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Anotace:

Mitochondrial fission and fusion are important processes because they control mitochondrial
distribution and function. Two proteins play essential role in mitochondrial fission, dynamin-
related protein (termed DRP), primarily localized into the cytosol and Fission protein (Fisl),
integral membrane protein, which is located in outer mitochondrial membrane. These
proteins are conserved across eukaryotic tree. Homologues of Fisl protein, was found in
yeast and in mammals respectively, are necessary for targeting DRP to outer mitochondrial
membrane for occurring mitochondrial fission. Trypanosoma brucei has single large
mitochondria in cell and therefore it is ideally suitable model organism for studying
mitochondrial fission, which is important for transmission of one complete mitochondria to
each daughter cells during cytokinesis. As TbDRP in T.brucei, was already characterized.
We aim to identify Fisl in T.brucei and describe its function. In our study we identified a
putative homologue of Fis1, which we called ThFisl. We made knock-down cell lineages of
this gene. Our data shows that in T.brucei the ThFisl protein is not essential for growth of
the parasite as well as we did not observe morphological phenotype. This finding is
surprising because a lack of Fisl protein has strong effect on mitochondrial morphology in
yeasts and mammals. So it looks like the function of the protein may differ among
organisms.
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1. Uvod

1.1. Trypanosoma brucei

Trypanosoma brucei, endoparaziticky prvok patfici do fadu Kinetoplastida,
zpusobuje onemocnéni dobytka v subsaharské Africe zvané nagana. Jeji poddruhy T. b.
gambiense a T. b. rhodensiense vyvolavaji spavou nemoc u ¢lovéka. Prvni 1ékaiskou zpravu
0 projevu spavé nemoci publikoval vroce 1734 anglicky namoini chirurg John Aktins.
Trypanosomy, jako pivodce spavé nemoci, objevil az v 19. stoleti David Bruce spole¢né
s jejich pfenasecem mouchou tse-tse (Steverding, et al., 2008). Spava nemoc ma devastujici
ucinek na lidské zdravi a prosperitu. Ro¢né se vyskytne vic nez piil milionti pfipad a nemoc
si vyzada az 70 tis. umrti. V Africe existuji dvé formy této nemoci, chronicka a akutni (jejich

roz$iteni viz obr.1).
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obr.1: Vyskyt lidskych africkych trypanosom v obdobi 2000 - 2009 (Simarro et al., 2010)



Chronické onemocnéni je zptisobeno poddruhem T. b. gambiense, ktery se vyskytuje
pfevazné v zapadni a stfedni Africe (Cecchi et al., 2009). Tato forma ma mirnéjsi pribeh,
nicméné podle svétové zdravotnické organizace ma na svédomi az 95% hlaSenych ptipadi.
Akutni forma se vyskytuje predevSim v jizni a vychodni Casti Afriky a je zplsobena
poddruhem T. b. rhodesiense. Onemocnéni ma rychlejsi pribéh a diiv postihuje centralni
nervovou soustavu (Cecchi et al., 2009).

Trypanosomy proliferuji v tzv. uzké (slender) stadium v krevnim fecisti u sav¢iho
hostitele. Toto stadium produkuje na svém povrchu specialni VSG plast, ktery jim umoznuje
vyhnout se sav¢i imunitni odpovédi. S rostoucim poctem paraziti v krevnim ftecisti se
pomalu méni stadium na kratké a tlusté (stumpy), které je pripravené na pirenos do mouchy
tse-tse. Po nasati pifechazeji v procyklické stadium (PF) a zacinaji se délit ve stievé, maji jiny
povrchovy plast nez stadia v savéim hostiteli, je sestaven z procyklinli. Poté se déleni
pozastavi a bunky migruji do slinnych zlaz, kde se méni na epimastigoty. Trypanosomy se
dale méni na metacyklické stadium, které uz neproliferuje, opét ziskaji VSG plast’ a jsou
pfipraveny na pienos do nového sav¢iho hostitele (Matthews, et al. 2005).

T. brucei si bezpochyby zasluhuje nasi pozornost a to nejenom jako vyznamny lidsky
patogen, ale také coby zajimavy modelovy organismus v molekuldrni biologii.
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obr.2.: Zivotni cyklus Trypanosomy brucei.(Matthews, et al. 2005)



1.2. RNAI

Trypanosoma brucei obsahuje evoluéné konzervovany endogenni systém umoziujici

umlceni genu, tzv. RNA interferenci (Ketting et al., 2011).

RNA interference (RNAI) byla poprvé popsana u Caenorhabditis elegans, ale
vyskytuje si u jinych eukaryot, napf. v fadu Kinetoplastida, Drosophila melanogaster atd.
(Fire et al., 1998; Ngo et al., 1998). Zajimavosti je, Ze v ramci Kinetoplastid doslo ke ztraté
RNAIi drahy u druhu Trypanosoma vivax a Leishmania major (Lye et al., 2010). Pii RNAi
dochazi k zavedeni specifické dvoufetezcové RNA (dsRNA) do bunky a RNA (mMRNA)
homologni k dsRNA je rozstépena na malé fragmenty (23-26 nt), coz ma za nasledek
zastaveni syntézy daného proteinu. Rozstépeni probiha za pomoci ATP- depentniho enzymu
Dicer, ktery ma doménu typu RNazy III, umoziujici $té€peni (Elbashir et al., 2001). Vznikaji
tzv. malé interferujici RNA (siRNA), které¢ vytvareji RISC komplex. Soucasti komplexu
RISC je nukledza zvana Slicer, ktera po navazani s komplexem RISC rozstépi cilovou
mRNA uprostied homologni oblasti. Takto roz§tépend mRNA je rozpoznana jako poskozena
a je nasledné odbourana (Djikeng et al., 2001). Tento fenomén slouzi pravdépodobné jako
obrana proti virim, transpozonim, k regulaci translace, k vypnuti chromatinu (Drozdz et al.,
2002; Lye et al., 2010). RNAI se vyuziva jak pro testovani funkce genu u bunék v kultufe,

tak pro zjisténi jejich funkce in vivo (Mohr a Perriomon, 2012).

Metoda RNAI se u T. brucei vyuziva pro funkéni analyzu gent. Lze zjistit, jestli je
studovany gen dulezity pro zivotaschopnost buiky, zda se méni jeji morfologie,
metabolismus apod. Pro vyrobu dsRNA se vyuziva vektort, které jsou homologni
rekombinaci vloZzeny do genomu T. brucei. Vyuzivaji se dva typy vektoru: i./ pLEW100,
ktery ma jeden indukovatelny promotor a cilové sekvence se musi za n¢j zaklonovat dvakrat
Vv invertované poloze (Wirtz et al., 1999) a pT7-177, u které¢ho jsou dva indukovatelné
protismérné promotory, mezi které je vlozena cilova sekvence. Vektory urcené pro
elektroporaci do T.brucei nesou gen pro rezistenci eukaryotického antibiotika, phleomycinu
(Wickstead et al., 2002). Vytvorena dsRNA musi byt minimalné z 88% homologicka
s mRNA, aby doslo k tspésnému vypnuti genu (Ullu et al., 2004). Modifikovany kmen T.
brucei 29-13 ma v genomu zaclenénou virovou polymerazu bakteriofaga T7, ktera piepisuje
za pomoci svych promotort vlozenou sekvenci do RNA. K tomu dochazi po indukci
tetracyklinem. Déle obsahuje gen pro rezistenci na neomycin a hygromycin a tetracyklinovy
represor E.coli (Wirtz et al., 1999).



1.3. Mitochondrie

Jedna z nejzajimavéjSich organel v bunice je bezpochyby mitochondrie, ktera je
pfitomna ve vSech eukaryotnich butikach. Je obalena dvéma membranami, jednou vnitini a
druhou vnéj$i. Vnéj$i membrana je porovitd, vnitini membrana je zprohybana a jeji zahyby
sméfuji dovnitf mitochondrie, kde probihaji nejdilezitéjsi metabolické procesy (Krebsuv
cyklus, dychaci fetézec atd.) Tyto membrany vytvareji dva mitochondrialni kompartmenty:
velky vnitini zvany matrix a mensi tzv. mezimembranovy prostor (Schneider et al., 2001).
Mitochondrie je prokaryotického ptivodu, vznikla pohlcenim o-proteobakterie piedkem
dne$nich eukaryotickych bunck. Dvé tietiny z 1100 zndmych proteint jsou bakteridlniho
puvodu, zbytek je eukaryotni inovaci. Ve vnitini membrané mitochondrie se nachazi
oxidativni fosforylace. Produkce ATP je zékladni funkci mitochondrie. ATP je dalezité pro
vétsinu bunécnych reakci. Mitochondrie jsou generatory chemické energie pro burku.
Mitochondrie obsahuje vlastni genom, ktery je kruhovy, a ma také transkrip¢ni a translacni
systém. Lidska mitochondrie kéduje 13 proteint, 22 tRNA a 2 rRNA pro translacni proces a
dédi se po mateiské linii (Vafai and Mootha, 2012). Mitochondrie rozélefiuje reakce a
molekuly dilezité pro metabolismus, signalizaci a programovanou bunécnou smrt (Okamoto
et al., 2005). Vétsina ostatnich proteint, které jsou pro udrzbu a expresi mitochondrialni
DNA, se nachazi kédovany v jadfe a jsou poté syntetizovany v cytosolu a postranslacné
dopravovany do mitochondrie (Schneider et al., 2001). Jen par proteint je produkovano

ptimo v mitochondrii.

U Trypanosomy brucei se vyskytuje pouze jedna mitochondrie tahnouci se od ptredni
¢asti buniky k zadni. Podle toho, v jaké ¢asti zivotniho cyklu se trypanosoma nachazi, se
méni energeticky metabolismus v jeji mitochondrii. Vzhledem k absenci mitochondrialniho
dychani u BF stadia je mitochondrie jednoducha redukovana tubularni struktura postradajici
kristy. Jelikoz se buika vyskytuje v prostfedi bohatém na glukoézu, je energie ziskavana
z glykolytické reakce prostrednictvim glykozomu, coZ je zcela postacujici pro rist parazita.
PF stadium ve stfevé mouchy je charakterizovano velkou mitochondrii s pIlné funkénim
dychacim fetézcem. Mitochondrie v procyklickém stadiu je z hlediska metabolismu a
fyziologie podobna konvencnim eukaryotickym modelovym systémim. (Bochud - Allemann
a Schneider et al., 2002; Parson et al., 2004; Lukes et al., 2010). Rozdéleni mitochondrie je
synchronizovano s bunéénym délenim. Spravné déleni mitochondrie je tudiz nezbytné pro

vznik nového jedince.



1.3.1 Mitochondrialni déleni u eukaryot

Mitochondrialni dé¢leni se sklada ze dvou cyklu ,,fission* a ,,fusion” (Okamoto et al,
2005). Tyto dynamické procesy zodpovidaji za mitochondridlni distribuci a funkci tim, ze
ovlivilyji jejich tvar, pocet a velikost (Kageyama et al., 2011). V této praci se zabyvame

,fission® cyklem a pravé jemu je vénovana pozornost v nasledujici sekci.

V kvasinkach je mitochondrialni déleni vicekrokovym procesem, na kterém se podili
fada proteint. Jako nejdilezitéjsi se ukazal dynamin (Dnml) protein, ktery patii do dynamin
rodiny Dnm1 obsahuje N-terminalni GTPazovou doménu, ktera vede ke zméné konformace
v mitochondrii, stfedni hydrofilni doménu tzv. ,,inzert B“, u které zatim neni znama funkce a
C-terminalni GTPazovou efektorovou doménu (Otsuga et al., 1998, Okamoto et al., 2005,
Kaegyma et al., 2011). Dnm1 tvoii s GTPazou helikalni struktury, které jsou dulezité k
zaskrceni mitochondrialni membrany (Bleazard et al., 1999). U zmutované formy Dnml
bez GTPazy nedochazi ke tvorbé helikalnich struktur in vitro a mitochondrie se nemuze délit
(Naylor et al., 2006). Dnml nachazi primarné v cytosolu, ale mala ¢ast i na vné&jsi
mitochondrialni membrané. Dnml je rekrutovan do vnéj$i mitochondridlni membrany, kde
provadi déleni. Teprve po navazani na protein Fisl (Fission) dochéazi k zacileni Dmnl
komplexu na vngjs$i mitochondrialni membranu. Fis interaguje pfimo s Dmnl komplexem a
je kliCovym hracem k jeho spravnému sestaveni (Okamoto et al., 2005). Predstavuje tedy

dalsi nezbytny protein mitochondrialniho déleni u kvasinek.

Tento integralni membranovy protein je evoluéné zachovaly a jeho N-terminalni
doména zasahuje do cytoplazmy (Okamoto et al., 2005, Mozdy et al., 2000). Sklada se, z 6
o— helikaz, které tvofi utvar zvany TPR (tetratrikopeptidové repetice), které jsou
zodpovédné za proteinové interakce. Pro vazbu Fisl s Dnml je potfeba dalSich dvou
pomocnych proteinii, Mdv1 (mitochondrial divison) a jeho paraloga Caf4 (CC4 associated
factor), (Tieu a Nunnari, 2000; Griffin et al., 2005).



obr. 3: Model mitochondrialniho déleni u kvasinek.

Mdvlp a Cafdp se vazou na Fislp pomoci N-terminalniho ramena, prostiednictvim
helix-loop-helix motivu, ktery oba spoji s TPR doménou Fislp (Zhang a Chan, 2007).
Odstranénim N-terminalni ramena dochdzi k vyraznému sniZzeni mitochondridlniho déleni u
kvasinek (Suzuki et al., 2005). Taktéz ,,Coiled-coil* doména Mdv1 se ukazala byt dilezitym
regulatorem interakce s Dnml. Mdvlp tedy v porovnani s Cafdp hraje dilezit&jsi roli

v mitochondrialnim dé€leni. (Tieu et al., 2002; Kageyama et. al, 2011).

U kvasinek se objevuje jeste dalSi komplex, ktery stabilizuje a podporuje
mitochondrialni dé€leni. Hlavnim proteinem komplexu je Numl (nuclear migration 1), 313
kDa velky protein, umistény na bunééném povrchu (Farkasovsky et al., 2001, Schauss et al.,
2007). Numlp interaguje s Dnmlp, je stabilizovany Mdm36 a tento komplex je
pravdépodobné spojen s cytoskeletalnim aktinem. Interakce s cytoskeletem zlepSuje
ucinnosti mitochondridlniho déleni natahovanim a smrs$t'ovanim mitochondrialnich tubulii
(Kageyama et al. 2011). Komplex Numl1p — Dnmlp — Mdm36 spolu s aktinem (obr. 4), kde
aktinové filamenty transportuje tento komplex do mitochondrie, se ukazalo jako dulezitym
¢lankem pro Dnm1p zprostitedkované rozdéleni mitochondrie (Roux et al., 2006; Boldogh et
al., 2006). Pokud chybi Numl a Dnmlp probiha déleni pouze za vysokych teplot je

utlumeno, ale ne Gplné zastaveno (Kageyama et al. 2011, Cerveny et al., 2007).

U savéich bunc¢k se nachazi homolog kvasinkového Dnmlp, nazvany dynamin-

related protein (Drpl), (Pitts KR et al., 1999). Téz byl nalezen homolog Fis1 i lidsky Fisl, u



kterého se predpokladala podobna funkce jako u kvasinek (Stojanovski et al., 2004). Velkym
prekvapenim byl vysledek z ¢lanku od Otera et al. (2010), ktery ukazal, ze sav¢i Fisl je
postradatelnym pii rekrutovani Drpl. Navic se zde na rozdil od kvasinek nevyskytuje zadny
homolog Mdvl a Caf4 proteini. Hlavni roli pro zacileni Drpl na vné&j$i mitochondridlni
membranu hraje nové objeveny protein, mitochondridlni délici faktor, Mff. Na druhé strané
neexistuje homolog Mff u kvasinek (Gandre-Babbe a van der Bliek, 2008), Pravdépodobné
se jedna o pfimou interakci. I kdyz Fisl hraje mensi roli nez Mff pii mitochondridlnim
déleni, tak pii jeho vypnuti vV mySich embryondlnich fibroblastech doslo k jasnému
morfologickému fenotypu. Z toho miizeme usuzovat, ze zalezi zejména na typu bunék (Otera
et. al., 2010; Loson et. al., 2013). Nicmén¢ byla zjisténa slaba interakce mezi Mff a Drpl,
coz znaci, ze se zde budou vyskytovat dalsi proteiny, které stabilizuji jejich spojeni béhem

mitochondrialniho dé¢leni. (Kageyama et al., 2011).

oMM

obr.4: Model mitochondrialniho déleni u savcu

To se ukazalo jako pravdou a v savéim mitochondridlnim déleni byly objeveny nové
membrani proteiny, MiD 49/51.Tyto proteiny zplsobuji mitochondridlni fragmentaci a
natahovani a pii knock-downu (KD) doslo poklesu Drpl rekrutovaného do mitochondrie
(Palmer et. al., 2011). Pti absenci jak Fisl, tak Mff dochazi k tomu, ze Drpl spojeny
s mitochondrii je mensi a mensim poctu. Fisl, Mff, MiD 49-51, kazdy z nich mtize hrat roli

pfi rekrutovani Drp1 a zlepSovat mitochondrialni déleni (Loson et al., 2013).

Trypanosoma brucei je vhodnym modelovym organismem pro studium
mitochondrialniho d€leni, jelikoZ mé jen jednu velkou mitochondrii a pfedstavuje jednu

z nejstarSich eukaryotickych linii (Tyler et al., 2001). Zajimavosti je, Ze oproti ostatnim



eukaryotim se u T.brucei nachazi jen jeden ¢len z dynamin rodiny. Pouze pfed a béhem
cytokineze se mitochondrie déli na dvé a je prendsena do dcefinych bunék. Mitochondridlni
dé€leni musi byt synchronizovano s délenim biciku a mozna slouzi jako kontrolni bod, ktery
zabranuje vzniku dcefinych bun€k neobsahujicich KDNA nebo mitochondrii. K rozdéleni
bunky dojde az po rozdéleni mitochondrie (Chanez et al., 2006). U T.brucei existuji 2
homology DRP (oznacené TbDRP), které jsou tandemicky spojené az 97% indentické.
Jedna se o velmi konzervovany protein, ktery se vyskytuje i u dalSich ¢lent z tadu
Kinetoplastida (Field a Carrington, 2004; Morgan et al., 2004). TbDRP protein je potiebny
pro cytokinezi, ktera je zprostiedkovana obvykle klasickymi dynaminy. Nachazi se jak
v mitochondrii, tak i ve flagelarni kapse, kde dochazi k endocytoze. Nedostatek DRP

zpusobuje pozastaveni déleni mitochondrie béhem cytokineze (McKean et al., 2003).

V této praci jsme identifikovali putativniho homologa Fisl u T.brucei (TbFisl),
ozna¢ené¢ho Tb.927.10.8660 v databazi Tritryp (www.tritryp.org). Fisl vétSinou obsahuje
nckolik tetratrikopeptidovych (TPR) repetic a jednu transmembranovou doménu na C-
konci. Na rozdil od kvasinek a ¢lovéka ma T.brucei jen jeden TPR motiv. TPR motivy jsou
zodpovédné za spojeni s DRP a transmembranova doména za lokalizaci do mitochondrie
(James et al., 2003). Pomoci RNAIi jsme zjist'ovali, zda ma TbFisl roli v mitochondrialnim
déleni u T.brucei Dale jsme se u T.brucei snazili identifikovat homology gent, které se

ucastni mitochondrialniho déleni u vyssich eukaryot.

Cytosol
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obr. 5: Hypoteticky model mitochondrialniho déleni u T. brucei.
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1. Identifikace Fisl proteinu v T.brucei
2. Piiprava ThFisl RNAI konstruktu

3. Studium morfologickych zmén v T.brucei



3. Material a metody

3.1. Mapovani UTR oblasti u ThFisl

3.1.1 Vyroba cDNA
Vytvoftili jsme ¢cDNA piepisem mRNA do DNA pomoci reverzni transkriptazy
(podle protokolu od Invitrogen), kde jsme pouzili sekvenci trikant (Fedi¢ et al., 2003), ktera

obsahuje oligo dT, ktera je komplementarni k poly A.

Vytvofeni cDNA program:
1. Denaturace 94°C 30 sekund
2. Nasedani 52°C 30 sekund
30x
3. Polymerace 72°C 30 sekund

3.1.2. Nested PCR

Vytvotenou cDNA jsme pouzili jako templat k 1. PCR, kde jsme pouzili fw primer
komplementarni k spliced leader (SL) sekvenci (Shaked et al., 2010), ktera se u T. brucei
vyskytuje na 5" konci kazdé mRNA. Rv primer jsme navrhli uvniti otevieného c¢teciho
ramce (ORF) TbFis. PCR produkt této reakce o velikosti 485 bp byl nasledné pouzit jako
templat pro druhou PCR (nested PCR), kde jsou oba primery posunuty vice dovnitt navrzené
oblasti za ucelem zvyseni specificity reakce. U mapovani 3'UTR jsme ptidali tzv. adaptor,
coz je specifickd sekvence, ktera je timto postupem piidana na 3’ konec kazdé reverzné
ptepsané mRNA. Fw primery jsme navrhli uvniti ORF TbFis a rv primery maji adaptorovou
sekvenci. Ud¢lali jsme prvni PCR reakci, kde jsme dostali produkt o velikosti 457 bp a
nasledné pouzili pro druhou PCR, stejné jako v 5" UTR.

Program pro 5" a 3" UTR:

1. Denaturace 94°C 2 min.

2. Denaturace 94°C 20 sek. E—

3. Nasedani primert 52°C 20 sek. __ 30x
4. Polymerace 72°C 1 min.
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5. Polymerace 72°C 7 min.

Tab.l.: Primery pro mapovani UTR oblasti.

UTR Nazev PCR Sekvence Velikost
oblast | primeru produktu
(bp)
SL fwl 1 AACTAACGCTATTATTAGAACAGTTTC | 485
5 ORF rvl1 CCTCTCTGACCGTATTTACC
SL fw2 2 TATTAGAACAGTTTCTGTACTATATTG | 403
ORF rv2 CCGAAGAAACAAGCTGT
ORF fwl 1 GCAAGCATGCAAAATTGAAGA 457
3 trikant rv TGAGCAAGTTCAGCCTGGTTA
ORF fw2 2 CTGCTTCTCCGAATTTGCAA 407
trikant rv TGAGCAAGTTCAGCCTGGTTA

Tab.ll: 5’a3” UTR PCR reakce.

Fw primer 10 uM 2ul
Rw primer 10 uM 2ul
PCR pufr 10x 5ul
dNTPs 10 uM 1 ul
Taq polymeraza 0,5 ul
templat 1 ul
miliQ H,O 38,5 ul

Po PCR ampifikaci prob¢hla ligace do TOPO vektoru podle protokolu TOPO TA Cloning
(viz. 2.2.5).
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3.2. Priprava RNAI konstruktu

3.2.1. Primery pro PCR amplifikaci

Primery (kratkd oligonukleotidova DNA) byly navrzeny pomoci NCBI Primer-
BLAST se standartnim nastavenim (tab.lll) viz: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome

Tab.lll: Navrzené primery pro gen TbFisl

Nazev primeru Sekvence
TbFisl PCR Fw GGATCCGAAGATAAAACCGTTGCAG
TbFisl PCR Rv AAGCTTCTGGGGGTCCTTATCAAATCAC

Restrikéni mista jsou vyznacena podtrZzenim.
U TbFisl Fw primeru bylo pfidano BamHI restrikéni misto.

U ThbFisl Rv primeru bylo piidano HindHIII restrik¢éni misto.

3.2.2 Polymerazova retézova reakce

Princip:

Jedna se o rychlou a snadnou metodu, kterd slouzi k namnozeni DNA za pomoci
replikace nukleovych kyselin. Mista pro namnozZeni jsou ohrani¢ena na zacatku a na konci

tzv. primery.
Postup:
Reakce probihala v 50 pl (viz tab.l1V)

Tab:IV: PCR reakce pro amplikaci TbFis1 RNAI fragmentu.

Fw primer 10 uM 2,5 ul
Rw primer 10 uM 2,5 ul
PCR pufr 10x Sul
dNTPs 10 uM 1 ul
Taq polymeraza 1 pl
templat cDNA (109 ng/pl) 1 ul
miliQ H,O 37 ul
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Program:

1. Denaturace 96°C 5 min.

2. Denaturace 94°C 1 min.

3. Nasedani primert 55°C 1 min. 30x
4. Polymerace 72°C 1,5 min.

5. Polymerace 72°C 10 min.

3.2.3 Kontrola PCR amplifikace

Poté se zkontrolovala velikost bandu na 1% agarozovém gelu z 1g agar6zy a 100 ml
TAE (2 M Tris, 5,71 % kyselina octova, 5 mM EDTA pH 8), ktery jsme poté zahiali
Vv mikrovlnné troubé&, zchladili a poté pfidali 1 pl Ethidium bromidu (5 mg/ml) a nasledné
nechali ztuhnout. Poté jsme napipetovali na gel 8 ul DNA markeru a 2 ul PCR reakce
smichané s 0,4 ul Loading Dye pro zkontrolovani velikosti prouzku na gelu. Zbytek PCR

reakce jsme piecistili pomoci kitu PCR clean-up od Sigmy.

3.2.4 Ligace do TOPO vektoru

Princip:

Rychla ligace (kolem 5 min.) nastala pomoci linearizovaného vektoru s 3'-T
overhangy aktivované topoizomerasou, kdy specificky kovalentné¢ vaze na 3-OH skupinu
posledniho T konzervativni sekvence CCCTT a vytvari fosfodiesterovou makroergickou

vazbu s 3’-A overhangy PCR produktu a vytvaii aktivovany plazmid.
Postup:
Reakce probéhla podle protokolu TOPO TA Cloning od firmy Invitrogen (tab.V).

Tab.V: Liga¢ni reakce.

PCR produkt 4 ul
Salt solution 1wl
TOPO vektor 1 ul

Reakci byla inkubovana po 5 minut. Poté byla pouzita k transformaci do Escherichia coli.
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Ndll thdlll .Kplr.rl Spcllﬁl'rﬂl &rl
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA OGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

.EOfKI Eotl'.‘ﬁ.l EOTRI Eodli\l'

GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT PCR Product GGC GAA TTC TGC AGA TAT

CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GA 'ITC. CCG CTT AAG ACG TCT ATA
BstX | Not1 Xhol Nsll Xba | Apal

| | | (]
CCA TCAR CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
GGT AGT GTE ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

M13 (-20) Forward Primer

T7 Promoter
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA [CTG GCC GTC GTT TTA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GIT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

pCR"‘II-TOPO@

Obr. 6: Mapa TOPO vektoru s restrikénimi misty.

3.2.5. Transformace do E. coli

Princip:

Pfi transformaci se vyuzivaji kompetentni bunky, které maji zvySenou schopnost
ptfijimat DNA. Pohyb molekul DNA do kompetentnich bun€k probiha pfi teploté 42°C.

Uvnitt buniky se plazmidova DNA mnoZi a produkuje nové identické kopie.
Postup:

Pro transformaci do E. coli byly pouzity kompetentni buiky (XL-1 blue E.coli), které
po dobu cca 10 minut postupné rozmrzavaly. Poté bylo uzito 2 pl ligacni reakce k 50 pl
bunék. Tato reakce byla 20 minut ponechdna na led¢, poté dana na 42 vtefin do vodni 1azné
(pfedehiaté na 42°C). Pfi této teploté doslo k teplotnimu Soku nutného pro transformaci do
E. coli. Po tomto Soku byly opét ponechany na 2 minuty na led¢, k nim bylo ptidano 250 pl
sterilniho SOC (2 % trypton, 0,5 % kvasnicovy extrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgCI2, 10 mM MgSO4, 20 mM glukozy). Po tomto kroku jsme reakci nechali tiepat 1

hodinu v 37°C v tfepacce.
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Mezitim jsme si pfipravili ampicilinové misky, ke kterym jsme ptidali 35 pl X-galu
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-galaktopyranosid) a 5 ul IPTG (isopropylthio-p-
galaktosid) pro modrobilou selekci. Modrobila selekce je zpusob, kterym lze orientaéné
rozli$it kolonie bakterii obsahujici plazmid s vloZenou cizi DNA od kolonii, které obsahuji
pouze intaktni plazmid bez vlozené cizi DNA. Systém je zaloZen na aktivit¢ enzymu beta-
galaktosidazy. Tento enzym §tépi fyziologicky disacharid galaktézu na laktézu a glukézu. V
laboratornich postupech Ize vyuzit pro sledovani aktivity tohoto enzymu umély substrat, tzv.
X-gal. Tento substrat je bezbarvy, ale jeho $t€penim vznikd modry produkt. Ptidame-li X-gal
do zivné pady (agaru na Petriho misce) a na tuto ptidu naockujeme bakterie, obsahujici
funkéni beta-galaktosidazu, budou z média ziskavat X-gal, $tépit ho a jejich kolonie se
zbarvi zietelné modre. Pokud nebudou obsahovat beta-galaktosidazu, zistanou krémové bilé.
Vzniklou reakci jsme po transformaci natieli na tyto misky a nechali inkubovat 16 hodin po
37°C.

3.2.6. lzolace plazmidové DNA

Izolace DNA byla provedena podle kitu QIAprep Spin Miniprep Kit od Qiagen.
Vybrana bila kolonie (obsahujici vektor s nasim inzertem) byla dana do 3 ml LB media (1 %
trypton, 1 % NacCl, 0,5 % kvasny extrakt) a k tomu bylo pfidano 12 pl ampicilinu (4 pg/ml).
Kultura byla ponechana 15 hodin v 37°C tfepacce.

3.2.7. Restrik¢éni analyza

Reakci jsme provedli za pomoci restrik¢niho enzymu EcoRI v 20 ul (Tab.V1).

Tab VI.: Restrikéni reakce

Enzym EcoRI 1 ul
10x EcoRI pufr 2 ul
miliQ H,O 3ul
Templat 14 ul

Reakce se dala na 1 hodinu do 37°C boxu. Po uplynuti této doby jsme vysledek

ovétili na 1% agarozovém gelu.
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3.2.8. Ligace do p2T7 — 177 plazmidu

Pro pieklonovani naseho s inzertu (TbFisl) z TOPO vektoru jsme zvolili P2T7 — 177
plazmid (obr.7).

Sacl (1)
Notl (284)
/ Kool (545)
177- targetmg
COIE1 origin
T7 termmator / Do %ike)
T7 terminator Pyl (1121)
z
Tetld Mfel (1235)
“~AmpR
4
PVl (4594) —— p2T7-177 fragment =
6034 bp Ndel (1566)
Xmnl (4362)
Tet@
i
\ Hind|ll {1808)
) Clai (1814)
T7 terminator, Xnol (1829}
T7 terminator N
N
A rDNA promoter
/ctm PHLEO \

Sphl (2365)
Nhel (2373)

Sl (3216)

Obr.7: Mapa p2T7 — 177 plazmidu s restrik¢nimi misty (Wickstead et al., 2002).

Nejprve jsme nastipali p2T7 — 177 plazmid pomoci restrikénich enzymid BamHI a
HindHIII (Tab. VII). To samé jsme provedli pro TOPO — TbFis1 RNAI fragment (Tab.VIII).
Reakce probéehla v 30 pl.
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Tab.VII: Restrickni reakce P2T7 — 177.

Enzym BamHl| 1 ul
Enzym HindHIII 1 ul
Pufr 10x NEB 2 3ul
BSA 0,3 ul
H20 16,8 pl
P2T7 — 177 plazmid 8 ul

Tab.VIII: Restrickni reakce TOPO — ThFisl R

NAI fragment.

BamHI 1l
HindH111 1 ul
Pufr 10x NEB 2 3ul
BSA 0,3 ul
H20 18,7 ul
TOPO — ThFis1 6 ul

Reakce jsme nechali na 2 hodiny v 37°C boxu a poté ovéfili na 1% agarozovém gelu,

kde jsme dostali oéekavanou velikost a poté jsme je z gelu vytizli podle protokolu QIAquick

Gel Extraction od Qiagen a nasledn¢ udé¢lali ligac¢ni reakci pro ThFisl a kontrolu. (tab.1X).

Pro transformaci bylo pouzito 5 ul liga¢ni reakce, kterd prob&hla stejné jako predtim (viz.

2.2.6), uspeésné zaklonovani bylo ovéfeno pomoci restrikéni analyzy a sekvenovanim.

Sekvenovani probihalo za pomoci komerénich

Tab.IX: Ligace reakce TbFisl RNAI do p2T7 —

PCR primert T7 a SP6.

177 plazmidu a kontrola.

Ligace Kontrola
Vektor 0,5 ul 0,5 ul
Inzert 7,5 ul 0 ul
Pufr 5x 2 ul 2 ul
T4 ligéza 0,1 pul 0,1 pl
MiliQ H,0 0 pl 7,5 ul
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3.2.9. Linearizace p2T7 — 177 plazmidu

Princip:

Jelikoz plazmid obsahuje kruhovou DNA, je tieba ji zlinearizovat, aby se homologni
rekombinaci mohla zaélenit do linearniho genomu Trypanosomy brucei. Toho se docili

pomoci restrikéniho enzymu Notl, ktery Stipe v oblasti minichoromozt 177.
Postup:
Celkové bylo nastipnuto 10 ug DNA v 200 ul (tab.X)

Tab.X: Linearizacni reakce P2T7 -177 plazmidu.

Notl 10 pl
BSA 2 ul

Pufr 10x NEB 3 20 ul
templat 74 ul
miliQ H20 94 ul

Reakce probéhla hodinu v 37°C boxu, po uplynuti této doby byl produkt precistén 50
ul 10M octanu sodného a 2,5 x objem 96% etanolu, coZ je 625 pl. Poté byla ponechana 20
minut v -20°C. Reakce byla stocena a pelet byl promyt 70% etanolem. Na konci byl pelet

vysuSen vzduchem a smichdn s 400 pl sterilnim cytomixem.

3.2.10. Elektroporace P2T7 — 177/ TbFisl RNAIi plazmidu do genomu
procyklickych stadii T.brucei

Elektroporace se vyuZiva pro zaclenéni vybraného genu V linearizovaném plazmidu
do genomu T.brucei za pomoci elektrického Soku. Pro tspéSnou elektroporaci je tfeba

pfipravit sterilni elektroporacni roztok cytomix (Tab.XI).

Tab.XI: Reakéni smés pro cytomix.

Cytomix Mnozstvi pro 50 ml cytomixu
25 mM HEPES (pH 7,6) 625 ul

120 mM KClI 6000 pl

0,15 mM CaCl2 7,5 ul

10 mM K2HPO4/KH2PO4 (pH 7,6) 500 pul

2mM EDTA 200 pl
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6 mM Glukdza 300 pl

5 mM MgCI2 250 pl

miliQ H,0 42120 pl

Pro elektroporaci byl pouzit kmen 29-13 T.brucei, ktery byl 3 dny pied elektroporaci
pravidelnd fedén na optimalnich 2 x 10° Poté bylo sklizeno 10 ml 2x10° pomoci
centrifugace pii 1 300 g v 4°C. Pelet byl promyt v 5 ml cytomixu a centrifugovan pii 700
g po dobu 10 minut. Poté byl pelet resuspendovan v 400 pl cytomixu s pfidanym TbFisl
RNAI. Tato vznikla smés byla napipetovana do kyvet. Elektroporace probéhla za uziti dvou
elektrickych Sokl v ptistroji ECM650 (BTX) za nastaveni: 1. 1600 V, 25 Q, 50 uF, 10s, 2.
1700 V, 25 Q, 50 pF. Bunky nakonec byly resuspendovany v 10 ml mediu hygromycin (H)
o koncentraci 50 mg/ul a G418 (G) o koncentraci 15 mg/ul a nasledné inkubovany v 27°C
na 18 hodin.

3.2.11 Selekce pomoci antibiotik

Do transformovanych bunék (ThFisl RNAI) bylo pifidano 2,5 pg/ml phleomycinu
(P). Buiiky byly rozdéleny do 24 jamek a to tak, ze prvnim fadku bylo napipetovano 1,5 ml
kultury. Do druhého a tfetiho fadku bylo pfidano po 1 ml SDM-79 média a do ¢tvrtého bylo
ptidano 0,5 ml SDM-79 média. Buiiky byly fedény tak, Ze z 1. fadku se napipetovalo 0,5 ml
kultury a dalo do druhého tadku, kde se smés promichala pomoci pipety. Poté se z 3. fadku
opét napipetovalo 0,5 ml kultury a dalo do 4. fadku (obr. 8). Miska s jamkami byla uchovana

ve 27°C stupnich, dokud nebyla dokoncena selekce a nebyla stabilizovana bunécna linie.

= OO0 OQQ | e
- 1000000 ==
¢ -1 000000
e OO0 OO0

obr.8: Redéni elektroporovanych bunék do 24 jamkové misky.
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3.3. Kultivace procyklickych stadii T.brucei

Kultivace procyklickych stadii (PF) probé¢hla v SDM-79 mediu ve 27°C (Brun and
Schonenberger, 1979). Pro divoky kmen bylo pouzito médium oSetfené antibiotiky H (50
pg/ml) a G (15 pg/ml), pro stabilni transformované bunky bylo pouzito médium s H, G a
navic P (2,5 pug/ml). Pro indukci RNAi fragmentu byl pouzit tetracyklin o koncentraci 1
ug/ml.

3.4. Nothern blotting analyza
Princip:

Northern blotting je zakladni metoda molekularni biologie, ktera se pouziva ke studiu
genové exprese, pomoci niz se da urcit hodnota tirovné genové exprese konkrétnich mRNA.

Metoda je zalozena na vzdjemné hybridizaci jednovldknovych komplementdrnich molekul

mRNA a DNA za vzniku dvouvldknové molekuly.

Postup:

Nejprve je celkova RNA denaturovana a poté délena podle velikosti na agar6zovém
gelu. RNA je pak pfenesena na membranu, imobilizovana UV zafenim a hybridizovana s
radioaktivné znacenou DNA sondou. Detekce specifického signalu je provadéna pomoci

autoradiografickych technik.

3.4.1. Indukce T.brucei

RNAIi bunécné linie byly narostla na 2x10° v objemu 10 ml a ¢ast kultury byla
indukovana tetracyklinem (1 pg/ml). Buniky byly centrifugovany (1300 g) po 48 hodinach.
Vysledny pelet byl resuspendovan v 1 ml RNA Blue (TopBio, Czech Republic).

3.4.2. RNA izolace
Princip:

Buiiky jsou lyzovany v RNA Blue pfi zachovani integrity RNA, DNA 1 proteind.
Pfidani chloroformu a centrifugace vedla k separaci vzorku do tii fazi: 1. vodni faze,
obsahujici RNA, 2. interfaze, obsahujici proteiny a 3. organické modie zabarvené faze,

obsahujici DNA. RNA je izolovéana z vodni faze precipitaci isopropanolem.
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Postup:

Ke kazdému vzorku s RNA blue bylo pfidano 200 ul chloroformu a ponechano na 2
minuty pii pokojové teploté. Buiiky byly centrifugovany po dobu 15 min pii 9 750 g v 4°C.
Poté byla odebrana vrchni vrstva do novych zkumavek, k nim bylo pfidano 500 pl
isopropanolu a ponechano na 10 min pii pokojové teplote. Po uplynuti této doby byly vzorky
opét centrifugovany a vznikly supernatant odstranén. K peletu se ptidalo 1 ml 75% ethanolu
a nasledn¢ centrifugovany stejnym zptusobem. Pelet byl poté resuspendovan v 50 pl miliQ
H,O a inkubovan pii 60°C na 10 minut. Vysledna koncentrace RNA byla zméfena
spektofotometricky na Nanodropu (Thermo Scientific).

3.4.3 RNA gelova elektroforéza

Byl pfipraven 1% gel, ktery obsahoval 6,7% formaldehydu a 1x MOPS pufr (tab.XII-
XV). Kvzorkim a RNA markeru bylo pfidano stejné mnozstvi 1,5x sample pufru a
inkubovano po dobu 10 minut v 65°C.Vzorky byly separovany 3 hodiny pii 90 V. Kazdych
30 minut byl promichéan pufr. Po dokonceni elektroforézy byl gel zkontrolovan pod UV.
Tab.XIl: Smés na vyrobu 1% RNA gelu.

RNA gel (1%) 100ml

10X MOPS 10ml
agaroza 1g
miliQ H,O 72ml

po ochlazeni pfidat 18ml 37 %
formaldehydu

Tab.XIll: Smés na vyrobu Running pufru.

Running pufr

10X MOPS 50 ml

miliQ H,0 450 ml

Tab.XIV: Smés na vyrobu Sample pufru.

1,5X Sample pufr

formamid 600 pl
Formaldehyd 210 pl
10X MOPS 156 pl
ethidium bromid Sul
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Tab.XV: Smés na vyrobu 10x MOPS.

10X MOPS

0,5M MOPS 40 ml
3 M NaO Acetate 1,67 ml
0,5M EDTA pH8 2ml
miliQ H,0 56,3 ml
3.4.4. RNA blot

Princip:

Gel se ptitlaci na membranu a dojde k pfenosu RNA z gelu na membranu prostou

difuzi.

Postup:

Nasttihali jsme si 4 tenké filtracni papiry (11x9 cm) a 1 na sklo (30x22 cm) a ustfihli
si membranu (11x9). Northern blot aparatura byla sestavena podle obrazku ¢. 9. Pro lepsi
drzeni papiru k membrané bylo vyuzito 5x SSC a pomoci silného tisknuti byly vytlaceny
bublinky. RNA byla pienesena na membranu pfes noc a poté imobilizovana na membrané

pomoci UV crosslinking (UV Stratalinker, Stratagene).

zavaii

papirové
/ ubrousky
/ membrana
gel
f X Pufr
Sklo s filtraénim papirem

Obr.9: Blotovaci aparatura.

3.4.5 Membranova pre-hybridizace

Membrana byla pre-hybridizovana v Na-Pi (fosfatosodném pufru) po 2 hodiny pii
60°C.
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3.4.6 Radioaktivni znaceni
Princip:
Radioaktivni znaceni probihd radioaktivnimi izotopy (P32). Pomoci X- ray se pak

detekuje tento signal.

Postup:

Radioaktivni znaCeni bylo podle protokolu Hexalabel DNA Ilabelling Kit
(Fermentas), kdy bylo pouzito 100 ng cCisttho PCR produktu jako templat. Proba byla
vycisténa sto¢enim a poté vyhiata na 100°C po 3 minuty. Proba je pfidana do 5 ml Na-Pi a

inkubovana s membranou pii 55°C ptes noc.

3.4.7 Promyvani membrany

Hybridiza¢ni roztok byl vylit z valce a byl nahrazen promyvacim roztokem (0,2x
SSC + 0,1% SDS) a inkubovan pii pokojové teplot¢ 20 minut. Roztok byl vylit a opét
promyt pii teploté 55°C po dobu 20 minut. Poté byla membrana zabalena do folie a vlozena
do kazety ptes noc. Dalsi den byly vyvolany vysledky na pfistroji Typhoon Phosphoimager

(Amersham).

3.5. Kvantitativni Real — time PCR (qPCR)

Princip:

gPCR se nejéastéji pouziva pro velmi piesnou detekci a kvantifikaci mRNA. To bud
relativné (poméry koncentraci mezi riznymi vzorky, tj. 1x, 3x, 7.5x, atd.), nebo absolutné
(tj. presnou hodnotu koncentrace templatu, na zakladé znalosti koncentrace standardu).
Detekce produktu probihd pomoci SYBR green fluorescencni barvicky vazajici dsDNA.
Uroveti fluorescence umérna mnozstvi DNA v reakci a to umoziiuje presné zjistit mnozstvi
produktu béhem kazdého jednotlivého kroku. Pro normalizaci kvantifikace v grafech se
pouzivaji housekeeping geny. Vysledkem pozorovani je logaritmicky graf zmén

fluorescence v zavislosti na poctu amplifika¢nich cykla.
Postup:

Nejprve je tieba izolovat RNA, prevést RNA na cDNA reverzni transkriptazou a poté

muzeme provést kvantitativni méteni.
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3.5.1. RNA izolace
Probéhla podle stejného postupu jako u metody Northern blot (viz 4.3.2).

3.5.2 OSetireni RNA DNA4zou.

Je dilezité pouzit DNAazu pro zbaveni se veSkeré DNA pted vytvorenim cDNA
z RNA. Bylo pouzito 10 pg RNA, ktera byla smichana s 1lU TURBO DNAse (Ambion) a
10x pufr v 50 pl reakci. Reakce byla inkubovana 30 minut v 37°C. Jesté vice jednotek
TURBO DNAse bylo ptidano do kazdé reakce a inkubovano dal§ich 30 minut, vzorky se pak
inkubovaly 2 minuty pfi normdlni teplot¢ s 10 pl inhibi¢niho roztoku DNAse. Smés se
stocila po 2 minuty pfi 5850g a stejny objem supernatantu byl piepipetovan z kazdého
vzorku do novych zkumavek. Smés 300 ul 96% etanolu, 5 ul 3M acetatu a 1 pl glygogenu
byla ptidana do kazdé zkumavky a ponechéana pies noc v -80°C k precipitaci. Vzorky byly
centrifugovany pti 13200 rpm, pii 4°C po 20 minut, poté byl vylit supernatant, RNA byla
promyta v 70% etanolu a sto¢ena za stejnych podminek po dobu 10 minut. Etanol byl
odstranén a RNA vysuSena vzduchem. Zvoleny objem vody pro resupendaci byl urcéen tak
aby koncentrace RNA byla 1 pg/ul. Kvalita RNA byla zkontrolovana na denatura¢nim

formaldehydovém gelu.

3.5.3 Tvorba cDNA

Z RNA ziskame cDNA pomoci reverzni transkriptdzi (pouzit stejny program jako
v 3.1.1)). Vytvofili jsme tfi skupiny, prvni oznacena RT+ (obsahuje reverzni transkriptazu),
ktera se dale délila na A a B a tfeti RT- (bez reverz. transkriptazy) slouzi jako negativni
kontrola. Nejprve jsme do kazdé zkumavky pfipravili 250 ng/ul Random Hex primers a 4 pl
2,5 mM dNTPs. Kazda zkumavka obsahovala jesté 5 pg RNA, tuto reakci jsme dali to PCR
pfistroje na 5 min na 55°C a po uplynuti této doby vyndali. Pfitom jsme si pfipravili reakéni

smés pro RT+ a RT- (Tab.XVI).

Taxovi.: Reakéni smés pro RT+ a RT-.

Chemikalie RT+ RT-
5x FS pufr 4 ul 4 ul
0,LMDTT 1l 1l
RNase out 1l 1l
Superscript 111 1ul -

MiliQ H20 3ul 4 ul
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A a B bylo napipetovano RT+ a do kontrolni RT-. Reakce byly vraceny zpét do PCR
ptistroje za programu: 5 min v 25°C, 60 min 50°C, 15 min v 70°C. Poté byly vzorky
napipetovany do celkového objemu 200 pl.

3.5.4 gPCR reakce

Kazda reakce byla udélana 3x a v reakci 20 pl obsahujici 2 ul cDNA, 10 pl Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) a 0,3 pl (c= 100 uM). Primery
navrzené pro qPCR byly vytvoieny v NCBI primer blast a obsahovali HPLC purifikaci
(Tab.XVII). Primery jsou vyzna¢eny na mRNA sekvenci v kapitole 2.1 mapovani TbFisl.

Tab.XVII: Navrzené primery pro qPCR reakci.

Jméno primeru Sekvence
TbFisl gPCR FW 5'CGTGGAATCGGGTGTCCGGC
TbFisl gPCR RW 5'TGGAGTTGCGCGTGGGTTGG

Z housekeeping genit byly vybrany pro normalizaci kvantifikaci 18S rRNA a p-
tubulin a cDNA musela byt nafedéna 50x. Vzorky byly umistény do Rotor-Gene RG 3000
(Corbett Research) s nasledujicim programem: 2 min. pii 50°C, 10 min. pii 95°C, (15s pii
95°C, 60s pi1 60°C) se 40x opakovanim, tani: 60°C-> 95°C s 1 stupei/krok zvySenim, prvni
krok trval 45s, nasledujici 5s kazdy. Pfi prvnim béhu je pocetnost housekeeping genil
pocitana ve vSech a az poté je pocitan uroven indukované a neindukované cDNA, ktera je
srovnavana a par Snejbliz§i Ct hodnotou je vybran pro dal$i experimenty. Pro relativni
pocetnost byla pouZzita Pfaffl metoda (Pfaffl, 2001). Error bary byly vypocitany za pouZiti
dat ziskanych pro triplikaty, ve kterém byla kazda reakce udé€lana. Vzorecek je ukazan na

obrazku ¢&. 10.

PCE uinnost (testovany gen) ™ Ct hodnota (testovany gen)

Eelativni pofetnost

PCE. uéinnoest (housekeeping gen) Ct hodnota (housekeeping gen)

Obr.10: Pfaffl model.

Relativni pocetnost = udava relativni zménu exprese (nasobek zmény exprese cilového genu mezi testovanym a

kontrolnim vzorkem.
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Ct hodnota = cyklus amplifikace, ve kterém hodnota fluorescence reakce piekona prahovou fluorescenci.

3.6. Riistové krivky
Princip:

Rustova kiivka je metoda vyuzivana K porovnani rustu bunék T. brucei, ve kterych
byla indukovana RNAi a bungk, které nebyly indukovany. Pokud je rust v indukovanych

buikach potlacen, ¢i zcela zastaven, je dany gen povazovan za esencialni.

Postup:

Buiiky maji na za¢atku koncentraci 2x10°. Jejich koncentrace byla mé&fena kazdy den
piistrojem Beckman Coulter Z2 Particle po dobu 10 dni. Bunky byly zméfeny a opét
nafedény na 2x10° kazdé dva dny. Celkové byly pocitany 2 bun&éné RNAI linie, dva

indukované a dva neindukované vzorky.
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4. Vysledky

4.1. Fylogeneticka analyza

4.1.1. Fis alignment

Pro ThFisl gen, Th.927.10.8660 nalezeny Vv databazi Tritryp (Www.tritryp.org), jsme

hledali podobné geny u dalSich eukaryot pomoci programu BLAST v NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Z vybranych organismi byl sestaven alignment

S vyznac¢enymi konzervovanymi misty (obr.11).

S.cerrevisiae
Mucor

Api=

Homo
Phaeodactylum
Plasmodium
Physcomitrella
T.brucei
Dictyostelium
Bodo
Leishmania
Naegleria

S.cerrevisiae
Mucor

Api=

Homo
Phaeodactylum
Plasmodium
Physcomitrella
T.brucei
Dictyostelium
Bodo
Leishmania
Naegleria

S.cerreviziae
Mucor

Apis

Homo
Phaeodactylum
Plasmodium
Physcomitrella
T.brucei
Dictyostelium
Bodo
Leishmania
Haegleria

S5.cerrevisiae
Mucor

hpi=

Homo
Phaeodactylum
Plasmodium
Physcomitrella
T.brucei
Dictyostelium
Bodo
Leizhmania
Haegleria

108 NNN:NVNNNKKSKKHHRHHHHHHHNHNHNHNHNEHDKES:ENNDFT I

121 DDQDEHGEAVRSQ
102 LDRNDEDEYLDFLEKSLEEEQKFITSDMIBSAEFLLETSSHNERERAQESETLAILYEEE

49 EESKEREFEIDDNFRTGNFPQYSDFVENNNNNNNNNNNNNNNNNNNNHNNHNNNNNNNNNE
1 - MDFLTSHI
61 GGVDEATGDEIAYELAVALLWHSDISLIEEGVOLMEYLLEKERWDOYWSTAICSEPSAAVEG
42 N555QLOQIETTSISNDNNLIDPTIQSPLINGYDKYFNSVDYNENTTITIVDNNMETHHARK

1 - MEZ ELSV---EDLLK

1 ————HGETKATCKE?RBEWERKLALSRPSRE:LEELRLBCEKEE

1 - EBSPEFLK:ELER?KSEYENELS?EHVHP: 0

1 - DKIENFFGGGDYLPWIDSEMIASCEMEASCERAARPSENTERWVMRLS

5 SELMDEFFKKDPDERRMESPCLDELHGLDEAMRRVGHEHSLDPNNODVIEE

9 SRGADLLFEKDPRJEALFHPSPDDLDGLDHSHALRGPSGTARRP-ELVIJONS
E S| PDEDDRDDGEWVDEF GSPAEGOCVNLECNARVAHPCSAHE

DVNDERLEGHNRTD


http://www.tritryp.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

S.cerrevisiae
Mucor

Apis

Homo
Phaeodactylum
Plasmodium
Physcomitrella
T.brucei
Dictyostelium
Bodo

e ok I —u‘GLA,_,Ls;.r- L
Leishmania 263 LNSBCIGPDTAMISSTDEH LSSTEELSHY“1‘ ACYYNLAVGYTEIRENEEEWFY I SHML
R A, :

Naegleria 216 BEsagrrillnriyofE

S.cerrevisiae
Mucor

Apis

Homo
Phaeodactylum
Plasmodium
Physcomitrella
T.brucei
Dictyostelium
Bodo E
Leishmania 323 BLSPRSEEGLMLERLLCARLYVBOQIFIFSVPLLALGLLFL-———
Haegleria 276 LGLLEAFR-———--—————————————

Obr.11: Alignment proteinu Fisl u vybranych eukaryotickych organisma.

TM = transmembranova doména, TPR= tetratrikopeptidové repetice

4.1.2. Fylogeneticky strom Fisl

Stavajici dataset, ktery byl pouZit pro aligment byl rozsifen od dal§i eukaryotni
organismy, u kterych se nachazel gen pro Fisl (homologie musela mit hodnotu nejméné
E=2e-10). Pomoci RAXML (Stamatakis, 2006) byl metodou maximalni vérohodnosti
(Maximum likelihood) zhotoven fylogeneticky strom (obr.12). Na stromku je vidét, ze Fisl
se vyskytuje napfi¢ eukarotnim stromem. V ramci Kinetoplastid se vyskytuje i v rodu

Leishmania, ackoliv je zna¢né odlisny.
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wrr Plasmodium knowlesi
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Obr.12: Fylogeneticky strom Fisl proteinu u vybranych eukaryotickych organismii.
Fylogeneticka analyza byla provedena metodou Maximum likelihood v programu RAXML 7.4.8b (Stamatakis
2006) s vyuzitim gama-korigované LG substitu¢ni matice. Podpora vétveni byla vypocitdna pomoci metody

non-parametric bootstrap z 500 replikaci.

4.2. Mapovani UTR oblasti

Jelikoz jsme nevédéli, jak velké jsou 5° UTR a 3° UTR oblasti u genu TbFisl,
rozhodli jsme se je osekvenovat. RNAI fragment m¢l byt navrzen v jedné z téchto oblasti,

vzhledem k planovanym rescue experimenttim.

Po prvni PCR jsme zkontrolovali, jestli byl namnozen produkt ocekavané velikosti.
Poté nasledovala druha PCR s primery mirné posunutymi dovnitf a vysledny PCR produkt o
velikosti 403 bp u 5'UTR a 407 bp u 3'UTR jsme vyiizli z gelu, zaklonovali do TOPO

vektoru a osekvenovali. Z mapovani vyslo, ze 5"UTR ma 296 bp a je vétsinez 3" UTR s 123
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bp (obr.13). Na zaklad¢ vysledkl ze sekvenace jsme navrhli primery pro TbFisl RNAI, kde
vysledny RNAi fragment pokryva 5'UTR.

I |

1. PCR

2. PCR

{ ore 1 |
{oRen |

1. PCR

I | I

Obr.13: Schéma mapovani 5'UTR (A.) a 3'UTR (B.)

A B

1kb DNA
marker 5'UTR 3°UTR 5'UTR 3°UTR

1000 =

Obr.14: 1.PCR (A.) a 2, PCR (B.) ke zmapovani 5"UTR a 3"UTR oblasti.
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4.3. TbFisl RNAI konstrukt

Po amplifikaci byla velikost PCR produktu zkontrolovana elektroforeticky (obr. 16),
a nasledn¢ byl produkt zaklonovan do TOPO vektoru a zkontrolovana jeho spravné
zaintegrovani pomoci restrikéniho enzymu EcoRI (obr.17). RNAI fragment byl pteklonovan
do P2T7 — 177 plazmidu (obr.18) a vysledek opét piekontrolovan pomoci restrikéni analyzy
enzymy BamHI a HindHIIl. Poté nasledovala linearizace vektoru enzymem Notl, a jeho

tansfekce pomoci elektroporace do WT linie T. brucei.

1kb
DNA ThFisl
marker

1000 bp —

250 bp —

Obr.16: Kontrola produktu po PCR
amplifikaci.

Viditelny prouzek oznacuje TbFis] RNAi
fragment, u né¢hoz byla ocekavana velikost 241bp.
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1Kb
DNA

T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
marker

3000bp —

250bp —

Obr.17: Kontrola TOPO vektoru s RNAI fragmentem.

Vrchni prouzky oznac¢uji TOPO vektor s velikosti 3000bp. Spodni prouzky
oznacuji RNAI fragment. Pro dal$i experiment jsme vybrali T7 a T§ TOPO
vektor s RNAI fragmentem.

1kb

DNA
markerT5 T6 T4 T3 T2 T1

6000bp — | ——— — —

250bp — - 4

Obr.18: Kontrola plazmidu p2T7 — 177 s RNAI fragmentem.

Vrchni prouzky oznacuji plazmid p2T7 — 177 s velikosti 6000bp. Spodni prouzky
oznacuji RNAI fragment s velikosti 241bp. Pro dalsi experiment jsme vybrali klony
T2, T3, T5.

4.4. Ovéreni TbFis RNAI KD

Pro ovéfeni funkénosti RNA interference u nami vytvorené TbFis linie, tzv. knock-
downu (KD) jsme vyuzili metodu Northernové analyzy a kvantitativni PCR (qPCR), které
umoznuji detekovat tibytek specifické mRNA.
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4.4.1. Northern analyza

Northern blot byl pouzit na klonech, které byly vyselektovany na phleomycinu (C2,
C3). PCR produkt, vznikly s pouzitim stejnych primert jako v ptipadé RNAI fragmentu, byl
radioaktivné oznacen a vznikla proba by méla detekovat TbFis transkript (MRNA) spolecné
s dsRNA, ktera je vytvaiena pouze v indukovanych bunikach. Jak je vidét na obrazku 19, na
membrané jsme nedetekovali zadny signal (horni panel), ackoliv RNA byla rovnomérné

nanesena na gel a nebyla degradovana (spodni panel).

Klon C2 c3
tet- tet + tet- tet+

Fisl proba

1:100 1:1000 1:10000 1:100000

-
" Ye)

Obr.19: Northern analyza Obr.20: Kontrola proby
C2, C3 oznacuje klona TbFisl RNAI, na o

Spodni obrazek ukazuje kontrolu EtBr gelu,

kde jsou 3 ocekavané velikosti rRNA.

K ovéfeni sily a specificity proby nam poslouzil tzv. dot blot (obr.20). Jedna se o

membranu, na kterou je nakapan PCR produkt sekvenci identicky probé. PCR produkt byl

cv v

Z testu, radioaktivni signal je viditelny 1 pii nejvysSim fedéni a proba je tedy plné funkéni.
Nicmén¢ TbFis transkriptu je v buiice pravdépodobné tak malo, Ze je pouzitou metodou

nedetekovatelny a Northern analyza byla neprikazna.

4.4.2 gPCR
Vzhledem k nedostate¢né citlivosti predchozi metody byly stejné RNAi klony (C2,

C3) testovany pomoci qPCR. Tato metoda umoziiuje relativni porovnani poctu kopii mRNA
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u neindukovanych a indukovanych bunék. Housekeeping geny jako je beta tubulin (p—tub) ¢i
mala podjednotka jaderné ribosomdlni RNA (18S rRNA) jsme pouzili jako normalizacni
geny, které by méli zlistat nezménény béhem RNAI a slouzi jako kontrola kvality a mnozstvi
RNA ve vzorku. Z grafu na obrazku 21 je vidét, Ze umlceni TbFis genu je u¢inné&jsi u klonu
C2, kde pokles mRNA dosahuje az 80%. Proto jsme klon C2 vybrali jako stézejni pro

naslednou fenotypickou analyzu.

qPCR

c2 c3
T T N 4
: B B-tub

g N 18SrRNA
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Obr.21: gPCR analyza TbFis mMRNA u RNAi KD.
C2 a C3 je oznaceni pro klony ThFis1l RNAI.

4.5. Rustova krivka

U kloni C2 a C3 jsme pocitali mnozstvi neindukovanych (Tet-) a indukovanych
(Tet+) bunek po dobu deseti dnti od pfidani tetracyklinu. Pocate¢ni koncentrace bunék byla
2x10%/ml, nasledujici den byly buiiky vzdy zm&keny a nafedény na po&atecni koncentraci. Po
celou dobu experimentu buitky nevykazovaly Zddnou zménu v riistu ani zadné morfologické
rozdily viditelné mikroskopicky. Vysledna logaritmicka kiivka tedy ukazala, ze TbFis neni u

trypanosomy esencialni protein (obr.22).

35



ThFis1 C2
108
—— Tt
= .
> ——Tet
>g 7 +
310
oo
o
)
6
10 T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 §E 7 8 9 10
ThFis1C3
108
g
A7
>glO
S
2
oo
o
)
6
10 T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 & 7 B 8 10

Obr.22: Rustova kiivka C2 a C3 klonu TbFisl.

Tet+ oznacuje indukované burky tetracyklinem, tet- je kontrola.
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5. Diskuze a zavér

V této praci jsem se zaméiil na studium Fission proteinu (TbFis), potencialniho
kandidata mitochondrialniho déleni u Trypanosomy brucei. Homolog tohoto genu se nachézi
u vétSiny eukaryotnich organism, ale byl studovan hlavné u kvasinek a savci. V kvasinkach
tento protein napomaha v zacileni dynaminu (Dnmlp), coby kli¢ového hrace
mitochondrialniho dé¢leni, na vnéj$i mitochondridlni membranu (Okamoto et. al. 2005). U
savcu se nazory na jeho funkci rozchazeji. M¢l mit podobnou funkci jako u kvasinek
(Stojanovski et al. 2004), ale na zakladé novych poznatku, konkrétné ¢lanku od Otera et. al.
(2010), bylo zjisténo, zZe tuto funkci plni jiny protein ozna¢eny MfT a Fisl nehraje klicovou
roli, nicméné¢ je pofad nezbytny pro mitochondrialni déleni spolu S nové objevenymi

proteiny Mid49/51 (Loson et al., 2013).

Protoze byla funkce Fis proteinu v literatufe nejednoznacnd, rozhodli jsme se ovéfit
jeho moznou ucast v mitochondrialnim déleni u T. brucei, kterd pfedstavuje jednoho z
nejstarSich eukaryotnich organismi. K vypnuti TbFis genu jsme vyuzili RNA interferenci,
ktera selektivné degraduje cilovou mRNA. Vzhledem ktomu, Ze jsme do budoucna
planovali tzv. ,rescue® experimenty, bylo tfeba navrhnout RNAi primery mimo otevieny
¢teci ramec genu. K tomu ndm poslouzily tzv. UTR oblasti, které ptedstavuji neptekladanou
oblast RNA. Mapovani ukazalo, ze 5° UTR oblast je vétsi nez 3'UTR, a proto RNAI
fragment pokryval dfive zmifiovanou oblast. Po uspésném zaklonovani RNAI vektoru do
genomu T.brucei a vytvofeni stabilnich linii bylo tieba zjistit, zda dochazi k degradaci cilové
mMRNA. Ktomu jsme nejprve pouzili Nothernovou analyzu, ale tato metoda nepiinesla
zadnou odpovéd’. Na membrané nebyl detekovan zadny radioaktivni signal, ackoliv proba
byla dostatecné silna a specificka, coz jsme zjistili pomoci dot blotu. ThFis pravdépodobné
predstavuje malo abundantni transkript, ktery je v bunce tak vzacny, ze ho nejsme schopni
zachytit. Proto jsme pouzili citlivéj$i metodu na ovétreni funkénosti RNA interference a to
kvantitativni PCR (qPCR). Zjistili jsme, ze mnozstvi TbFis MRNA bylo u indukovanych
bunck snizeno zhruba o 80%, coz predstavovalo dostatecny pokles pro nasledné pokusy.
Z ristové kiivky bylo patrné, Ze u bunék nedochazi ke zpomaleni rdstu a ani nebyly
pozorovany zadné dal$i morfologické zmény. Zda se tedy, ze TbhFisl neni pro trypanosomu
esencialni a nepodili se na dé€leni mitochondrie. Protein ma pravdépodobné jinou funkci
nebo hraje jen malou roli pii zacileni TODLP na vnéj$i membranu podobné jako je tomu

V savéim modelu.
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Celkové se zdd, ze mechanismus mitochondridlniho déleni je u trypanosomy
redukovan. Nepodatilo se nam nalézt homology Mff, Caf4/Mdv ¢i Mid 49/51 proteind, které

jsou pfitomny u jinych eukaryot. Jedinym proteinem, u kterého byla prokazana funkce

v mitochondrialnim déleni u T.brucei zatim zlstava pouze dynamin (TbDLP) (Loson et al.,

2013).

obr:23: Srovnani ADnm1 mutanta u Saccharomyces a mitochondrie T.brucei (Okamoto et

al., 2005)
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Obr.24: Vyvoj mitochondrie s obrazky jednotlivych zastupct. (fylogeneticky strom

ptrevzaty z Marande et al., 2005)
m= mitochondrie, k= kinetoplast
Obrazky T.brucei, D. trypaniformis a B.saltans jsou pievzaty z Luke§ et al., 2002, E. gracilis (M.

Krausova:http://www.sinicearasy.cz/134/Euglenophyta)
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Zajimavosti je, ze pii pozorovani mitochondrie A Dnm1 mutanta u kvasinky (obr. 23)
jsme si v8§imly napadné podobnosti s mitochondrii T.brucei. Vypada to tedy, ze T.brucei by
mohla byt jakymsi pfirozené vzniklym ,.fission” mutantem. Otazkou nicméné zustava, kdy
vV minulosti ke ztrat¢ fission proteintt a k nésledné fuzi mitochondrii doslo. Kdyz se
podivame na morfologii a ¢etnost mitochondrii u dalSich jednobunécnych zastupct blizkych
trypanosomé (obr. 24), zda se, Ze k vytvofeni jedné sit'ovité mitochondrie mohlo dojit nékde
mezi euglenami a diplonemou. Tuto zajimavou hypotézu by bylo nutné experimentalné
potvrdit, coz ovSem sahd nad ramec této bakaldiské prace, nicméné to otvira tfadu

zajimavych otdzek do budoucna.
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6. Seznam zkratek

BF — krevni stadium T.brucei
Caf4 - CCR4 associated factor

cDNA — copy DNA

Dnm1/Drpl/Dlp - dynamin-related GTPase

dsDNA — dvouietézcova DNA
dsRNA — dvoutetézcova RNA

E.coli - Escherichia coli

Fisl/hFis — fission 1/human fission
Fw primer — foward primer

G — G418 antibiotikum

H — hygromycin

IPTG - isopropylthio-p-galaktosid
ORF — otevfeny ¢teci ramec

MRNA — messenger RNA

Mdm36 - mitochondria-associated protein
Mdv1 — mitochodrial division 1

Mff — mitochondrial fission factor
numl - nuclear migration 1

P — phleomycin

gPCR — real —time PCR

PCR — polymerazova fetézova reakce

PF — procyklicky stadium T.brucei
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RNAI — RNA interference

Rv primer — reverse primer

SL — splice leader sekvence

TPR - tetratricopeptidoveé repetice
UTR — nepiekladana oblast

UV — ultrafialové zéareni

X-gal - 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-galaktopyranosid
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