00 00000000000 o0oo0o000000aD0o00D
3 Rt e el b A S S e S S S S G o DOoo0oOO0OO0OO0OOO0O0O0O00 D000 O 00O OO0 o 00O ODdOo0 000000 Do 00O OO0 oO 00O Oan o

230 240 350 360 270 280 220 400

2B-P2 MS FRW ALCTTGGCTGTACGTGTCCTCTACCARC COCACETRAGCGCCCTCCCCRACATATACCGTAACGTTGGAAT GCAATAT G
P i E e B ] 1T e S S o DooOooOOoooO00oD0oOOO00o0000000D0o 00O DO 00000000000 O0o 00O 0000000 D00 00D
3 4 el oy b A S s e S S S S S S G o DOo0oOO0OO0OOOOOOO0O0OODOO0O 00000000 DOOOODOO 000000 Do 00O OO0oO0Oo0an o

410 4z0 430 440 450 460 470 420
B R I ICITEEEN IIRIN ICICIPICIN ICIEEIPTN IRPERI ICIP IR IOIFIOITN ICTPIPIPT ISTRICIRTN IOUPIOIPT IEIPICITR IREEIIE (PRI |
2B-P2 M5 FRW AGAAACTGTGTTGCCATCHCTGGT GAACGAGATTATTCGCHGCCHTAATAGCACAGT TCARCGCCTCRGATTTGCT GG T GA

P e S L ] A S S S O 00 0 000 0000000000000 0000000000000000000000000000000000000000000000000000000
1511 Pk S e Tl 13 S R hnoooddcooooboooo0o0d00000000000000000080 000000 00000000000 O0dadaooooooaa0aa0a0.

430 i3uln} Ela0 EZ0 B30 Ed0 EEQ E&0
T T T T T T T [
2B-P2 MS FRM  AGCGCCCGGAGETBAGCAACCEGATTGEEETAATETTGGCCRAACGTGCCARGCGGTTTCATATTRACAT TACGGATGT

£ e SR L ] A S 00 0 000D 0000000000000 000000000000000000000000000000000000000000000000000000¢0
B e s o e T e e e e e e o S S

E7Q E20 E30 &00 &1l0 &Z20 &30 &40
T T T L T T T i e
2B-P2 MS FR¥  TCCATTACCCAAATGAGTTTTGGTAAGGAATACLCGAGTFCTGTAGAGRCEARLCAGGTCGCCCAGCARAT BECERAAC

e e L o 21
B 2 e s o e T e e e R R e e R e e e R e L L R

EL0 EE0 g70 &20 £30 Joo 710 7Z0

B e T I E e T T R EEE e e R e B I IRl IRl IR |

2E-P2 M5 FRW AGCGAAGTGGCETGTT GAACALGC GRAACAGCALAAGGALGRCGCAATTTTRT I GGCGAAGGGTGALGCGGAGGCGECCA
Pl i b LB 1 e e e S 0o Do DooOooOOooooO00ODOOOOODOo00o000O 00O 00O DO 000000000 00O 0o 00O 000000aD0o00D
58 Rt el A e S e S S oo oOO0oOO0O00OO0 o000 O0O00 D000 O 000000 o 00O OO0 oO0OO D00 Do 00O 000 oo 000 Oan o

730 740 780 7e0 770 70 720 200

2B-P2 MS FRW AGCTTATTGGAATGGCCOGTCAGRAAGAACCCAGCCTTTATTACGCTGCRAAGCCTTRAGGCGT CCAGGACTATTGCCGRA
P b R ] 1 e e S 0o Do DooOOoOOoooo0O0ODOo0OO0O 0000000000 00O DO 000000000 00O 0o 00O 000000000000 D
3 4 el b A S S S S S S S S A o DOo0oOO0OO0OO0OOOOO0O00 D000 O 00O D000 DOO 00D oO 000000 D o00O OO0 oO 000 Oan o

210 sz0 830 840 850 860 870 a0
B R I ICITEEEN IIRIN ICICIPICIN ICIEEIPTN IRPERI ICIP IR IOIFIOITN ICTPIPIPT ISTRICIRTN IOUPIOIPT IEIPICITR IREEIIE (PRI |
2B-P2 ME FRW CTCATGCGACAGAAGGGETCTGRALGCTTTTACAT CGACAGTEATACCTTIGT CTCTRAACACCCARACTAT TGEACATCT

2B-P2 M5 BEF¥ ... ... .i.iiinenntnsnasnssarannnns
Phbh2-zKraceny¥ .......cccccecemmnnnnnnnannnnn oo oooooooooboooOOOdOOoOOOODOOOO000000000D00000000000

ga0 200 310 Q20 Q30 Sd0 350 a0
T T T T T T T [
2B-P2 MS FRM  CBAGTCTGGTARRGARACCECTGCTGCGARAT TTEALCGCCAGCACATERACT CGTCTACTAGCECABCTTAATTARCC

2B-P2 MS REV
Phbh2-zkraceny

ann aon aan GGG 1A 1TAEN

Obr. 17 — Srovnéni sekvenci zkraceného PHB2 v RSFBu1 (komplex se zkracenymi

geny pro prohibitin 1 a 2) s internetovou databazi
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Obr. 18 — Srovnani sekvenci uplného PHB1 v RSFDuét{komplex s Uplnym

prohibitinem 1 a zkracenym prohibitinem 2) s internetovou databazi
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Obr. 19 — Srovnani sekvenci zkraceného PHB2 v RSFBul (komplex s Uplnym
prohibitinem 1 a zkracenym prohibitinem 2) s internretovou databazi

23



Diskuze

6. Diskuze

Cilem pedkladané préace bylariprava konstrukt prohibitinového komplexu .
brucel urcenych k dodani spolupracujici labotatov USA, kde budou proteiny
overexprimovany a ziskany v nativni fa¥nv dostaténém mnozstvi péebném kieSeni
krystalové struktury. Jelikoz se PHB komplex sklawédvou protein, bylo nutné pouzit
vektor se déma klonovacimi misty. Nejprve jsem pouzival veki&TDuet-1, ale nepotito
se mi dané geny do tohoto vektoru zaklonoRatuzil jsem proto vektor RSFDuet-1(Obr.6),
ktery obsahuje té#i shodna restrikni mista s déma T7 promotory. Diky tomuto vektoru je
mozné koexprimovat oba proteiny gasré. Ve vySe zmisné laboratti byl Uspdne
overexprimovan PHB komplex Saccharomyces cerevisiae, ale ne v dostateém mnozstvi
pro jeho purifikaci, proto budou zkouSet overexpvgmém organismu.

V¢étSina mitochondrialnich proteinobsahuje na svém N-konci targetovaci sekvenci,
ktera je pi importu do mitochondrie oddtena (Neuprt, 1997). Sekvence protephbl a
phb2 obsahuji blizko svych N-kaindisek pro jeden transmembranovy helix, ktery ukjetvu
protein na vniini mitochondrialni membr&n Hmotnostni spektrometrii bylo u kvasinkového
homologu zji&no, Ze oba prohibitinové proteiny vstupuji do mitoodrie bez od8peni N-
konce a zérovebylo zjis€no, Ze transmembranovou doménu PHBZEitusek od 10. do 30.
aminokyseliny a PHB2 od 36. az 54. aminokyselinyjtihns a kol., 2000). V praci
zabyvajici se strukturou kvasinkového prohibitinylybtyto sekvence weny u PHB2
v oblasti 37. az 59. a u PHB1 14. az 30. aminokygéBack a kol., 2002). Tyto sekvence na
N-konci mizou negativa ovlivnit krystalovou strukturu, proto jsme se rodh pripravit
konstrukty s Uplnymi a zkracenymi geny pro profiibil a 2. Spolupracujici labordto
zabyvajici se krystalografii nam dopdita zkratit sekvenci genu pro PHB1 o 26
aminokyselin a sekvenci genu pro PHB2 o 50 aminelky§Schumacher, osobni&ehni).

Rozhodnuti zkratit oba proteiny o 26 a 50 aminokysbylo winéno na zaklad
vysledki u kvasinkového homologu, proto se domnivame, Z&. brucel bude situace
podobna, nekbPHB komplex je velmi konzervativni protein a vykgzvysokou homologii i
u velmi vzdalenych organisin Trypanosomovy homolog vykazuje s lidskym proliiam
PHB1 43,9% a PHB2 39,2% homologie (Faktorova, nipaNmna data). Kvasinkovy PHB2
vykazuje dokonce 45% homologii s trypanosomovym & elburn a Murphy, 1998).

PHB komplex tvéi na vnitni mitochondrialni membr&nvysokomlekularni komplex,

ktery je u ¢loveéka tvaren 14 kopiemi obou gén(Coates a kol., 2001), u kvasinky 12 az 16

24



Diskuze

kopiemi (Nijtmans a kol., 2000). Welburnova a Mwgh998) ve své publikaci uv&d Ze u
T. rhodesiense se prohibitin vyskytuje pouze v jedné kopii

| ptesto, Ze se jedna o velmildzity protein s mnoha funkcemi, doposud se & n
nikomu nepodalo urcit krystalickou strukturu. Bvodem niize byt slozitost prohibitinového

komplexu.
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Zawr

6. Zaver

Béhem mé prace se mi pdda piipravit i konstrukty prohibitinového komplexuTz
brucel. Komplex s Uplnymi geny pro prohibitin 1 a 2, kdewp se zkracenymi geny pro
prohibitin 1 a 2 a komplex se zkracenym prohibiting a Uplnym prohibitinem 2.

Konstrukty byly poslany spolupracujici laborate USA, kde budou pouzity keSeni
krystalové struktury prohibitinu.
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