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Anotace

Mitochondrial FOF1-ATP synthase is a molecular machine that generates ATP in a process
known as oxidative phosphorylation (OXPHOS). Its dimers are crucial factors for mitochondrial
cristae biogenesis. The importance of this complex for both processes, mitochondrial
ultrastructure and OXPHOS, makes it difficult to decipher the specific effects of dimer loss.
Here, | took advantage of the bloodstream form Trypanosoma brucei, which does not use
OXPHOS for ATP generation, to investigate the role of ATP synthase dimers in mitochondrial
biogenesis. | generated a knock-out cell line in which the absence of the ATP synthase subunit
g resultsin the complex being present only as a monomer. | have verified the generated mutant
cell line by PCR and detected the expected loss of dimers by native electrophoresis. The
generated mutant cell line will be an excellent tool to study the role of ATP synthase dimers in

bloodstream parasites and their differentiation into OXPHOS-competent insect forms.
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1. Uvod

1.1. ATP syntaza

Zdrojem veskeré energie pro bunku je adenosintrifosfat (ATP). Sklada se ze tfi fosfatq,
spojenych fosfoanhydridovou vazbou, hydrolyza tfetiho fosfatu zptsobi uvolnéni znacného
mnozstvi energie za vzniku adenosindifosfatu (ADP) a anorganického fosfatu (Pi) (Khakh et al,
2009).

Klicovou roli v tvorbé ATP hraje proteinovy komplex F-type adenosintrifosfat syntdza (ATP
syntdza, F-ATPaza, FiF.-ATPaza), ktery se nachdzi na vnitfrni membrané mitochondrii,
chloroplasti a v plazmatické membrané bakterii, archeii a cyanobakterii (Arnold et al, 1998).
ATP syntdza byva oznacovana jako makromolekularni turbina, ktera je schopna syntetizovat
ATP z ADP a Pi pomoci rotace (Walker, 2013). ATP syntdza syntetizuje ATP pouze v tzv. pfimém
rezimu (forward mode), také mUze pracovat v tzv. obraceném rezimu (reverse mode), kdy je
ATP hydrolyzovano (Cotter et al, 2003).

Mezi vSemi typy ATP syntdazy plati urcity podobny ,stavebni plan®. VZdy se jedna o proteinovy
komplex o velikost 550 — 1600 kDa, jenz se sklada celkem ze dvou zakladnich ¢asti, sférické Fq
jednotky (hlavy) a F, jednotky. Jednotka F; je sloZena ze tfi a a tfi B podjednotek. Tyto
podjednotky zprostfedkovavaji syntézu nebo hydrolyzu ATP. Jednotka F, je v reZimu syntézy
puvodcem tocivého momentu a v pfipadé hydrolyzy pumpuje protony pres membranu.
Jednotka F, obsahuje podjednotku a a tzv. c-krouiek, u kterého se pocet dalSich
podjednotek ¢ pohybuje mezi 8 a 17. Obé jednotky jsou spolu propojeny dvéma stopkami,
centralni a periferni. Centralni prenasi toCivy moment mezi jednotkami. Periferni stopka brani
rotaci hlavy, aby mohlo dochdazet pouze ke konformaénim zméndm jejich podjednotek, a ne
k celkové rotaci (Kuihlbrandt, 2019).

Sohledem na vysokou konzervovanost této struktury se v chloroplastech struktura
ATP syntazy pfilis neodlisuje. U rostlin se ATP syntaza nachazi v chloroplastech na tylakoidnich
membrandach. Protonovy gradient je vytvaren pomoci procesu fotosyntézy. Zakladni odliSnost
se nachazi u c-krouzku, kde u mitochondridlni ATP syntazy nalézame pouze 8 — 10

podjednotek c-krouzku, tak v chloroplastu se jich vyskytuje az 14, coz ma za nasledek, ze



k tvorbé jedné molekuly ATP je tfeba vice protonil, neZ ve srovnani napfiklad se savci
mitochondridlni ATP syntazou, ktera ma c podjednotek jen 8 (Nelson et al, 2004).

U bakterii, jejichz ATP syntdza byla diky Escherichii coli (E. coli) prozkoumdna nejvice, se také
nachazi velmi podobna struktura. OvSem, oproti mitochondridlni, je ¢aste¢né jednodussi. Fo
jednotka sestdva z podjednotek a, b a ¢, kdy podjednotka c se také seskupuje do c-krouzku. F;
jednotka ma o jednu podjednotku méné, ale jinak se neodlisSuje. Centrdlni stopka se sklada
z podjednotky y a g, periferni sestdvd pouze z podjednotek b a 6. Zakladni rozdil se nachazi
predevSim vtom, Ze bakteridlni ATP syntdaza mUZe pracovat i obracené, tedy vyuZivat
hydrolyzu ATP k vytvofeni protonového gradientu. Proces syntézy a hydrolyzy ATP mze
bakterie libovolné ménit v zavislosti na prostfedi, ve kterém se bakterie pravé nachazi (Sobti

et al, 2016).

1.1.1. Mitochondridlni ATP syntaza

Mitochondrie byva ¢asto oznacovana jako ,elektrarna bunky” (powerhouse of the cell). Toto
oznaceni si vyslouzila diky tomu, Ze na své vnitfni membrané nese veskeré ATP syntazy, které
burika ma (Javadov et al, 2013).

Sav¢i mitochondridlni ATP syntdza se zakladni organizaci pfFilis neodlisuje od toho, které je
spole¢né viem druhlm ATP syntazy. Periferni stopka, kterd byva povaZovana za soucast
jednotky Fo, se v mitochondridlni ATP syntaze sklada z nékolika dalSich podjednotek,
konkrétné b, d, Fs a proteinu senzitivniho na oligomycin (Oligomycin sensitivity-conferring
protein, OSCP), které spojuji jednotky F1 a Fo a tim zabranuji rotaci jednotky Fi. Také se zde
nachazeji podjednotky e, a, f, g, DAPITA, 6,8 kDa a A6L zvétsujici jednotku F, (Obr. 1) (Neupane
et al, 2019).



Obrazek 1: Mitochondrialni sav¢i ATP syntdza s vyznacenymi podjednotkami. Lze vidét zakladni
sloZeni jednotky F, ze 3 podjednotek o (¢ervené) a 3 podjednotek B (Zluté v zakrytu ¢ervenych
podjednotek a). F; je s F, spojena centralni stopkou, tvofenou podjednotkou y, 6 a €. Jednotka F,
je tvofena c-krouzkem, podjednotkou a a dalSimi, pro savci mitochondrii specifickymi,
podjednotkami (f, A6L, e, g, DAPITA, 6,8 kDa). Periferni stopka, také tvorena specifickymi
podjednotkami (b, d, Fs a OSCP), spojuje obé jednotky (F: a F,) a zabranuje rotaci F; jednotky
(Neupane et al, 2019).

1.1.1.1. Syntéza ATP

Oxidativni fosforylace (oxidative phosphorylation, OXPHOS) je proces, béhem kterého se
vyrabi ATP oxidativnim metabolismem napfiklad glukézy. Tento typ metabolismu zacind
procesem glykolyzy v cytoplazmé, kde je glukéza preménéna na pyruvat. Pyruvat je pak dale
v mitochondriich dekarboxylovan na acetylkoenzym A, ktery vstupuje do citratového cyklu,
kde je oxidovan a zdroven jsou vytvoreny redukované molekuly nikotinamidadenindinukleotid
(NADH) a flavinadenindinukleotid (FADH;). Tyto molekuly se stavaji prenaseci elektrond, jenz
jsou nasledné vyuzity elektrontransportnim fetézcem (electron transport chain, ETC). ETC se
sklada ze 4 proteinovych komplex( (Cl — CIV) zanofenych v mitochondridlni membrané, jejichz
funkci je prenaset elektrony od prenasecli (NADH, FADH;) na kyslik, ktery slouzi jako

univerzalni pfijemce. Béhem prenosu elektron(i pfes komplexy dochazi k uvolnéni znacné



energie, kterd je vyuzita na prenos proton( z jedné strany mitochondridlni membrany na
druhou. Tim dochazi ke vzniku elektrochemického protonového gradientu (Ap), ktery je
nasledné vyuZzit ATP syntdzou (Birsoy et al, 2015, Letts et al, 2017). Ap se u mitochondrii sklada
ze dvou slozek. Jedna se o rozdil pH (ApH) a elektrogenni rozdil v ndboji (mitochondrialni
membranovy potenicadl, AWm), ktery vytvari pro bunku dllezity membrdnovy potencial.
Hodnoty Ap se pohybuji v rozmezi 150-180 mV (Nicholls et al, 2000).

AC se ETC sklada celkem ze 4 komplex(, tak na pfimém prenosu protonu se podileji pouze 3
znich a to NADH-ubiquinon oxidoreduktaza (komplex 1, Cl), ubiginol-cytochrom ¢
oxidoreduktaza (komplex Ill, Clll) a cytochrom c oxiddza (komplex IV, CIV). Komplex II (Cll),
sukcinat-ubiquinon oxidoreduktaza, nepfenasi protony zjedné strany mitochondridlni
membrany na druhou, ale ke vzniku Ap pfispiva preménou sukcinatu na fumarat (Obr. 2) (Letts

et al, 2017).

Complex | Complex Il Complex Il Complex IV Complex V
NADH NAD' +H'

Succinate

4H' 4H' 2 cytochrome ¢ 2H'
Obrazek 2: Model zobrazujici ETC v mitochondriich. Zarover je zobrazen pfenos H, kde je zifejmé,
Ze Cll se na pfenosu nepodili a pfimy podil maji pouze Cl, Clll a CIV. Zobrazena je také ATP syntaza,

ktera byva oznacovana za paty komplex (CV) (Letts et al, 2017).

Protony, jez se nahromadily na druhé strané mitochondrialni membrany, se pokouseji dostat
zpatky na plvodni stranu membrany, coZ je jim umozinéno pravé skrz ATP syntazu. Tento
prostup protonl pres jednotku F, zpUsobi rotaci c-krouzku, tato rotace je prendsena na
jednotku F1 pres centrdlni stopku. Rotace zpusobi konformacni zmény mezi podjednotkami o
a B3, coZ vede k syntéze ATP z ADP a Pi. Periferni stopka zabranuje rotaci celé F; jednotky, aby

dochazelo pouze k rotaci jejich podjednotek (Song et al, 2018).



1.1.1.2. Hydrolyza ATP pomoci FoF1 ATP syntazy

V béZnych fyziologickych podminkach ATP syntdza syntetizuje ATP za vyuziti Ap. OvSsem, za
urcitych, ¢asto patofyziologickych podminek, mize ATP hydrolyzovat (obraceny rezim) (Nesci
et al, 2015). K tomuto reZzimu mitochondrie pfistupuje v urcitych zhorSenych podminkach.
Touto hydrolyzou ATP syntaza pfispiva kudrzeni AWm na potfebné hladiné pomoci
pfepumpovavani protonl ven z matrix (Chinopoulus et al, 2009).

Hydrolyticka funkce ATP syntdzy byva nejcastéji spojena s nedostatkem kysliku (Grover et al,
2008), pfi kterém dojde k depolarizaci vnitini mitochondridlni membrany. K hydrolyze ATP
pak bunky pFistupuji ve chvili, kdy AWm klesne na hodnotu, ktera je oznacovana jako ,reverzni

potencial” (Erev-aTrase) (Chinopoulos, 2011).

1.1.1.3. Ohybani vnitini mitochondridlni membrany
Mitochondrie jsou charakteristické tim, Ze jsou ohrani¢eny dvéma membranami, vnéjsi a
vnitfni membranou, které vymezuji dva prostory: mezimembranovy prostor mezi nimi a
vnitfni prostor, tzv. matrix. Pradvé na vnitfni membrané mitochondrii se nachazi ETC, ktery
zajistuje tvorbu Ap, nasledné vyuZity ATP syntazou. Za ucelem zvétSeni tohoto prostoru, kde
se ETC nachdzi, a tim spojeného navyseni syntézy ATP, se formuje vnitfni membrana do Utvard
nazyvanych kristy (Obr. 3) (Paumard et al, 2002). Vyskyt krist je zndmkou aerobniho Zivota,
pravé kvuli svému propojeni s OXPHOS. Typicky se kristy nenachazeji v organismech Zijicich v

anaerobnim prostredi (Wilkens et al, 2013).
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Obrazek 3: Mitochondrie s kristami. Jsou zobrazeny obé membrany, vnitini (inner membrane) a

vevs

vnéjsi (outer membrane), oznacen je také mezimembranovy prostor (intermembrane space) a
matrix. Oranzové utvary jsou kristy zasahujici do matrix a vystupuijici z vnitfni membrany (Panek et

al, 2020).

Za tvorbu krist je snejvétSi pravdépodobnosti zodpovédny multiproteinovy komplex
»,mitochondrial contact site and cristae organization system” (MICOS). V kristach se nachazeji
uzké krcky (crista junction, Cls) zajistujici spojeni krist s vnitfni mitochondridlni membranou.
Pravé zakfiveni téchto Cls je katalyzovdano MICOS, konkrétné Mic10 a Mic60 (Kaurov et al,
2018). Mic60 je komplex, ktery se nachazi pfimo v Cls a je zodpovédny za jejich tvorbu. Kromé
Mic60 jsou dulezité i dalsi komplexy MICOS, véetné Mic10. Tyto komplexy jsou dalezité pro
tvorbu a tvar Cls. Jejich postupné delece mohou zplsobovat zménu struktur krist. Bylo
prokazano, zZe ztrata Mic60 a Mic10 vede k Uplné absenci Cls a ztraté krist, coz je divodem
povazovani Mic60 a Mic10 za nejdUlezitéjsi (Anand et al, 2021).

Kristy se vyskytuji v odliSnych formach v rliznych eukaryotickych liniich. Roku 1993 Seravin,
L. N. navrhl prvni klasifikaci typ( a forem mitochondrialnich krist, na kterou nasledné navazuje
a ve své studii z roku 2020 ji rozsifuje Panek. Kristy jsou rozdéleny v zdkladé na dvé skupiny, a
to ploché a tubulo-vezikuldrni. Ploché jsou rozdéleny na dalSi dvé kategorie a tubulo-
vezikularni na dalsi tfi kategorie. Mezi ploché se fadi diskoidalni (nachazejici se napf. u
trypanozom, (Kaurov et al, 2018)) a lameldrni (nachazejici se napf. v sav¢ich mitochondriich
kureciho mozecku, (Frey et al, 2000)) kristy. Naopak tubulo-vezikularni se déli na tubularni

(nachazime napt. u trepek, (Muhleip et al, 2016)), vezikularni (nachazime napf. u rodu



Parvilucifera, (Garcés et al, 2010)) a nepravidelné tubulo-vezikularni (vyskytujici se napf. u
zelenych ras, konkrétné u zastupcl rodu Polytomella, (Blum et al, 2019)) kristy (Panek et al,
2020, Seravin et al, 1993). A¢ se nachazi souvislost mezi vyskytem MICOS a obecnou tvorbou
krist, tak nebyla prokdzana souvislost mezi vyskytem specifickych MICOS a odliSnym druhem
krist. Tedy, lze Fici, Ze odliSné druhy krist nejsou nijak ovliviiovany MICOS (Mufioz-Goméz et

al, 2015).

1.1.1.4. Dimerizace ATP syntazy

Veskeré studované mitochondridlni ATP syntazy vytvari dimery, u chloroplastl a bakterii se
dimery nevyskytuji. Je predpokladano, Zze za tvorbu dimerd jsou zodpovédné nadbytecné
podjednotky, které se vyskytuji pouze u mitochondrialni ATP syntdzy (Savar et al, 2022,
Anselmi et al, 2018).

Pravé dimery by mohly byt zodpovédné za prohybani vnitfni mitochondridlni membrany a tim
za utvareni krist. Je mozné, Ze na pocatku biogeneze kazdé mitochondrie se pravé na vnitini
membrané zaCnou utvaret dimery ATP syntazy, které oznacuji mista, kde bude nasledné
dochazet kinvaginaci (zprohybani). Jak mitochondrie roste, tak se vnitfini membrana
prednostné prohybd pravé v mistech, kde se nachdazi dimery ATP syntdzy (Obr. 4) (Anselmi et

al, 2018)
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Obrazek 4: Obrazek naznacuje utvareni krist zplisobené dimerizaci ATP syntazy. Zluté jsou zobrazeny
dimery ATP syntazy utvaiejici se na vnitfni mitochondridlni membrané. Postupné je ziejmé
zvétSovani dimerq, které nejspiSe souvisi se zvétSovanim krist. Je patrna invaginace mitochondrialni

membrany v mistech, kde se nachazeji dimery (Anselmi et al, 2018).

Dimery se od sebe odliSuji na zakladé kontaktu mezi periferni stopkou a F, jednotkou, coz
vedlo k rozdéleni dimer( ATP syntdzy do Ctyr kategorii (typ | — V). Strukturalné jsou tyto typy
dobfe prozkoumany pomoci cryo-elektronové mikroskopie (Kiihlbrandt, 2019).

Zvifata a houby jsou charakteristické ATP syntdzou typu |, coZ je také nejznaméjsi typ dimeru.
okrajich krist. Uhel, jenZ spolu dimery sviraji, se pohybuje okolo 86° (Davies et al, 2011). Typ II,
charakteristicky pro zelené rasy, je ojedinély prfedevsim tim, Ze ma velmi masivni stopku, coz
56° (Vazquez-Acevedo et al, 2016). Dimery typu lll se nachazi u protist (nalevnici a vytrusovci),
a vedle sebe se nachazeji ve velmi tésném kontaktu, coz vede k dlouhym pravidelnym
spiralovitym fadam. Jejich velmi blizkému kontaktu také nasvédcuje to, Ze Uhel mezi dvéma
ATP syntézami je prakticky rovny 0 (Mihleip et al, 2016). Typ IV, vyskytujici se u Euglenozon,
(napt. Trypanosoma brucei), ma urcité rysy spolecné stypem Ill. Periferni stopky jsou
odsazené. Jednotka F1 ma tvar pyramidy, oproti obvyklému kulovitému tvaru. Velikost Uhlu se

pohybuje okolo 55° (Mihleip et al, 2017) (Obr. 5).



Typel Typelll Type lll

Obrazek 5: Rlizné druhy dimert ATP syntazy zobrazeny jak na mitochondrialni membrané, tak i
samostatné. Je ziejmé odliSné vytvareni fad na membrané a také odlisny vzhled dimeri jako

takovych, tedy dvou ATP syntaz vedle sebe. Nahofe se vidy nachazi jeden dimer pro urcity typ a

s_r v svs

pod nim se nachazi fady, které dany typ vytvaii na membrané. Zobrazeny jsou také uhly vyskytujici

se v dimeru (Kiihlbrandt, 2019).

Bylo ukdzano, Ze za stabilitou dimerd typu | stoji podjednotky e a g (Davies et al, 2012).
V pripadé, Ze doslo k odstranéni jedné z téchto podjednotek byla patrnd absence dimer(.
Zaroven se da odvodit, Ze tyto podjednotky, diky tomu, Ze se podileji na tvorbé dimeru, se
podileji na vytvareni krist. Absence téchto podjednotek nema vliv pfimo na Zivotnost bunék
za idealnich ristovych podminek, tedy podminek, kdy ma burika dostatek glukézy a dalSich
esencialnich latek. Pouze u bunék dojde ke snizeni schopnosti ristu az o 60 %. Zaroven ale
membranovy potencidl téchto bunék klesl az 0 80 % (Bornhdvd et al, 2006). Coz m(iZe souviset
s tim, Ze absence krist zplsobi zmenseny povrch pro OXPHOS.

Role mitochondridlnich dimer( za fyziologickych podminek u rlznych typl bunék neni jesté
zcela pochopena. Je ziejmé, Ze kristy jsou formovany za pomoci dimerQ, ale neni jesté zcela
zodpovézeno, jakou roli hraje vztah dimerd a krist pro organismus za rdznych podminek

(Kdhlbrandt, 2019).



1.2.  Trypanosoma brucei

Trypanosoma brucei a jeho ekotypy (T. b. brucei, T. b. gambines a T. b. rhodesience) je
jednobunécény eukaryot, fadici se do fddu Trypanosomatida, kterd se fadi mezi prvoky tfridy
Kinetoplastea (Hellemond et al, 2005). U lidi je padvodcem spavé nemoci (Human African
trypanosomiasis, HAT) a u zvifat, jako jsou kravy a koné, zplsobuje onemocnéni nagana.
Spava nemoc je prendsena pres mouchu tse-tse, kterd plsobi jako biologicky vektor. HAT
ohrozuje lidi Zijici pfedevsim v subsaharské Africe. T. brucei napada nejprve krev, lymfu a
podkoZni tkané, coz je doprovdzeno bolestmi kloubl, hlavy a horeckou. Parazit nasledné
pronikd do centrdiniho nervového systému, coZ zpUsobuje u pacienta zménu chovani,
zmatenost, letargii, a nakonec kéma ndsledované smrti. Na tuto nemoc neexistuje velké
mnozstvi |ék( a vétSina jich je zastaralych (Favaro et al, 2023). OvSem, nedavno byl na trh
uveden novy lék flexinidazol, ktery funguje jako inhibitor syntézy DNA a je velice uc¢inny na

lé&bu HAT (Deeks, 2019).

1.2.1. Zivotni cyklus T. brucei

T. brucei béhem svého sloZitého Zivotniho cyklu stfida dva hostitele. S ohledem na to, Ze
v kazdém hostiteli se nachazi odlisné prostredi, kterému se musi parazit pfizplQsobit, tak méni
svou morfologii, genovou expresi, signalni drahy a metabolismus. RozliSujeme dvé zakladni
formy, a to formu hmyzi (procyklicka forma, PCF) a formu savci (krevni forma, BSF) (Alencar
et al, 2022). T. brucei je pfendsena mezi mouchou tse-tse (glossina), kde se nejdfive nachazi
ve stfevé mouchy a nasledné migruje do slinnych Zlaz, kde se pfipravuje na prfenos do savc¢iho
hostitele. V savcich preziva parazit v krevnim recisti hostitele. V krevnim Fecisti se T. brucei
nachazi v podobé dlouhych Stihlych forem (slender), které jsou ovSem nasledné nahrazeny
kratSimi formami (stumpy). K této pfeméné dochdzi ze dvou hlavnich dlivod(, za ucelem
omezeni déleni parazita, cozZ zvySuje preziti hostitele, a také za ucelem zadrzeni kratSich forem
ve fazi G1 bunécného cyklu, coz je dllezité pro nasledné morfologické zmény v mouse tse-tse

(Obr. 6) (Matthews, 2005).
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Obrazek 6: Zivotni cyklus T. brucei mezi dvéma odli$nymi hostiteli. RGiZzové je znazornéna dlouha

Non-proliferative

stihla forma nachazejici se v krevnim fecisti savcll. Tato forma se nasledné preménuje do kratsi
formy (fialova), ve které bude prenesena do mouchy tse-tse, kde se parazit pfeménuje na PCF

(modra) (Matthews, 2005)

Pravé mezi danymi formami dochazi kromé morfologickych i k metabolickym zménam.
Nejvétdi rozdil se nachazi v metabolismu T. brucei. Stihld BSF ma velmi jednoduchy
metabolismus, ktery je zavisly na procesu glykolyzy, kdy je glukéza rozklddana na pyruvat. Pfi
diferenciaci do PCF dochazi k prodlouzeni metabolické drahy, ve které pyruvat neni finalnim
produktem, ale je dale metabolizovan uvnitf mitochondrii, a jeho rozklad je sprazen
s procesem OXPHOS (Hellemond et al, 2005).

Velmi dllezity rozdil se nachdzi v mitochondriich ve vyuZiti ATP syntdzy. V PCF je ATP
generovano procesem OXPHOS, béhem kterého je pomoci Clll a CIV vytvaren Ap, jenz je
nasledné spojen s tvorbou ATP skrz ATP syntazu. Stejné jako u jinych eukaryot, i u PCF se ATP
syntaza formuje do dimeru, které jsou dlleZité pro tvorbu krist a pro zlepSeni podminek pro
generovani ATP. V BSF je to ovsem odlisné, mitochondrie ma zmenseny objem a nenachazi se
zde OXPHOS. ATP je generovano procesem glykolyzy v cytosolu parazita. AWm, ktery je bézné
vytvaren ETC, je zde udrzovan pomoci obraceného rezimu ATP syntdzy. S timto rozdilem také
neni prekvapivé, ze mitochondrie BSF maji znacné odlisnou, redukovanou, morfologii (Deware
et al, 2022, Zikova et al, 2022). PCF T. brucei ma mitochondrie obsahujici kristy, souvisejici

s produkci ATP. Na druhou stranu, u BSF T. brucei je struktura mitochondrii velmi redukovana.
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V BSF jsou kristy pozorovany zfidka, a kdyZz uZ jsou pozorovany, tak se jednd o

tubulo-vezikuldrni typ krist, na rozdil od diskovitého tvaru u PCF (Bily et al, 2021).

1.2.2. Dimerizace u T. brucei

Mitochondrialni ATP syntdza se spojuje do dimeru, které se nachazeji na vrcholcich krist. Role
tvorby dimer( byva nejcastéji pricitdna podjednotkam e, g a k, které byly poprvé objeveny
pravé v dimerech ATP syntazy u kvasinek (Davies et al, 2012).

Dimery ATP syntdzy se sklddaji ze dvou identickych monomer(. Pokud dojde k disociaci
dimerQ ATP syntdazy na monomery, ma to za nasledek ztratu krist, coz zplsobi naruseni
mitochondrialni funkce (Davies et al, 2012).

Bylo prokdzano, Ze dimerizace ATP syntazy T. brucei je zavisla na jedné konkrétni podjednotce
Fo jednotky, konkrétné na podjednotce g (Obr. 7). Tato podjednotka pfispiva
k intermonomernim kontaktim a jeji delece zpUsobi celkovou absenci dimer( a néasledny

vznik defektnich krist (Gahura et al, 2021).

Obrazek 7: Zobrazuje dimer ATP syntazy s vyznacenymi podjednotkami. Svétle modre (Sipka) je
oznacena podjednotka g, u které je ziejmé, Ze se podili na interakci mezi obéma ATP syntézami.

(Gahura et al, 2021).
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PFi pokusech na PCF T. brucei, u nichz byla odstranéna podjednotka g, bylo prokazano, ze
ztrata této podjednotky vedla ke specifické ztraté dimerd a k sou¢asné akumulaci monomerd.
To prokdzalo, Ze dand podjednotka je nutnd pro stabilitu dimerU, ale ne pro sestaveni a
stabilitu monomer(. U této bunécné linie byl také pozorovan snizeny vyskyt krist a jejich
abnormalni morfologie. Také bylo ukazano, Ze ztrata podjednotky g u linii, které byly rostlé
v médiu s dostate¢nym mnozstvim glukdzy, neméla pfilis velky vliv na rastovy fenotyp, stejné
tak je zanedbatelnda zména schopnosti bunék preCerpavat protony pres vnitfni
mitochondridlni membranu pomoci ATP syntdzy in vitro. Byl ovSem pozorovan zhruba 50%
ubytek ATP produkovaného pomoci OXPHQOS, coz Ize pficist zmensenému mnozstvi krist. Rlst
ale ovlivnén nebyl, nejspisSe diky tomu, Ze bunka ziskavala ATP z procesu glykolyzy a
mitochondridlni substratové fosforylace. V. momenté, kdy byly buriky kultivovany v médiu
s mensim mnozstvim glukdzy doslo k zastaveni rlstu. To ma souvislost s tim, Ze v médiu
bohatém na glukdzu a za pfitomnosti prolinu neni OXPHOS jedinym zdrojem bunééného ATP
a ztrata dimer(l je tedy ¢aste¢né nahrazena procesem glykolyzy. Pokud ovsem je burika
v prostredi, které obsahuje pouze prolin jako nutri¢ni zdroj a ATP musi byt generovano
procesem OXPHOS, dojde k zastaveni rdstu bunék parazita. Data tedy ukazuji, Ze dimerizace
je klicova, pokud se burnky nachdzeji v prostiedi, kdy musi probihat OXPHOS (Gahura et al,
2022).

Tento experiment probihal u PCF bunék T. brucei, u nichZ je tvorba ATP zdavisld na OXPHOS.
Cilem mé bakalarské prace tedy bylo zjistit, zda je dimerizace ATP syntdzy dllezita také u BSF,
kde OXPHOS nehraje Zadnou roli, protoze ATP je generovano zcela z procesu glykolyzy a

redukovana mitochondrie obsahuje maly pocet krist.

1.2.3. Diferenciace mezi BSF a PCF T. brucei in vitro

Po infikovani hostitele se parazit nachazi v krevnim fecisti ve formé stihlych bunék, které se
mohou nekontrolované mnozit. Tato nekontrolovana replikace by ovsem rychle zabila
hostitelsky organismus. Kvali tomu je duleZité regulovat rlst parazita, toho je dosazeno
pomoci diferenciace $tihlé formy (long slender, LS) na formy, které maji zastaveny bunécny

cyklus. Tyto formy jsou charakteristické kratSim zaoblenym tvarem (short stumpy, SS). Tato
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pfeména a zastaveni rlstu prodluZuje dobu infekce a tim zvySuje pravdépodobnost pfenosu
do hmyziho prenasece (Silvester et al, 2017).

Tato SS forma prochazi ¢astecnou metabolickou preadaptaci, jenz ji umozni preziti v prostredi
s nizkym obsahem glukdzy, kterému bude vystavena v mouse tse-tse. V mouse tse-tse se SS
diferencuje na PCF, ktera si ATP generuje pomoci OXPHOS. Diferenciaci LS do SS a nasledné
do PCF je mozné provést v laboratornich podminkach za specifickych podminek (Kabani et al,
2009). Béhem této diferenciace parazit prochazi vyraznou zménou tykajici se ultrastruktury
mitochondrie a jejiho metabolismu. Metabolismus SS nebyl detailné studovan, bylo ovsem
prokdzano, Ze se u této formy vyskytuje vétSi mnozZstvi mitochondridlnich proteinl, ve
srovndani s LS. V souladu s timto zjisténim je predpoklad, Ze SS muZe vyuZivat jak procesu
glykolyzy, tak ¢astecné i mitochondridlni substratové fosforylace (Dewar et al, 2018) a ma vice
vyvinuté kristy. Trypanozomy a systém in vitro diferenciace predstavuji cenny nastroj, jak
studovat molekularni mechanismy a hlavni hrace ucastnici se biogeneze mitochondrialnich
krist. K tomuto ucelu bylo mym ukolem vytvofit BSF linii T. brucei, ktera nebude obsahovat
dimery ATP syntdzy a vyuZit tento bunécny model pro studium ulohy dimer( ATP syntaz pro

biogenezi krist.
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2. Cile prace

e Vytvorit geneticky modifikovanou linii Trypanosoma brucei sabsenci genu pro
podjednotku g ATP syntazy
e Ovérit vliv ztraty podjednotky g na
o RUst bunék Trypanosoma brucei
o Formovani/Stabilitu dimer( ATP syntazy
o Hladinu rdznych podjednotek ATP syntdzy

o Senzitivitu vlci oligomycinu, inhibitoru ATP syntazy
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3. Metody

3.1. Molekularni klonovani

Cilem této prace bylo vytvoreni bunék s absenci podjednotky g ATP syntazy u BSF T. brucei. K
dispozici jsem méla pouze divoky typ BSF T. brucei, ktery ve svém genomu nema zadné
genetické modifikace. Aby bylo moZné odstranit gen pro podjednotku g, musela jsem pomoci
molekuldrniho klonovani vytvofit specifické kazety, které slouzily k deleci daného genu
z genomu pomoci homologni rekombinace. Nejdfive byla vytvorena single knock-out linie
(sKO), tedy linie s absenci jedné alely, a tato bunécna linie byla nasledné pouZita k vytvoreni
tzv. double knock-outu (dKO), tedy bunécné linie s absenci obou alel.

Molekularni klonovani se sklada z nékolika krok, které vedou k postupné Upravé genetické
informace daného modelového organismu. Tento postup se neobejde bez nékolika
nezbytnych krok(, kam se fadi metoda polymerazové retézové reakce, ligace namnozené DNA
do bakteridlniho plasmidu a jeho transformace do bakterii, které jsou schopny se rychle
rozrlst a tim dodat dostate¢né mnozstvi materialu.

Dalsi velmi dlleZitou ¢asti je vytvoreni DNA kazety s genem pro antibiotickou rezistenci, ktera
bude slouzit pro deleci daného genu homologni rekombinaci. Po transfekci vytvorené kazety
dojde k selekci geneticky modifikovanych bunék a ovéfeni spravného vloZeni genetické

modifikace na zakladé selekce pomoci antibiotik.

3.1.1. Polymerazova retézova reakce (Polymerase chain

reaction, PCR)

PCR je jedna z nejzakladnéjSich metod molekuldrniho klonovani. U PCR dochazi k amplifikaci
jedné nebo nékolika kopii uréitého kousku DNA, tim dochdzi k vytvoreni velkého mnozstvi
kopii ndmi vybraného Useku DNA. Samotna PCR se skladd ze tfi hlavnich krokd, a to
denaturace DNA, nasednuti primer(i a extenze daného Useku DNA (syntéza nového fetézce)

(Joshi et al, 2010).
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Primery musi byt pro kazdy Usek pouzity dva, prvni ohranicuje zacatek (tzv. Forward primer,
For) a druhy ohranicuje konec amplifikovaného useku (tzv. Reverse primer, Rev).

Mnou navrZzené a pouzité primery jsou uvedeny v tabulce (Tab. 1).

Nazev Velikost (bp) Vyuziti
A71364 543 Uprava 5’UTR
AZ1365 543 Uprava 5’UTR
A71366 548 Uprava 3'UTR
A71367 548 Uprava 3'UTR
A71576 588 Ovéreni sKO 5’UTR
AZ0097 588 Ovéreni sKO 5‘UTR
A71575 1048 Ovéreni sKO 3’UTR
AZ0098 1048 Ovéreni sKO 3‘UTR
A71576 834 Ovéreni dKO 5’UTR
AZ0099 834 Ovéreni dKO 5‘UTR
A71575 753 Ovéreni dKO 3’UTR
AZ0100 753 Ovéreni dKO 3‘UTR
A71368 435 Ovéreni dKO ORF
A71369 435 Ovéreni dKO ORF

Tabulka 1: PouZité primery, jak pro vytvoreni selekénich kazet, tak pro nasledné ovéreni vytvorenych linii

také pomoci metody PCR.

Zvolené useky DNA byly amplifikovany pomoci PCR s OneTaq polymerazou (New England
BioLabs, Inc.). Pro danou PCR byla potfeba templatova genomicka DNA (gDNA) z T. brucei
v koncentraci 150 ng/ul, For a Rev primery (1 uM), pufr, volné nukleotidy (dNTP) (200 uM),
One taqg polymeraza (1x) a MiliQ voda, ktera doplnila mnozstvi smési do 50 pl (Tab. 2).

Po namichani byla smés podrobena procesu PCR. PCR sestdva z nékolika krokl, béhem
kterych dochazi ke stfidani teplot (Tab. 3). Cely cyklus se opakuje 30-35x. Po dokonceni vSech

cykld dojde k vyhodnoceni vysledk(l na agarézovém gelu.
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Chemikalie Mnoizstvi (na 50 pl)

MiliQ Zbyvajici do 50 pl
Standardni reakéni pufr w0l
(5x)
DNA (150 ng/pl) 1l
dNTP (200 pMm) 1l
For primer (1 uM) 1l
Rev primer (1 uM) 1ul
OneTaq (1,25 U) 0,25 pl

Tabulka 2: Smés PCR

Krok Teplota Délka

1 94°C 30s

2 94°C 30s

3 52°C 30s

4 68°C 1 min

5 68°C 5 min
Opakovani 30-35x
krokl 2-4

6 4°C UdrZovaci

Tabulka 3: Teploty PCR

3.1.2. Gelova elektroforéza a izolace DNA z agardzového

gelu

Samotny gel se pfipravuje ze sypké smési agardzy. Diky tomu je mozné vytvofrit gely o rizné
koncentraci. Ja jsem standardné vyuzivala gel s 0,8% koncentraci agardzy.
Sypka agardza se smichd s IXTAE pufrem (40 mM Tris-base, 20 mM kyselina octov3,

1 mM kyselina ethylendiamintetraoctovd (EDTA), pH 8,3) a po smichani byla zahtata az do
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Uplného rozpusténi agardzy. Po vytvoreni zcela homogenni smési doslo k zchlazeni pod
tekouci vodou. Byl pfidan ethidium bromid (0,7 uM), interkalacni €inidlo, které se vaZze na DNA
a po ozareni UV svétlem emituje svétlo, ¢imzZ usnadnuje vizualizaci amplifikované DNA. Smés
byla nalita do vanicky s hfebinkem, ve které byla ponechana zatuhnout, ¢imz se vytvofil gel.
Po zatuhnuti byl odstranén hfebinek, diky ¢emuz doslo k vytvoreni jamicek, do kterych se
napipetoval dany vzorek, ke kterému byla pfidana barvicka, ktera umoziuje vizualizaci
migrace vzorkl gelem. Gel byl pfemistén do pfistroje na gelovou elektroforézu obsahuijici
1XTAE pufr, do kterého byl zcela ponofen. Do uUplné prvni jamky bylo napipetovano
10 ul GeneRuler 1 kb Plus DNA ladderu (Thermo Scientific) kvali urceni velikosti
amplifikovanych oblasti. Dale byly napipetovany vzorky, kazdy vzorek do jedné jamky. Gelova
elektroforéza bézela po dobu 45 minut pfi 90-100 V.

Po ubéhnuté dobé byl gel vizualizovan pomoci pfistroje Chemidoc MP Imaging System. Na
agarézovém gelu doslo k rozdéleni Usek( DNA na zdkladé velikosti. To nam umoznilo najit
nami pozadovany Usek DNA, ktery byl vyextrahovan zgelu pomoci kitu (GenElute Gel

Extraction Kit (Sigma)), dle v kitu pfiloZeného protokolu.

3.1.3. Klonovani 5"UTR a 3’"UTR PCR produktu do plasmid(
pLEW13 a pLEWSO

K deleci obou alel specifického genu byla vyuZita homologni rekombinace, pomoci které
burika zaklonuje do svého genomu na zakladé homolognich sekvenci cizorodou DNA, v mém
pripadé kazetu se selekénim markerem. Alely jsou vyfazovany postupné, kdy jako prvni je
vyfazena jedna alela a jsou vytvoreny tzv. sKO buriky. Plvodni gen je nahrazen genem pro T7
polymerdazu a selekénim markerem pro antibiotikum G418. Po selekci stabilnich linii je druha
alela nahrazena genem pro tetracyklinovy represor a dalSim selekénim markerem pro
antibiotikum hygromycin.

Jako prvni jsem musela zaklonovat do specifického plasmidu pLEW13 amplifikované 5’UTR
(untranslated region, pred start kodonem genu) a 3’UTR (oblast za stop kodonem genu) useky

genu pro podjednotku g.
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3.1.3.1. Restrikce PCR produktu pomoci enzyma a pfiprava sKO a dKO

kazety
Po PCR amplifikaci 5’UTR a 3’UTR fragmentl byly produkty, véetné plasmidu pLEW13,
nastipany pomoci restrikénich enzyma. Pro zaklonovani 5’UTR byly vyuZity enzymy Notl a
Milul. Pro zaklonovdani 3’UTR uUseku a pLEW13 s 5’UTR byly vyuZity primery Xbal a Stul.
Po vytvoreni plasmidu pLEW13 s 5’"UTR a 3’UTR byl tento produkt a plasmid pLEW90 nastipan
restrikénimi enzymy Xhol a Stul.
Restrikéni smés se skladala z 10 ug plasmidové DNA, 2 ul od kazdého restrikéniho enzymu a

5 wl 10xFD pufru, celkovy objem Cinil 50 pl. Vzorek byl inkubovan pfi 37°C po dobu 2 hodin.

3.1.3.2. Ligace
Nastipané useky byly zaligovany do stejné pfipraveného vektoru pomoci ligacni reakce.
K tomu byla vyuzita ligacni smés, kdy byl smichan inzert a vektor v molarnim poméru 3:1,
1 pl 10x ligacniho pufru, 1 pl T4 DNA ligazy a 4,8 ul vody. Smés se nechala inkubovat pres noc
pfi 4°C.

3.1.3.3. Transformace do bakterii
Po dobéhnuti ligacni reakce doslo ke transformaci ligacni smési do kompetentnich bakterii
XL-1 blue E. coli. Bakterie byly pfedem pfipravené clenem laboratore (diky patfi Martiné
Slapnickové) a skladovany v mrazaku o teploté -80°C. Po vyndani z mrazaku se bakterie
inkubovaly 10-20 minut na ledu. Poté byly k 50 ul bakterii pfidany 3 pl ligacni smési. Probéhla
dalsi inkubace po dobu 10-20 minut. Bakterie byly nasledné vystaveny teplotnimu Soku,
teplota 42°C po dobu 45 sekund, a zchlazeny na ledu po dobu 2 minut. Do smési pak bylo
pfidano 250 pl S. O. C. média (0,5% kvasinkovy extrakt, 2% trypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl,
10 mM MgS0ax7H,0, 10 mM MgClox6H20, 20 mM glukdza). Tato smés byla inkubovana na
trepacce pfi teploté 37°C po dobu 45 minut. Po vyndani z tfepacky bylo 250 pl smési rozetfeno
na misku sagarem (antibiotikum ampicilin, 100 pg/ml) a ponechdno do druhého dne

v inkubatoru pfi 37°C.
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3.1.3.4. lzolace plasmidové DNA z bakterii a ovéfeni spravnosti

klonovani pomoci restrikéni reakce a sekvenovani
Z jednotlivych bakteridlnich kolonii byla vyizolovana plasmidovda DNA pomoci kitu
(GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit, Sigma), presné dle pokyn( vyrobce. Spravnost klonovani
byla ovérena pomoci restrikéni reakce. Pro ovéreni spravnosti byly plasmidy odeslany
k sekvenovani (Seqgme s.r.o.).
Vysledky sekvenovani byly analyzovany pomoci programu Geneious, kde byly porovndny s in
silico vytvorenymi spravnymi plasmidy, aby bylo potvrzeno, Ze molekularni klonovani bylo

Uspésné.

3.2. Kultivace bunék T. brucei

V této praci byl jakoZzto modelovy organismus pouZivan savéi parazit Trypanosoma brucei,
konkrétné BSF. V. mém pfipadé se jednalo o linii Lister 427, kterou v této praci oznacuji jako
divoky typ (wilde type, WT).

Bunky T. brucei byly kultivovany vzdkladnim médiu HMI-11 (HMI-11 premix,
hydrogenuhli¢itan sodny, penicilin/streptomycin, destilovand voda) s 10% fetalnim hovézim
sérem (Fetal bovine serum, FBS), anebo v médiu CMM, které obsahuje méné glukdzy (10 mM)
a dalsich latek a |épe odpovida prostiedi savCiho hostitele (Creek et al, 2013)

Buriky byly rostlé povétsinou ve 25 cm? kultivaénich lahvi¢kach s 5 ml média v inkubatoru o

teploté 37°C a 0 5% koncentraci CO,.

3.2.1. Méfeni bunék
Koncentrace bunék byla zjistovana pomoci Z2 Coulter Counter (Beckman Coulter Inc.). 100 pl
bunék bylo smichano se 100 pul Trypanosomatid Cell Fix Solution (destilovana voda, 60 mM
roztok chloridu sodného a citronanu sodného (SSC) a 3,6% formaldehyd), jenz infekéni buriky

T. brucei usmrti a umozni tedy bezpecnou manipulaci se vzorky. 50 ul smési bylo smichano
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s 5 ml Hemasolu v kyveté, ktera byla vloZzena do pfistroje. Vyhodnocena koncentrace bunék

byla zaznamenana a buriky byly vidy nafedény na koncentraci 2x10° bunék/ml.

3.2.2. Vytvoreni stabilatd vytvorenych linii
Geneticky modifikované bunécné linie byly za ucelem dlouhodobéjsiho uchovani bunék
zamrazeny v tekutém dusiku. Dobfe narostld kultura o koncentraci 1-2x10° bunék/ml byla
smichana v poméru 1:1 s Bloodform Freezing Solution (100 mM glukéza, 72 mM NaCl, 5 mM
citronan sodny, 15 mM hovézi sérovy albumin, 12% glycerol). Pro kazdou linii se vytvofilo
nékolik stabilat(. Stabilaty se vloZily na 30 minut na led. Po uplynuti byly pfemistény do -80°C

po dobu 3 dnl a odtud prendany do nadob s tekutym dusikem pro dlouhodobé uchovani.

3.3.  Transfekce genetickych modifikaci do T. brucei

PFi transfekci bunék dochazi ke vloZeni geneticky modifikovaného useku do genetické
informace bunék za pomoci elektroporézy.

V pripadé naseho projektu musela transfekce probéhnout dvakrat, nejdfive muselo dojit
k vytvoreni sKO bunék, tedy k odstranéni prvni alely pro podjednotku g. Tato transfekce
probihala do WT bunék.

Druha transfekce probihala do vytvorfenych sKO bunék za ucelem odstranéni druhé alely pro
podjednotku g a doslo k vytvoreni dKO linii.

Buriky vyménou za pfijeti naseho genu obdrzely rezistenci vici antibiotiku, jenZ byla soucasti
kazety. Pomoci této rezistence lze vyselektovat buriky u kterych skutecné doslo k odstranéni

alely pro podjednotku g.

3.3.1. Priprava linearizované DNA

Pfed pfistoupenim k samotné transfekci je potifeba plasmidovou DNA linearizovat, aby doslo
k efektivnimu vloZeni linedrni DNA do genomu. Plasmidy k tomu uréené (15 pg) byly nastipany

enzymem Notl v restrikéni smési o objemu 120 pl, ktera byla pfes noc inkubovana pfi 37°C.
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Poté byla linearizovand DNA precipitovdna pomoci 3 M octanu sodného (0,1 objemu
z celkového objemu) a 97% etanolu (2,5 objemu). Smés byla zvortexovdna a ponechana
30 minut inkubovat v -80°C. Poté byly vzorky stoCeny po dobu 30 minut a pfi -4°C na 16000xg.
Pelet byl promyt 200 ul studeného 70% etanolu.

Po dalSim stoceni vzorku byl ve sterilnim prostfedi odstranén supernatant, pelet DNA byl
ponechan na vzduchu vyschnout a poté byl rozsuspendovan ve 30 pl sterilni destilované vody,
ktera byla predem predehfata na 65°C.

Ovéreni restrikce a uUspésSnosti precipitace bylo provedeno pomoci agarézového gelu a

koncentrace DNA byla zjisténa pomoci nanodropu.

3.3.2. Transfekce

Pro transfekci bylo potfeba 3x10” bunék o koncentraci 0,6x10° bunék/ml. Rozrostlé buriky byly
stoceny pfi pokojové teploté po dobu 10 minut pfi 1300xg a nasledné promyty pomoci
10 ml PBS (150 mM NaCl, 10 mM NaH;P04x2H,0, 100 mM Na;HPO4x12H,0, pH 7,4).

Ziskany pelet byl rozsuspendovan ve 100 pl AMAXA Human T-cell pufru (81,8 ul Human T-cell
nucleofactor + 18,2 pul Supplement) o teploté 4°C. Cela smés byla pfenesena do elektrokyvety,
ve které jiz bylo pfipraveno 10-12 ug precisténé linearizované DNA. Kyvetka byla vloZzena do
elektroporatoru Amaxa a byl spustén program X-001.

Po probéhnuté elektroporéze byl veskery obsah z kyvety pfenesen do falkonky A, ktera
obsahovala 30 ml média HMI-11. Nasledné byly bunky postupné dvakrat naredény. Byly
odebrany 3 ml a preneseny do falkonky B s 27 ml média. Z falkonky B byly znovu odebrany
3 ml a prfeneseny do falkonky C do celkového objemu 30 ml.

Obsah kazdé falkonky byl nasledné rozpipetovan po 1 ml do 24 jamkové desticky. Desticka

byla nasledné ponechdna inkubovat v inkubatoru po dobu 16 hodin.
3.3.3. Selekce pomoci antibiotik

Pro uspésnou selekci geneticky pozménénych bunécénych linii se vyuZila rezistence vici

antibiotik(im, jejiz gen se nachazel v pfipravené sKO a dKO kazeté.
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Po 16 hodinach od transfekce bylo pfipraveno médium obsahujici dvojndasobné mnozstvi
selekéniho antibiotika. V pfipadé sKO linie bunék se jednalo o antibiotiku G-418 (selekéni
koncentrace 15 ug/ml) a pro dKO linii to bylo antibiotiku hygromycin (selekéni koncentrace
25 ug/ml). Toto médium bylo po 1 ml pfidano do kazdé jamky tfech destic¢ek, ¢imz se buriky
vystavily danému antibiotiku a byla zahajena selekce bunék. Buriky, obsahujici modifikovanou
informaci, s rezistenci v(ci antibiotiku tuto selekci prezily. Naopak, burky, které kazetu

neobsahuji, tuto selekci neprezily.

3.4. SDS—polyakrylamid gelova elektroforéza (SDS-PAGE)

Pomoci metody SDS-PAGE je mozné rozdélit proteiny na zakladé jejich velikosti

v denaturovaném stavu.

3.4.1. Priprava bunécného lyzatu

Bunény lyzat byl pfipraven z celkového mnoZstvi 1x108 bunék, toto mnoZstvi je dostateéné
pro cca 10 vzorkl. Buriky byly sto¢eny po dobu 10 minut pfi 1300xg pfi 12°C. Po stoceni bylo
odlito médium a ponechan jen pelet, v némz se nachazeji buriky

Pelet byl rozsuspendovan v 1xPBS a preveden do 1,5 ml ependorf zkumavky. Bunky byly znovu
stoceny po dobu 10 minut pfi 1300xg pfi teploté 4°C.

Po stoceni byl odstranén supernatan a byl ponechan pouze pelet. Nyni bylo potfeba pfidat
1xPBS a 3xSDS-PAGE nanasecim barvivo (150 mM Tris-HCl, 6% SDS, 30% glycerol, 300 mM
DTT, 0,02% bromfenolova modf, pH 6,8). Pelet byl rozsuspendovan v poméru 2:1 v 1x PBS a
3x SDS PAGE, tak aby findlni koncentrace bunék odpovidala po¢tu 1x107 bunék/30 pl.

Ihned po pridani byly vzorky inkubovany v termobloku p¥i 97°C po dobu 5-7 minut a nasledné

uloZzeny do -20°C, kde byly uchovany po potifebnou dobu.

3.4.2. SDS-PAGE

Ke vlastni SDS-PAGE se v laboratofi vyuZiva systém od firmy BioRad véetné predptipravenych

(pre-cast) polyakrylamidovych gell o koncentraci 4-20 %. Gel byl vloZzen do aparatury, ktera
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byla poté naplnéna 1xSDS-PAGE running pufrem (250mM Tris-HCI, 193 mM glycin, 1% SDS,
pH 8,3).

Vzorky bylo vhodné jeSté par minut zahrat v termobloku pfi teploté 97°C, coz zjednodusilo
jejich pipetovani. Vzorky byly pipetovany v mnoZstvi 30 pul. Kromé vzork(l byly napipetovany i
4 ul Prestained Protein Ladder (PageRuler).

Elektroforéza nejdfive bézela pfi 90 V zhruba po dobu 20 minut, nez vzorky vstoupily do gelu.
Po této dobé doslo ke zvySeni napéti na 110 V a gel byl ponechano bézZet zhruba 2 hodiny, dle

toho, jak rychle vzorky migrovaly gelem.

3.4.3. Pfenos proteini na membranu

Po ukonceni elektroforézy byl gel pfemistén do 1xSDS PAGE running pufru na 15 minut. Tato
inkubace zpUsobi denaturaci protein(, coz zpUsobi naslednou lepsi vizualizaci na membrané.
V dobé inkubace bylo potfeba aktivovat PVDF membranu (Thermo Scientific, 0,45 pum) pomoci
metanolu po dobu 40 s a naslednym promytim ve vodé a inkubaci v 1x transfer pufru (48 mM
Tris, 39 mM glycin, 20% metanol, pH 8,3).

Pro prenos proteinli na membrdanu byl sestaven ,sendvi¢”, jenz se skladal z ¢erné plastové
desti¢ky, na tu byla poloZzena houba, na ni blotovaci papir, na ktery byl poloZen gel,
nasledovala PVDF membrana, znovu papir, houba a nahoru ¢ervena plastova desticka (Obr. 8).
Vse bylo pfedem rfadné namoceno do 1x transfer pufru. Po sestaveni tohoto ,,sendvice” byl
cely umistén do aparatury pro prevod proteinl z gelu na membranu. Cerna desticka byla
smérem k anodé a cervena desticka ke katodé. Celd aparatura byla naplnéna 1x transfer
pufrem. Pfesun bézel po dobu 120 minut na 100 V pfi 4°C.

Po ubéhnuti této doby byla sestava vyjmuta a rozebrdna, abychom se dostali k membrané.
Membrana byla vyjmuta a pfemisténa do 5% mléka PBS-T (PBS s pfidanou latkou Tween), ve
kterém byla ponechana rotovat po dobu 1 hodiny. Po uplynuté dobé byla pfes noc inkubovana

ve 4°C.
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Obrazek 8: Sendvic pro prevod z gelu na membranu, Sipkami je vyznaceno, Ze proteiny se

presouvaly z gelu na membranu.

3.5. Izolace mitochondrii pomoci hypotonicke lyze

Izolace mitochondrii z bunék T. brucei byla provedena za pomoci vyuziti hypotonické lyze
bunék dle standardniho protokolu (Crude Mito Prep Optimized for BF, by MV) s nasledujicimi
detaily. Veskeré kroky byly provadény na ledu a stoceni se vidy provadélo pri 4°C.

5x10% bunék bylo sto¢eno p¥i 1300xg po dobu 10 minut. Buriky v peletu byly rozsuspendovany
v celkovém mnozstvi 40 ml SBG (150 mM NaCl, 20 mM glukdza, 20 mM NaH;PO4, 20 mM
NaxHPO4) a znovu stoceny pfi 1300xg také po dobu 10 minut.

Pelet byl rozsuspendovan v 4,16 ml DTE (ImM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0), ktery zpUsobi
hypotonické prostfedi, kdy voda pronikd dovnitf buriky a dochdazi kjejich zvétSovani.
Naslednou aplikaci tlaku pomoci dounceru dojde kjejich rozbiti. Pfidanim 728 pl 60%
sacharézy se vytvofi izotonické prostredi, které zastavi lyzi bunék. Po tomto kroku se vzorky
stocCily pfi 15000xg po dobu 10 minut.

Bily pelet s malym primérem a urcitym nacechranym vzhledem je nasledné rozsuspendovan
v 852 ul STM (250 mM sacharéza, 20 mM Tris, 2mM MgCl,, destilovand voda, pH 8,0). Po
ddkladném rozsuspendovani doslo k pfidani 3,2 ul 1M MgCl,, 3,2 ul 0,1M CaCl, a 2 pl
10U/2,5ul DN&zy. Smés se nechala 1 hodinu inkubovat na ledu.

Po uplynuté hodiné bylo pfiddno 824 ul STE (250 mM sacharéza, 20 mM Tris, 2 mM EDTA,

destilovand voda, pH 8,0) a vzorky byly stoceny pfi 15000xg po dobu 10 minut. Pelet byl

vvvvv
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Vysledny pelet byl zmrazen v tekutém dusiku a nasledné uchovavan pfi -80°C.

3.6. Lyze mitochondrii a uréeni koncentrace protein(

Vyizolované mitochondrie z 2,5x10® bunék byly resuspendovany v 40 pulrozpoustéciho
pufru A (50 mM NaCl, 50 mM Bis-Tris/HCl, 2 mM kyselina 6-aminokapronova (6-
aminohexanoic acid, ACA), 1 mM EDTA, pH 7,0). Nasledné byl pfidan 10% n-dodecyl (-
maltosid (DDM) na vyslednou koncentraci 2% a vzorky se inkubovaly 1 hodinu na ledu. Po
ubéhnuti inkubaéni doby byly vzorky stoceny pfi 16000xg po dobu 30 minut pti 4°C. Stoceni
oddélilo rozpusténé proteiny od nerozpusténych. Supernatant, lyzat mitochondrii obsahujici
rozpusténé proteiny, byl pfeveden do nové LoBind Eppendorf mikrozkumavky.

Za Ucelem ziskani co nejlepsich vysledk( bylo potieba, aby vzorky, které budou nasledné
podrobeny gelové elektroforéze obsahovaly stejné mnozstvi materialu na kazdy vzorek. Proto
bylo potfeba zjistit koncentraci u vSech vzorkd. To bylo provedeno mérenim proteinové
koncentrace pomoci kitu (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific™).

Byly ptipraveny vzorky z albuminu hovéziho séra o zndmé koncentraci (0-50-100-200-250-
300-400-500 pg/ml). Veskeré vzorky byly nafedény 10x.

Jak vzorky o znamé koncentraci, tak i pro nds neznamy vzorek, byly napipetovan v mnozstvi
10 pl do 96 jamkové desticky. Bylo pridano 200 pl roztoku pfipraveného dle navodu z kitu.
K ziskani vysledku doslo po zméreni na destickové Ctecce (plate reader Tecan) pfi vinové délce
562 nm a vypocitani koncentrace pro kazdy vzorek pomoci aplikace Microsoft Excel pomoci

kalibracni krivky.

3.7. Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis

K ovéreni ztraty dimerld u dKO linii bunék byla pouZita Blue Native Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (BN-PAGE). Jednd se o metodu, kterd umoznuje charakterizaci velkych
proteinovych komplexu v jejich enzymaticky aktivnim stadiu, tedy béhem metody nedochazi
k pouZziti denaturacniho cinidla typu SDS. V této metodé je pouZivano barvivo Coomassie
Brilliant Blue-G250 (CBB G-250), které dodava proteinim negativni ndboj, ktery je potrebny

k tomu, aby mohly migrovat gelem.
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Jako vzorky byly pouzity zlyzované mitochondrie v celkovém mnozstvi 4 ug lyzatu od kazdého
vzorku. PFislusSné mnoiZstvi ul vzorku bylo smichano s2 ul 50% glycerolu, 1,5 pl barviva
(0,5 M ACA, 5% CBB G-250) a pomoci rozpoustéciho pufru A doplnéno do celkového objemu
20 pl. Po smichani byla smés inkubovana 10 minut na ledu.

Béhem inkubace byla pfipravena aparatura (XCell SureLockTM Electrophoresis Cell tank), do
které byl umistén predpfipraveny gel NativePAGE, 3-12 %, Bis-Tris o tloustce 1 mm a s 10
jamkami (Novex, Invitrogen).

Gel byl ponofen do katodového pufru (vstup, 50mM Bis-Tris/HCI, 50mM tricin, 0,002%
CBB-G250, pH 7,0) a do anodového pufru (vystup, 50mM Bis-Tris/HCIl, 50mM tricin, pH 7,0).
Po pfipraveni této sestavy, bylo do kazdé jamky napipetovano 20 ul od kazdého vzorku a do
posledni jamky bylo naneseno 7 ul NativeMark Unstained Protein Standard.

Elektroforéza byla ponechana par minut bézet na 80 V maximalné s 15 mA. Po vstoupeni
vzork( do gelu byla aparatura prenesena do lednice, kde doslo ke zvySeni napéti na 100 Vs
limitem 15-25 mA. Takto byl gel ponechan bézet pfi 4°C po dobu 3,5 hodiny a na posledni pal
hodinu doslo k dalSimu zvySeni napéti, tentokrat na 130 V a limitem 25 mA. Celkova doba

elektroforézy byla 4 hodiny.

3.7.1. Pfenos proteinl na membranu

Pro BN-PAGE byl pfenos proteinl na membranu proveden stejné, jak je popsano vyse
(kapitola 3.4.3.) s par rozdily.

Po vyjmuti PVDF membrany po transferu byla membrana nGzkami rozstfihdana na nékolik ¢asti.
Tyto kusy byly umistény do 100% metanolu, aby doslo k odstranéni barviva CBB G-250.
Membrana byla ponechana uschnout. Poté byla opét promyta 100% metanolem, s naslednym

promytim v PBS. Byla vloZzena do 5% mléka PBS-T a také ponechana inkubovat ve 4°C.
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3.8. Prokazovani pritomnosti proteinu na PVDF

membrane pomoci protilatek

Po preneseni proteinli na membranu, bylo potfeba vizualizovat pro nas dualezité proteiny.
K tomu se vyuZily protilatky namifené proti konkrétnimu proteinu. PouZita byla primarni a
sekundarni protilatka, kdy primarni protilatka, ktera je bud mysi nebo kralici, se vaze na nami
zkoumany protein. Proti této primarni protilatce je cilena sekundarni protilatka. Jedna se tedy
bud" o protildtku zamifenou proti kralikovi (anti-rabbit) nebo protildtku proti mysi
(anti-mouse). Sekundarni protilatka je imunohistochemicky znacena a diky jejimu navazani je
mozné proteiny vizualizovat.

Nami pouzité protilatky i s jejich fedénim jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4). Tyto protilatky byly
redény do 5 ml 5% mléka v PBS-T.

Membrany s mlékem, ve kterém je obsazena protilatka, hodinu rotovaly pfi pokojové teploté.
Po uplynuté dobé doslo k jejich promyti pomoci PBS-T (1x 15 minut, 3x 5 minut). Poté byla
membrana inkubovana se sekunddarni protildtkou v fedéni, které je uvedeno v tabulce
(Tab. 4). Se sekundarni protilatkou se nechaly membrany rotovat také hodinu pfi pokojové
teploté. Po uplynuté hodiné byly membrany znovu promyty, stejnym zplsobem, jak je
popsano vyse.

Po dokonceném promyti se mohlo pristoupit k samotné vizualizaci. Byly pouZity ECL reaktanty
(Biorad) smichany v poméru 1:1 a naneseny na membranu.

Toto umoznilo naslednou vizualizaci, kdy se pomoci imunohistochemického znaceni
sekundarni protilatky vizualizovaly proteiny, na kterych byly protilatky navazany. Proteiny byly
detekovany diky chemiluminiscenci, kdy sekundarni protilatka je, v naSem pfipadé, znacena

pomoci kfenové peroxidazy.
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Protilatka Redéni Velikost (kDa)

o-ATPaseTh2 1:1000 43
o-ATPaseTbl 1:1000 47
a-OSCP 1:1000 27
a-pl8 1:1000 18
o-f 1:5000 53,5
a-APRT 1:500 26
a-Hsp70 1:5000 70
Anti rabbit/mouse 1:2000

Tabulka 4: Redéni pouiZitych protilatek pro Western bloty

3.9. Alamar blue assay

Alamar blue assay je metoda vyuzivana kurceni cytotoxicity néjaké sloucCeniny. Pfi této
metodé se zkouma metabolicka aktivita proliferujicich bunék pfi vystaveni urcité toxické latce,
v nasem pfipadé oligomycinu. VyuZivda se modré netoxické barvivo resazurin, a jeho
schopnosti redukce na fluorescencéni resofurin v metabolicky aktivnich (vysoky pomér
NADH:NAD") proliferujicich burikach. V ramci této metody je mozné spocitat tzv. hodnotu
EC50, coZ oznacuje koncentraci inhibitoru, latky, jenZ zpUsobi 50% snizeni maximalni hodnoty
fluorescence po specifikované dobé expozice.

Pouzita byla 96 jamkova desticka, do jejichz krajnich rfad bylo napipetovano 200 pl média,
které ochrani zbylé jamky, ve kterych probéhne vlastni experiment, pfed vysychanim. Do
vSech ostatnich jamek, svyjimkou predposledni, bylo napipetované 100 pl média. Do
predposledni bylo média napipetovdno 198 ul. Do této jamky se ptidaly 2 pl 1mg/ml
oligomycinu. Ve bylo dlikladné promichano a bylo odebrano 100 pl, které byly pfeneseny do
sousedni jamky. Znovu doslo k promichani, odebrani 100 pl a pfeneseni do dalsi Fady jamek.
Toto preneseni bylo nékolikrat opakovano, tedy doslo ke vzniku gradientu koncentrace

oligomycinu. Vysledné mnozstvi média v kazdé jamce odpovidalo 100 pl.
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Poté byly do pripravené desticky napipetovany burnky (100 pl bunék o koncentraci
1000 bunék/ml) ve tfech technickych replikdtech. Desticky byly ponechany 72 hodin
v inkubatoru.

Po uplynuti této doby bylo pfiddno 20 ul Resazurinu (0,125mg/ml v 1xPBS) a desticka byla
ponechana dalSich 24 hodin v inkubatoru.

Po uplynuti této doby doslo ke zméreni fluorescence na Tecan Infinitive pfi excitaci 544 nm a
emisi 590 nm. Vysledky byly nasledné analyzovany pomoci aplikace GraphPad Prism a funkce
nelinedrni regrese, koncentrace oligomycinu byla logaritmovana, ve které byl vytvoren graf

zobrazujici vysledky a vypoctena hodnota EC50.
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4.Vysledky

4.1.  Priprava DNA kazety pro deleci prvni alely genu pro

podjednotku g

K vyrazeni obou alel pro podjednotku g byla vyuZzita tzv. double knock-out metoda, kdy dojde
k vyméné puvodni alely za kazetu obsahujici selekéni marker (pro kazdou alelu je kazeta jind)
a tim padem kvytvoreni bunécné linie, kterd neobsahuje plvodni alely pro gen pro
podjednotku g. Odstranéni prvni alely pro podjednotku g se uddlo vyménou za kazetu
obsahujici rezistenci vici antibiotiku G-418 a T7 RNA polymerazu a nasledné druhé alely za
kazetu obsahuijici tetracyklinovy represor a rezistenci vici antibiotiku hygromycin.

Pro pfipravu prvni kazety jsem vyuzila plasmidu pLEW13, jenz obsahuje geny pro T7 RNA
polymerdzu a rezistenci vici G-418, do kterého jsem zaklonovala useky pro 5’UTR a 3’UTR
genu pro podjednotku g. Tyto dva Useky jsem namnoZila pomoci metody PCR za vyuziti dvou
setll specifickych primerd (pro 5’UTR primery AZ1364 a AZ1365, pro 3'UTR primery AZ1366 a
AZ1367) (Obr. 9).

AZ1364 AZ1366
— —
_ ATPase sub.g Tb927.2.3610 _
- P
AZ1365 AZ1367

Obrazek 9: Plvodni alela pro podjednotku g s vyznacenymi primery pro amplifikaci 5’UTR a 3’'UTR

usekd.

Po PCR byla namnoZena a preciSténd DNA 5'UTR nastipana pomoci restrikénich enzymu Notl
a Mlul a zaligovana do plasmidu pLEW13, ktery byl nastipdn stejnymi enzymy. Ligacni smés
byla zatransformovana do bakterii E.coli a narostlé kolonie byly testovany pro spravnost
klonovani a vytvoreni plasmidu pLEW13 5’UTR. Plasmidova DNA vyizolovana ze 7
bakteriadlnich koloniich byla nastipana pomoci restrikénich enzymd Notl a Mlul a analyzovdna

na 0,8% agarézovém gelu s o¢ekdvanymi bandy o velikosti 8808 bp pro plasmid a 461 bp pro
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v€lenény inzert (Obr. 10). Tyto velikosti byly pozorovany u Sesti ze sedmi vytvorenych
plasmidd. Plasmid Al byl odeslan na sekvenovani (firma Segme s.r.o0), kde doslo k potvrzeni

spravného vlozeni 5‘UTR. Plasmid A1l byl tedy pouzit i pro nasledujici ligaci.

Restrikce (Notl, Mlul) pLEW13 5‘UTR subunit g

bp Al A2 A3 A4 A5 A6 A7
8508 - e Y e e e o

eciiinnd

461 | ———

Obrazek 10: Agarézovy gel zobrazuje vytvorené plasmidy obsahujici pLEW13 5’UTR pro
podjednotku g.

Do tohoto vytvofeného plasmidu Al (pLEW13 5’UTR) byl nasledné vloZen upraveny 3’UTR
usek pomoci restrikénich enzymG Xbal a Stul, ¢imZz doslo kvytvorfeni plasmidu
pLEW13 5’UTR/3’UTR. Ligace v tomto pripadé byla méné efektivni, jelikoZ jsem ziskala pouze
jednu kolonii. | tak jsem pfistoupila k jeji validaci a vyizolovanou plasmidovou DNA jsem
podrobila restrikéni analyze pomoci enzyma Xbal a Stul. Vysledkem této restrikéni analyzy byly
dva bandy o ocekdvané velikosti 8443 bp pro plasmid a 893 bp pro vclenény inzert (Obr. 11).
Nasledna sekvencni analyza plasmidu Bl potvrdila UspeSnost klonovani a vytvoreni prvni

kazety pro deleci podjednotky g.
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Restrikce (Xbal, Stul) pLEW13 5‘UTR/3‘UTR subunit g

B1
bp

e

eamny

. e g
833 T

Obrazek 11: Agarézovy gel zobrazujici restrikci plasmidu pLEW13 5’UTR/3’UTR pro podjednotku g.

4.2.  Priprava DNA kazety pro deleci druhé alely genu pro
podjednotku g

K vytvoreni druhé kazety byl vyuZit plasmid pLEW13 5’UTR/3’UTR (B1), u néhoZ doslo
k vyméné uUseku obsahujici T7 RNA polymerazu a rezistenci vici G-418 za Usek obsahujici
selekéni marker pro hygromycin a tetracyklinovy represor.

Pro pfipravu druhé kazety jsem wyuZila plasmidu pLEW90, jenz obsahuje geny pro
tetracyklinovy represor a rezistenci vici hygromycinu. Tento plasmid byl nastipan pomoci
restrikénich enzym Xhol a Stul. Plasmid pLEW13 5’UTR/3’UTR byl nastipdn pomoci
restrikénich enzymU Xhol, Swal a BamHI. Do plasmidu pLEW13 5'UTR/3’UTR (klon B1) byla
vkladdna kazeta z plasmidu pLEW90, jak je zobrazeno na obrazku (Obr. 12). Ligacni smés byla
nasledné zatransformovdna do E. coli. Narostlé kolonie byly otestovany, zda doslo ke

spravnému vklonovani a vytvoreni plasmidu.
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pLEW13 5‘UTR/3‘UTR

pLEW90 s dKO kazetou Tetracyklinovy represor [ Hygromycin

Obrazek 12: Vkladani plasmidu pLEW90 do pLEW13 5’UTR/3’UTR za ticelem odstranéni druhé alely

pro podjednotku g.

Ligaci doslo k vytvoreni 8 bakteridlnich kolonii. Z téchto kolonii byla vyizolovana plasmidova
DNA, kterd byla nastipana pomoci restrikénich enzymd Notl a Mlul a analyzovéna na 0,8%
agardzovém gelu. Byly ocekavany bandy o velikosti 3703 bp pro plasmid a 2491 bp pro inzert
(Obr. 13). Tyto velikosti byly ziskany u dvou klond, Al a A8. Klon A8 byl nasledné vybran a

odeslan na sekvenovani, kde doslo k potvrzeni spravného vlozeni druhé kazety.

Restrikce (Notl, Mlul) pLEW90 5‘UTR/3‘UTR subunit g

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8

bp
3703 e e M S R Vi WA
2491 i § v [

Obrazek 13: Agarézovy gel zobrazujici restrikci plasmidu pLEW90 5’UTR/3’UTR pro podjednotku g.

Tim doslo k vytvoreni plasmidu pLEW90 5'UTR/3‘UTR, jenZ obsahuje tetracyklinovy represor
a rezistenci vuci hygromycinu.
Vytvorené kazety byly postupné transfekovany do linii T. brucei za u€elem vytvoreni sKO a

nasledné dKO bunék.

4.3.  Uspé&né vytvoreni dKO linii pro podjednotku g z WT

bunék T. brucei

Ovérené plasmidy pLEW13 5'UTR/3°UTR a pLEW90 5'UTR/3°UTR byly linearizovany pomoci

enzymu Notl a nasledné transfekovany do WT bunék T. brucei. Prvni byl vlozen
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pLEW13 5°UTR/3°UTR a geneticky modifikované buriky byly selektovany pomoci antibiotika
G-418. Selekéni proces prezila pouze jedna stabilni linie, kterou jsem oznacila jako Sub g - sKO.
Z ¢asovych dlivod(i nebyla tato linie validovana ihned po svém vytvoreni, ale ihned jsem
pristoupila k dalsi transfekci.

Do této linie byl pomoci dalsi transfekce vloZen plasmid pLEW90 5’UTR/3’UTR, linearizovany
pomoci enzymu Notl, za ucelem vytvoreni dKO bunék. Linie byly selektovany pomoci
antibiotika hygromycin. Byly ziskdny 4 stabilni linie (Sub g — dKO, A1, A2, A3 a A4).

Spravnost modifikace genomu T. brucei bylo potfeba ovéfit. Ze vsech linii a z WT bunék jsem
izolovala gDNA, ktera byla podrobena PCR reakci pomoci specifickych primer(i (AZ1576 a
AZ0097 pro ovéreni 5’"UTR u sKO, AZ1575 a AZ0098 pro overeni 3’"UTR u sKO. AZ1576 a AZ0099
pro ovéreni 5’"UTR u dKO a AZ1575 a AZ0100 pro ovéreni 3’"UTR u dKO) (Obr. 14) a analyzovana

na 0,8% agardzovém gelu.

AZ1576 AZ1575
— —

«— -

pLEW13 5‘UTR/3‘UTR AZ0097 AZ0098
AZ1576 AZ1575
— —

pLEW90 5‘UTR/3‘UTR AZ0099 AZ0100

Obrazek 14: Plasmidy s vyznacenymi primery, které byly vyuZity pro ovéieni spravného vytvoreni
bunécnych linii.
U linii Sub g- sKO a Sub g — dKO bylo ovéfovano spravné vloZzeni kazety se selekénim markerem,
WT linie slouZila v obou pripadech jako negativni kontrola. Bylo oCekavano, ze u Sub g — sKO
bude pro 5’UTR pfitomen band o velikosti 588 bp a pro 3’UTR band o velikost 1048 bp. WT
byly pouzity jako negativni kontrola, tedy nebyl o¢ekavan band ani pro jeden usek. Toho bylo
skutecné docileno (Obr. 15), tedy bylo potvrzeno, Ze linie Sub g — sKO byla vytvorena Gspésné.
U linie Sub g — dKO byl pro 5’UTR ocekavan band o velikosti 834 bp a pro 3’UTR 753 bp. Kazda

linie musela obsahovat bandy o spravné velikosti pro oba Useky. WT znovu slouzily jako
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negativni kontrola, tedy nebyl Zadouci Zadny band (Obr. 16). Ze 4 linii byly Uspésné

vyhodnoceny pouze dva klony (A2 a A3).

Sub g - sKO WT
5‘UTR 3‘UTR 5‘UTR 3‘UTR

bp T
ey

—

o
sie ——— (D

Obrazek 15: Agardzovy gel s produkty PCR reakci ovérujici linii Sub g - sKO na 5’UTR a 3’UTR

castech.
Sub g - dKO
Al A2 A3 A4 WT
5‘UTR 3‘UTR  5‘UTR 3‘UTR 5‘UTR 3‘UTR 5‘UTR 3‘UTR 5‘UTR 3‘UTR
bp ——
R E—— -—

Obrazek 16: Agarozovy gel s produkty PCR reakci ovérujici linie Sub g - dKO na 5’UTR a 3’UTR
Castech.

Ovérené linie Sub g — dKO A2 a A3 byly podrobené jesté jedné PCR, a to analyze genu ¢teciho
rdmce (open reading frame, ORF) pro podjednotku g, aby bylo ovéreno, Ze skute¢né doslo
k uplné deleci podjednotky g. V tomto pfipadé WT linie slouZily jako pozitivni kontrola, kdy u
WT linie se ORF pro podjednotku g vyskytuje. Kromé ORF jsem pro jistotu znovu amplifikovala
i 5’UTR a 3'UTR useky. Pro kazdy klon byl proveden samostatny gel (Obr. 17 a 18). Pro ovéreni
5’UTR a 3’UTR byl ocekdvan vysledek stejny jako je popsano vyse. Pro ORF slouzila WT linie
jako pozitivni kontrola, tedy byl ocekavan band o velikosti 435 bp. Tento band byl ovsem

nezadouci u linii Sub g — dKO. Absence ORF byla potvrzena u obou linii Sub g — dKO.

37



A2 WT A2 WT
5‘UTR 3‘UTR 5‘UTR 3‘UTR ORF ORF
bp
834 ———
753 (- ———

435 — .

Obrazek 17: Agardzovy gel s produkty PCR reakci ovérujici linii Sub g - dKO A2.

Subg-dKO Sub g - dKO
A2 WT A2 WT
5'UTR 3‘UTR  5'UTR 3'UTR  Rf ORF

bp

834 ——- :
P

753 —

435 —

Obrazek 18: Agardzovy gel s produkty PCR reakci ovérujici linii Sub g - dKO A3.

4.4.  Ztrata podjednotky g nema vliv na rast BSF T. brucei

Za Ucelem urceni, zda ztrata podjednotky g ma vliv na rlist T. brucei, bylo provedeno zkoumani
rdstu u bunék Sub g- dKO (A2 a A3) v porovnani s WT burikami. RUst byl zkouman jak v médiu
HMI-11 (Obr. 19) tak v médiu CMM (Obr. 20). Rist bunék jsem ve dvou odliSnych médiich
pozorovala kvuli tomu, Ze buriky se v odliSném médiu mohou chovat velmi odlisné, cozZ je
zpusobeno odlisSnym mnozstvi glukdzy, kdy v médiu CMM se nachdzi mnohem méné glukdzy
nez v médiu HMI-11.

V médiu HMI-11 nebyla pozorovana zadna zména v rlstu Sub g — dKO A2 a A3 linii oproti WT

burikdm. V médiu CMM se ukdzal lehky odlisny rist u linie Sub g — dKO A2, oviem s ohledem
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na to, ze byl rlist zkouman pouze jednou, nelze z toho vyvodit Zzadny primy vysledek. Naopak

u Sub g — dKO A3 nedoslo k Zddné zméné v rlstu.

Rast Sub g dKO in HMI-11

> WT
—— Sub g dKO -A2
—+— Sub g dKO - A3

Velikost bunék

104 1 | | | 1
0 50 100 150 200

Doba rlstu

Obrazek 19: Sledovani rlistu bunék linie Sub g — dKO v porovnani s riistem WT bunék v médiu

HMI-11.

Rast Sub g dKO in CMM

1015_
i > WT

— Sub g dKO - A2
~+ Sub g dKO -A3

Velikost bunék

T T 1
0 50 100 150 200

Doba rastu

Obrazek 20: Sledovani rlistu bunék linie Sub g — dKO v porovnani s riistem WT bunék v médiu

CMM.
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4.5.  Ztrata dimert zplsobena absenci podjednotky g

byla ovérena v nativnim gelu

Sub g — dKO linie bunék byla otestovana v nativnim gelu za uéelem ovéreni, Ze ztrata
podjednotky g skutecné zplsobila ztratu dimerd ATP syntazy. Z linii Sub g — dKO (A2 a A3) byly
izolovany mitochondrie, jez byly lyzovany pomoci DDM a nasledné byly mitochondridlni lyzaty
naneseny na polyakrylamidovy gel NativePAGE. Pro porovnani vysledk( byly mitochondridlni
lyzaty izolovany i z WT linii. Gel byl po elektroforéze zabudovan do blotovaciho sendvice a
proteiny byly preneseny na PVDF membranu. Vizualizace komplexu ATP syntazy byla
uskute¢néna pomoci 3 odlisnych protilatek (anti-p, anti-ATPaseTb2, anti-OSCP). Pro vSechny
tfi protilatky byly o¢ekavany bandy pro dimery a monomery. Pro protilatku anti-f byl kromé
dimer( a monomeru ocekdvan také band pro podjednotku F1. U linii bunék Sub g — dKO byla
predpoklddana absence bandu pro dimery, kdezto u WT byla predpokladana detekce vSech
band( (Obr. 21, 22 a 23).

V porovnani s WT linii je zfejmé, Ze bandy, které signalizuji dimery skutecné u linie Sub g - dKO
chybi. Tedy bylo prokadzano, Ze delece genu pro podjednotku g skutecné zpUsobila
destabilizaci dimer( a jejich ztratu.

Sub g - dKO
A2 A3 WT

(F1F0)2 - dimery -

FiFo - monomery ‘ - -

Fy o camee

Obrazek 21: Nativni gel s linii Sub g — dKO (A2 a A3) v porovnani s nativnhim gelem WT linii.

Prokazovano pomoci protilatky anti-.
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Sub g - dKO
A2 A3 WT

(F1Fo); - dimery -

F,Fo - monomery ‘ .

Obrazek 22: Nativni gel s linii Sub g — dKO (A2 a A3) v porovnani s nativnhim gelem WT linii.

Prokazovano pomoci protilatky anti-OSCP.

Sub g - dKO
A2 A3 WT

(F]_Fo)z - dimery

F,Fo - monomer ‘ ‘ ‘

Obrazek 23: Nativni gel s linii Sub g — dKO (A2 a A3) v porovnani s nativnhim gelem WT linii.

Prokazovano pomoci protilatky anti-ATPaseTb2.

4.6.  Ztrata podjednotky g nema vliv na stacionarni

hladinu dalsich podjednotek FoF; ATP syntazy

Za ucelem zjisténi, zda ztrata podjednotky g néjak ovlivnila hladinu jinych podjednotek ATP

syntazy byla provedena SDS-PAGE s naslednym western blotingem a imunodetekci. Lyzaty
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byly izolovany z linie Sub g — dKO (A2 a A3) a WT bunék ze dvou typl média, HMI-11 a CMM.
Proteiny byly prokazovany pomoci protildtek anti-ATPaseTb1, anti-OSCP, anti-ATPaseTb2,
anti-p18, anti-B (Obr. 24-28). Protilatky proti cytosolickému proteinu APRT (Obr. 30) a
mitochondridlnimu Hsp70 (Obr. 29) slouZily jako kontrola pro porovnatelné naneseni
bunécénych lyzatl. Ani u jedné podjednotky v zddném médiu nebyla zaznamendna zadna
zména v jeho produkci. Tedy delece podjednotky g nema vliv na stdly stav (steady-state levels)

ostatnich podjednotek ATP syntazy v burice.

a-Thl
CMM HMI-11
Sub g - dKO Sub g - dKO
A3 A2 WT A3 A2 WT
47 KD s s -

Obrazek 24: Gel zobrazujici mnoZstvi proteinu, prokazovano pomoci protilatky anti-Tb1.

HMI-11 o-0SCP CMM

Sub g - dKO Sub g - dKO
A3 A2 WT A3 A2 WT
27 kDa™ | -—» - - —-— — —

Obrazek 25: Gel zobrazujici mnoZstvi proteinu, prokazovano pomoci protilatky anti-OSCP.

CMM a-Th2 HMI-11
Sub g - dKO Sub g - dKO
A3 A2 WT A3 A2 WT

43kDa— e e QP = 9 T

Obrazek 26: Gel zobrazujici mnoZstvi proteinu, prokazovano pomoci protilatky anti-ATPaseTb2.
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18 kDa— DI o ——

Obrazek 27: Gel zobrazujici mnoZstvi proteinu, prokazovano pomoci protilatky anti-p18.

CMM o-p HMI-11
Sub g - dKO Sub g - dKO
A3 A2 WT A3 A2 WT

535kDa —w— ——  am—

Obrazek 28: Gel zobrazujici mnoZstvi proteinu, prokazovano pomoci protilatky anti-f3.

HMI-11 Hsp70  cvmMm

Sub g - dKO Sub g - dKO

70 kDa T I N W — —

Obrazek 29: Gel zobrazujici mnoZstvi proteinu, prokazovano pomoci protilatky anti-Hsp70.

CMM APRT HMI-11
Sub g - dKO Sub g - dKO
A3 A2 WT A3 A2 WT

26KDa - -

Obrazek 30: Gel zobrazujici mnoZstvi proteinu, prokazovano pomoci protilatky anti-APRT.
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4.7. U linii s absenci podjednotky g nebyla pozorovana

snizena tolerance na oligomycin

Po ovéreni ztraty dimer( v nativnim gelu jsem otestovala u bunék linie Sub g — dKO toleranci
na oligomycin. Oligomycin je inhibitor ATP syntdzy, ktery se navaze na proteinové rozhrani
mezi podjednotkou a a c-krouzkem, a tim znemoZzni priichod protonu skrz kanal v ATP syntaze.
Senzitivita na oligomycin se da vyuZzit i k uréeni hladiny AWm, ktery je vytvaren pravé pomoci
ATP syntazy a jeji reverzni aktivitou u BSF. Pokud by absence podjednotky g ovliviiovala vysku
AWm, tedy v pripadé, kdy by byl nizsi, buniky T. brucei by byly vice senzitivni na oligomycin. To
by znamenalo, Ze ztrata dimer0 ovliviiuje aktivitu ATP syntdz a tim padem také AWm.

Za timto ucelem byla provedena Alamar blue assay. Byla provedena na burkach Sub g — dKO
(A2 a A3) a na kontrolnich WT burikdch (Obr. 31). Po analyze vysledkd bylo prokazano, ze
ztrata podjednotky g nema vliv na senzitivitu na oligomycin. Tedy ztrata dimer(i nema nejspise
vliv na schopnost ATP syntdzy pumpovat protony z jedné strany membrdany na druhou. Také
to signalizuje, Ze monomery u Sub g — dKO linii jsou schopny vytvaret AWm stejné dobre, jako

dimery pfitomné u WT bunék.

60000

> > WT
(72}
S —+ Sub g dKO - A2
S 40000+
o + Sub g dKO -A3
e
3
g 20000
(]
=
L.

0 1 1 1 1

0.001 0.01 0.1 1 10

Oligomycin (ug/ml)

Obrazek 31: Senzitivita na oligomycin analyzovana pomoci Alamar blue assay u bunécnych linii

Sub g — dKO a WT.
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5. Diskuze

T. brucei ma velmi slozity zZivotni cyklus béhem kterého prochazi mnoha morfologickymi i
metabolickymi zménami. Dochazi ke stfidani PCF a BSF, mezi kterymi se nachazi velmi ziejmé
a zasadni rozdily (Hellemond et al, 2005). Pravé tato rozdilnost €ini z T. brucei velmi zajimavy
modelovy organismus. V této praci nds predevsim zajimala mitochondrie tohoto parazita.
V PCF se nachazeji mitochondrie, které obsahuji velké mnoiZstvi krist, coz je nejspisSe
zpUsobeno tim, Ze ATP si tato forma generuje predevsim pomoci OXPHOS. Naopak, BSF, u
nichz se OXPHOS nenachazi a ATP ziskavaji z procesu glykolyzy, dochazi k velké, témér az
absolutni, ztraté krist (Zikova 2022).

Nejvétsi podil na utvareni krist ma nejspiSe ATP syntaza. Kdy ATP syntaza, nachazejici se na
vnitfni mitochondridlni membrané se formuje do dimer( a tim nejspiSe napomaha utvareni
krist, protoze tyto dimery nasledné zpUlsobi postupnou invaginaci mitochondridlni membrany,
coz vede k formovdni krist. Za stabilitu dimerU je s nejvétsi pravdépodobnosti zodpovédna
podjednotka g (Anselmi et al, 2018). Pravé pro svou funkci pfi utvareni dimer( jsme se
rozhodli vytvofit dKO bunécné linie BSF T. brucei pro podjednotku g. Cilem bylo vytvoreni
bunék, u kterych budou odstranény obé alely pro podjednotku g a tim dojde ke ztraté dimeru.
Toho bylo opravdu docileno a byly vytvoreny dvé bunécné linie s celkovou absenci
podjednotky g (Sub g dKO — A2 a A3), které byly ovéfeny pomoci metody PCR (Obr. 17 a 18),
ktera potvrdila Uspésné vytvoreni linii.

U linii také bylo potfeba ovéfit, zda se u nich nachazeji ¢i nenachdzeji dimery. To bylo ovéfeno
pomoci metody BN-PAGE (Obr. 21, 22 a 23), kdy bylo potvrzeno, Ze absence podjednotky g
potvrzeno, Ze linie byly vytvofeny sprdvné a mohlo se s nimi prejit k dalSim experimentim.
Pokud doslo k odstranéni podjednotky g u jiného modelového organismu, napfiklad u
kvasinek nebo savcich bunék, doslo k utvoreni specifickych tzv. cibulovitych krist (Paumard et
al, 2002). Tyto kristy ale bylo schopné identifikovat pouze pomoci metod elektronové
mikroskopie, coz u mé bunécné linie nebylo zatim provedeno, ale urcité se k tomuto kroku

jesté v budoucnu pfistoupi.
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PFi odstranéni podjednotky g u PCF T. brucei, kterd na rozdil od BSF ma v mitochondriich
pritomné kristy a zdrojem ATP je OXPHOS, byl pozorovan rustovy fenotyp. Toto pozorovani
probéhlo ve dvou odliSnych médiich, kdy prvni bylo bohaté na glukézu a druhé bylo na glukdzu
chudsi. V ptipadé prvniho média nebyl u PCF pozorovan Zadny rozdil v ristu oproti WT
bunkam. Zména ale nastala v druhém médiu, ve kterém doslo ke zpomaleni ristu az o 50 %.
To je nejspisSe zplsobeno tim, Ze v médiu bohatém na glukdzu burika vyuziva k ziskavani ATP
proces glykolyzy a mitochondrialni substratové fosforylace. OvSem, v médiu, kde neni glukdza
a je pritomen pouze prolin, je parazit zcela odkdzan na OXPHOS, ktery ale neni z divodu
absence dimer( tolik ucinny jako u WT bunécné linie. Tedy, Ize predpokladat, Ze dimerizace
ATP syntazy je klicovd pouze v pfipadé, kdy je vétSina ATP generovana pomoci OXPHOS
(Gahura et al, 2022).

Ovsem, u BSF je celkova absence OXPHOS i u WT bunék. Z tohoto dlivodu nebyl pozorovan
odlisny rlstovy fenotyp u bunék linie Sub g — dKO A2 a A3 v porovnani s WT. Rast byl
pozorovan také ve dvou médiich s odliSnym mnozstvim glukézy (Obr. 19 a 20). Z vysledk( je
zfejmé, Ze ani u jedné linie, ani v jednom médiu, nedoslo k markantni zméné v rlstu. Tedy,
burika je schopna prezit pouze s monomery. Ztoho lze usuzovat, Ze monomery jsou bud
schopné generovat stejné mnozstvi AWm anebo ho generuji méné, ale na buriku to nema vliv.
Tato otazka byla vyreSena jinym ¢lenem laboratore, ktery na burikach provedl méreni AWm a
prokazalo se, Ze je jeho hladina u dKO linii stejnd, jako u WT bunék (diky patfi Michaele
Husové). CoZ znamena, Ze monomery jsou stejné aktivni jako dimery. Tedy, dimerizace nema
vliv na aktivitu a pomoci dalSich experimentl bude mozno usoudit, zda je dllezZitd pouze pro
biogenezi krist.

Schopnost monomer(i fungovat na stejné Urovni jako dimery bylo také nepfimo potvrzeno
pomoci mého experimentu, kdy byly dKO linie testovany na senzitivitu na oligomycin a ta se
neliSila od WT linii.

Zajimavou otazkou zUstava, zda-li mnou generované dKO bunky budou schopny se
diferenciovat do PCF, s ohledem na to, Ze PCF jsou na ztrdtu podjednotky g v uréitych

podminkach citlivéjsi. Dalsi zajimavou otazkou je, zda budou dKO linie virulentni in vivo v
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mySim modelu. Veskeré tyto otazky budou predmétem dalSiho zkoumani a dKO linie tedy

budou dale pouzivany pro dalsi experimenty jinymi ¢leny laboratore.
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6.7aver

U&elem této prace bylo vytvofit bunééné linie T. brucei s absenci podjednotky g ATP syntazy.
Tyto linie byly vytvofeny a ndsledné ovéfeny pomoci metody PCR a metodou BN-PAGE, kterd
poukdzala na specifickou ztratu dimert ATP syntazy.

Linie byly nasledné pouzity pro dalsi experimenty, aby byla pochopena dulezitost
podjednotky g pro stabilitu dimerd ATP syntdzu a pro biologii krevniho stadia T. brucei.
Analyza rychlosti rlstu bunék ukazala, Ze delece genu pro podjednotku g nemd na tento
parametr zadny vliv. Pomoci testu senzitivy na oligomycin, u kterého také nebyla detekovana
zadnda zména, jsme neprimo ukazali, Ze u danych linii nejspiSe nedochazi ke snizeni AWm.
Mnou vytvorené linie s absenci podjednotky g budou v budoucnu vyuzZity k dalSim
experimentlim a stanou se nastrojem pro studium dulezitosti dimer( pro BSF sav¢iho parazita

T. brucei.
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