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1. Uvod

1.1. Paraziticky prvok Trypanosoma brucei

Trypanosoma brucei je extracelularni paraziticky prvok, spadajici do superiise
Discoba. Jedna se o jednobic¢ikaty organizmus, ktery zpasobuje u lidi spavou nemoc (Cayla
et al. 2019). Moucha tse-tse (Glossina sp.), ktera se zivi krvi, byla na pifelomu 19. a 20.
stoleti odhalena lékafem Davidem Brucem jako pfenase¢ této nemoci (Cox 2004). Za spavou
nemoc jsou zodpovédné poddruhy Trypanosoma brucei gambiense a Trypanosoma brucei
rhodesiense. Druhy z nich je znamy tim, Ze zapfiGifiuje hor$i prabéh onemocnéni. Castdjsi
nakaza je vSak zpisobena T. b. gambiense, a to z vice nez z 95 % (Kennedy 2013). Tteti
poddruh T. brucei brucei neni pro ¢loveéka infekéni, coz ale neplati pro dobytek a koné. U
skotu zpusobuji trypanozomy onemocnéni zvané nagana, které vyrazné snizuje jeho

produkci, a zpusobuje tak velké ekonomické problémy (WHO 2013).

Zivotni cyklus T. brucei se déli na dvé hlavni stadia — savéi stadium a hmyzi stadium,
jejichz nazvy se odvijeji od dvou hlavnich hostitelti. Savéi stadium ma dvé formy, slender,
neboli ,,3tihlou” formu, a stumpy, neboli , kratkou* formu. Stihla forma se aktivné déli oproti
kratké formé, ktera je v klidovém stadiu (Kriiger et al. 2018; Bruce et al. 1912). Kratka
forma, jejiz funkce je opétovné infikovat mouchu tse-tse, narozdil od stihlé formy,
nedisponuje tzv. antigenni variaci, coZ je proces, pii kterém organizmus méni antigeny na
svém povrchu (Silvester et al. 2017; Mugnier et al. 2015; Cross 1975). Ve sttednim stieveé
mouchy tse-tse se sav¢i kratka forma méni na hmyzi formu, procyklické trypomastigoty.
V okamziku, kdy hmyzi stadia trypanozom opusti stfevo, méni se na epimastigoty, které se
dostanou do slinnych zlaz, kde se aktivné déli a preménuji se na metacyklickou formu.
Pfenos na savce je zprostiedkovan slinami nakaZené mouchy tse-tse, po ndkaze savce se
hmyzi forma méni na krevni formu (Schuster et al. 2021). Diky antigenni variaci jsou kratké
formy krevniho stadia trypanozom schopny piezivat i v tak nevlidném prosttedi, jako je krev
savcu, kde se nachazeji v ¢asném stadiu onemocnéni (Checchi et al. 2008; Mugnier et al.
2015; Cross 1975). V pozdnim stadiu se nakaza z krve §ifi pfes hematocefalickou bariéru do
mozku (Figarella 2021; Poltera et al. 1977). T. brucei byla v pozdni fazi onemocnéni
identifikovana 1 v dalSich rezervoarech, jako naptiklad v tukové tkani, ve které byl prokazan
celkové veétsi pocet paraziti nez v mozku. Jejich vyskyt v tukové tkani zatim nebyl zcela
objasnén, nékteré vyhody to pro parazity ma, a sice méné efektivni imunitni odpovéd

hostitele, moznost rychlejsiho ristu a moznost vyuzivat lipidy jako podstatny zdroj uhliku.



Tento fakt by také mohl odivodnit, pro¢ pacienti se spavou nemoci Casto trpi ztratou
hmotnosti (Trindade et al. 2016). Ukazalo se, ze kize je také jedno z prostiedi, ve kterém je
schopna trypanozoma piezivat, a dokonce se transformovat ze §tihlé na kratkou formu. Krev
proto nemusi byt zdaleka jedinym zdrojem nakazy mouchy tse-tse, pfi¢emz nakaza se muze
skryvat v kizi i u zcela bezpfiznakovych a asymptomatickych pacientt (Capewell et al.
2016).

1.2. Mitochondrie

Mitochondrie jsou dvoumembranové organely, které jsou pro bunku nezbytné. Hraji
dualezitou roli pii energetickém metabolismu, jelikoz plni funkci bunééného dychani pomoci
struktur na jejich vnitfni membrané, ¢imz produkuji velké mnozstvi adenosintrifosfatu
(ATP). V matrix mitochondrii se mimo jiné¢ odehrava p-oxidace mastnych kyselin, kterou
katalyzuji mitochondrialni enzymy, krom¢ toho se také mitochondrie G€astni metabolismu
kovl a jsou schopné upravovat celkové mnoZzstvi metabolitii a aminokyselin v buiikach
(Roger et al. 2017). Mitochondrie vznikly endosymbiézou bakterie, jejiz nejblizsi ptibuzny
je dnes a-proteobakterie, s progenitorovou burikou z fiSe archea (Spang et al. 2015; Esposti
2014; Gray 2012). Na zakladé toho jsou dnes mitochondrie semiautonomni organely, které si
zachovaly vlastni DNA, ktera je vSak obecné velmi redukovana a obsahuje pouze nékolik
gent, jez koduji predevsim hydrofobni proteiny membranovych komplexi dilezitych pfi
bunécném dychani (Ott et al. 2016). Nejvice mitochondridlnich genti kodujicich protein
(vice nez 60 genti) bylo pozorovano u Jakobida, naopak nejméné (3 geny) u prvoku
Plasmodium (Blanquart a Gascuel 2011; Strassert et al. 2016). Pravé diky endosymbioze se
mnoho mitochondridlnich gent pifesunulo do jaderného genomu a proteiny, které koduji,
jsou syntetizovany cytosolickymi ribozomy, teprve az poté jsou transportovany do
mitochondrii. Zaroven se nékteré mitochondrialni geny staly po endosymbidze nadbytecné, a
proto byly z genomu nadobro vypustény (Ott et al. 2016; Vogtle et al. 2009; Abe et al.
2000).

T. brucei ma v kazdé bunce pouze jednu mitochondrii (Tyler et al. 2001), ve které se
nachazi tzv. Kinetoplast. Jedna se o jednu sit mitochondrialniho genomu, slozenou
Z propojenych maxikruhii a minikruhtt DNA, coZ je ve srovndni s ostatnimi eukaryotickych
organizmy neobyc¢ejny jev. Minikruhy (~1 kb) koéduji stovky molekul RNA, které poté
kontroluji Gipravy na transkriptu maxikruht. Maxikruhy (~23 kb) se vyskytuji v desitkach
identickych kopii, které koduji dvé mitochondrialni ribozomalni RNA (mt-rRNA) molekuly
a osmnact mitochondrialnich proteint (Jensen a Englund 2012; Fairlamb et al. 1978). U
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trypanozom existuji rizné formy mitochondrii, které se ptizptisobuji jednotlivym
trypanozomalnim stadiim. Typickd mitochondrie u hmyziho stadia je plné aktivni, oproti
tomu mitochondrie u krevniho stadia je utlumena. Mitochondrie u krevni formy T. brucei
nevyuzivaji jako hlavni zdroj syntézy ATP oxidativni fosforylaci, nybrz glykolyzu. Proto
také tato forma neobsahuje nékteré slozky elektronového transportniho fetézce. Kdyz se
trypanozoma preméni na hmyzi formu, stava se hlavnim zdrojem ATP oxidativni fosforylace
(Njogu et al. 1980). ATP syntaza se vSak objevuje ve vSech fazich zivotniho cyklu T. brucei
(Brown et al. 2001).

1.3. Mitochondrialni ribozomy

Mitochondrie maji také své ribozomy, nazvané mitochondrialni ribozomy nebo téz
mitoribozomy. Mitoribozomy, stejné jako ribozomy Vv cytosolu, zprostiedkovavaji translaci
neboli pieklad mitochondrialni messengerové RNA (mt-mRNA) na proteiny. Jsou sloZeny
zmalé a velké podjednotky a jejich struktura je tvofena molekulami mt-rRNA a
mitoribozomalnimi proteiny (Greber a Ban 2016). Mitoribozomy se stihly od
endosymbiotické udalosti vedouci ke vzniku eukaryot diverzifikovat a v dnesni dobé
muzeme pozorovat mnoho odlisnosti mezi eukaryotickymi mitoribozomy a bakterialnimi
ribozomy. Mitoribozomy maji obvykle vyrazné zvySené mnozstvi proteintl, které nahrazuji
mt-rRNA, a maji tak jakousi funkci vyplné. Postupné se zjistilo, ze tyto proteiny také
vyrazné rozsifuji funkéni vlastnosti mitoribozomu (Sharma et al. 2003; Koc et al. 2001). U
vétSiny eukaryotickych organizmu je mt-rRNA redukovana s vyjimkou, kterou je vnitini
jadro. Jedna se o vysoce konzervovanou strukturu, tvofenou mt-rRNA, ktera zistala ustalena
diky svym dilezitym funkcim, jako je parovani bazi mezi kodonem mRNA a antikodonem
transferové RNA (tRNA) v dekédovacim centru malé mitoribozomalni podjednotky. Dalsi
dulezita funkce je syntéza peptidové vazby V peptidyl transferdzovém centru velké

podjednotky (Spahn et al. 2001; Ramrath et al. 2018).

Mitoribozomy jsou komplexni struktury, jejichz maturace je slozity proces zahrnujici
nekolik prekurzorti a velké mnoZstvi proteind, které napomdhaji maturaci. Vyskytuji se
pouze u prekurzori, nikoliv v maturovanych podjednotkdch mitoribozomti. Takovéto

proteiny jsou nazyvany assembly faktory (Hilander et al. 2021).

1.4. Mitochondrialni ribozomy Trypanosoma brucei

T. brucei je charakteristicka svymi mitoribozomy, které maji enormné zvySené

mnozstvi mitoribozomalnich proteini vytvarejicich obal okolo wvnitiniho jadra. Jejich



wevr

Mitoribozom trypanozom ma velikost okolo 4,5 MDa. mt-rRNA je zredukovana pouze na
dvé molekuly, oproti bakterialnim ribozomtim, které maji dohromady celkem tii mt-rRNA
molekuly (Ramrath et al. 2018; Brownlee a Sanger 1967). Jedna z dalSich zajimavosti u T.
brucei je pomér velikosti jednotlivych podjednotek. Jejich mala mitoribozomalni
podjednotka je totiz prostorové vétsi nez podjednotka velka (viz obrazek ¢. 1) (Ramrath et al.
2018).
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Obrazek ¢. 1: Porovnani velikosti mitoribozomu T. brucei a ribozomu bakterie (prevzato a

upraveno z Ramrath et al. 2018).

Pomoci kryo-elektronové mikroskopie byla vyfeSena struktura malé 1 velké
mitoribozomalni podjednotky a také jejich prekurzort. To pfispélo k ziskani novych
informaci o trypanozomalni translaci a také o maturaci mitoribozomut (Saurer et al. 2019;
Jaskolowski et al. 2020, Soufari et al. 2020; Tobiasson et al. 2021). Trypanozomalni
mitoribozomy maji celou fadu struktur, jejichz architektura a v nékterych ptipadech i funkce
je odlisna jak od bakterialnich ribozomu, tak od ostatnich eukaryotickych mitoribozomi
(Desai et al. 2017; Greber et al. 2015; Ramrath et al. 2018). Samotna architektura
mitoribozomt ma charakteristické rysy, napiiklad vystupni tunel, kterym odchazi tvofici se
protein z mitoribozomu. Tato struktura je proto bézné zachovana bez vétsich zmén (Ott et al.

2016), avsak u trypanozom je i tato struktura pozménéna. Vystupni tunel se vétvi a ma dva
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vystupy. Piredpoklada se, ze by takto rozdvojeny vystup mohl byt spojeny s faktem, ze tyto
mitoribozomy syntetizuji ve velkém proteiny tvofici membranové komplexy, které je
potieba jiz pii translaci inzerovat do membréany. Ty by mohly opoustét mitoribozom jednim
otvorem, zatimco nemembranové proteiny by mohly vyuzivat alternativni otvor bez nutnosti
odpojeni mitoribozomu od vnitini mitochondridlni membrany (Ramrath et al. 2018). Dalsi
pozoruhodna ¢ast trypanozomalniho mitoribozomu je tzv. centralni protuberance (CP),
struktura velké mitoribozomalni podjednotky, ktera ptedstavuje jedno z propojeni mezi
malou a velkou podjednotkou a mimo jiné také zajist'uje pohyby podjednotek pii translaci. U
bakterialnich ribozomu je CP tvoiena 5S rRNA (Lotti et al. 1989), u sav¢ich mitoribosomu
se jiz 5S rRNA nevyskytuje a CP je tvofena mitochondrialni tRNA (mt-tRNA) (Brown et al.
2014; Greber et al. 2014), kdezto u trypanozomalnich mitoribozomd se jedna pouze o

proteinovou strukturu (Ramrath et al. 2018).

1.5. Biogeneze malé mitoribozomalni podjednotky u Trypanosoma brucei

Ribozomalni podjednotky se vytvareji kazda zvlast, az teprve po jejch maturaci se
béhem iniciace translace a po rozeznani mt-mRNA podjednotky spoji v jeden funkéni celek.
Biogeneze mitoribozoma zatim nebyla objasnéna na takové urovni jako u cytosolickych
nebo bakterialnich ribozomt. Mala i velkd ribozomalni podjednotka jsou komplexni
struktury, jejichz biogeneze a maturace prochazi mnoha stadii, tzv. prekurzory. Prekurzory
jsou tvotreny celou fadou assembly faktort, proteind, které jsou pro maturaci mitoribozomu
nezbytné, jelikoz maji specifické funkce, diky kterym napoméhaji a katalyzuji tvorbu
maturované podjednotky. Jedna se o RNA helik4zy, nukledzy, GTPazy, modifikujici enzymy
a chaperony, které napomadhaji skladdni mt-rRNA a jednotlivych mitoribozomalnich
proteint. Nékteré z nich maji také funkci anti-asociac¢ni, kdy se vazi na struktury, a ty
nasledné svou vazbou inaktivuji a zabranuji tak napiiklad pfedéasné translaci (Rozanska et
al. 2017; Dennerlein et al. 2010; Valgardsdottir et al. 2004; Tu a Barrientos 2015; Lee et al.
2013; Jacob et al. 2013).

Doposud byly u trypanozomalnich mitoribozomti zachyceny a strukturné popsany
dva prekurzory velké podjednotky a tii prekurzory malé podjednotky (Saurer et al. 2019;
Jaskolowski et al. 2020, Soufari et al. 2020; Tobiasson et al. 2021). Prvni ze tii popsanych
prekurzorti malé mitoribozomalni podjednotky je tzv. assemblosom, ktery obsahuje celkem
34 assembly faktort. Je to prekurzor nejméné podobny maturované podjednotce. Hlava
assemblosomu obsahuje vSechny proteiny, které jsou pfitomny v maturované podjednotce,

av8ak pfi maturaci dochazi k jeji rotaci. T€lo assemblosomu v této fazi jesté vSechny
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proteiny maturované podjednotky nezahrnuje, chybi mu celkem 12 mitoribozomalnich
proteint, které se v prib&hu maturace postupné pripoji. Nasleduje prekurzor, zvany stiedni
intermediat, jehoZz hlava jiz proSla rotaci (viz obrazek ¢. 2) a télo ptijalo dva nové
mitoribozomalni proteiny. Pozdni intermediat je posledni popsany prekurzor malé
mitoribozomalni podjednotky a zaroven je také nejvic podobny zralé¢ podjednotce. Télo
prekurzoru obsahuje pouze dva zbyvajici assembly faktory. Co se tyka mt-rRNA, ta méni
Vv pribé¢hu maturace podjednotky svou konformaci, v prekurzorech je stabilizovéana
v neaktivni form¢ pomoci nékterych assembly faktor, a az kdyz se assembly faktory
z podjednotky uvolni, rRNA se postupné dostava do své maturovné formy (Saurer et al.
2019).

assemblosom stfedni intermediat pozdni intermediat maturovana podjednotka

hlava assemblosomu

télo assemblosomu

Obrazek ¢. 2: Maturace malé mitoribozomalni podjednotky T. brucei (prevzato a upraveno

ze Saurer et al. 2019).

Pomoci kryo-elektronové mikroskopie byla odhalena neznama struktura, kterd je
vazana s assemblosomem mitoribozomu T. brucei. K neznamé struktufe se vaze assembly
faktor mt-SAF24, ktery je pfitomny pouze v tomto prekurzoru a ktery vytvari vyrazny
vybézek (viz obrazek ¢. 3). Na zaklad¢ tvaru, velikosti struktury a jejich detaili v mapé
z kryo-elektronové mikroskopie (Saurer et al. 2019) je podle nas mozné, Ze se jedna o
fragment membrany. To formovalo nasi hypotézu, ktera fika, ze assemblosom je vazany
K vnitini mitochondrialni membrané prostfednictvim assembly faktoru mt-SAF24. A protoze
stiedni intermediat jiZz neobsahuje zminény assembly faktor, mizeme predpokladat, ze tento
a nasledujici intermediat jiz nejsou vazany k membrané a pravdépodobné se volné pohybuji
V matrix mitochondrii. Teprve az kdyZ je mald podjednotka maturovana, je schopna se
propojit s velkou maturovanou podjednotkou. Jak bylo ukazano u jinych organizmi (Pfeffer
et al. 2015; Englmeier et al. 2017), velkd mitoribozomalni podjednotka je vazana
k membran¢ béhem translace a pravdépodobné po celou dobu jeji biogeneze, po spojeni

obou podjednotek se tak mala podjednotka automaticky stava také vazanou k vnitini
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mitochondridlni membrané. Z toho vyplyvd, Ze mald mitoribozomalni podjednotka by se
m¢éla, narozdil od velké mitoribozomalni podjednotky, vazat k membrané pouze ve fazi

assemblosomu a maturované podjednotky.

MISAF24
pentamer

Obrazek ¢. 3: Assembly faktor mt-SAF24 vazany k neznamé strukture.

1.6. Assembly faktory

Mitoribozomalni assembly faktory, které byly v této bakalaiské praci modifikovany,
jsou assembly faktory mt-SAF24 a mt-SAF16. Jedna se o proteiny, které se nachazeji pouze
v assemblosomu a poté jsou z vyvijejici se podjednotky vypustény. mt-SAF24 je soucasti
t&la malé podjednotky mitoribozomu a ma pentamerickou strukturu. Cast assembly faktoru
mt-SAF24 udrzuje mt-rRNA v neaktivni konformaci a je propojend s dalSimi assembly
faktory a proteiny malé mitoribozomalni podjednotky. Svou dalsi ¢asti je mt-SAF24 vazany
k neznamé struktufe, ktera je dle nasi hypotézy nejspiSe vnitini membrana mitochondrie.
Soucasti struktury, ktera oddéluje hlavu assemblosomu od jeho téla, je assembly faktor
mt-SAF16 (Saurer et al. 2019). V této bakalaiské praci jsme také pracovali s linii, u niz jsme
ovlivitovali expresi assembly faktoru mt-SAF18. Tento protein se nachazi v centru
assemblosomu a ma mnohocetné kontakty s nekolika c¢astmi mt-rRNA a s mnoha
mitoribozomalnimi proteiny a assembly faktory. NaSe nepublikovana analyza (Zgadzday et
al. — manuskript v piipravé) ukazuje, ze se jednd o homolog RbfA, assembly faktoru
ucastniciho se biogeneze bakteridlnich ribozomt (Schedlbauer et al. 2021) a savc€ich
mitoribozomu (Itoh et al. 2022; Harper et al. 2023).



2. Cile prace

® Prfipravit geneticky modifikované bunécéné linie hmyziho stadia trypanozom,
které exprimuji vybrané proteiny mitochondridlniho ribozomu nebo jeho

prekurzora s epitopem pro imunodetekci

® Ove¢fit mitochondrialni lokalizaci takto modifikovaného proteinu pomoci

subcelularni frakcionace

® Otestovat, zda prekurzory obsahujici tyto znacené proteiny asociuji s vnitini

mitochondrialni membranou pomoci submitochondrialni frakcionace



3. Materialy a metody

3.1. Metody molekularni biologie a manipulace DNA

3.1.1. Polymerazova tetézova reakce

DNA pro tagovani proteinovych komponent byla amplifikovana z ¢asti plazmidu
pPOTv4 (Dean et al. 2015) se sekvenci pro GFP tag nahrazenou sekvenci pro V5 tag
prostiednictvim metody polymerazové fetézové reakce (polymerase chain reaction, PCR).
Plazmid slouzil pti PCR reakci jako templat a byly zde pouzity tzv. dlouhé primery (tabulka
¢ ).

Tabulka ¢. I: Sekvence primerii pouzitych pri PCR metodé s kurzivou oznacenou 5'-koncovou

casti pro homologni rekombinaci.

Kod primeru Sekvence

AATTCTTCCTAGAGCAGGAGGAGTACATGACGTGGCTGGGA

AZ 1495 CAAGTACAGCATGTGGCAAATGCTGTATCGCGAACTGCAGG
TTCTGGTAGTGGTTCC
ATGTTTAGGCTGACATATGAGGAAACAAATCAATCCGTTACC

AZ 1496 AGAAACCCGCCAACACATTCGTCTGCATAATTTCTTCCCCA
ATTTGAGAGACCTGTGC
CTTTATCGACGGTGGACCTCTGCCGTATGAAGGGTTCACCG

AZ 1501 GATGGTTATTATCACACCGAGGGCGCTGTGCACTTATCGGG
TTCTGGTAGTGGTTCC
ATATGAGTTTGTCCATCGGTCCCAGGCAATTCTTTCCACAAA

AZ 1502 TATATGGGAATGTGTGTACACGCACACAAAACCACCAACCA
ATTTGAGAGACCTGTGC
GACCAAGGAGGGAACCACTTAATGCAGCCGAGTCGATTCC

AZ 1348 ACCAAGAAACGAAAGGGCAGTTAATATTTGGACGGTGGACG
GTTCTGGTAGTGGTTCC
GCGCCTAAAATCGAGTTACCAACGGCATGAGGTATGGATGC

AZ 1349 AAACAAGCGCGATCGATACCCTTCAGTGACTTCCATCCACC
AATTTGAGAGACCTGTGC

Kazdy primer sestaval ze dvou casti, tedy z 5 konce a 3' konce. 5' konec piedstavoval

homologni sekvenci k cilovému genu a jeho nepiekladané oblasti (untranslated region, UTR)
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a byl tvofen 80 nukleotidy. Kratsi 3' konec primeru byl komplementarni k templatu a slouzil
pii PCR metod¢ jako pocatek syntézy DNA (Dean et al. 2015). Pouziti jednotlivych primera
je uvedeno ve vysledcich. Kromé templatu a parG primertt byl pro tvorbu mastermixu
potieba kit AccuPrime™ Tag DNA Polymerase system, ze kterého byla pouzita
AccuPrime™ Taq DNA polymeraza a reakéni pufr 10x AccuPrime™ PCR pufr 11. Mnozstvi

jednotlivych komponent na 50 pl mastermixu jsou zapsana v tabulce €. 11.

Tabulka ¢. |1: Mnozstvi jednotlivych slozek mastermixu.

Slozka Mnozstvi (ul)
10x reak¢ni pufr 5
Forward primer (10 uM) 0,5
Reverse primer (10 uM) 0,5
Templat 0,3
AccuPrime™ Taq polymeraza 15
Deionizovana voda 42,2

V termocykleru byly nastaveny jednotlivé faze programu:

e Faze C. 1 byla nastavena na 20 sekund pii 94 °C, v této fazi probihala

denaturace

e Faze ¢. 2 byla nastavena na 30 sekund pii 65 °C, v této fazi probihalo

nasedani primera
e Faze ¢. 3 byla nastavena na 2,5 minuty pii 68 °C, v této fazi probihala extenze

Tyto tii1 faze byly opakovany 30x. Déle byla v programu nastavena poc¢ate¢ni denaturace na
2 minuty pii 94 °C. Tato faze zahajovala cely program. Naopak terminalni faze cely program

ukoncila, jednalo se o 5 minut pii 68 °C, kdy probihala zdvérecna extenze.

PCR produkt byl po reakci precipitovan ethanolem. Do zkumavky byl pfidan PCR
produkt, 3 M NaOAc (pH 5,0) a 96% ethanol, a to vSe v poméru 10:1:25. Po dikladném
promiseni byl roztok inkubovan pies noc pii -20 °C. Poté byla suspenze centrifugovana
(15000 rcf; 4 °C; 20 minut). Supernatant byl odstranén, pelet byl resuspendovan s 500 ul
70% ethanolu a suspenze byla centrifugovana (15000 rcf; 4 °C; 15 minut). Veskery

supernatant byl odstranén, pelet byl vysuSen a poté byl resuspendovan s 21 pl deionizované
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vody. Koncentrace PCR produktu byla zméfena pomoci mikroobjemového spektrofotometru

Nanodrop. Produkt byl poté uchovan v lednici pti 4 °C.

3.1.2. Elektroforetickéd analyza DNA

Byl vytvoten 1% agarozovy gel s pouzitim agarézy od firmy Central European
Biosystems a TAE pufru (40 mM Tris; 2 mM EDTA,; pH 8,0; 20 mM kyselina octova). Do
gelu byl posléze pridan ethidium bromid v poméru 1:500 pti ptivodni koncentraci 25,36 mM.
Pted nanesenim na gel byl PCR produkt smisen s 10x smési pro nanaSeni vzorkit DNA na
agarézovy gel vpoméru 1:10. Do jamek bylo naneseno 5pul vzorku a poté byla
elektroforetickd vana pfipojena ke zdroji na 100V, 40 minut. Vizualizace vzorka byla

provedena na pfistroji ChemiDoc XRS+ System od firmy Bio-Rad.

3.1.3. Izolace plazmidi z Escherichia coli

Izolace plazmidid z bakterii E. coli byla provedena s pouzitim kitu GenElute™ HP
Plasmid Miniprep Kit od vyrobce Sigma-Aldrich podle pfilozené¢ho protokolu. Koncentrace
izolované DNA ve vzniklém roztoku byla zméfena pomoci mikroobjemového

spektrofotometru Nanodrop. Izolovana DNA byla uchovavana v mrazaku pti -20 °C.

3.2. Kultivace a modifikace organizmi

3.2.1. Transformace Escherichia coli

K 20-50 ul kompetentnich bunék E. coli XL1 Blue bylo pfidano 20-50 pl
(10 pg-100 ng) liga¢ni smé&si. Mix bakterialnich bunék a DNA byl inkubovan na ledu
30 minut a poté byla zkumavka vlozena do vodni lazné o 42 °C. Po 45 sekundéach byla
zkumavka vracena zpatky na led na 2 minuty. Po uplynuti 2 minut byl do zkumavky pifidan
1ml S.O.C. média (0,5% vytazek z kvasinek; 2% trypton; 10 mM NaCl; 2,5 mM KClI,
10 mM MgSOs x 7 H20; 10 mM MgCl2 x 6 H20; 20 mM glukodza), takto byly bakterie
ponechany v tiepaném inkubatoru pii 37 °C 45 minut. Bakterie byly dale centrifugovany
(4 000 rcf; 20 °C; 4 minuty), 300 ul supernatantu bylo odstranéno a poté, co byl pelet pecliveé
resuspendovan se zbylym supernatantem, bylo 100 pul této suspenze rozprostieno na agarové
plotny s antibiotikem ampicilinem (100 pg/ml). Agar6zové plotny byly inkubovany
Vv inkubdtoru pii 37 °C pfes noc. Vybrand kolonie byla pfed izolaci plazmidid dale
inkubovana 24 hodin v LB médiu (1% trypton; 0,5% kvasinkovy extrakt; 1% NaCl).
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3.2.2. Kmeny a kultivace Trypanosoma brucei

V této bakalaiské praci byla pouZita linie Lister Strain 472 hmyziho buné¢ného stadia
T. brucei, sintegrovanym konstruktem p-Sm-Ox (Poon et al. 2012) pro expresi
tetracyklinového represoru a T7 polymerazy a dale od ni odvozené linie umoziujici
potlaceni exprese genu mt-SAF16 nebo mt-SAF18 pomoci RNA interference (RNAi). Tyto

linie byly dfive pfipraveny V nasi laboratofi.

Vsechny bunééné linie byly kultivovany v médiu SDM-79 od vyrobce Gibco s 10%
fetalnim bovinnim sérem (FBS) a s pfidanymi piislusnymi antibiotiky podle genetickych
modifikaci dané linie (puromycin 1,0 ug/ml; blasticidin 10 pg/ml; hygromycin 25 ug/ml;
tetracyklin 5 pg/ml). VSechny linie byly kultivovany v inkubatoru pii 27 °C.

3.2.3. Transfekce Trypanosoma brucei

Pro dvé transfekce hmyziho stadia T. brucei bylo pouZito 1x10® bungk
Vv exponencialni fazi rustu. Tyto bunky byly centrifugovany (1300 rcf; 4 °C; 10 minut),
supernatant byl odstranén a pelet byl promyt 10 ml studeného pufru CytoMix (25 mM
Hepes, pH 7,6; 120 mM KCI; 0,15 mM CaCl;; 10 mM pufr fosfore¢nanu draselného,
pH7,6; 2mM EDTA; 5mM MgCl;; 6 mM glukéza). Buiky byly nasledné opét
centrifugovany (1300 rcf; 4 °C; 10 minut) a po odstranéni supernatantu byly resuspendovany
v 1 ml studeného CytoMixu. Do kyvety byly pfidany 4 ng PCR produktu a 0,5 ml bunécné
suspenze a vSe bylo dikladné promichano. Byla provedena elektroporace ptistrojem BTX
ECM 630 pfii nastaveni 1600 V, 25 Q, 50 uF. Po elektroporaci byly buiky resuspendovany
v 6 ml SDM-79 s pfislusnym antibiotikem (viz 3.2.2. Kmeny a kultivace Trypanosoma
brucei). Po 16-18 hodinach bylo pfidano dalsich 6 ml média SDM-79, které navic
obsahovalo selek¢ni antibiotikum hygromycin o koncentraci 2x vyssi, nez je bézné —
50 pg/ml. Po promichani byla kultura ziedéna na 24-jamkovych destickach nasledujicim
zpusobem: do kazdé jamky v prvni fadé byly pfidany 2 ml pfipravené bunécné kultury. Do
druhé a tieti fady bylo pfidano vzdy 1,5 ml SDM-79 média s pfislusnymi antibiotiky. Ve
ctvrté fade byly jamky naplnény 1 ml SDM-79 média s ptislusnymi antibiotiky. Z prvni fady
bylo pteneseno 0,5 ml kultury do druh¢ fady a vSe bylo dikladné promichano. Z druhé fady
bylo pieneseno 0,5 ml kultury do fady tieti a z této fady bylo opét pteneseno 0,5 ml kultury
do fady ¢tvrté. Timto bylo zajisténo zfedéni bunck, konkrétné ve druhé fadé byly buiky
fedény 4%, ve tfeti fadé¢ 16%, ve ctvrté 48x. Buinky byly nadéle selektovany pomoci

specifického antibiotika hygromycinu.
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3.3. Biochemické metody

3.3.1. Separace proteini pomoci denaturacni polyakrylamidové elektroforézy
Pro ovéfeni pfitomnosti tagovanych proteinii byla pouzita dodecylsulfat sodny
polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE). Tato proteinova elektroforéza byla
provedena s pouzitim dodecylsulfat sodného (SDS) polyakrylamidového gelu Novel™
Wedge Well™ 4-20% Tris-glycin gel znacky Invitrogen a SDS-PAGE running pufru
(25 mM Tris; 192 mM glycin; 3,5 mM SDS). Po naneseni vzorka (10-40 pl) do jamek byla
elektroforeticka vana ptipojena ke zdroji na 110-150 V po dobu 1-1,5 hodiny.

3.3.2. Pfenos proteinli na membranu a imunodetekce

Ptenos proteini z gelu na membranu byl proveden pomoci metody Western Blot.
Blotovaci ,,sendvic* byl slozen z blotovacich kazet, gelu, houby, hrubého filtraéniho papiru a
blotovaci membrany. Blotovaci membrana byla pfed sestavenim sendvi¢e vlozena na
1 minutu do methanolu a poté do pienosového pufru (48 mM Tris; 39 mM glycin; 20%
methanol), filtracni papir a gel byly namoceny pouze do pienosového pufru. Blotovaci
sendvi¢ byl poté sestaven v nasledujicim potadi: Cerna blotovaci kazeta, houba, hruby
filtrani papir, gel, blotovaci membrana, hruby filtra¢ni papir, houba, Cervend blotovaci
kazeta. Do vany na Western Blot byly vloZeny slozené blotovaci sendvice, byla naplnéna

pfenosovym pufrem a pfipojena ke zdroji na 90 minut pii 90 V.

Membrana byla po Western blotu inkubovana minimalné 1 hodinu v 5% roztoku
susené¢ho odtu¢néného mléka, ptipraveného v PBS-T (5 mM Na,HPO x 12 H»O; 5 mM
NaH,PO, x 2 H,0; 145 mM NaCl; 0,05% tween 20). Roztok mléka fungoval jako blokovaci
roztok. Po inkubaci v mléce se membrana inkubovala dal$i hodinu v roztoku mléka a
primarni protilatky (pfiloha 1), nasledné byla membrana promyta 3x po 15 minutach
v PBS-T pufru. Po promyti byla membrana inkubovana 1 hodinu v roztoku sekundarni
protilatky od firmy Bio-Rad a mléka v poméru 1:2000 a byla promyta 3% po 15 minutach a
2x po 10 minutach v PBS-T pufru. Sekundarni protilatka byla znaena enzymem, zvanym
kotenova peroxidaza (horseradish peroxidase, HRP). Po poslednim promyti byl pouZzit
chemiluminiscenéni kit Clarity Western ECL Substrate od firmy Bio-Rad a signaly na
membrané byly vzapéti vizualizovany v pfistroji ChemiDoc XRS+ System od firmy
Bio-Rad.
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3.3.3. Priprava celobunéénych lyzatt Trypanosoma brucei

Pro ptipravu celobunéénych lyzata z hmyziho stadia T. brucei bylo odméieno 1x10’
bunék a ty byly centrifugovany (1300 rcf; 4 °C; 10 minut). Supernatant byl odstranén a pelet
byl resuspendovan s 1 ml PBS-G (5 mM NaHPO x 12 H,O; 5mM NaH,PO, x 2 H,O;
145 mM NaCl; 6 mM glukdzy). Po promichani bylo PBS-G doplnéno do objemu 1,5 ml a
suspenze byla centrifugovana (1300 rcf; 4 °C; 10 minut). Po odstranéni supernatantu byl
pelet resuspendovan se 100 ul PBS (5 mM Na;HPO x 12 H,O; 5 mM NaH,PO, x 2 H,O;
145 mM NaCl) a 50 pl 3x barvivem SDS-PAGE (6% SDS; 300 mM dithiotreitol; 150 mM
Tris-HCI, pH 6,8; 30% glycerol; 0,02% bromfenolova modf). Suspenze byla ponechana
7 minut v termobloku pii 97 °C. Ptipravené vzorky byly uskladnény v mrazaku pii -20 °C,
pted SDS-PAGE elektroforézou byly znovu zahtaty v termobloku pii 97 °C 7 minut, dale

byl proveden Western blot a imunodetekce (viz 3.3. Biochemické metody).

3.3.4. Subcelularni frakcionace

Pro subcelularni frakcionaci na organelarni a cytosolickou frakci bylo sklizeno a
centrifugovano (1300 rcf; 4 °C; 10 minut) 1x10° bungk. Supernatant byl odstranén a pelet
byl resuspendovan v 5 ml PBS-G, poté bylo PBS-G doplnéno do objemu 14 ml. Suspenze
byla centrifugovana (1300 rcf; 4 °C; 10 minut) a po odstranéni supernatantu byl pelet
resuspendovan s 1 ml PBS-G. Po resuspendaci bylo PBS-G doplnéno do objemu 1,5 ml.
Suspenze byla opét cenrifugovana (1300 rcf; 4 °C; 10 minut) a vSechen supernatant byl
peclivé odstranén. Pelet byl resuspendovan s500 ul SoTE (20 mM Tris-HCI, pH 7,5;
600 mM sorbitol; 2 mM EDTA, pH 8,0), do roztoku bylo dale pfidano 500 ul SOTE s 0,03%
digitoninem (to bylo pied ptfidanim zahfivano v mikrovinné troubg). Cela zkumavka byla
jednou pievracena a inkubovana na ledu 5 minut. Po inkubaci bylo ze suspenze odebrano
100 pl, které predstavovaly input a byly smiseny s50ul 3x barviva SDS-PAGE,
koncentrace bun&k ve vzorku byla 6,7x10% bun&k/ul. Zbyla suspenze byla centrifugovéana
(4600 rcf; 4 °C; 3 minuty). VSechen supernatant, ktery piedstavoval cytosolickou frakci, byl
ptenesen do nové zkumavky a byl zméfen jeho objem. Z cytosolické frakce (supernatantu)
bylo odebrano 100 pl a to bylo smiseno s 50 pl 3x barviva SDS-PAGE, koncentrace bun¢k
vtomto vzorku byla 6,7x10% bundk/ul. Pelet, ktery predstavoval organelarni frakci, byl
resuspendovan s PBS o stejném objemu, jako mél odebrany supernatant, a do 100 ul této
organelarni frakce bylo ptidano 50 pl 3x barviva SDS-PAGE, koncentrace bun¢k ve vzorku

byla 6,7x10% bunék/pl. Organelarni i cytosolicka frakce byly zah¥aty v termobloku pii 97 °C

14



na 7 minut a poté¢ byly uskladnény v mrazéku pii -20 °C. Pro subcelularni detekci vzorkt
byla provedena SDS-PAGE elektroforéza, pred kterou se vzorky znovu vlozily do
termobloku pfi 97 °C na 7 minut. Dale byl proveden Western blot a imunodetekce (viz 3.3.

Biochemické metody).

3.3.5. Izolace mitochondrii Trypanosoma brucei hypotonickou metodou

Pro submitochondrialni frakcionaci na membranovou a matrix frakci bylo nejprve
potfeba z bun¢k izolovat mitochondrie. Bylo odméieno 3,5x10° bundk, které byly
centrifugovany (1300 rcf; 4 °C; 10 minut), Supernatant byl odstranén a pelet byl
resuspendovan v 10 ml ledového NET pufru (150 mM NaCl; 100 mM EDTA; 10 mM
Tris-HCI, pH 8,0). Suspenze byla opét centrifugovana (1300 rcf; 4 °C; 10 minut) a po tom,
co byl supernatant odstranén, byl pelet dale resuspendovan v 2,9 ml DTE (1 mM Tris-HCI,
pH 8,0; 1 mM EDTA). lhned po resuspendaci s DTE byly buiky lyzovany pomoci injekéni
stiikacky s jehlou (25G), suspenze byla 3x nasata do stiikacky a ven. Po tfetim opakovani
bylo do suspenze obratem pifiddno 485 pl roztoku 60% sacharézy a vSe bylo Setrné
promichano. Suspenze byla poté centrifugovana (15000 rcf; 4 °C; 10 minut), supernatant byl
opatrn¢ odstranén a pelet byl resuspendovan v 565 ul STM (250 mM sachar6za; 20 mM
Tris, pH 8,0; 2 mM MgCl2). Do suspenze bylo pfidano 1,7 ul MgClz (1 M zasobni roztok),
1,7 ul CaClz (0,1 M zasobni roztok) a 1 ul DNazy (10 mM Tris-HCI, pH 7,5; 50 mM NacCl;
10 mM MgClz; 1 mM dithiotreitol; 50% glycerol; 10 mg/ml DNaza I). Suspenze byla
promichana a byla inkubovédna 1 hodinu na ledu. Poté byla DNaza zastavena piidanim
565 ul ledového STE pufru (250 mM sachar6za; 20 mM Tris, pH 8,0; 10 mM EDTA).
Vzorek byl centrifugovan (15000 rcf; 4 °C; 10 minut) a po centrifugaci byl pelet, ktery
pfedstavoval mitochondrialni frakci, promyt 700 ul STE pufru. Pfed pokracovanim
experimentu mohla byt mitochondrialni frakce zmrazena vloZenim zkumavky do tekutého

dusiku na 45 sekund a uchovana v mrazaku pti -80 °C.

3.3.6. Submitochondrialni frakcionace

Pro submitochondrialni frakcionaci byl pelet dukladné resuspendovan v pufru A
(10 mM MgCIy ptipraven v deionizované vod¢€). Mnozstvi pufru A zalezelo na piesném
poctu bunék, ze kterych byly izolovany mitochondrie, pficemz plati, ze na 1,5x10° bungk
bylo pouzilo 350 pul pufru. Po resuspendovani bylo provedeno 10 cykli zmrazeni a
rozmrazeni vzorkl, které zahrnovaly vloZeni vzorku na 45 sekund do tekutého dusiku,

rozmrazeni vzorku na pokojovou teplotu a jeho I1-minutovou inkubaci na ledu. Po
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10 cyklech bylo odebrano 100 ul vzorku, ktery piedstavoval input, a to bylo smichano
s50ul 3x barviva SDS-PAGE, vysledna koncentrace bunék ve vzorku byla
2,8x10° bunék/ul (pfi ptvodni koncentraci bunék 1,5><109). Zbyvajici suspenze byla
centrifugovana (6000 rcf; 4 °C; 5 minut). Do nové zkumavky byl pienesen vSechen
supernatant, ktery pfedstavoval rozpustnou frakci, kterd obsahuje zejména matrix
mitochondrie a jeho objem byl zméfen (objem 1). Supernatant byl znovu centrifugovan
(6000 rcf; 4 °C; 5 minut), aby byl ocistén od ptipadného zbylého peletu. Bylo odebrano
100 pl supernatantu, ktery piedstavoval frakci matrix, a to bylo smichano s 50 pl 3x barviva
SDS-PAGE, vysledna koncentrace bunék ve vzorku byla 2,6x10° bundk/ul. Pelet, ktery
ptedstavoval membranovou frakci, byl promyt v 250 ul pufru A (6000 rcf; 4 °C; 5 minut) a
nasledné resuspendovan v pufru A o stejném objemu, jako mél supernatant (objem 1).
Z membranové frakce bylo opét odebrano 100 pl, které byly smiseny s 50 pl 3% barvia
SDS-PAGE, vysledna koncentrace bun¢k ve vzorku byla 2,6 10° bunek/pl.

U nékterych vzorki byla provedena déale karbonatova extrakce a ultracentrifugace,
kterd zajistila rozdéleni membranové frakce na periferalni membranovou frakci a integralni
membranovou frakci. Zbyvajici suspenze peletu (membranové frakce) s pufrem A byla
centrifugovana (6000 rcf; 4 °C; 5 minut), pelet byl peclivé resuspendovan s 400 ul pufru B
(0,1 M NaCO3z pfipraven v deionizované vod€). Suspenze byla centrifugovana
v ultracentrifuze (100 000 rcf; 4 °C; 23 minut). Supernatant, ktery piedstavoval periferalni
membranovou frakci, byl pfenesen do nové zkumavky a jeho objem byl zméfen (objem 2).
100 pl supernatantu bylo smiseno s 50 ul 3x barviva SDS-PAGE, vysledna koncentrace
bunék ve vzorku byla 1,3x10° bungk/ pl. Pelet, ktery predstavoval integralni membranovou
frakci, byl promyt v 500 pl pufru B (100 000 rcf; 4 °C; 12 minut). Po promyti byl pelet
resuspendovan v pufru B, jehoz objem byl stejny jako objem periferalni membranové frakce
(objem 2). 100 ul této suspenze bylo smichano s 50 pl 3% barviva SDS-PAGE, vysledna
koncentrace bunék ve vzorku byla 1,3x10° bunék/ul. Vsechny frakce smisené s barvivem
SDS-PAGE byly zahtaty v termobloku pii 97 °C 10 minut a poté mohly byt uchovany
v mrazaku pii -20 °C. Pifed SDS-PAGE elektroforézou byly vzorky znovu zahtaty
Vv termobloku pii 95 °C 10 minut. Dale byl proveden Western blot a imunodetekce (viz 3.3.

Biochemické metody).
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4. Vysledky

4.1. Priprava DNA pro genetickou manipulaci Trypanosoma brucei za

ucelem V5-tagovani mitoribozomalnich proteint a assembly faktora

Abychom mohli dale studovat biogenezi malé mitoribozomalni podjednotky T.
brucei, vybrali jsme tii proteiny, které jsme oznacili V5 peptidem. Takto oznacené proteiny
jsme pozdé&ji v experimentech detekovali s pouzitim protilatky proti V5 peptidu. Celkem
jsme tagovali 3 proteiny malé mitoribozomalni podjednotky a jejiho prekurzoru
(assemblosomu). Jednalo se o dva assembly faktory mt-SAF16, mt-SAF24 a jeden protein

malé mitoribozomalni podjednotky mS64.

Plazmidy odvozené od pPOTv4 (Dean et al. 2015), které nesly sekvenci pro V5
peptid a rezistenci na specifické antibiotikum hygromycin, jsme nejprve namnozili
Vv bakterialnich bunkach E. coli, z nichz jsme je poté izolovali a ziskali jsme 394 ng/ul
plazmidové DNA. Tu jsme nasledné pouzili jako templat pro PCR reakci, pii které jsme také
vyuzili dlouhé primery. Cilem pouZiti dlouhych primert bylo ziskat PCR produkt, ktery
bude obsahovat terminalni sekvence pro homologni rekombinaci do ptisluSného mista

genomu T. brucei (viz obrazek ¢. 4).

5" konec primeru (80 pb)

ot § bsr IV w1 SGS ceYFPGS PFRY a4 hpt ald 3 '\

G PCR s pouzitim dlouhych primert

e e

SUTR VUTR

Q homologni rekombinace

$UTR Ge:-GS_ - eVFP:: GS_PFRY a4 § hpt ka3 v UTR

Obrdazek ¢. 4: PCR tagovani s vyuzitim dlouhych primerii (prevzato a upraveno z Dean et al.
2015).
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Pro kazdy gen kodujici protein, ktery jsme tagovali, jsme nechali pfipravit vlastni par
primert (viz tabulka ¢. Ill) tak, abychom mohli tsek DNA pro transfekci pomoci nich

amplifikovat a pozdéji vlozit na specifické misto do genomu T. brucei.

Tabulka ¢. 11 Prirazeni dlouhych primerii k modifikovanym genuim.
Forward primer Reverse primer Modifikovany gen
AZ 1495 AZ 1496 mt-SAF16

AZ 1501 AZ 1502 mS64
AZ 1348 AZ 1349 mt-SAF24

Pro odstranéni primert a dalSich slozek reakce PCR a pro zvySenou koncentraci
vzorki jsme PCR produkty pied transfekci precipitovali pomoci ethanolu. Ziskali jsme
990 ng/ul DNA pro modifikaci genu SAF16, 723 ng/ul DNA pro modifikaci genu SAF24 a
858 ng/ul DNA pro modifikaci genu mS64. Velikosti produktt jsme ovéfili na agar6zovém
gelu (viz obrazek ¢. 4), pficemz ocekavana velikost fragmentl pro modifikaci genu

mt-SAF16, mt-SAF24 a mS64 byla 2071 pard bazi.

DMA pro modifikaci genu

SAF1E m&64 SAF24
1500 ph [1—

2000 0D | a— — -
3000 Pb | s

Obrazek ¢. 4: Velikosti amplifikované DNA, slouzici jako fragment pro translaci T. brucei,

na agarozovém gelu.

4.2. Vytvoteni geneticky modifikovanych bunéénych linii Trypanosoma
brucei tagovanim mitoribozomalnich proteini a jejich prekurzora V5
tagem
Celkem jsme modifikovali tfi parentalni bunécné linie hmyziho stadia T. brucei —

p-Sm-Ox linii, mt-SAF16 RNAI linii a mt-SAF18 RNAI linii. RNAI linie maji schopnost

blokovat produkci specifického proteinu na zakladé RNA interference. Po pfidani antibiotika
tetracyklinu se aktivuje specificka kazeta pro produkci dvouietézcové RNA, kterou poté

RNAI mechanismus zpracuje a targetuje cilovou mMRNA. Do genomu trypanozom jsme

vkladali ptipraveny PCR produkt, jenz obsahoval sekvenci pro V5 peptid a specifické

antibibiotikum — hygromycin. Nami modifikované geny se vyskytovaly v jaderném genomu
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trypanozom a do mitochondrie byly dopraveny az po translaci. Tyto geny maji v oblasti 5'
konce presekvenci, ktera transport do mitochondrie umoznuje (Vogtle et al. 2009; Abe et al.
2000), a jelikoz jsme nechtéli tuto ¢ast genu narusit, navrhli jsme dlouhé primery tak, aby se
tag vlozil na 3' konec ptislusného genu. Fragment DNA jsme do bunky vlozili elektroporaci.
Celkem jsme takto vytvotili 0Sm modifikovanych linii a v pribéhu dvou az tii tydni jsme
vyselektovali od kazdé modifikované linie nékolik klont (viz tabulka ¢. V), u kterych jsme

oc¢ekavali spravné vlozeny fragment a expresi tagovanych proteint.
Tabulka ¢. \V: Mnozstvi selektovanych a potvrzenych klonii u jednotlivych modifikovanych
bunécnych linii.

Pocet selektovanych Pocet potvrzenych
Pripravené bunécné linie

klont klonu
p-Sm-Ox mt-SAF16-V5 5 5
p-Sm-Ox mS64-V5 5 5
mt-SAF16 RNAI mt-SAF16-V5 3 3
mt-SAF16 RNAI mt-SAF24-V5 2 1
mt-SAF16 RNAI mS64-V5 4 4
mt-SAF18 RNAI mt-SAF16-V5 4 3
mt-SAF18 RNAiI mt-SAF24-V5 4 2
mt-SAF18 RNAiI mS64-V5 4 2

4.3. Ovéfeni exprese vSech proteini oznaenych V5 tagem imunodetekci
Abychom ov¢ftili expresi modifikovanych proteinil, pfipravili jsme celobunécéné
lyzaty od vSech klond, které se nam podafilo vyselektovat. Celobunétné lyzaty jsme
ptipravili s pouzitim SDS. Vysledné vzorky jsme separovali na SDS-PAGE elektroforéze.
Abychom mohli proteiny detekovat, pienesli jsme je z gelu na blotovaci membranu za
pomoci Western blotu. Signaly proteinti jsme Vvizualizovali imunodetekci s vyuzitim
primarni a sekundérni protilatky. Jako primarni protilatku pro detekci tagovanych proteinti
jsme pouzili mysi protilatku anti-V5 a jako sekundarni protilatku kozi anti-mysi protilatku
znaenou enzymem HRP. Na zdklad€ vizualizace jsme ovéfili, které klony exprimuji
vybrané proteiny s V5 tagem a které nikoliv, a zkontrolovali jsme velikosti proteinti, pficemz
vime, Ze spravné velikosti proteinti s V5 peptidem jsou nasledujici: mS64-V5 — 30,6 kDa,
mt-SAF16-V5 — 50,9 kDa, mt-SAF24-V5 — 34,6 kDa. U vétsiny modifikovanych bunéénych
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linii byly detekovéany pozitivni signaly u vice nez jednoho klonu. V tomto piipad¢ jsme

vybrali pro dalsi experimenty klon, ktery mél nejlepsi signal.

U bunécnych linii p-Sm-Ox mS64-V5 a p-Sm-Ox mt-SAF16-V5 se nam podatilo
vyselektovat pét klond a u vsech téchto klonli jsme detekovali protein o spravné velikosti, 1
kdyz intenzita signalu nebyla konzistentni mezi jednotlivymi klony. Jako kontrola byl pouzit

mitochondrialni protein tepelného Soku 70 (heat shock protein 70, Hsp70) (viz obrazek ¢. 5).

Klony

1 2 3 4 5

—
W e e | MS64-V5

70 kDa—] —-—-—-——I Hsp 70

35 kDa—

(mitochondrie)

55 kDa— — S | SAF16-VS

Hsp 70
70 kDa —| N— -—.-‘ (mitochondrie)

Obrazek ¢. 5: Celobunécné lyzaty klonii bunécnych linii p-Sm-Ox mS64-V5 a p-Sm-Ox
mt-SAF16-V5.

U buné&tné linie mt-SAF16 RNAiI mS64-V5 jsme vyselektovali ¢tyti klony a u
mt-SAF16 RNAI mt-SAF16-V5 tii klony, u kterych jsme protein detekovali, avSak u linie
mt-SAF16 RNAI mt-SAF24-V5 jsme ze dvou ziskanych klond protein detekovali pouze u

jednoho z nich (viz obrazek ¢. 6).

Kiony

1 2 3 4
---— mS64-V5

35 kDa—|

55 kDa—
W o — mt-SAF16-V5

35 kDa—|
— mt-SAF24-V5

Obrdazek ¢. 6: Celobunécné lyzaty klonii bunécnych linii mt-SAF16 RNAI mS64-V5,
mt-SAF16 RNAi mt-SAF16-V5 a mt-SAF16 RNAiI mt-SAF24-V5.

U vSech bunécnych linii mt-SAF18 RNAI jsme ziskali ¢tyii bunééné klony, avSak u
linie mt-SAF18 RNAiI mS64-V5 byly aktivni pouze dva klony, stejné tak jako u linie
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mt-SAF18 RNAI mt-SAF24-V5. U linie mt-SAF18 RNAI mt-SAF16-V5 jsme signal

proteinu detekovali u tii klont (viz obrazek €. 7).

Klony
1 2 3 4
S e - | nseavs
LS IS s s | mt-SAF16-V5

35 kDa — ..1 mt-SAF24-V5

Obrazek ¢. 7: Celobunécné lyzaty klonii bunécnych linii mt-SAF18 RNAI mS64-V5,
mt-SAF18 RNAiI mt-SAF16-V5, mt-SAF18 RNAI mt-SAF24-V5.

U linii p-Sm-Ox mt-SAF16-V5 a p-Sm-Ox mS64-V5 jsme dale rozdé&lili obsah bunék
na organelarni a cytosolickou ¢ast, abychom ovéfili, zda se tagované proteiny nachazeji
v organelarni Casti buiiky. Vyuzili jsme ktomu digitonin, ktery za nami pouZzivanych
podminek lyzoval cytoplazmatickou membranu bungk, ale organelarni membrany ponechal
neporusené. Diky tomu jsme mohli z bun€k izolovat pouze organely a ovéfit tak, Ze se ndmi
tagované proteiny mohly transportovat do mitochondrie. Po rozdéleni jsme proteiny
organelarni i cytosolické frakce separovali na SDS-PAGE elektroforéze a provedli jsme

imunodetekci ptislusnych proteint.

Na obréazku €. 8 je mozZné vidét, Ze se nami tagované proteiny vyskytuji v organelarni
¢asti bunky, nikoliv v ¢asti cytosolické, ¢imz jsme ovéfili spravnou lokalizaci tagovanych
proteintll. Jako mitochondridlni marker byl pouZit protein Hsp70, cytoplazmaticky marker byl

pouzit protein adenin fosforibosyltransferaza (APRT).

mt-SAF16-V5 mS564-V5
wcCL Cyto Oorg wCL Cyto Org

55 kDa— 35 kDa —
B R Protein-V5

— e~
— HSD70
70kDa— - 70 kDa— {mitochondrie)
— APRT
25 kDa —L_. * 25 kDa— — (cytoplazma)

Obrazek ¢. 8: Subcelularni frakcionace bunécnych linii p-Sm-Ox mt-SAF16-V5 a
p-SM-Ox mS64. WCL znaci celobunécny lyzat (whole cell lysate), Cyto znaci cytosolickou

frakci a Org znaci organelarni frakci.
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4.4. Submitochondridlni lokalizace V5 tagovanych proteind mitoribozomi a

jejich prekurzort

Geneticky modifikované bunécné linie, které exprimuji proteiny mitoribozomu a jeho
prekurzoru s V5 tagem se mohou vyuzit pti dalSich experimentech, které objasiuji biogenezi
mitoribozomalnich podjednotek. My jsme dale pracovali s liniemi mt-SAF16 RNAI
mt-SAF16-V5, mt-SAF16 RNAI mt-SAF24-V5, mt-SAF16 RNAi mS64-V5, mt-SAF18
RNAI mt-SAF16-V5, mt-SAF18 RNAI mt-SAF24-V5, mt-SAF18 RNAI mS64-V5. Také
jsme pracovali s linii, ktera byla diive modifikovana v nasi laboratofi stejnymi postupy.
Jedna se o linii mt-SAF24 RNAI mt-SAF16-V5. Submitochondrialni lokalizaci tagovanych
proteinti jsme provedli jak u RNAI linii neindukovanych, tak u linii indukovanych, pficemz
indukované linie jsme pfipravili pfidanim tetracyklinu do média. U kazdé RNAI linie jsme
provedli rastovou kiivku (viz obrazky ¢. 9-11), kde jsme porovnali rust bunék indukovanych
I neindukovanych, abychom si ovéfili, ze sniZzeni exprese danych proteini je pro bufiku
problém, a tim padem se snizuje i celkovy pocet indukovanych bun¢k T. brucei. Data pro
ristovou kiivku jsme sbirali 12 dni, abychom zjistili, ktery den se RNA interference projevi
(timto dékuji MSc. Jonathanu Wongovi za provedeni a poskytnuti dat rustovych kiivek). Na
zékladé rastovych kiivek jsme zjistili, ze vliv RNA interference u vsech indukovanych
bunéénych linii je ziejmy od ¢tvrtého dne po piidani tetracyklinu, proto jsme také v tento

den sklidili bunky a izolovali jsme z nich mitochondrie.

1002
—o— mt-SAF18 RMA (-)

T 101+ .

E ~#- Mt-SAF18 RNAi mS64-V5 ()

E‘ 11]11—- "

= mt-SAFL8 RNAi mt-SAF16-VS (-)

E lﬂlﬂ_ n

= —+— mt-SAF18 RMAi mt-SAF24-V5 (-)

T 10s

2 -@ - mt-SAFLE RMAI (+)

i 1] .

g 10 -@ - mt-SAF18 RNAi mS64-VS [+)

[l

£ 107 mt-SAF18 RNAi mt-SAF16-V5 (+)
10¢ + - Mt-SAF18 RNAi mt-SAF24-VS (+)

Obrazek ¢. 9: Riistova kirivka modifikovanych bunécnych linii parentalni linie mt-SAF18
RNAi. Neindukované bunécné linie jsou znaceny (-), indukované bunecné linie jsou

znaceny (+).
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—e— Mt-SAF16 RNAi (-)

—w- Mt-SAF16 RMAI mS64-V5 (-)
mit-5AF16 RMAi mt-SAF16-V5 (-)

—+— mt-SAF16 RNAI mi-SAF24-V5 |-)

-% - Mt-SAF16 RNA (+)

-@ - mt-SAF16 RNAi mS64-V5 (+)

Hustota bunék (buiky/ml)

- & - mt-SAF16 RMAi mt-SAF16.V5 (<)

- - Mt-SAF16 RMAi mt-SAF24-V5 (+)

Obrazek ¢. 10: Riistova krivka modifikovanych bunécnych linii parentalni linie mt-SAF16
RNAi. Neindukované bunécné linie jsou znaceny (-), indukované bunécné linie jsou

znaceny (+).

104 =
- —s- mt-5AF24 RNA} mt-SAF16-VS [-)
E - .
E 104 - . mt-5AF24 RMAI mt-SAF16-VS [+)
E 1010 = )
e
W08 - .
= P
m 108 - -
m -
2107 ~ -

10# [] L] L] L] T L] 1

0 2 10 12

Den

Obrazek ¢. 11: Rustova krivka modifikované bunécné linie mt-SAF24 RNAI mt-SAF16-V5.

Neindukované bunécné linie jsou znaceny (-), indukované bunécné linie jsou znaceny (+).

Z neindukovanych RNAI parentalnich linii jsme rovnéz izolovali mitochondrie.
Nasledné jsme provedli submitochondrialni lokalizaci tagovanych proteind, diky které jsme
byli schopni zjistit, zda se dany protein nachdzi voln¢ v matrix mitochondrie nebo vazany
K vnitini mitochondrialni membrané. Tato lokalizace pro nas byla stéZejni, jelikoz tagované
proteiny piedstavovaly jakési zéastupce jednotlivych prekurzori malé mitoribozomalni
podjednotky. Assembly faktory mt-SAF16 a mt-SAF24 se nachazi pouze v assemblosomu a
mS64 v pozdnim intermediatu a maturované podjednotce (Lenarcic¢ et al. 2022; Saurer et al.
2019; Ramrath et al. 2018). Podle nasi hypotézy (viz 1.5. Biogeneze malé mitoribozomalni
podjednotky u Trypanosoma brucei) bychom tedy méli assembly faktory mt-SAF16 a
mt-SAF24 detekovat v membranové frakci. U proteinu mS64 jsme piedpokladali, ze by se
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mohl objevit jak ve frakci matrix, tak ve frakci membranové, jelikoz je soucasti jak
maturované podjednotky, tak jejiho pozdniho intermediatu (Ramrath et al. 2018; Lenarcic et
al. 2022). U linie mt-SAF24 RNAI mt-SAF16-V5 jsme membranové proteiny dale rozdélili
na periferalni a integralni. Pouzili jsme k tomu uhli¢itan sodny, jehoz roztok ma pH 11,0.
Diky takto vysokému pH se zeslabi vazby mezi proteiny a periferalni proteiny se tak uvolni
(Kim et al. 2015). Proteiny ze vSech vzorkil jsme poté separovali pomoci SDS-PAGE
elektroforézy a imunodetekovali na membrané (viz obrazky ¢. 12 a 13). Jako marker vnitini
mitochondrialni membrany jsme pro vysledky submitochondrialni lokalizace pouzili
antiporter ATP a ADP (ATP/ADP carrier, AAC), jako markery matrix jsme pouzili
succinyl-koenzym A syntetazu (SCOAS) a protein pro editaci kinetoplastidové RNA 1
(kinetoplastid RNA editing protein 1, KREPA1). Jako marker periferalnich proteind vnitini
mitochondrialni membrany jsme zvolili podjednotku ATP syntazy (neboli komplexu V
podjednotky beta oxidativni fosforylace, cV beta) a jako marker vné&jsi mitochondrialni
membrany jsme pouzili aniontové kanaly zavislé na napéti (voltage-dependent anion
channel, VDAC).

Vysledné signaly tagovaného assembly faktoru mt-SAF16 u neindukované parentélni
linie mt-SAF24 RNAI jsme detekovali v periferalni membranové frakci. U indukované linie
jsme ocekavali, ze se mt-SAF16 signal pfesune do frakce matrix z dlivodu nepfitomnosti
assembly faktoru mt-SAF24, ktery mél podle nasi hypotézy cely assemblosom vazat
k membrang. Avsak i u indukované linie jsme nadale mt-SAF16 detekovali v periferalni

membranové frakci (viz obrazek ¢. 12).

Neindukované DO Indukované D4
in Mat Mem PM IM In Mat Mem PM M

e - - mt-SAF16-V5

— o oee SCoAS
40 kDa— - {matrix)
55 kDa— cV beta

a — ——— A —— (PM)
35 kDa—| " AAC
— — —— ’_ {vnitfni membréna)

Obrazek ¢. 12: Vysledky submitochondrialni lokalizace indukované a neindukované
modifikované bunécné linie mt-SAF24 RNAI mt-SAF16-V5. In znaci input, Mat znaci frakci
matrix, Mem znaci membranovou frakci, PM znaci periferalni membranovou frakci, IM

znaci integralni membranovou frakci.
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U indukovanych i neindukovanych parentalnich linii mt-SAF16 RNAi a mt-SAF18
RNAi jsme vys$i signdly vSech tagovanych proteinii detekovali v membranové frakcei
mitochondrie, coz potvrzovalo nasi hypotézu. Po indukci bunécnych linii jsme pozorovali
vyrazné sniZeni signalu u tagovaného proteinu mS64, ukazujici na niz§i mnozstvi malé
mitoribozomalni podjednotky vlivem RNA interference. U parentalni bunééné linie
mt-SAF16 RNAI jsme také nezaznamenali zadny signal tagovaného proteinu mt-SAF16 a
snizeny signal assembly faktoru mt-SAF24, coz také dokazuje efektivitu RNA interference
(viz obrazek ¢. 13).

SAF16 RNAI SAF18 RNAi

Neindukované DO Indukované D4 Neindukované DO Indukované D4

In Mat Mem In Mat Mem In Mat Mem In Mat Mem
oo — - — - 4 - e mS64-V5

SCoAS
40 kDa—| W _— . A—— — amee — — (matrix)
j | AAC

35 kDa— - - - — — {vnitini membréna)

55 kDa— .~ g - ” -— mt-SAF16-V5

SCoAS
40 kD2 —| —-— - = — e e {matrix)

AAC
A e i - —— @ | (membrana)

35 kDa—| - - - ——— .] mt-SAF24-V5
SCoAS

40 kDa— -. e —-— - e | (matrix)
E - - ACC
| —— d —

Obrazek ¢. 13: Vysledky submitochondrialni lokalizace tagovanych proteinii indukovanych a
neindukovanych parentalnich bunécnych linit mt-SAF16 RNAI a mt-SAF'18 RNAi. In znaci

input, Mat znaci frakci matrix, Mem znaci membranovou frakci.

Jelikoz vysledky indukované bunécné linie mt-SAF24 RNAiI mt-SAF16-V5
nepotvrzovaly nasSi hypotézu, rozhodli jsme se ud¢lat stejny experiment s dalSimi
tagovanymi proteiny mt-SAF36-V5, mt-uL23m-V5 a mL78-V5 parentalnich linii p-Sm-Ox
(tyto tagované linie byly pfipraveny jinymi cleny skupiny v nasi laboratofi). Linie
S tagovanymi proteiny mt-uL23m a mL78 jsme vybrali pro ovéteni metody z toho divodu,
7e jsou to proteiny velké mitoribozomalni podjednotky, ktera je pravdépodobné bé&hem

translace a mozna také po celou dobu své biogeneze vazana k membrané (Englmeier et al.
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2017; Pfeffer et al. 2015), a proto jsme je ocCekavali v membranové frakci. mt-SAF36 je
assembly faktor malé mitoribozomalni podjednotky, ktery je pfitomny ve stfednim a
pozdnim intermediatu (Lenarci¢ et al. 2022), u nichZz nepfedpokladame interakci s
membranou a jeho signal jsme tedy ocekavali v matrix frakci. Proteiny s V5 tagem maji
velikost nasledujici: mt-SAF36-V5 — 66 kDa, mt-uL23m-V5 — 34 kDa, mL78-V5 — 40 kDa.

Velkou ¢ast tagovanych proteinit velké mitoribozomalni podjednotky mt-uL23m a
mL78 jsme lokalizovali v membranové frakci, kde jsme je také ocekavali. Protein
mt-SAF36, ktery mél byt podle nasi hypotézy pfitomny ve frakci matrix, jsme s vét$i mirou

detekovali ve frakci membranové (viz obrazek ¢. 14).

mt-SAF36-VS mt-ul23m-Vs mL78-V5
in Mat Mem in Mat Mem n Mat Mem

70 kDa—[.- lss kDa—I- - l 40 kDa—‘! - | protein-Vs
SCoAS

40 kDa—I — am— ]40 kDa—l — e 140 kDa—l- = (matrix)
AAC

35 kDa—l -— :I 35 kDa—I- — lss kDa —) w— W | {vnitrni membrana)
VDAC

25 kDa—l p— -Izs (D —| - - 0| - - OO embrana)

70 kDa—l —d I 70 kDa—l e |7o kDa—l - E‘#Sﬁ%

Obrazek ¢. 14.: Submitochondrialni lokalizace modifikovanych bunécnych linii parentalni

linie p-Sm-Ox. In znaci input, Mat znaci frakci matrix, Mem znaci membranovou frakci.

Jelikoz vysledky nadale nepodporovaly nasi hypotézu, museli jsme nejdiive ovéfit,
zda neni chyba v postupu ptipravy vzorkll. Zaméfili jsme se na otadcky centrifugace vzorku
pred rozdélenim mitochondrii na frakci membranovou a matrix. Otacky (6000 rcf) totiz
mohly byt natolik vysoké, ze se do peletu usadily i proteiny velkych komplexti z matrix.
Provedli jsme tedy znovu submitochondrialni lokalizaci, tentokrat s liniemi mt-SAF16 RNAI
mt-SAF24-V5, p-Sm-Ox mt-SAF36-V5 a p-Sm-Ox mt-uL23m-V5. Postupovali jsme
stejnym zplisobem, jako v pfedeslych piipadech, s jedinym rozdilem a to tim, ze jsme pied
separaci frakce matrix rozdélili vzorky mitochondrii vybranych bunéénych linii do ctyf

zkumavek a jednotlivé vzorky zpracovavali jinou rychlosti otacek (viz tabulka ¢. V).

Tabulka ¢. V: Rychlost otdacek vzorkii bunécnych linii.

Rychlost otacek (rcf)
Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka3 Zkumavka 4
380 1500 3400 6000
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Na obrazku ¢. 15 mlzeme vidét, ze vzorky s nizsi rychlosti otacek ukazuji stejné
vysledky jako vzorky s ptvodni rychlosti otacek (6000 rcf), tj. ze jsme véEtsi ¢ast signalu

assembly faktoru mt-SAF36 i cely obsah membranového proteinu AAC detekovali

cvwr

6000 rcf  3400rcf 1500 rcf 380 rcf
In _Mat Mem Mat Mem Mzt Mem Mat Mem

70 kDa—
WD e W W W Mt-SAF36-V5
AAC
35k0a— M - !--.l {vnitini membrana)
—] scoas
40 kD3| - — ——— -— .- (matrix)

35KDa—| MR S S e S . - SAF24-VS

] AAC
35 kDa—] w— — - — W | (membrana)

35 kDa— - - s s | mt-ul23m-V5
— AAC
35 kD2 — — R | — — - (membréna)

Obrazek ¢. 15: Submitochondrialni lokalizace modifikovanych bunécnych linii p7i riiznych

otackach/min. In znaci input, Mat znaci frakci matrix, Mem znaci membranovou frakci.

Dalsi experiment jsme provedli tentokrat pouze s linii p-Sm-Ox mt-SAF36-V5.
Cilem bylo vylou¢it moznost, ze assembly faktor mt-SAF36 stabilné¢ interaguje s
Kinetoplastem, ktery by pfi centrifugaci mohl diky své zna¢né velikosti sedimentovat spolu
s membranovou frakci. Abychom ovéfili i tuto moznost, po lyzovani mitochondrii jsme
vzorek rozdélili do Ctyf zkumavek, tak aby kazdd zkumavka obsahovala lyzované
mitochondrie z 2,5 x 10® bun&k. Vzorky jsme dale o3etili bud’ 20 ul DNazy a 1 ul 0,1 M
CaCly, 20 ul RNazy nebo obéma enzymy, kdy jsme pridali 20 pl od kazdého enzymu a 1 pl
0,1 M CaCl,. Posledni zkumavka slouzila jako negativni kontrola. Po jedné hodiné pisobeni
DNaz a RNaz na ledu jsme zkumavky zahfali na 65-70 °C po dobu 10 minut, abychom
DNazu a RNazu inaktivovali. Se vzorky jsme déle postupovali podle ptivodniho postupu

metody submitochondridlni lokalizace tagovanych proteint.

Z vysledki je zfejmé, Ze ptitomnost assembly faktoru mt-SAF36 membranové frakci

nebyla ovlivnéna osetienim DNazou nebo RNazou, jelikoz jsme siln€jsi signal assembly
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faktoru mt-SAF36 znovu detekovali v membranové frakci. Po pouziti RNazy jsme

pozorovali niz§i signal tagovaného assembly faktoru (viz obrazek ¢. 16).

Neosetreny vzorek + DNaza + RNaza +DNaza, RNaza
In Mat Mem in Mat Mem in Mat Mem in Mat Mem
70 kDa— -- ” p— - A —— mt-SAF36-V5
‘ — AAC
35kDa— e— comm — —— (vnittni membrana)
SCoAS
s0kpa] T . - ——— o~ - (matrix)

Obrazek ¢. 16: Submitochondrialni lokalizace modifikované bunécné linie
p-Sm-Ox mt-SAF36-V5 osetifené DNazou a RNdzou. In znaci input, Mat znaci frakci matrix,

Mem znaci membranovou frakci.
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5. Diskuze

Cilem nasi prace bylo pfipravit geneticky modifikované bunécné linie hmyziho stadia
trypanozom, které budou exprimovat ndmi vybrané proteiny mitochondridlniho ribosomu a
jeho prekurzort s epitopem pro imunodetekci. Po vytvofeni modifikovanych linii bylo nasim
zamérem ovéfit lokalizaci nami modifikovanych proteind v ramci mitochondrie pomoci
submitochondridlni frakcionace a otestovat, zda prekurzory malé mitoribozomalni
podjednotky, obsahujici takto znafené proteiny, asociuji s vnitini mitochondrialni

membranou, anebo zda se nachazi volné v matrix.

Podle nasi hypotézy assemblosom malé mitoribozomalni podjednotky asociuje
s vnitini membranou mitochondrie. Stfedni intermediat a pozdni intermediat podjednotky
podle vysledkt z kryo-elektronové mikroskopie nevykazuji Zadnou mozZznou vazbu
k membran¢ (Saurer et al. 2019; Lenarcic¢ et al. 2022). Je tedy velmi pravdépodobné, Ze se
oba intermediaty nachazeji volné v matrix do chvile, nez se pozdni prekurzor pieméni na
maturovanou podjednotku. Maturovana mala mitoribozomalni podjednotka se spoji s velkou
mitoribozomalni podjednotkou, jez v prubéhu i po maturaci nejspiSe zistava asociovana
s vnitini mitochondrialni membranou, jako to je pravdépodobné u lidské velké podjednotky
mitoribozomu. Spojenim malé a velké podjednotky vznikne celek mitoribozomu schopny
vykonavat translaci. SloZeny a maturovany mitoribozom byl U jinych organizml vazan
k membrané a je pravdépodobné, Ze i u trypanozom je s membranou asociovan (Englmeier

et al. 2017; Pfeffer et al. 2015).

Pro potvrzeni nasi hypotézy jsme se rozhodli submitochondrialné¢ lokalizovat
proteiny které byly obsazeny v jednotlivych prekurzorech, a jeden protein, jenz byl soucasti
maturované malé mitoribozomalni podjednotky. U parentalnich bunéénych linii, které byly
jiz diive modifikovany a byly schopny potlacit expresi specifického genu diky RNA
interferenci, jsme submitochondrialni lokalizaci nami tagovanych proteind provedli jak u
neindukovanych, tak u indukovanych vzorkt. U indukovanych vzorkt, po omezeni exprese
genu pro protein mt-SAF24, ktery mél dle hypotézy vazat cely assemblosom k membrang,
jsme vSak proteiny tvofici assemblosom nadale detekovali s vyraznou pievahou
v membranové frakci mitochondrie. To byl neocekavany vysledek, ktery vyrazné popiral
nasi hypotézu a z néhoz by se dalo usoudit, Ze assemblosom neni s membranou asociovan
pouze diky assembly faktoru mt-SAF24, ale Ze nejspiSe existuje i jina forma vazby. Na
zaklad¢ tohoto vysledku jsme se rozhodli provést submitochondrialni lokalizaci dalSich

proteint, véetné proteinu mt-SAF36.
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Assembly faktor mt-SAF36 je obsazen ve stfednim a pozdnim intermediatu malé
mitoribozomalni podjednotky. Na zakladé nasi hypotézy jsme tedy jeho signal predpokladali
ve frakci matrix. Témér cely signal tohoto proteinu jsme vSak také detekovali v membranové
frakci. Jelikoz vysledky nadale nepodporovaly nasi hypotézu, rozhodli jsme se nejprve
ovétit, zda neni problém V postupu piipravy vzorkd. Provedli jsme tedy znovu
submitochondrialni lokalizaci, kde jsme se primarné zaméfili na protein mt-SAF36. Vzorky
mitochondrii jsme rozdélili do ¢tyf zkumavek, pii¢emz u tii z nich jsme snizili rychlost
otacek na 3400 rcf, 1500 rcf a 380 rcf pied oddélenim frakce matrix od frakce membranové.
Ctvrtou zkumavku jsme centrifugovali s pavodni rychlosti otaéek (6000 rcf). Tento kontrolni
experiment jsme provedli, abychom ovéfili, ze chyba neni v pfili§ vysokych otackach, pti
nichz by se do peletu mohly usazovat i vétsi komplexy z frakce matrix. To se nam vSak

cwwvr

nachazel v membranové frakci.

Dalsi mozné vysvétleni téchto neptedpokladatelnych vysledki bylo, ze prekurzory
asociuji s né&jakou velkou strukturou, ktera by mohla sedimentovat do peletu. Takovym
komplexem mohl byt kinetoplast. A¢koliv je vice pravdépodobné, Ze kinetoplast sam o sob&
neni struktura dostateéné velka natolik, aby se pii centrifugaci usadila do membranové
frakce, bylo nutné i tuto moznost provétit. Na zakladé toho jsme provedli experiment, v
némz jsme piidali do vzorku mitochondrii bunécné linie p-Sm-Ox mt-SAF36-V5 DNézu, a
predpokladali jsme, ze kdyz se DNA nastépi, kinetoplast se rozvolni. Pokud by opravdu
asocioval s prekurzory, mohli bychom je tentokrat detekovat ve frakci matrix. Assembly
faktor jsme vSak i nadale detekovali v membranové frakci, z ¢ehoZ je pravdépodobné, ze
k vazbé mezi kinetoplastem a prekurzory nedochazi, a oba intermediaty se tedy opravdu
nachazi vazané k vnitini membran¢ mitochondrie. DalSim moznym vysvétlenim tohoto
vysledku je, Ze se 1 po naStépeni DNA kinetoplast nerozvolnil, a nedoslo tak k Zadné¢ zméné
oproti predchozim vysledkim. Do dalsi ¢asti vzorkt mitochondrii bunééné linie p-Sm-Ox
mt-SAF36-V5 jsme piidali RNazu. U téchto vzorkid jsme pii detekci zaznamenali niz$i
signal u tagovaného proteinu Mt-SAF36, a tudiz se ukazalo, ze RNaza plisobenim na

mt-rRNA znaéné poskodila biogenezi malé mitoribozomalni podjednotky.

NaSe hypotéza byla zalozena na snimcich z elektronového mikroskopu, které
zachycuji prekurzory malé mitoribozomalni podjednotky T. brucei. Kryo-elektronova
mikroskopie odhalila, Ze assemblosom je prostfednictvim assembly faktoru mt-SAF24

vazany k neznamé struktufe diskovitého tvaru (Saurer et al. 2019), ktera ma dle nasi
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hypotézy predstavovat vnitini mitochondridlni membranu. U nésledujicich dvou
zachycenych prekurzord, sttedniho a pozdniho intermediatu, nebyla nalezena zadné asociace
Sneznamou strukturou a zaroven tyto prezurzory jiz neobsahovaly assembly faktor
mt-SAF24 (Lenarci¢ et al. 2022). Na zaklad¢ toho byla vytvofena nase hypotéza, kterou
jsme se rozhodli experimentalné ovéfit. Tento vyzkum byl unikatni v tom, ze se jako prvni
zabyval lokalizaci prekurzorti malé mitoribozomalni podjednotky u T. brucei. Z toho divodu
vSak nelze na$ vysledek srovnat sjinymi vyzkumy stejného druhu. Piedchozi studie
vyuzivajici stejny postup submitochondrialni frakcionace vSak ukazala, Zze veskery signal
obou mt-rRNA molekul se vyskytuje pouze v membranové frakci mitochondrie. Stejna
frakce také zahrnuje tii rizné proteiny obsahujici pentatrikopeptidové repetice (PPR), které
souvisi s translaci v mitochondriich T. brucei (Pusnik et al. 2007). PPR3 (KRIPP3/mt-
LAF26) se pozdé&ji ukazal byt assembly faktor velké podjednotky (Jaskolowski et al. 2020;
Soufari et al. 2020; Tobiasson et al. 2021), PPR2 (KRIPP2/mt-SAF2) je assembly faktor
malé podjednotky (Saurer et al. 2019), a PPR5 (mL75) je soucasti velké podjednotky
(Ramrath et al., 2018). Jelikoz i vSechny naSe tagované proteiny jsme detekovali
v membranové frakci, dalo by se usuzovat, ze se cela biogeneze odehrava v asociaci s vnitini
mitoribozomalni membranou, stejné tak jako je tomu pravdépodobné u biogeneze velké
mitoribozomalni podjednotky (Englmeier et al. 2017; Pfeffer et al. 2015). Kdyby se oba
intermediaty malé mitoribozomalni podjednotky nachazely volné¢ v matrix, dalo by se
predpokladat, Ze by byl alespoil n&jaky maly signal mt-rRNA detekovén i ve frakci matrix. |
pres to je ale nutné brat v iivahu, Ze v prubéhu biogeneze malé mitoribozomalni podjednotky
muze vznikat prekurzor, ktery neni vazany k vnitfni mitochondridlni membrané¢ a nachézi se
volné v matrix. Jeho zivotnost vSak miize byt natolik kratka, ze se ho prozatim nepodatilo
detekovat ani pomoci kryo-elektronové mikroskopie. Z tohoto divodu my z nasich vysleda
Vtuto chvili nemlZeme S jistotou fict, Ze jsou opravdu vSechny prekurzory malé
mitoribozomalni podjednotky vazany v prubéhu biogeneze k membrang, a ze se tedy cela

biogeneze malé mitoribozomalni podjednotky odehrava na membrané.

Abychom mohli dale studovat malou mitoribozomalni podjednotku a jeji biogenezi,
byl nas dalsi cil rozdélit jednotlivé ribosomalni komplexy na sachar6zovém gradientu podle
velikosti, a ovéfit tak inkorporaci nami modifikovanych proteintt do pfislusného komplexu.
Tento experiment u nés v laboratofi i pies n€kolik pokusii a tiprav nebyl uspeésny, a proto
jsme ho nakonec museli z cilt této bakalaiské prace vyfadit. Do budoucna je u nas v

laboratofi Vv planu tento experiment optimalizovat. Zaroven planujeme znovu proveést
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submitochondrialni lokalizaci assembly faktoru mt-SAF36. Pti imunodetekci by bylo
vhodné pouzit dalSi marker, kterym by byl protein, o némz s jistotou vime, Ze je vazany
s kinetoplastem. Timto zptisobem by bylo mozné definitivné uréit, zda se kinetoplast
vyskytuje ve frakci matrix nebo membrany mitochondric. Kdyby byl lokalizovan
v membranové frakci, bylo by ziejmé, Ze kinetoplast je dostatec¢né velka struktura na to, aby
sedimentoval do membranové frakce. Pokud by jeho struktura skute¢né¢ byla vazana
s prekurzory malé mitoribozomalni podjednotky, stale by bylo mozné, Ze tyto komplexy

sedimentovali z matrix do membranové frakce pouze na zakladé asociace s Kinetoplastem.
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6. Zavér

Tato bakalarskd prace prispéla ke studiu biogeneze malé mitoribozomalni
podjednotky hmyziho stadia T. brucei pifedevsim proto, ze se jako prvni zabyvala lokalizaci
jejich prozatim detekovanych prekurzorti. V ramci této prace jsem pripravila modifikované
bunécné linie trypanozom, které exprimuji vybrané proteiny malé mitoribozomalni
podjednotky a jejich prekurzori s V5 tagem, diky kterému je mozné je imunodetekovat.
Nejenom u mnou modifikovanych linii jsem tagované proteiny lokalizovala v ramci
mitochondrie. Vysledky, kterych jsem dosahla, neodpovidaji hypotéze, jez byla stanovena na
pocatku vyzkumu. VSechny tagované proteiny jsem s velkou pievahou lokalizovala
vV membranové frakci mitochondrie, ackoliv jsem u nékterych piedpokladala lokalizaci
v mitochondrialni matrix. Dale je v planu dikladnéji ovéfit jeden z vysledkt a optimalizovat

dalsi metody, kterymi bych mohla vysledky této bakaldiské prace definitivné potvrdit.
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