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1. Uvod

1.1 Zivotni cyklus Trypanosoma brucei

T. brucei je extracelularni paraziticky prvok, ktery je pivodcem spavé nemoci u lidi a
u zvifat zpuisobuje nemoc nazyvanou nagana. Jeho prenaseCem je moucha tse-tse a hlavnim
hostitelem jsou savci. Onemocnéni u dobytka je v Africe velkym ekonomickym problémem
znemoznujicim produkci mléka a masa. V piipadé€ spavé nemoci se jedna o poddruhy 7. brucei
gambiense a T. brucei rhodesiense. Kolonizuje v krvi a intersticialnich prostorech v tukovych
tkanich, ktzi 1 mozku. Ke kolonizaci mozku dochazi v pozdéjsich stadiich onemocnéni a
projevuje se charakteristickymi symptomy jako je unava a neurologické problémy (Franco,
Simarro, Diarra, & Jannin, 2014). Nejlépe a nejcastéji zkoumanym poddruhem je 7. brucei
brucei, ktery napada hovézi dobytek a skot a je neinfekcni pro ¢lovéka (Smith, Bringaud,

Nolan, & Figueiredo, 2017).

Savce a mouchu tse-tse obyvaji rtuzna stadia (Obr. 1). V krevnim obéhu savcl se
vyskytuji dveé hlavni krevni formy — dlouha §tihl4 a kratka zavalita. Dlouha §tihla krevni forma
podstupuje binarni déleni asi tiikrat denné, zatimco kratka zavalita forma je ve stadiu
zastaveného bunécného cyklu ve fazi G1/GO a spolu s krvi ji nasaje moucha pfi krmeni
(MacGregor & Matthews, 2010; Smith et al., 2017). V mousSe se krevni kratka forma
diferencuje na procyklické stadium, které zije ve stfednim stfevé mouchy tse-tse. Procyklické
stadium proliferuje méné Casto nez krevni forma, piiblizné dvakrat denné€. Po migraci do
proventrikula nasleduje diferenciace v epimastigota a nakonec v metacyklika ve slinnych
zlazach. Metacyklici nepodstupuji déleni a zajistuji reinfekci savce béhem nasavani krve

mouchou (Smith, Bringaud, Nolan, & Figueiredo, 2017).

Nejlépe prostudovana jsou stadia schopna bunécného déleni, kterymi jsou procyklické
témito stadii jsou v mitochondrialnim metabolismu. Procyklické stadium ma aktivni
mitochondrialni enzymy elektronového transportniho fetézce (komplexy I, II, IIT a IV)
k produkci ATP vyuziva oxidativni fosforylaci na komplexu V (FiFo ATP syntaza) (Acestor
et al., 2011). Zatimco krevni forma zavisi na glykolyze a komplexy IIl a IV nema. Velice
zajimavym faktem je, ze komplex I je pfitomen v butikach procyklického 1 krevniho stadia,
ale je zfejmé Ze ani pro jedno z téchto stadii neni komplex I esencialni a jeho funkce zlstava

neobjasnénd (Surve, Heestand, Panicucci, Schnaufer, & Parsons, 2012; Verner et al., 2011).
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Obr. 1: Schéma zivotniho cyklu T. brucei (Smith, Bringaud, Nolan, & Figueiredo, 2017).



1.2 Komplex I NADH:ubichinon dehydrogenaza

Komplex I, ktery ma u savca velikost pfiblizné 1MDa, je nejvétSim enzymem
elektronového transportniho fetézce, ve kterém predstavuje jedno z nékolika vstupnich mist
elektrond. Prenos elektront probiha na zakladé rozdilt redoxnich potencialt jednotlivych
podjednotek a finalniho akceptoru elektronti, ubichinonu. Elektrony jsou na komplex I
predavany oxidaci koenzymu NADH, ktery ma nejniz8i redoxni potencial. Elektrony jsou
v komplexu I akceptovany na flavinmononukleotid (FMN) kofaktoru a pieneseny pies sedm
FeS center na ubichinon, ¢imz dochazi k postupnému uvoliiovani energie a ubichinon je
redukovan. Ubichinon je mobilni pfenasSec¢, ktery elektrony transportuje z komplexu I na
komplex III. Z komplexu III jsou elektrony transportovany cytochromem c¢ na komplex IV.
Redoxni potencial enzymu v fetézci se postupné zvysSuje a nejvyssi potencial ma kyslik, ktery
pfijima elektrony od komplexu IV a ktery je vystupnim mistem elektrond z fetézce. Béhem
transportu elektrontl fetézcem dochazi k uvolnéni potencialni energie, ktera je komplexy I,
IIla IV vyuzita k pumpovani protonu proti koncentracnimu gradientu pfes membranu
mitochondrie do mezimembranového prostoru a vytvoreni elektrochemického gradientu (A p).
Komplex I vyuziva energii toku elektronti k pfenosu 4 protonli pfes vnitini membranu
mitochondrie. Sila elektrochemického gradientu nakonec slouzi k produkci ATP komplexem

V (ATP syntazou) pii oxidativni fosforylaci (Mitchell & Moyle, 1967).

Struktura komplexu I mé tvar pismene L a sklada se ze dvou domén — hydrofilni
rameno zajiStujici oxidaci NADH a hydrofobni rameno translokujici protony, které je
zanofené v membrané. Eukaryoticky komplex I je tvofen 46 podjednotkami, z nichz 14 tvori
jadro komplexu. Podjednotky hydrofobniho ramene, kterych je celkem 7, jsou u eukaryot
koédovany v mitochondrii. V jadie jsou kodovany podjednotky hydrofilniho ramene, které
obsahuji NADH vazebné misto, FMN kofaktor nebo FeS klastr. Ostatni podjednotky jsou

tzv. dopliikové a funkce velké ¢asti téchto podjednotek neni znama (Brandt, 2006).

S komplexem I uzce souvisi produkce volnych kyslikovych radikalt (reactive oxygen
species, ROS). Jsou to vysoce reaktivni a nestabilni molekuly zptsobujici poskozeni DNA,
proteinti i lipidd, ¢imz dochazi k poskozeni membran a jsou znamé svoji Skodlivosti pro
organismus, kdy jsou pficinou oxidativniho stresu (Murphy, 2009). Superoxid (O2’) je volny
kyslikovy radikal vznikajici pfi reakci kysliku s jednim elektronem a po jeho vzniku je rychle
pfemeénén na stabiln€j$i H>O> enzymem superoxid dismutazou. Za jedno z nejdilezitéjSich

mist vzniku superoxidu v mitochondrii je povazovan komplex I (Murphy, 2009).



Jsou znamy dva mechanismy vzniku superoxidu na komplexu I. Prvni je pfimo spojen
s oxidaci NADH a je nazyvan jako ,,vpied sméfujici transport elektronti™ (forward electron
transport). Jeden elektron je pfedavan na kyslik z pIné redukovaného flavinu pfi nadbytku
NADH a mira produkce superoxidu je ovlivnéna pomérem koncentraci NAD" a NADH
(Kussmaul & Hirst, 2006) Druhy proces, pfi kterém v mitochondrii vznikaji kyslikové
radikaly, je reverzni elektronovy transport (RET) (Obr. 2). RET je disledek omezené redoxni
kapacity ubichinonu a vysokého A p (vysoky membranovy potencial a rozdil pH pies
membranu). K této situaci muze dojit pii vysoké koncentraci sukcinatu, ktery je oxidovan na
komplexu II a komplex II dale predava elektrony na ubichinon. Superoxid je pfi RET bud’
vytvaren flavinem stejné jako pii vpied smeéfujicim transportu elektront anebo vznika v misté
vazby ubichinonu na komplex I. Pfi RET jsou elektrony v fetézci tlaceny opacnym smeérem
pres komplex I za souCasného pumpovani protond dovnitf mitochondrie, vzniku NADH
zNAD* a také superoxidu jako vysledek reakce redukovaného flavinu
s kyslikem (Pryde & Hirst, 2011). RET je patofyziologicky jev zpusobujici v organismu
oxidativni  poskozeni, které  zpusobuje  napiiklad  ischemické  poskozeni
tkani (Chouchani et al., 2016). Zajimavou skutecnosti je, Ze i v ptipad€ vysoké aktivity RET
nedochazi k utlumeni elektronového transportniho fetézce a membranovy potencial je stale

sprazen s produkci ATP oxidativni fosforylaci (Pryde & Hirst, 2011).

V posledni dobé€ se stale Castéji ukazuje, ze buitkka ROS vyuziva jako signalizacni
molekuly. Molekula superoxidu je rychle konvertovana na peroxid vodiku enzymem
superoxid dismutazou. Peroxid vodiku muze prostupovat membranou, na rozdil od
superoxidu, a muze tak byt butikou vyuzivan jako signalni molekula. Funkce ROS pii bunécné
signalizaci byla dokazana jiz v n€kolika pfipadech. Jednim z nich je stav hypoxie, kdy se
bunka musi pfizpusobit na nedostatek kysliku. Paradoxné pravé snizena dostupnost kysliku
vede v mitochondrii k vy§si produkci ROS, které pak signalizuji v procesech adaptujicich
buriku na hypoxické podminky (Chandel et al., 1998). Zvysenou koncentraci ROS molekul se
vyznacuji také onkogenni buriky. Volné kyslikové radikaly v onkogennich burikach zptsobuji
poskozeni DNA a zarover jsou vyuzivany k signalizaci, ¢imz aktivuji dalsi proliferacni cesty
a umoziuji takové burtice prezit (Hamanaka & Chandel, 2010).

RET je ale také butikou vyuzivany fyziologicky proces slouzici k redoxni signalizaci.
RET je zavisly na A p, ktery pfimo souvisi s produkci ATP a také na redoxnim stavu

ubichinonu, jez odrazi mnozstvi elektront vstupujicich do respira¢niho fetézce. Diky tomu je

RET citlivym nastrojem, ktery mulze okamzité odpovidat na zmeény v dilezitych

4



bioenergetickych procesech odehravajici se v mitochondrii. RET ma tak potencial byt

ucinnym mechanismem pro redoxni signalizaci v buiice (Robb et al., 2018).
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Obr. 2: Schéma komplexu I s vyznacenymi misty produkce superoxidu na vazebném misté pro

ubichinon a NADH (Murphy, 2009).



1.3 Komplex I u Trypanosoma brucei

Velikost komplexu [ u 7. brucei je asi 2,5 MDa a je tak vyrazné€ vétsi nez u ostatnich eukaryot
(Duarte & Tomas, 2014). Trypanosomy maji komplex I poskladan z miniméln€¢ 60
podjednotek. Podjednotky kddované v jaderné DNA maji konzervovanou strukturu a jejich
homology u savcu predstavuji 4 podjednotky s NADH vazebnym mistem, FMN a FeS klastry.
Funkce transportu elektront je tedy u trypanosom zachovana. V mitochondrialni DNA, tzv.
kinetoplastu (kDNA), je kddovano 8 podjednotek, které jsou soucasti centralni, hydrofobni
casti komplexu I. Déle se u trypanosom, stejn¢ jako u ostatnich eukaryot, nachazi velké
mnozstvi doplikovych podjednotek. Velka cast téchto dopliikovych podjednotek je u
trypanosom druhové specifickd. Homologni dopliikové podjednotky se navic odliSuji svoji
velikosti, protoze byvaji mnohem vétsi nez podjednotky savct (Duarte & Tomas, 2014;
Opperdoes & Michels, 2008). Prikladem dopliikové podjednotky, kterou nachazime u vSech
eukaryot, je NDUFAG, jejiz delece v kvasinkéach vedla k odtrzeni acyl carrier proteinu (ACP)
podilejiciho se na syntéze mastnych kyselin a k naruSeni ubichinon reduktazové aktivity
(Angerer et al., 2014). Nicméné funkce vétSiny specifickych dopliikovych podjednotek neni
znama. Nekteré z nich se nepodileji na funkci komplexu I, funguji jako samostatné enzymy a
komplex I vyuzivaji spiSe jako leSeni (Acestor et al., 2011). Pfikladem takového enzymu je
superoxid dismutaza, kterd detoxifikuje produkovany superoxid (Duarte & Tomas, 2014).
Nékteré podjednotky, které jsou pro eukaryota typické, naopak u trypanosom chybi. Napftiklad
centralni hydrofobni membranové podjednotky NULM a NU6M kodované v eukaryotické
mitochondrialni DNA, které jsou zodpovédné za pumpovani protond, se u trypanosom
nevyskytuji. Komplex I u 7. brucei tak ziejmé neni schopen transdukce energie prenosem
protond (Opperdoes & Michels, 2008; Surve et al., 2012). Struktura komplexu I 7. brucei

s vyzna¢enym umisténim nékterych podjednotek je na obrazku 3.
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Obr. 3: Schéma struktury komplexu I u T. brucei s pozicné umisténymi podjednotkami (Opperdoes &
Michels, 2008).

O mechanismech, jakymi dochazi ke skladani komplexu I u trypanosom, neni znamo
mnoho. U krevni formy bylo zjisténo, Zze dochazi ke tvorbé subkomplext a ze pro jejich
poskladani jsou esencialni proteiny, jez koduji mitochondrialni geny (Surve et al., 2012). U
trypanosom bylo také detekovano n€kolik proteint, jejichz ortology jsou definované u savca
jako pomocné faktory pro skladani komplexu I. Skladani komplexu tak zieymé probiha
mechanismy, jez jsou do jisté miry konzervované. Piesna funkce téchto faktord vétSinou neni
znama, nicméné pravdépodobneé zajist'uji stabilizaci subkomplexti a umoziiuji jejich asociaci

s dal§imi faktory podilejicimi se na sbaleni komplexu (Duarte & Tomas, 2014).

V procyklické formé T. brucei se komplex I nachazi, ale v bioenergetice mitochondrie
zifejme nehraje zadnou vyznamnou roli. V té€chto butikach ma komplex I pouze 20 % podil na
NADH:ubichinon dehydrogenazové aktivité. Tato aktivita ale neni pro burky esencialni,
protoze pii umlceni tii centralnich podjednotek podilejicich se na prenosu elektroni (NUBM,
NUEM, NUKM) pomoci RNA interference (RNAi) nebyla pozorovana zaddna zména
rastového fenotypu (Verner et al., 2011). 1kdyz respirace pies NADH u procyklické formy
je inhibovéana rotenonem (inhibitor komplexu I), dochazi k tomu za vyrazné€ vysSich

koncentraci rotenonu (30 - 100uM), nez je u jinych eukaryot bézné (Duarte & Tomas, 2014;
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Hernandez & Turrens, 1998). Tento jev muze byt vysvétlen tim, Ze specificka struktura
komplexu I u T. brucei mé vliv na vazbu rotenonu a €ini tak komplex I méné senzitivnim
(Duarte & Tomas, 2014). Navic bylo zjist€no, ze rotenon pii vysokych koncentracich
(10 - 100uM) muze inhibovat i jiné elektronové prenasece, jako napiiklad NADH fumarat
reduktazu (Hernandez & Turrens, 1998). Bohuzel tak experimenty s rotenonem nevedly
k pfimému dukazu, ze se komplex I u 7. brucei uCastni bunécné respirace, jelikoz inhibice
respirace pii vysokych koncentracich rotenonu muze byt zptisobena nespecifickym ptisobenim

tohoto inhibitoru na jiné elektronové prenasece.

Hlavnim enzymem k regeneraci NAD* je zfejmé alternativni dehydrogenaza typu 11,
NDH?2. Jde o alternativni dehydrogenazu katalyzujici prenos elektronti z NADH na ubichinon
bez soucasného pumpovani protonu pres membranu. Tento enzym byl popsan v rostlinach,
houbach, bakteriich a protozoech, ale ne u zivo€ichti (Kerscher, 2000). NDH2 je mistem
alternativniho vstupu elektronti do respiracniho fetézce a mize oxidovat jak cytosolické tak
mitochondriéalni NADH a NADPH v zavislosti na umisténi vazebného mista
(Fang & Beattie, 2002). Nicmén¢ lokalizace NDH2 ve vnitini membrané mitochondrie je
stale nejistd. V experimentech s 7. brucei procyklického stadia byla pozorovana
NDH?2 - sptfazena oxidace cytosolického NADH, ale v pokusech s krevnim stadiem byla
dehydrogenazova aktivita prostfednictvim NDH2 detekovana v matrix mitochondrie
(Surve et al., 2016; Verner et al., 2013). Vysvétlenim muze byt, ze NDH2 se vyskytuje na

obou stranach mitochondrialni membrany (Duarte et al., 2021).

Ztrata NDH2 u procyklikli ma vliv jak na ristovy fenotyp, tak na membranovy
potencial (Verner et al., 2013). Jelikoz odstranéni komplexu I nema na rist bunék zadny vliv
na rozdil od efektu RNAi u NDH2, Ize vyvozovat, ze NDH2 ma pro bioenergetiku 7. brucei
vetsi vyznam nez komplex I (Verner et al.,, 2011, 2013). Dehydrogenazova aktivita
v mitochondrii procykliki je snizena o 80 % pusobenim inhibitoru NDH2 - DPI
(diphenyleneiodonium), kdezto rotenon, specificky inhibitor komplexu I, tuto aktivitu snizuje
jen o 20 %. Tento experiment tedy naznacuje, ze k oxidaci NADH dochazi preferencné
dehydrogenazou NDH2 (Verner et al., 2011). Zasadni je také rozdil ve vyznamu komplext
elektronového fetézce pro vytvareni protonového gradientu a navazné pro oxidativni
fosforylaci. V médiu bez glukozy, kdy jsou buriky zavislé na produkci energie oxidativni
fosforylaci, jsou komplexy IL, III a IV esencialni a pfi jejich deleci je pozorovan vyrazny
rastovy fenotyp (Coustou et al., 2008; Horvath et al., 2005). Naproti tomu snizeni abundance

komplexu I nema na rist bunék za téchto podminek vliv, coz naznacuje, ze komplex I

8



nepfiispiva svou proton-transportujici funkci k produkci ATP pomoci oxidativni fosforylace

(Coustou et al., 2008).

V krevni formé byly detekovany stejné podjednotky komplexu I jako u procyklické
formy, ale davod skladani a pfitomnosti tohoto komplexu nebyl ani u tohoto stadia objasnén
(Surve et al., 2012). Geny podjednotek komplexu I kdodované v mitochondrii jsou v krevni
formé transkribovany a nékteré znich jsou dokonce preferencné editovany
(Souza, Myler, & Stuart, 1992; Surve et al., 2012). V ptipadé snizeni exprese katalytickych
podjednotek (NUBM a NUKM) ale nedochazi ke zhorseni ristového fenotypu bunék. Stejné
tak na nativnim gelu nebyla pozorovana zadna dehydrogenazova aktivita odpovidajici aktivité
komplexu 1. Z toho vyplyva, ze komplex I se na regeneraci NAD* z NADH u krevni formy
nepodili, avSak zda se, ze aktivita komplexu I muze alesponi kompenzovat katalytickou

aktivitu NDH2 v ptipade¢ jeji ztraty (Surve et al., 2012, 2016).

Naptiklad u organismu Plasmodium a Saccharomyces se funkcni komplex I také
nevyskytuje, ale na rozdil od Trypanosoma brucei tato ztrata koreluje s Uplnou ztratou
klicovych geni komplexu I (Biischges, Bahrenberg, Zimmermann, & Wolf, 1994; Saleh,
Friesen, Baumeister, Gross, & Bohne, 2007).

U gent komplexu I byly pozorovany vlastnosti naznacujici dulezitou funkci komplexu
I béhem diferenciace T. brucei. V experimentech sledujicich diferenciaci bylo pozorovano, ze
nekteré podjednotky specifické pro trypanosomy se exprimuji jen b&hem diferenciace
(Alsford et al., 2011). Mutaéni rychlost t€chto gent je stejna jako u esencialnich gent, piestoze
v procyklickém ani krevnim stadiu komplex I vyznamnou roli nema (Surve et al., 2012).
Muzeme se tedy domnivat, Ze aktivita komplexu I je potfebna v nékterém z jinych vyvojovych
stadii 7. brucei. Byva naznaCovano, ze komplex I by mohl zajisfovat udrzovani
membranového potencialu, ptipadné tvorbu ATP behem diferenciace

(Bienen, Saric, Pollakis, Grady, & Clarkson, 1991).

Kratka zavalita forma vyskytujici se v krevnim feCisti savct se diferencuje z dlouhé
krevni formy a ucastni se pfenosu mezi hostiteli, ze savce do mouchy. O metabolismu této
krevni formy neni zndmo mnoho. Generovani membranového potencialu zajis§tuje FiFo ATP
syntaza (komplex V) stejn€ jako u dlouhé stihlé formy. Pi deleci mitochondrialni DNA stéle
dochazi k diferenciaci z dlouhé na kratkou formu, ale u kratké zavalité formy dochazi
k neschopnosti vytvaret membranovy potencial na rozdil od dlouhé §tihlé formy. Ztrata

membranového potencialu vsak neni pro kratké zavalité stadium letalni, prestoze jejich délka



Zivota je snizena a zivotaschopnost bunék tak ovliviluje ztrata jinych genu kinetoplastu nez
gentl FiFo ATP syntazy (Dewar et al., 2018). Navic je znamo, ze diferenciace na kratké
zavalité stadium je spojena se zvySenou NADH dehydrogenazovou aktivitou (Vickerman,
1965). Moznym kandidatem by tak mohl byt komplex I, jehoz nékolik podjednotek je
kédovano v kinetoplastu a akinetoplastové buiiky tak budou ziejmé postradat komplex I

(Dewar et al., 2018; Surve et al., 2012).

1.4 Metabolické adaptace v zivotnim cyklu Trypanosoma brucei

T. brucei béhem svého zivotniho cyklu prochdzi vyraznymi zménami tykajicimi se
metabolismu. Divodem té€chto zmén je potieba adaptace na vyrazné odli§na prostiedi, ktera
maji riznou teplotu a obsahuji jiny typ zivin, které mize parazit vyuzivat. Procyklicka forma
acetat, laktat a alanin a ATP produkuje oxidativni fosforylaci (Mantilla et al., 2017). Respirace
probiha v elektronovém transportnim fetézci, ktery slouzi také k udrzovani membranového
potencialu (Acestor et al., 2011). Samotna mitochondrie u procyklického stadia ma spoustu
krist a je roztazena ptes celou buiku (Vickerman, 1985). Krevni stddium 7. brucei v savcich
ma naopak k dispozici spoustu glukozy, kterou zpracovava glykolyzou. Komplexy III a IV
vytvarejici membranovy potencial nejsou v mitochondrii pfitomny. Membranovy potencial je
udrzovan komplexem V pifi hydrolyze ATP a respirace probihd na enzymu alternativni
oxidaze (trypanosome alternative oxidase, TAO), ktera pfijima elektrony z ubichinonu a
redukuje kyslik za vzniku vody (Chaudhuri, Ott, & Hill, 2006). Struktura mitochondrie je
v tomto stadiu tubularni, tdhnouci se od anterierniho k posteriernimu konci, a bez patrnych

krist (Dolezelova et al., 2020; Smith et al., 2017).

V laboratornich podminkach muze byt diferenciace 7. brucei indukovana in-vitro
zvySenim exprese proteinu vazajiciho RNA - RBP6 proteinu. In-vitro exprese RBP6 indukuje
diferenciaci z procyklickych bunék na epimastigoty a dale na infek¢éni metacykliky (Kolev,
Ramey-Butler, Cross, Ullu, & Tschudi, 2012). Béhem této diferenciace bylo pozorovano
nékolik zajimavych znakl. Postupné se snizovaly hladiny komplext III a IV, zatimco
mnozstvi komplexu I bylo mirné zvySené. Mnozstvi komplexu II bylo zvySené stejné jako
dalsi enzymy Krebsova cyklu a transportéry prolinu, coz naznacuje, Ze spotieba prolinu béhem
diferenciace nartsta. DalSim znakem je narist membranového potencialu, i kdyz respirace
probiha prfednostné pres alternativni oxiddzu. Kromé& toho se zvySila produkce ROS
v mitochondrii a za pfitomnosti katalazy, enzymu rozkladajicimu peroxid vodiku, doslo

k zastaveni diferenciace (Dolezelova et al., 2020). Je tieba dodat, Ze napfiklad u organismu
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Leischmania, ktery rovnéz patifi mezi trypanosomy, bylo jiz prokdzano, ze ROS mohou

indukovat diferenciaci (Mittra et al., 2013).

Predpokladanym mistem produkce ROS béhem diferenciace by mohl byt komplex 1. Jednim
z podparnych argumentu je, ze b€hem diferenciace je pfenos elektront zajistovan alternativni
cestou, kdy je vynechan komplex III, ktery navic v prubéhu diferenciace mizi. Béhem
diferenciace byly také pozorovany znaky podporujici prenos elektront reverzni cestou (RET),
jmenovité zvySena oxidace sukcinatu a vy$§i membranovy potencial (Dolezelova et al., 2020).
Pozorované skutecnosti jako stabilita komplexu I, zvySeny membranovy potencial a produkce
ROS spolu s nejasnou funkci komplexu I a moznosti role ROS v bunécné signalizaci nas
vedou k hypotéze, ze komplex I zastava dilezitou roli pravé béhem diferenciace hmyzich
forem T. brucei. O samotném prabehu diferenciace hmyzich stadii neni znamo mnoho, protoze

in-vitro systém umoziujici takové studie byl vyvinut relativné nedavno.
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2. Cile prace

Vytvortit linii Trypanosoma brucei pro knock-out podjednotky NDUFA6
Vytvotit linii Trypanosoma brucei pro knock-out podjednotky NUBM

Oveétit vliv ztraty podjednotek NDUFA6 anebo NUBM na ristovy fenotyp pro
procyklické butiky 7. brucei

Zjistit vliv eliminace NDUFA6 anebo NUBM na NADH dehydrogenazovou
aktivitu v nativnim gelu

Ovéiit citlivost linii se snizenou expresi komplexu I na rotenon
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3. Metody

3.1 Linie Trypanosoma brucei

V této praci bylo pouzivano né€kolik linii procyklického stadia 7. brucei. Linie Lister
427 je divokym typem. Linie 29-13 je linie exprimujici tetracyklinovy represor a T7 RNA
polymerazu pod selekénimi markery neomycinem a hygromycinem (Wirtz, Leal, Ochatt, &
Cross, 1999). Linie 29-13 tedy obsahuje expresni systém slouzici k podminéné indukci
jakéhokoliv genu a je dale parentalni linii pro nami pouzivané linie 29-13_NUBM">“ a
RBP6YE. Linie 29-13_NUBM">% byla vytvotena studentkou v nasi laboratofi a ma k jedné
alele genu NUBM pfipojenou V5 znacku se selekénim markerem puromycinem (diky patii
Michaele Kunzové). RBP6YF obsahuje kazetu pro zvysenou RBP6 expresi pod antibiotikem
phleomycinem a exprese proteinu RBP6 je indukovana pfidanim tetracyklinu (1-10pg/ml),
¢imz je indukovana diferenciace (Kolev et al., 2012). Butiky byly chovany v inkubatoru pfi
27 °C. Byla pouzita média SDM-79 s 10 % FBS obsahujici glukézu a SDM-80 s 10 % FBS a
50mM N-acetyl-glukosaminem bez glukozy. Koncentrace pouzivanych antibiotik v médiu

jsou uvedeny v Tab. L.

Tab. I: Koncentrace selekcnich antibiotik pouzivanych u Trypanosoma brucei.

antibiotikum koncentrace
G418 (neomycin) 15pug/ml
hygromycin 25ug/ml
phleomycin 10pg/ml
puromycin 10pg/ml
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3.2 Vytvoreni geneticky modifikovanych linii Trypanosoma brucei

Ke snizeni exprese byly vybrany dvé podjednotky komplexu I - NDUFA6 a NUBM.
Funkce podjednotky NDUFAG6, znamé také jako podjednotka 14, nebyla u 7. brucei
identifikovana. U kvasinek byla prokdzana esencialni role této podjednotky pro aktivitu
komplexu I (Angerer et al., 2014). V nasi laboratofi mame k dispozici specifickou protilatku
proti NDUFAG. Podjednotka NUBM je konzervovana a piimo se podili na katalytické aktivité
komplexu I. Sekvence geni NDUFA6 (Tb927.10.14860) a NUBM (Tb927.5.450) byly
ziskany z databaze tritrypdb.org.

3.2.1 Priprava vektori umoziujici expresi vlasenkové dvouvldknové RNA

cilené na NDUFA6 a NUBM podjednotky

RNA interference (RNAI) je pouzivana ke snizeni exprese specifického genu na urovni
mRNA. Dvouvldknova interferujici siRNA je homologni s cilovou mRNA, se kterou

interaguje, Cimz zpusobi jeji degradaci (Fire et al., 1998).

Dvouvlaknova RNA pouzitd k RNAIi byla generovana pouzitim vektoru pTrypson, ve
kterém se nachazely dva fragmenty cilové sekvence v invertované orientaci oddélené tzv.
stufferem (McAllaster, Sinclair-Davis, Hilton, & de Graffenried, 2016) (Obr. 4). Transkripci
takového vektoru vznika vlasenkova struktura dvouvlaknové RNA. K pouziti RNAi byl
vytvofen vektor nesouci ¢ast kodujici sekvence genu podjednotky NDUFAG6 (553 bp),
resp. NUBM (723 bp). Specificka sekvence, na kterou byla RNA!I cilena, se v obou piipadech
nachazela v kédujici ¢asti genu. K vytvoreni vektoru byl pouzit plasmid pTrypson obsahujici
restrikéni mista HindIII a Xhol. K ligaci cilovych sekvenci a vektoru byla pouzita metoda
Gibson assembly slouzici k ligaci nékolika DNA fragmenti pomoci dlouhych homolognich

presahti (Gibson et al., 2009).

seg-l‘w-88l1 seqrev-882
30 2200 " Tazia32

AZ1432

AZ14318
»:*\

@

Obr. 4: Schéma vektoru pITrypson pouzitého k RNAI, jsou vyznacena pouZivand restrikcni mista

HindIII a Xhol.

14


http://tritrypdb.org

Plasmid pTrypson byl §tépen zvlast enzymem HindIIl a Xhol. Stépeni enzymem
HindlIII oddé¢lilo kostru vektoru (5632 bp), enzymem Xhol byla oddélena sekvence stufferu
(533bp), ktery je ve vektoru vlozen mezi dvé sekvence cilového genu (Obr. 4). Fragmenty
byly rozdéleny DNA elektroforézou v 1 % gelu, z gelu vyfiznuty a izolovany komercné

dostupnym kitem (GenElute™ Plasmid Miniprep Kit, Sigma-Aldrich®).

NUBM a NDUFAG specifické fragmenty byly amplifikovany pomoci PCR s vyuzitim
KOD Hot Start DNA polymerazy (Sigma-Aldrich), templatem byla genomova DNA linie
divokého typu Lister 427. Pouzité primery obsahovaly 31bp pfesahy homologni s vektorem
pTrypson a cca 20bp presahy homologni se sekvenci genu (Tab. II), prabéh reakce je

zaznamenan v Tab. III, slozeni reakce je v Tab. IV.

Plasmid byl poskladan pouzitim Gibson Assembly® kitu (Gibson Assembly®, New
England BioLabs® Inc.). Ligacni reakce obsahovala celkem 1pmol DNA v poméru 3:1
fragmenty ku vektoru, kdy vektor tvofil 0,25pmol, stuffer 0,3pmol a specificky fragment
0,45pmol. Celkovy objem reakce byl 20ul a obsahoval 10ul (2x) Gibson Assembly Master

Mix. Ligacni reakce byla inkubovana v termocycleru pii 50 °C po dobu 1 hodiny.

Ligac¢ni reakce v objemu 10ul byla zatransformovana do NEB 5-alfa kompetentnich
E. coli bungk, které byly soucasti kitu. Bakterie s DNA byly inkubovany 30 min na ledu a na
30 s vystaveny heat-shocku pii 42 °C, nasledné byla provedena inkubace 2 min na ledu. Pak
bylo pfidano 950ul S.0.C. média (0,5 % kvasinkovy extrakt, 2 % trypton, 10mM NaCl,
2,5mM KCI, 10mM MgSO04x7H20, 10mM MgClox6H20, 20mM glukédza) a smés byla
pfenesena na tfepacku pii 37 °C na 1 hod. Buriky v objemu 200ul byly rozprostfeny na
agarovou misku se selekénim antibiotikem ampicilinem (100pg/ml) a inkubovéany v 37 °C
ptes noc. Bilé kolonie na misce byly selektovany a namnozeny v LB médiu (1 % trypton,
0,5 % kvasinkovy extrakt, 1 % NaCl) ptes noc v 37 °C. Modifikovany plasmid pTrypson byl
izolovan z bunék s pouzitim komer¢niho kitu (GenElute™ Plasmid Miniprep Kit, Sigma-
Aldrich®). Pro ovéfeni vektoru byl plazmid nastipan restrikénimi enzymy HindIII a Xhol
(15 min, 37 °C) a separovan pomoci DNA elektroforézy v 1 % agarozovém gelu. Plasmidy se
spravnou velikosti fragmentt po restrikci byly poslany na sekvenaci (Seqme s.r.0.). Ovéfeny
plasmid byl linearizovan §tépenim restrikénim enzymem Not I (37 °C, 2,5 hod) a transfekovan

do bunék 29-13 a RBP6°E tak, jak je popsano v kapitole 3.2.6.
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Tab.II: Primery pouzité na amplifikaci fragmentii pouzitych v Gibson assembly. Cervené jsou
vyznaceny useky homologni k cilovym sekvencim genii.

nazev primeru  kod primeru restrikéni misto sekvence
ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG
Gibson NDUFAG6 fw ~ AZ1108 Xhol TCTCGAGCGTTGTTCCTCTCCGTTC
CAGAAG
ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC
Gibson NDUFA6rev.  AZ1109 HindIII TAAGCTTGCAAGTTTGAGCAAGCA
CCATAC
ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC
Gibson NUBM fw AZ1431 HindIIT TAAGCTTGTGTCCCACCACTGTGA
CAA
ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG
Gibson NUBM rev AZ1432 Xhol TCTCGAGGCGTAGTAGCGATGCGT
CTT

Tab. IlI: Pribéh PCR reakce pri amplifikaci fragmentii pouzitych na Gibson assembly. Teplota
nasedani primeru 62 °C byla pouZita v pripadé genu NDUFA6, 59,3 °C pro gen NUBM.

pocet cykla teplota (°C) cas
1 95 2 min

95 20s

40 59,3/62 10s

70 12s

Tab. 1V: Slozeni PCR reakce s pouzitim KOD Hot Start polymerazy ve findlnim mnozZstvi 50ul

roztok finalni koncentrace
10x pufr 1x
MgSO4 (25mM) 1,5 mM
dNTPs 0,2 mM
primer forward (10mM) 0,3 uM
primer reverse (10mM) 0,3 uM
polymeraza 0,02 U/ul
DNA 100ng
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3.2.2 Priprava vektorti umoznujici expresi dvouvlaknové RNA pomoci head-to-

head promotori cilené na NUBM podjednotku

Dalsi metoda pro expresi dsSRNA vyuziva dvou bakteriofagnich promotorda T7 RNA
polymerazy ve vektoru, kdy jeden z promotorti je v invertované pozici. Cast cilové sekvence
je do vektoru vlozena mezi T7 promotory, ¢imz je umoznéna transkripce obou vlaken vlozené
DNA soucasné a vznika dvouvlaknova mRNA (Obr. 5) (LaCount, Bruse, Hill, & Donelson,
2000).

Gene of interest

Obr. 5: Schéma plasmidu vyuZivajiciho head-to-head promotory (LaCount et al., 2000).

Byl pouzit plasmid p2T7-177 obsahujici sekvenci pro GFP protein mezi T7 promotory
(Obr.6) (Wickstead, Ersfeld, & Gull, 2002). GFP gen byl vystépen restrikci Xbal enzymem
(1,5 hod., 37 °C). Fragment plasmidu byl ovéfen DNA elektroforézou na 0,8 % agar6zovém
gelu. Nasledné byla provedena opétovna cirkularizace plasmidové DNA spojenim koncu
(4 °C, pfes noc) v ligacni reakci obsahujici 1ul 10x liga¢niho pufru, 1ul T4 DNA polymerazy.
Reakce méla finalni objem 10ul. Cirkularni vektor p2T7-177 bez GFP byl $tépen Xhol a
HindIII restrikénimi enzymy, po oveteni velikosti vektoru na 0,8 % gelu byl extrahovén z gelu
pomoci kitu. Jako cilova sekvence genu NUBM pro RNAi byl pouzit fragment, ktery byl
amplifikovan pomoci primeri AZ1431, AZ1432 v PCR reakci popsané v kapitole 3.2.1
z templatové genomové DNA linie Lister 427 (Tab. II, III, IV). Fragment byl §tépen Xhol a
HindIII restrikénimi enzymy, ovéfen na 1 % agardzovém gelu a purifikovan z gelu pomoci
kitu. Poté byl fragment (730 bp) zaligovan do vektoru v ligacni reakci se stejnym slozenim
jako pfi cirkularizaci. Dale byl plasmid transformovan do E. coli XL1-blue kompetentnich

bunék s rezistenci na ampicilin.
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Obr. 6: Schéma plasmidu p2T7-177 s GFP. V obrazku jsou vyznacena restrikcni mista Xbal, HindlIl

a Xhol pouzitda pri klonovdni.

Kompetentni buriky v objemu 60ul byly smichany s 6ul ligacni smési a 15 min
chlazeny na ledu. Nasledoval 50sekundovy heat-shock ve vodni 1azni pii 42 °C a zchlazeni na
2 minuty. Poté byly buriky smichany s 300ul S.0.C. média a 1 hodinu tfepany pii 37 °C.
V poslednim kroku byly buiiky naneseny na misku s agarem a selekénim antibiotikem

(ampicilin, 100pg/ml). Buiiky byly ponechany v inkubatoru pti 37 °C ptes noc.

Kolonie na misce byly selektovany a namnozeny v LB médiu pies noc v 37 °C.
Plasmidy byly purifikovany pomoci komeréné dostupného kitu (GenElute™ Plasmid
Miniprep Kit, Sigma-Aldrich®) a ovétreny restrikénimi enzymy Xhol a HindIII (15 min,
37 °C). Fragmenty byly separovany v 1 % gelu a plasmidy s odpovidajici velikosti fragmentt
byly sekvenovany (Seqme, s.r.0.). Ovéfeny plasmid byl linearizovan Stépenim restrikénim
enzymem Not I (37 °C, 2,5 hod) a transfekovan do bunék 29-13_NUBM">% tak, jak je
popsano v kapitole 3.2.6.

3.2.3 Ovéreni RNAI linii pomoci western blotu

Utinnost RNAi byla ovéfovana pomoci western blotu, kdy byla pouZita specificka
protilatka proti cilovym proteinim. Byly pouzity proteiny z lyzati z celych bunék. Buriky
v mnozstvi  1x107-5x107 byly 10 minut toSeny pii 1300xg pii pokojové teplots,
resuspendovany v 1 ml PBS (1,5M NaCl, NaH,PO4x2H>0, 100mM Na,HPO4x12H>0) a
nasledné znovu stoCeny. Bunécné lyzaty byly smichany s roztokem PBS a SDS nanaSecim
barvivem (150 mM Tris-HCI pH 6,8, 6 % SDS, 30 % glycerol, 300 mM DTT, 0,02 %
bromfenolova modi) v poméru 3:1 tak, aby 30 ul lyzatu tvofilo 1x107 bunék. Smés byla
inkubovana 7 minut pii 97 °C. Na gel bylo naneseno 20 pl smési proteint. Elektroforeticka
separace probihala nejdfive 20 minut pii 90 V a nasledné 1 hodinu na 120 V v SDS pufru
(250mM Tris, 1,92M glycin, 1 % SDS). Proteiny byly poté pfeneseny na PVDF membranu
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béhem transferu v pufru (48mM Tris, 39mM glycin, 20 % metanol), ktery probihal 100 minut
pii 100 V. Membrana byla vyblokovana v 5 % roztoku mléka a PBS-T (0,15M NaCl, 10mM
NaH>PO4x2H>0, 10mM Na;HPO4x12H70, 0,05 % Tween®20 detergent) po 1 hodinu.
Membrana byla nejprve inkubovana s primarni protilatkou (Tab. V) a nasledné se sekundarni
protilatkou (1:2000), obé inkubace trvaly 1 hodinu a mezi inkubacemi byla membrana
promyvana v roztoku PBS-T po dobu 30 min. Nakonec byla membrana promyta v PBS-T a
specifické proteiny na membrané detekovany pomoci chemiluminiscence. K detekci byla

pouzita kfenova peroxidaza (BioRad, Clarity Western ECL substrate).

Tab. V: Seznam protildatek pouZitych pri ovérovani linii s RNAI.

znaceny protein puvod redéni velikost proteinu
protilatky (kDa)
NDUFAG6 polyklonalni 1:500 84
NUBM V5tag monoklonalni 1:2000 60
APRT polyklonalni 1:100 26
tetracyklinovy represor monoklonalni 1:1000 22
T7 RNA polymeraza polyklonalni 1:1000 99
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3.2.4 Vytvoreni knock-outu pro NDUFA6 pomoci transientni CRISPR/Cas9

metody

Metoda CRISPR/Cas9 je zalozena na piirozené schopnosti bakterii branit se proti
infekci virem. Po vstupu a detekci DNA viru v burice je vytvorena kratkd molekula RNA,
nazyvana guide RNA, ktera je komplementarni k virové DNA. Guide RNA tvoii komplex
senzymem nukleazou Cas9 a navadi Cas9 kcilové DNA. Cas9 nasledné zpisobi
dvouvlaknovy zlom DNA, a tedy degradaci cilové DNA (Doudna & Charpentier, 2014).
V experimentalni biologii organismu 7. brucei je tato metoda vyuzivana k editaci genomu,
kdy zlom zpusobeny Cas9 je nespecificky opraven spojenim konci DNA
(microhomology - mediated end joing, MMEJ), coz zapficini malé delece v cilené sekvenci,

anebo, pfi dodani DNA templatu, jsou vneseny precizni specifické genové modifikace

(Beneke et al., 2017).

Transientni CRISPR/Cas9 metoda u 7. brucei umoziiuje vytvoreni linii pfechodné
exprimujicich T7 RNA polymerazu a Cas9 nukledzu po prvni transfekci. Vyuziva plasmid
pAilC9 obsahujici geny jak pro Cas9, tak pro TTRNAP (Obr. 7). Béhem 24 hodin po prvni
transfekci je provedena druha transfekce, ktera slouzi k vneseni DNA templati ve formeé PCR
fragmentt do bunky. Prvni PCR templat je v burice pouZit pro in vivo transkripci guide RNA
a druhy PCR templat, ktery obsahuje kazetu se sekvenci selekéniho markeru, je do genomu

zabudovana diky homolognim pfesahtim pii opravé dvouvlaknovych zlomi (Obr. 8) (Shaw et
al., 2020).

pAi1Co

12,129 bp

Obr. 7: Schéma plasmidu pAilC9 (Shaw et al., 2020).
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Obr. 8: Schéma transfekci u transientni CRISPR/Cas9 metody u T. brucei (Shaw et al., 2020).

Pomoci PCR reakci byly vytvotreny DNA templaty pro in vivo transkripci guide RNA
(sgRNA). V kazdé reakci byl pouzit specificky forward primer obsahujici na 5° konci T7
promotor, 18bp usek urcujici cilové misto a na 3° konci usek komplementarni ke druhému
primeru (GOO primer) obsahujicimu PAM-Cas9 sekvenci. GOO primer je univerzalnim

<

primerem a , kostrou sgRNA a v PCR reakci slouzi jako reverse primer. Sekvence G0O
primeru obsahujici PAM-Cas9 misto je potifeba pro St€épeni DNA Cas9 endonukleazou.
Schéma syntézy sgRNA je na obrazku 9. Pii reakci byly tedy pouzity primery v kombinaci
NDUFAG6-5sgRNA (AZ1204), resp. NDUFA6-3sgRNA (AZ1205) spolu s GOO primerem
(AZ1208) (tzv. univerzalni guide RNA scaffold). Sekvence pro guide RNA byla v 5° UTR,
resp. 3’UTR oblasti, cilem tak byla cela kodujici sekvence genu. Sekvence primert jsou
uvedeny v Tab. VI, knavrzeni specifickych primerd byl pouzit nastroj LeishGEdit
(leishgedit.net, Beneke et al., 2017). Objem PCR reakce byl 40ul, slozeni a parametry reakce
byly stejné jako je uvedeno v Tab. III a Tab. IV vyjma teploty nasedani primeru, ktera byla

51,1°C.
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Target site PAM

g % ? ; Genomic DNA

1. Selection of target site

T7 promoter Target site sgRNA
%’ ~-GAAATTAATACGACTCAC GTTTTAGAGCTAGAAATAGC - 1
CRISPR F
3 'GGCTCA 5
CRISPR sgR
2. Synthesis of CRISPR F
I'7 promoter Target site SgRNA
S — pHHET .
3 TTTTATTOCGATCAGGCAATAGTTGAACTT TTTCACCGTGGCTCAGCCACGARAR - &
3. PCR to generate template
T7 promoter .y Target site sgRNA
5’ -GAAATTAATACGACTCACTAT GTTTTAGAGCTAGAARTAGCAAGTTAAAATAAGGC TAGTCCG! RGOTIRr- 3
3’ “CYTTAATTATGE TCC CAAAATCTCGATCTTTATCGTTCAATY TTATTCCGATCAGGCAR' 5

Obr. 9: Schéma syntézy sgRNA béhem PCR reakce; CRISPR F — specificky forward primer, CRISPR
sgR — GOO primer (Bassett & Liu, 2014).

S vyuzitim PCR reakce byla také namnozena DNA kazeta se selek¢nim markerem
puromycinem podle templatu pPOTv4 za pouziti primert AZ1206 a AZ1243, jejichz soucasti
byla komplementarni sekvence ke genu NDUFAG6 (Tab. VI). Byla pouzita KOD Hot Start
DNA polymeraza (Sigma-Aldrich) v reakci o objemu 40ul, prabéh reakce je zaznamenan
v Tab. VII a slozeni reakce bylo stejné jako v Tab. IV. Primery obsahovaly homologni usek
ke genu NDUFAG6 (19bp) a pii PCR reakci tak vznikl produkt, ktery je pfi CRISPR/Cas9
vyuzivan jako templat pro reparaci dvouvlaknovych zlomii a specifickou modifikaci

genu NDUFAG®.

Plasmid pAilC9 byl transfekovan do bunék linie RBP69E tak jak je uvedeno v kapitole
3.2.6. Klony byly selektovany ptisobenim blasticidinu (10pg/ml). Nasledné byla do ziskanych
klonti vloZena puromycinova selekcni kazeta a DNA templaty 5° sgRNA a 3° sgRNA. Klony
byly selektovany pomoci puromycinu (1pg/ml).

Uspé&snost inkorporace selekéni kazety do genomu metodou CRISPR/Cas9 a tedy
uspesnost knock-outu cilového genu NDUFAG byla testovana pomoci nékolika PCR reakci.
Kombinace primeru a jejich sekvence, velikost o¢ekavanych produktt a specifika reakce jsou
uvedeny v tabulkach (Tab. VIII, Tab. IX). Mista nasedani primert a amplifikované oblasti

genomu jsou znazornény v obrazku 10.
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Tab.VI: Primery pouzité pii CRISPR/Cas9. Cervené jsou vyznaceny tiseky homologni k NDUFAG

sekvenci.
nizev primeru kod primeru sekvence
GAAATTAATACGACTCACTATAGGTGGGGATTT
NDUFAG-5sgRNA AZ1204 TGTTTTGTCTTGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
GAAATTAATACGACTCACTATAGGGCCGTACAT
NDUFAG-3sgRNA AZI1205 ACTACAAAACTGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
NDUFAS-pPOTwPuro-fi 71906 CTTATCATACCCCTCGGTGACTCGATATIGGAG
AAAGCAATAAAGCATC
ATCGCCTTTCTTCCCTATATTTGCGCCCTCATTT
NDUFAG6-pPOTv4Puro-rev AZ1243 AGGTGACACTATAGA
AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTITCAAGTT
GO0 AZ1208 GATAACGGACTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTT
CTAGCTCTAAAAC

Tab. VII: Priubéh reakce k amplifikaci puromycinové kazety z templdatu pPOTvA4.

pocet cykla teplota (°C) cas
1 95 2 min

95 20s

40 50 10s

70 20s
1 70 10 min

Tab. VIII: Specifika PCR reakci pro testovani uspésnosti metody CRISPR/Cas 9 u genu NDUFAG.

nazev primeru velikost PCR produktu teplota nasedani ¢as prodluzovani
AZ08T3 587 bp 64 °C 30s
AZ0874
AZ1370 450 bp 58°C 30s
AZ1371
AZ1372 419 bp 58°C 25s
AZ1373
AZ1370 1307 bp 58°C 1 min 20 s
AZ1373
AZ1370 900 bp 60 °C 1 min
AZ0874
AZ08T3 995 bp 61 °C 1 min
AZ1373
AZ1370 2550 bp 58°C 2 min
AZ1373
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Tab. IX: Sekvence primerit pouzitych na ovéreni CRISPR/Cas9 linie.

nazev primeru sekvence
AZ0873 GTTACCGAGTACAAGCCCACGG
AZ0874 TTGCGGGTCATGCACCAGGT
AZ1370 GGTGAGCTGCGGTTTCAG
AZ1371 CTCGCCTTCTTTTCGGGG
AZ1372 GGGCTGTTGTGGAGAGTAG
AZ1373 CACCGCTGCTAAGTGAATC

ptvodni alela

AZ1370 A71372
' UTRNDUFAS -
NDUFA6 CDS _
4
CRISPR/Cas9 alela 71371 =
A71370 AZ0873
— -
puro
. 4=
AZ0874 AZ1373

Obr. 10: Schéma piivodni NDUFAG6 alely a alely po CRISPR/Cas 9 modifikaci s vioZenou
puromycinovou kazetou. Jsou vyznacena mista nasedani primerii v5° a 3° mistech integrace

modifikované alely, pFimo na modifikovanou alelu a na pitvodni NDUFAG alelu.
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3.2.5 Knock-out obou alel genu NUBM pomoci homologni rekombinace
Double knock-out (dKO) je metoda umoziujici deleci obou alel specifického genu a
jejich nahrazeni kazetou se selekénim markerem. Metoda vyuziva opravy DNA pomoci
homologni rekombinace, kdy je na zakladé homologie vlozena do genomu selekcni kazeta
namisto puvodni alely. Nejdfive je vyfazena prvni alela, ktera je nahrazena T7 polymerazou a
selekénim markerem (v naSem pfipad€ neomycinem) a po ziskani stabilnich linii je druhé alela

nahrazena tetracyklinovym represorem a dalSim resistenc¢nim markerem (hygromycin).

Fragmenty 5° UTR a 3° UTR oblastt NUBM byly amplifikovany pomoci PCR
z genomoveé DNA linie Lister 427, genomova DNA byla z bunék izolovana pomoci komer¢né
dostupného kitu. (GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit, Sigma-Aldrich®).
Byla pouzita polymeraza OneTaq (New England BioLabs, Inc.). Postup a slozeni reakci jsou
uvedeny v tabulkach (Tab. X, Tab. XI). Pro knock-out druhé alely byly vybrany homologni
useky v UTR oblastech blize ke kodujici sekvenci, aby nedoSlo k rekombinaci s prvni
modifikovanou alelou (Obr. 11). Pouzité primery obsahujici pfislusna restrikcni mista jsou
uvedeny v tabulce (Tab. XII). 5° UTR PCR produkt byl nastipan restrikénimi enzymy Notl a
Mlul, 3° UTR produkt byl nastipan Xbal, Stul enzymy. Fragmenty byly ovéfeny na
agarozovém 1,2 % gelu a z gelu izolovany pomoci komercniho kitu. Do plasmidu pLew13
obsahujiciho pfislusna restrik¢éni mista byl zaligovan 5° UTR usek, uspésnost klonovani byla
ovétena, a poté byla zaklonovéana 3° UTR ¢ast. Klonovanim vznikl vektor obsahujici geny pro
T7 RNA polymerazu a neomycinovou resistenci ohrani¢ené homolognimi 5‘UTR a 3°UTR
oblastmi NUBM. Modifikovany plasmid pLew13 byl linearizovan §tépenim pomoci Notl
enzymu (37 °C, 2,5 hod) a transfekovan do bunék Lister 427 tak, jak je popsano v kapitole
3.2.6. Po ziskani stabilnich klonii byla z bunék izolovana genomova DNA uzitim komercniho
kitu. U kloni byla otestovana ptitomnost modifikované kazety pomoci PCR a primerd

uvedenych v Tab. XIII, mista nasedani primert jsou vyznacena na obrazku (Obr. 12).

Pro vytazeni druhé alely byl vytvofen pLew13 vektor obsahujici 5° a 3> UTR tuseky
NUBM homologni k UTR regioniim v oblastech blize ke kodujici sekvenci, nez tomu bylo u
prvni alely. Vektor byl vytvoren stejnym zpusobem jako je uvedeno vyse. Nasledné byl stépen
pLew90 enzymy Xhol a Stul, ¢imz byla vystfizena oblast hygromycinové resistence a
tetracyklinového represoru. Tato kazeta byla nasledné vlozena mezi 5° a 3° UTR oblasti

v modifikovaném pLew13 vektoru. pLew13 byl linearizovan pti 37 °C, 2,5 hod enzymem NotI

25



a poté transfekovan do bunék s jiz modifikovanou alelou. Transfekce probihala stejné, jako je

popsano v kapitole 3.2.6.

1. modifikovana alela
intergenic region T7 RNA polymerase neomycine

2. modifikovana alela

Obr. 11: Schéma modifikovanych alel double knock-out strategie.

Tab. X: SloZeni PCR reakce pro fragmenty UTR oblasti NUBM slouzici k homologni rekombinaci,
celkovy objem reakce byl 50 ul.

roztok finalni koncentrace
5x OneTagq standard reaction pufr 1x
dNTPs (10 mM) 200 uM
primer forward (10 puM) 0,2 uM
primer reverse (10 uM) 0,2 uM
OneTaq DNA polymeraza 1,25 U/50 ul
DNA 500 ng

Tab. XI: Pritbéh PCR pro fragmenty UTR oblasti NUBM slouzici k homologni rekombinaci, s vyuZitim

Onelaq polymeradzy.
pocet cykla teplota (°C) cas
1 94 30s
94 20's
30 61 30s
68 20 s
1 68 5 min
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Tab. XII: Primery pouzité pri amplifikaci homolognich oblasti dKO NUBM. Podtrzené jsou sekvence

restrikcnich mist.

nazev primeru kéd primeru restrik¢ni misto
5' UTR sKO fw AZ1451 Notl

5' UTR sKO rev AZ1452 Miul

3' UTR sKO fw AZ1453 Xbal

3' UTR sKO rev AZ1454 Stul, Notl

5' UTR dKO fw AZ1521 Notl

5' UTR dKO rev AZ1522 Miul

3' UTR dKO fw AZ1523 Xbal

3' UTR dKO rev AZ1524 Stul, Notl

sekvence
ATAGCGGCCGCGGTTTACATTAGGTG
CGTGCG
ATAACGCGTCTCGAGTCTCCTTCTCC
TTTCTCGCC
ATATCTAGAATTTAAATCATCAAGTT
GACGGCGTTTC
ATAAGGCCTGCGGCCGCAGACATGAT
CCCACCCCAC
ATAGCGGCCGCTACAGTCAGTAGTCG
CAGCG
ATAACGCGTCTCGAGCACAAACGCA
CACAACCAC
ATATCTAGAATTTAAATGAAAATATC
GTATGGGCGCC
ATAAGGCCTGCGGCCGCAAGGTGCGA
CTCAGTTAAAC

Tab. XII: Sekvence primerii urcenych k verifikaci double knock-outu genu NUBM.

nazev primeru
AZ0098
AZ0097
AZ1532
AZ1533

sekvence
CTTGCCGAATATCATGGTGG
GTAAATCCGGATCAGATCAGC
TGTTTGCCTGCATGGTGTATG
AACCCAACAAAAACGGCAGC

single knock-out — PCR ovéreni

A7Z1532

—

intergenic region T7 RNA polymerase

4
AZ0097

A70098
—
4
A71533

Obr. 12: Schéma oblasti testovanych pomoci PCR k ovéreni knock-outu jedné alely NUBM.
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3.2.6 Transfekce vytvorenych vektord do linii Trypanosoma brucei

Buriky T. brucei o koncentraci 1x107 /ml byly stogeny po dobu 10 min pfi 1300 x g pfi
4 °C. Pelet bunék byl resuspendovan v 5 ml studeného roztoku CytoMix (25mM hepes
(pH 7,6), 120mM KCl, 0,15mM CaClz, 50mM KH>PO4 ,50mM K>;HPO4, 2mM EDTA, 5SmM
MgCl,, 6mM glukoza) a znova stoCeny. Nakonec byly buriky resuspendovany v 0,5 ml
CytoMixu (pH 7,6). Kyveta byla naplnéna chlazenou sterilni linearizovanou DNA o objemu
10ul a do kyvety bylo pfidano 0,5 ml smési bunék. Buriky byly elektroporovany a poté
smichany s 6 ml SDM-79 média s pfimési 10 % FBS. Buiiky byly inkubovany pfes noc
v 27 °C. Poté bylo pfidano 6 ml média s 2 x koncentraci selekcniho antibiotika. Konecna
koncentrace antibiotika byla 2,5ug/ml pro phleomycin, 10pg/ml pro blasticidin. Buiiky po
transfekci byly roziedény do 24 jamkové desticky k ziskani semi-klonalnich linii. Selekce

probihala cca 3 tydny.
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3.3 Raistové kiivky

U geneticky modifikovanych linii nas zajimal vliv absence podjednotek komplexu I na
schopnost bunék délit se. Byla indukovana RNAi pomoci tetracyklinu po dobu 6-8 dni a kazdy
den byla méfena koncentrace bun¢k v 10ml média. PocateCni koncentrace bunck byla
2 x 10%/ml a bun&né kultury byly po kazdém méfeni nafedény na pocatecni koncentraci.
Rastovy fenotyp byl porovnavan u neindukovanych bun€k a u bunék s indukovanou RNA..
Byla spocitana kumulativni koncentrace predstavujici nartst koncentrace bun¢k béhem 6-8
dna v teoretické lahvicce dostatecné velké na to, aby bunécné kultury nemusely byt kazdy den
fedény. Kumulativni koncentrace byla pro kazdy den vypocitana vynasobenim fediciho
faktoru a naméfenym poctem bunek; fedici faktor je podil naméfené a poCatecni koncentrace.

Ristova kiivka byla vytvorena v programu GraphPad Prism 7.
fedici faktor = namérenda koncentrace/2x10°

kumulativni koncentrace = fedicl faktor » namérena koncentrace

3.4 Nativni proteinova elektroforéza a aktivita proteind

Nativni gradientova elektroforéza umoziuje separaci proteini bez pouziti
denaturacnich Cinidel a pfi zachovani konformace proteinovych komplexti. Pomoci nativni
elektroforézy jsme separovali mitochondrialni komplexy, které jsme ziskali z mitochondrii
pomoci hypotonické lyze z bunék za pouziti jehly. S gelem se separovanymi proteiny byla
provedena aktivacni assay s roztokem obsahujicim NADH a NBT (nitroblue tetrazolium

chlorid) a byla sledovana NADH dehydrogenazova aktivita proteina v gelu.

Buriky v mnozstvi 3x10® byly stogeny pii 1300 x g na 10 min pii 4 °C a
resuspendovany v 1,5 ml chlazeného NET roztoku (0,15M NaCl, 0,1M EDTA, 10mM Tris-
HCI (pH 8)) a znova sto¢eny. Dale byly buiiky resuspendovany v 1,5 ml DTE (1mM Tris-HC1
(pH 8), ImM EDTA). K rozrusSeni bunék doslo protlacenim smési pres 25G jehlu, po kterém
bylo okamzité pridano 180 ul 60 % roztoku sachardzy. Rozrusené buriky byly stoCeny na
10 min pii 15000 x g pfi 4 °C a supernatant byl odstranén. Pelet byl resuspendovan v 500 ul
roztoku STM (250mM sacharédza, 20mM Tris pHS, 2mM MgCly). K peletu bylo ptidano 1,5 pl
IM MgCl,, 1,5 ul 0,1M CaCl> a nakonec 0,7 ul DNasy (10 mg/ml). Nasledovala inkubace
1 hodinu. Aktivita DNasy byla zastavena pfidanim 500 ul STE (250mM sachar6za, 20mM
Tris (pH 8), 10mM EDTA). Smés organel vcetné mitochondrii byla nakonec stoena pfi
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15000 x g (10 min, 4 °C), omyta 500 ul STE a znova stoCena. Pelety obsahujici mitochondrie
byly skladovany v -80 °C.

Izolované mitochondrie byly resuspendovany v 40 pul MLB pufru (750mM ACA,
50mM Bis-Tris pH 7, 0,5mM EDTA, 1x inhibitory proteaz) a bylo pfidano 10 pl 10% roztoku
n-dodecyl-B-D-maltosidu (DDM). Nasledovala 1hodinova inkubace na ledu, poté byly lyzaty
mitochondrii stoCeny na 12 000 rpm (30 min, 4 °C). Ze supernatantu bylo kolorimetricky
stanoveno mnozstvi proteini pomoci BCA (bicinchoninic acid) assaye pouzitim komercné
dostupného kitu (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific™). Absorbance vzorkt
byla stanovena pifi 562nm, vzorky byly nafedény s MLB pufrem v poméru 1:10 a 1:20 a jako
referen¢ni protein byl pouzit albumin z bovinniho séra. Jako kontrola bylo odebrano 8 pg
mitochondrialnich proteind na SDS PAGE elektroforézu, proteiny byly smichany s MLB
pufrem a s SDS nanédSecim barvivem (MLB a SDS pufr v poméru 2:1). SDS PAGE
elektroforéza byla provedena stejnym zpusobem jako je uvedeno v kapitole 3.2.3. Na
high - resolution clear native PAGE bylo pouzito 40 ug proteini. Roztok obsahoval 2 ul
barviva (50 % glycerol, 0,1 % Ponceau S) a byl doplnén do 20 ul MLB pufrem. Roztok byl
minimaln€ 10 minut inkubovan na ledu. Proteiny byly naneseny do komer¢niho nativniho gelu
(3-12 % Bis-Tris NativePAGE™ Mini Protein Gel, Invitrogen™), byl pouzit katodovy
(15mM Bis-Tris pH 7, 50mM Tricin, 0,05 % DOC, 0,01 % DDM) a anodovy (5S0mM Bis-Tris
(pH 7)) pufr. Pfed naloadovanim proteini gel bézel 20 minut pii 100 V a pokojové teploté.
Proteiny byly separovany 2-3 hodiny pii 100 V a4 °C. Nativni gel byl inkubovan v aktivacnim
pufru (100mM Tris-HCI pH 7,4, 0,14mM NADH, 1mg/ml NBT) v Petriho misce, miska byla
zakryta hlinikovou folii. Pufr obsahoval NADH a byla tak pozorovana dehydrogenazova

aktivita enzyml. Enzymaticka aktivita byla sledovana po 1 hod. a 12 hod. barveni.
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3.5 Alamar blue assay

Alamar blue assay je metoda urcujici latkovou cytotoxicitu. Vyuziva modré barvivo
resazurin, které ma schopnost vstupovat do bunék, ale neni pro burky toxické. Resazurin je
oxidaéné-redukeni Cinidlo, které se v redukEnim prostiedi zivych bunék méni na resorufin a
meéni tak svou barvu v zavislosti na mnozstvi zijicich respirujicich bunék. Resorufin m4 jasnou
fluorescencni rdzovou barvu a intenzita fluorescence se meéni podle mnozstvi
spotfebovavaného kysliku v méfeném vzorku a indikuje bunécné metabolické funkce. Pti této
metode¢ je zjistovana hodnota EC50 urcujici koncentraci inhibitoru, ktera je potieba k inhibici
aktivity specifického enzymu a zabiti 50 % populace bunék. V tomto experimentu byl pouzit

rotenon, inhibitor komplexu 1.

Pfi alamar blue assayi byla zjiStovana cytotoxicita rotenonu, meétfeni probihalo
v 96 jamkové destiCce. Nejvyssi koncentrace rotenonu byla 150 uM, rotenon byl fedén
2x tedici fadou v deseti jamkach v objemu 100 pl, nejnizsi koncentrace byla 0,293 uM. Buriky
v objemu 100 pl byly smichany se 100 pl roztoku rotenonu, finalni koncentrace bunék byla
1x10° na jamku. Inkubace bunék v destice pfi 27 °C probihala 48 hodin, poté bylo pfidano
20 pl resazurinu (finalni koncentrace 50 uM, pH 7,3) a buiky byly inkubovany dalSich
24 hodin. Nakonec byla méfena fluorescence pfi 590nm. K analyze dat byl pouzit program

GraphPad Prism a funkce nelinearni regrese, koncentrace rotenonu byla logaritmovana.
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4. Vysledky
4.1 CRISPR/Cas9 knock-out podjednotky NDUFA6 v RBP6YF linii nebyl

uspesny

Ke zjisténi vyznamnosti aktivity komplexu I béhem diferenciace jsme se rozhodli
provést knock-out jedné z podjednotek komplexu I pomoci CRISPR/Cas9 systému. Byla
vybrana podjednotka NDUFAG, jejiz delece v kvasinkach vedla k naruseni dehydrogenazové
funkce komplexu I (Angerer et al., 2014). Pokus o knock-out byl proveden v burikach linie
RBP6%E u nichz Ize indukovat diferenciaci pomoci tetracyklinu. Cilem bylo vytvofit linii
bunék s nefunkénim komplexem I na pozadi RBP6 exprese a predpokladem bylo naruSeni
schopnosti bun¢k se diferencovat. Do bunék byl nejprve transfekovan plasmid pAilC9
slouzici jako templat pro expresi Cas9 enzymu a T7 RNA polymerdazy. Klony byly
selektovany pomoci blasticidinu (10pug/ml) a nasledné byla provedena druha transfekce. Pri
druhé transfekci byly do bun€k vlozeny DNA fragmenty selekéni puromycinové kazety a
templatl pro in-vivo transkripci navadécich RNA (5’sgRNA a 3’sgRNA) ziskané PCR reakci.
Klony byly selektovany pomoci puromycinu a poté byla izolovana genomova DNA.
Uspé&snost inkorporace puromycinové kazety a knock-out NDUFA6 genu byly testovany
provedenim nékolika PCR reakci s genomovou DNA ziskanych klonti B2, B3, B5 a C2.

Na obrazku agarézovych gelt Ize vidét, ze ani u jednoho z klont nedoslo k inkorporaci
modifikované kazety obsahujici selekéni marker. Zaroven vSechny klony mély zachovanou
celou ptivodni NDUFAG6 alelu (Obr. 13). Metoda knock-outu alely podjednotky NDUFAG6
metodou CRISPR/Cas9 tak nebyla uspésna.
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CRISPR/Cas 9 alela

NC wt B2 B3 B5 C2 NC pPOT

700 — AZDBT3+AZ0OBTA
AZ1370+AZ0874

1000 —| !!."] 500bp

AZ08T3+AZ1373
995bp

AZ1370+AZ1373
1307bp

plvodni alela

NC wt B2 B3 B5 C2
AZ1370+AZ1371
450bp

AZ1372+AZ1372
419bp

_ AZ1370+AZL1373
S| - - - '

2550bp

Obr. 13: Agarozové gely s produkty PCR reakci oveérujicich modifikaci NDUFAG alely pomoci
CRISPR/Cas9 metody. Vpravo jsou uvedeny pouZité primery a ocekdavana velikost produktu. Jako
kontrola (wt) byly pouzity buiiky parentalni linie RBP6°*, negativni kontrola — NC.



4.2 Vytvoreni linii s RNAi podjednotky NDUFAG6 na pozadi 29-13 vyuzitim

vektoru pTrypson, ale selhani piistupu na pozadi RBP6Y'E

Pro vytvoreni linie bez aktivity komplexu I na pozadi RBP6 exprese indukujici
diferenciaci jsme po neuspéSnosti metody CRISPR/Cas9 pfistoupili k metodé RNAi. Cilem
bylo ziskat linii se snizenym mnozstvi podjednotky NDUFAG6, u niz vlivem ztraty komplexu I
nedojde k indukci diferenciace. Jako vektor byl zvolen pTrypson generujici dvouvlaknovou
RNA pfi indukci tetracyklinem cilenou na kodujici ¢ast NDUFA6 podjednotky. Vektor
pTrypson pro RNAi genu NDUFAG6 byl transfekovan do bunék linie RBP6°E a butiky byly
selektovany po dobu cca 3 tydni. Z bunék byly nasledné ziskany celobunééné lyzaty, které
byly pouzity na SDS-PAGE elektroforézu a bunky byly otestovany na pfitomnost proteind
NDUFAG6 a RBP6.

U ziskanych bunék RBP6”E_NDUFA6PT™P* doslo po indukci tetracyklinem ke zvysené
expresi RBP6 proteinu, jez byla detekovana protilitkou k RBP6 proteinu (Obr. 14).
Pozorovana exprese RBP6 zaroveri korelovala s projevem rustového fenotypu, kdy doslo ke
snizeni proliferace bunék, coz znaci indukci diferenciace (Obr. 15) Tento rastovy fenotyp je
ptiznaény pro diferencujici se linii RBP6%E (Obr. 19) (Dolezelova et al., 2020). Bohuzel
nedoSlo ke snizeni mnozstvi podjednotky NDUFA6 detekované NDUFAG6 protilatkou
(Obr. 14). RNAI vyuzivajici vektor indukujici vlasenkovou dvouvldknovou RNA tak nebyla
v RBP6°E linii tispésna.

REPG6YE _NDUFAGPTYP:

MOM  IMD2  IND4 [INDE

84KD8 — | NDUFAG

27kDa — — o . REPS

Obr. 14: Western blot s celobunécnymi lyzaty linie RBP6”F _NDUFAG""™", k vizualizaci proteini byly
pouZzity protilatky anti-NDUFAG6 a anti-RBP6. Indukce pomoci tetracyklinu probihala 8 dni.
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Obr. 15: Ristovd kiivka linie RBP6”F _NDUFAG6""™" béhem 8denni tetracyklinové indukce RNAi
NDUFAG6 a exprese RBP6.

Pro kontrolu, zda je vytvofeny vektor pTrypson funkcni, jsme se rozhodli pro
transfekci do linie 29-13. Byla tak vytvorena linie 29-13_NDUFA6P™™P, y niZ Ize indukovat
RNAi proti genu NDUFAG6. V piipadé linie 29-13_NDUFA6PT™™P byla RNAi pomoci
pTrypsonu uspésné a jiz od druhého dne indukce byl pozorovan vyrazny pokles mnozstvi
NDUFAG proteinu (Obr. 16). Lze tak pfedpokladat, ze vektor byl v poradku a selhani RNAi
v linii RBP6“F bylo zplisobeno né¢im jinym. Na rlstovy fenotyp neméla RNAi v linii
29 - 13_NDUFAG6PT™Ps 7adny vliv, buiiky v médiu rostly stejné jako parentalni linie 29-13
(Obr. 17).

29-13_NDUFAGPTvPS

29-123 NOM  INDZ  IND4  IND2
mna_b- - NDUFAG

Obr. 16: Western blot ukazujici detekci NDUFAG proteinu s protilatkou k NDUFAG6 k ovéreni RNAi
genu NDUFAG pri pouziti vektoru pTrypson u bunék linie 29-13. Indukce probihala 6 dni, jako

kontrola byla pouZita parentalni linie 29-13.
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Obr. 17: Ristova kifivka bunék linie 29-13_NDUFAG'™™" (modra kiivka) béhem 8denni tetracyklinové
indukce RNAi, jako kontrola byly pouZity bunky parentalni linie 29-13 (Cerna krivka).

Jako dalsi krok jsme provedli obraceny postup, kdy jsme do linie
29 - 13_NDUFAG6PT™P y niz RNAi fungovala spravné, vloZili konstrukt pro indukci exprese
proteinu RBP6. Byl pouit stejny konstrukt jako k vytvoreni RBP6YE. Cilem bylo zajistit, ze
RNAIi bude zachovéna a zaroveii bude mozné indukovat buné¢nou diferenciaci. Tato bunécna
linie byla nazvana 29-13_NDUFAG6PTP/RBP6“E. Na obrazku western blotu Ize vidét, ze
RNAI je stale funkcni, nicméné nedochazi ke zvySené expresi RBP6 proteinu (Obr. 18). Tato
skuteCnost koreluje s absenci ristového fenotypu (Obr. 19). Rist indukovanych a
neindukovanych bunék je stejny a nevykazuje znaky probihajici diferenciace, které lze

pozorovat u linie RBP6“E (Obr. 19).

Pouzitim vektoru pTrypson se tedy nepodafilo dosahnout snizeni mnozstvi proteinu
NDUFAG6 na pozadi RBP6YF a nebyla ziskana linie bez aktivniho komplexu I, u niz by bylo
mozné indukovat diferenciaci. Problémem tohoto pfistupu je pravdépodobné dualni vyuziti
stejného inducibilniho systému, kdy indukce jak RNAi, tak exprese RBP6 jsou spustény
pomoci tetracyklinu. Metoda RNAi tedy neni vhodnym néstrojem k ovéfeni role komplexu I

béhem diferenciace.
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Obr. 18: Western blot s celobunécnymi lyzaty linie 29-13_NDUFAG"™"/RBP6“* s funkcni RNAi genu

NDUFAG6 pouzitim vektoru pTrypson. Indukce RNAi probihala 6 dni a jako kontrola byla pouZita

parentalni linie RBP6°" po dvoudennt indukci exprese proteinu RBPG.
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-8 A 29.13 NDUFA6°""P/RBP6°’E
-¥- 29-13_NDUFA6PTYP/RBP6YE + tet
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Obr. 19: Riistova krivka linie 29-13_NDUFA6""""/RBP6”* béhem tetracyklinové indukce RNAi a

nefunkcni RBP6 overexprese. Jako kontrola riistového fenotypu RBPG6 exprese byly indukovdny buiiky

linie RBP6 7,
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4.3 Snizeni exprese NDUFA6 podjednotky nema vliv na NADH

dehydrogenazovou aktivitu detekovanou pomoci nativni elektroforézy
V linii 29-13_NDUFA6P™™ se nam podafilo vyrazné snizit pfitomnost podjednotky
NDUFAG6. Dalsim krokem bylo zjistit, zda ma ztrata této podjednotky vliv na NADH
dehydrogenazovou aktivitu komplexu I. Pfedpokladem bylo, ze aktivita komplexu I bude

snizena stejné jako tomu bylo v kvasinkéach (Angerer et al., 2014).

Byla provedena nativni gelova elektroforéza s proteiny z lyzovanych mitochondrii
linie 29-13_NDUFA6PT™PS, Na obrazku nativniho gelu Ize vidét silny band enzymu s NADH
dehydrogenazovou aktivitou, ktery velikostné odpovida komplexu I (1 — 1,2 MDa) (Obr. 20).
Podle bandu Ize usuzovat, ze enzymaticka aktivita se béhem indukce RNAi genu NDUFA6
neméni a je stejnd jak v neindukovanych buikach, tak v buiikach po 2denni, 4denni 1 6denni
indukeci. Ztrata podjednotky NDUFAG tak ziejmée nema vliv na aktivitu komplexu I a komplex
zastava aktivni. Druhym moznym vysvétlenim je, ze band vykazujici NADH
dehydrogenazovou aktivitu neni komplexem I a je vizualizovana jina mitochondrialni NADH

dehydrogenaza.

29-13_NDUFAGP™Ps

NON IND2 IND4 INDG6

1236 kDa
1048 kDa

720 kDa

480 kDa

Obr. 20: NADH dehydrogendzova aktivita proteinii v nativnim gelu u  bunék
29 - 13 NDUFAG"™P5. Ocekdvand velikost komplexu I je mezi 1-1,2MDa.
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4.4 Senzitivita na rotenon neni pi1 deleci NDUFAG6 podjednotky zvySena

Linie 29-13_NDUFA6PT™  postrada NDUFA6 podjednotku, nicméné jsme
nepozorovali snizeni NADH dehydrogenazové aktivity v nativnim gelu. Proto jsme se
rozhodli otestovat senzitivitu bun€k na rotenon, inhibitor komplexu I. Pokud by se projevilo,
Ze builky jsou méné sensitivni na tento inhibitor, pak by ztrata NDUFAG6 ovliviiovala funkci
komplexu I. Taky by se poukézalo na moznost, ze funkce komplexu I ma v buiikach néjaky

vyznam, i pfesto, ze nebyl pozorovan zadny rastovy fenotyp.

Nejprve byla alamar blue assay provedena s bunkami linie 29-13 v médiu bez
tetracyklinu, s tetracyklinem o koncentraci 1pug/ml a s tetracyklinem o koncentraci 10pg/ml
(Obr. 21). Cilem bylo vylougit vliv tetracyklinu na fluorescenci. Butiky 29-13_NDUFA6PTYP
byly otestovany pomoci alamar blue assaye rovnéz s tetracyklinem o koncentracich Opg/ml,
Ipg/ml a 10pg/ml v médiu (Obr. 22). Hodnoty EC50 pro linii 29-13 byly 18,5 uM (Opg/ml
tet), 16,3 uM (lug/ml tet) a 159 puM (10ug/ml tet). Naméfenda EC50 v médiu
s nejkoncentrovanéjSim tetracyklinem je tak mirné snizend, ale rozdil je prakticky
zanedbatelny, a tak se miizeme domnivat, Ze tetracyklin nema na méfeni senzitivity na rotenon
vliv. U bunék linie 29-13_NDUFA6P™ byl u hodnot EC50 pozorovan podobny trend -
29,8 uM (Opg/ml), 28,3 uM (1ug/ml tet) a 24,5 uM (10pg/ml tet). Buiiky s indukovanou
RNAI (s tetracyklinem) tak nejsou vice senzitivni na rotenon. Opét se tak potvrdilo, ze absence
proteinu NDUFA6 nema pravdépodobné vliv na funkci komplexu I. Podjednotka NDUFA6

tak neni vhodna na experimenty sledujici aktivitu komplexu I a jeho dilezitost v T. brucei.
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Obr. 21: Senzitivita na rotenon mérena pomoci alamar blue assaye u linie 29-13. Hodnoty fluorescence

byly normalizovany, koncentrace rotenonu byla logaritmovdna.
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Obr. 22: Senzitivita na rotenon méfend pomoci alamar blue assaye u linie 29-13_NDUFA6"™,
Senzitivita je u neindukovanych i indukovanych bunék stejna. Hodnoty fluorescence byly

normalizovdany, koncentrace rotenonu byla logaritmovdna.
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4.5 Uspé&sna delece jedné alely genu NUBM v divoké linii Lister 427
Pouziti podjednotky NDUFAG6 ke studovani komplexu I nebylo Gspésné, a tak jsme

prikrocili k jiné podjednotce komplexu I. Zvolili jsme podjednotku, ktera mé pfimou vazbu na
enzymatickou aktivitu komplexu I a u€astni se oxidace NADH — podjednotku NUBM. Metoda
RNAi nemuaze byt pouzita, protoze v piedchozich experimentech jsme zjistili, ze pristup
indukce RNAI a zaroverti exprese proteinu RBP6 stejnym inducibilnim systémem neni vhodna.
K vypnuti exprese této podjednotky jsme tudiz vybrali metodu double knock-out
v procyklické linii Lister 427. Tato linie je vhodna k vytvoreni double knock-outu za pouziti
dvou selek¢nich markert (na kazdou alelu jiny), protoZe neobsahuje zadné selekcni markery,
a muze byt do bunék nasledné také vlozena kazeta pro RBP6 expresi. Vznikne tak bunéc¢na

linie, u niz bude mozné sledovat vliv absence komplexu I na diferenciaci.

K vytazeni jedné NUBM alely byl do bunék pfi transfekci vlozen konstrukt s geny pro
T7 RNA polymerazu a neomycinovou rezistenci. Klony, u nichz doslo pomoci homologni
rekombinace k nahrazeni NUBM alely nasim konstruktem, byly selektovany neomycinem a
poté z nich byla izolovana genomova DNA. S DNA byly provedeny PCR reakce ovétujici
inkorporaci konstruktu na specifické misto (Obr. 23). Delece jedné NUBM alely a vlozeni
konstruktu aspésné probéhlo v klonu B4, coz bylo potvrzeno amplifikaci produkti o spravné
velikosti v mistech 5° UTR a 3° UTR integrace (Obr. 23). Linie Lister 427 single knock-out
pro gen NUBM byla tedy uspésné vytvorena. Druha alela bude nahrazena konstruktem s geny
pro tetracyklinovy represor a hygromycinovou rezistenci. Z ¢asovych divodu tento

experiment jeSt€ neni dokoncen a neni tudiz soucasti této prace.

B4 B C5 wt NC

1000 — A71532+A70097
700 — - 757bp

B4 BS €5 wt NC
1500 — AZ1533+AZ0098
1000 — - 1168bp

Obr. 23: Agarozovy gel s produkty PCR reakci ovérujici knock-out alely NUBM. Primery AZ1532 a
AZ0097 nasedaly v misté 5° UIR inkorporace a primery AZ1533 a AZ0098 v misté 3° UIR

inkorporace. Knock-out byl iispésny v klonu B4.
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4.6 RNA iterference NUBM podjednotky pomoci pTrypson vektoru se
nezdafila

V prabéhu ¢asové zdlouhavé pripravy double knock-outu genu NUBM jsme zacali

pracovat na piipravé RNAI linie pro NUBM podjednotku v buiikach 29-13_NUBM Yt

za pouziti vektoru pTrypson. Tato linie ma jednu alelu NUBM genu otagovanou V5 znackou,

a tudiz vysledny protein NUBM Ize snadno detekovat pomoci specifické anti-V5 protilatky.

Dutvodem téchto experimentl bylo ovéfeni dulezitosti NUBM podjednotky pro strukturalni

integritu komplexu I a jeho NADH-oxidazovou aktivitu v procyklickych formach 7. brucei.

U klontt D3 a D4 linie 29-13_NUBM Y°“%¢_NUBMP™?* byla RNAi podjednotky
NUBM indukovana 7 dni a nasledné byly klony pomoci western blotu otestovany na mnozstvi
ptitomného proteinu NUBM. Na obrazku mizeme vidét, ze mnozstvi NUBM se béhem RNAi
ani u jednoho z klonti nesnizilo (Obr. 24). Otestovali jsme tedy, zda se v této linii exprimuje
dostate¢né mnozstvi T7 RNA polymerazy a tetracyklinového represoru, jez jsou pro uspésnost
RNAI zéasadni. Mnozstvi tetracyklinového represoru je v obou klonech stabilni. Hladina T7
RNA polymerazy se od 4. dne u klonu D4 snizuje, coz mize byt zptisobeno problémem spise
technického razu, naptiklad nedostateCnou vazbou protilatky na membranu, nebot’ v ptipadé
klonu D3 je hladina proteinu v pribéhu indukce stabilni (Obr. 24). Zavérem Ize konstatovat,

ze pouziti vektoru pTrypson k RNAi podjednotky NUBM nebylo uspesné.

29-13_NUBM V5tze_ NUBMPTvP:

D3 D4

NON IND2 IND4 IND7 NON |IND2 IND4 IND7

60 kDa —— | s S e S s NUBM
oi0n — B e S WS D M. S | T7 RNA polymerza

22 kDa - ‘ Q_! - g - - Tet represor

Obr. 24: Western blot ovérujici funkcnost systému RNAi pouzitim vektoru pTrypson.
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4.7 Snizeni hladiny podjednotky NUBM pomoci RNAi s pouzitim p2T7-177
vektoru na pozadi 29-13_NUBM V"% linie

Selhani vektoru pTrypson pifi RNAi NUBM nas piivedlo k pouziti jiného vektoru, a to
p2T7-177. Do bunék 29-13_NUBM"“ byl transfekovan vektor p2T7-177 slouzici ke
generaci dvouvlaknové RNA cilené na NUBM podjednotku. Buiky byly selektovany
phleomycinem (10pug/ml) a u zdarnych selektovanych klonti D5 a D6 byla indukovana RNAi
pomoci tetracyklinu. Indukované butiky byly zlyzovany a lyzaty byly pouzity na verifikaci
mnozstvi proteinti pomoci western bloti. Hladina NUBM podjednotky je u obou klon D5 a
D6 linie 29-13_NUBMY% _NUBMP?'77 zfeteln& snizena (Obr. 25). Mnozstvi dalsi
podjednotky komplexu I, NDUFAG6, ovlivnéno neni. Jako kontrola celkového mnozstvi
proteint, které byly naneseny na membranu, byla zkontrolovana hladina adenin fosforibosyl
transferazy (APRT) a jeji mnozstvi je u vzorku stabilni, vyjma indukéniho dne 4 u klonu DS5.
Nicméné i u této odchylky v mnozstvi nanesené smeési proteinti je uspéSnost RNAi prukazna
(Obr. 25). U linie 29-13_NUBMY>2¢_NUBMP*'"177 se tedy podaiilo zdarné indukovat RNAi
podjednotky NUBM. Pii sledovani rustového fenotypu beéhem indukce RNAi bylo
pozorovano, ze ztrata NUBM podjednotky nema na burky vliv a fenotyp je stejny u
indukovanych i neindukovanych bunék obou klonti D5 a D6 (Obr. 26). Na zakladé tohoto
pozorovani se muzeme domnivat, ze ztrata podjednotky NUBM klicové pro
dehydrogenazovou aktivitu komplexu I neni pro builky fatalni a ze enzymaticka aktivita

komplexu I neni esencialni.

29-13 NUBM V5te_ NUBMP2T7177

D5 D6
25-13V5 INDO |IND4 |INDG6 INDO IND4 |INDG6
60 kDa | S - NUBM
84 kDa ——— — - T a—— NDUFA6
26 kDa T — e c— ™ | APRT

Obr. 25: Western blot ovetujici uspésnost RNAi NUBM pomoci p217-177. Byly naneseny protildtky
anti-V5 (NUBM), anti-NDUFA6 (NDUFAG) a anti-APRT (APRT). RNAi byla indukovana 6 dnii u dvou
vybranych klonit (D5, D6). Jako kontrola byly pouZity buitky parentdlni linie 29-13_NUBM "**
(29 - 13V5).
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Obr. 26: Rustovd kiivka kloni D5 (Cernd kiivka) a D6 (modrd kiivka)
linie 29 - 13_NUBM""*¢_NUBM "?""'”7 béhem 6denni indukce RNAi podjednotky NUBM. Mezi

indukovanymi a neindukovanymi bunikami nebyl pozorovan Zdadny rozdil.

4.8 NADH dehydrogendzova aktivita komplexu I vnativnim gelu neni
prukazna

Linii s fungujici RNAi podjednotky NUBM jsme se rozhodli otestovat na
dehydrogenazovou aktivitu komplexu I v nativnim gelu s predpokladem, ze absence NUBM
podjednotky zptisobi neschopnost komplexu I provadét svou katalytickou aktivitu a oxidaci
NADH a band v oblasti ~ 1MDa nebude u bun¢k s indukovanou RNAIi detekovatelny. Z linie
29-13_NUBM Y5 NUBMP?""'"7 byly izolovany mitochondrialni lyzaty a v nativnim gelu
byly detekovany proteiny s NADH dehydrogenazovou aktivitou. V gelu je zietelny band
v oblasti nad 1 MDa, o kterém jsme piedpokladali, ze pfedstavuje komplex I, stejné vyrazny
u neindukovanych i indukovanych bunék (Obr. 27). Tento band dehydrogenazové aktivity tak
bud neni zpusoben aktivitou komplexu I anebo absence podjednotky NUBM nema na
katalytickou funkci komplexu I vliv. Mitochondridlni lyzaty jsme rovnéz otestovali pomoci
SDS-PAGE elektroforézy a western blotu s protilatkou proti V5 znacené NUBM za ucelem
potvrzeni funkéni RNAI v testovanych liniich (Obr. 28). Zavérem muzeme tvrdit, ze pomoci
nativni elektroforézy se nepodafilo zjistit vliv RNAIi na funkci komplexu I a zda je NUBM

podjednotka esencialni pro funkci komplexu I.
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Obr. 27: Nativni gel s linii 29-13_NUBM ">**_NUBM "*""""” s neindukovanou RNAi, s 3denni
a Sdenni indukci RNAi podjednotky NUBM (NON, IND3, INDS). NADH dehydrogendzova aktivita

proteinii se u indukovanych bunék neméni.

29-13_NUBM V5t2 NUBMP2T7177

NON IND3 INDS

| NUBM

60 kDa

Obr. 28: Western blot s linii 29-13_ NUBM V"¢ NUBM "*""'"7 s neindukovanou RNAi, s 3denni
a Sdenni indukci RNAi podjednotky NUBM (NON, IND3, INDS5), byla pouZita protildtka proti V5
znacce, kterd je pripojena k NUBM proteinu. Experiment potvrdil funkcni RNAi NUBM.
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5. Diskuse

Zamérem této prace bylo studium role komplexu v ramci diferenciace hmyzich forem
T. brucei. Jedna se o hypotézu opirajici se o drivejsi pokusy v nasi laboratofi, kdy bylo
pozorovano navyseni respirace projevujici se vyssi spotiebou prolinu a oxidaci sukcinatu
vedouci k hyperpolarizaci mitochondrialni membrany a také narGstu produkce
mitochondridlniho superoxidu v diferencujicich se buiikich RBP69E (Dolezelova et al.,
2020). Pomoci nativni elektroforézy byla rovnéz detekovana zesilena NADH
dehydrogenazova aktivita v oblasti ~ 1MDa, jez byla pfisuzovana komplexu I. Na zakladé
téchto experimentt jsme tedy vyvozovali, ze by aktivita komplexu I mohla hrat roli v pribéhu

diferenciace.

U linii s RNAi eliminovanymi podjednotkami NDUFA6 a NUBM jsme pozorovali
NADH dehydrogenazovou aktivitu v nativnim gelu a detekovany band o velikosti ~ 1MDa
byl vyhodnocen jako aktivni komplex I. Nicméné ani u jedné z linii nedoslo k zeslabeni této
aktivity (Obr. 20, 27). Jednim z divodd by mohla byt nevhodna volba eliminovanych
podjednotek, jejimz dusledkem by byl nulovy efekt na aktivitu komplexu I. V pfipade
podjednotky NDUFAG6 by to mohlo byt moznym vysvétlenim, i kdyz ztrata podjednotky
NDUFA6 byla diive klasifikovana jako fatalni pro katalytickou aktivitu komplexu I
v kvasinkach, nicméné vyznamnost této podjednotky pro komplex I 7. brucei potvrzena
nebyla (Angerer et al., 2014; Duarte & Tomas, 2014). Mohli bychom se tedy domnivat, ze
katalyticka aktivita komplexu I nebyla poklesem NDUFAG6 podjednotky ovlivnéna. Nejasna
ovSem zlstava otazka, pro¢ nedoSlo k naruseni dehydrogenazové aktivity pii absenci
podjednotky NUBM. NUBM se vyskytuje ve vSech identifikovanych komplexech I napfi¢
organismy a je jednou z centralnich podjednotek. Obsahuje koenzym FMN a Fe-S klastry, jeji
struktura je konzervovana a predstavuje vstupni misto elektronit z NADH (Opperdoes &
Michels, 2008). Eliminace této podjednotky by méla vylou¢it NADH dehydrogenazovou
aktivitu komplexu I a diavod, pro¢ nebyl pozorovan pokles této aktivity v predpokladané
velikosti 1MDa, muze byt zptusoben nedostateCnou specificitou pouzité metody k detekci

komplexu I.

Ptimé barveni NADH dehydrogenazové aktivity v gelu probiha na zakladé reakce, kdy
nitrotetrazolium modi (NTB) funguje jako artificialni finalni akceptor elektronu a pfi jeji
redukci dochazi k tvorbé fialovych precipitata (Ponti, Dianzani, Cheeseman, & Slater, 1978).
Tato metoda je ke sledovani NADH oxidoreduktazové aktivity bézn€ pouzivana, nicméné jeji

specificita je diskutabilni, nebot’ potvrzeni detekce aktivity komplexu I byva problémové.
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NADH:NTB aktivita mize byt detekovana také pro jiné NADH-zavislé mitochondrialni
dehydrogenazy, napt. pro 2-oxoglutarat dehydrogenazu (OGDC). OGDC navic v nativnim
gelu migruje pobliz komplexu I (Acestor et al., 2011; Surve et al., 2012; Verner et al., 2014).
V ptipadé Acestor et al., 2011 byla NTB-barvena aktivita detekovana v oblasti kolem 1MDa,
ale bylo zjisténo, ze v této oblasti se nachazi podjednotky jak komplexu I, tak OGDC. Lze
tedy vyvozovat, ze nami sledovany band v oblasti kolem 1MDa je tvofen pievazné OGDC a
rozdil v aktivit¢ u RNAi indukovanych a neindukovanych bunék nemohl byt detekovan.
V krevni formé T. brucei v Surve et al., 2012 byla podjednotka NUBM v nativnim 4-12 %
gelu pomoci protilatky detekovana v oblasti 720 kDa, avSak dehydrogenazova aktivita
v odpovidajici oblasti zaznamenana nebyla. Je tfeba zminit, ze migrace komplexti nativnim
gelem je ovlivnéna typem pouzitého gelu, pfipadné pouzitych detergenti. Nejvyraznéjsi
aktivita byla ve stejné studii detekovana v oblasti ~ 500 kDa, ale pfi ovéfeni pomoci protilatky
byla i tato aktivita spojena s dihydrolipoamid dehydrogenazou, ktera je sdilena Ctyfmi
proteinovymi komplexy, jednim z nichz je OGDC (Roldan, Comini, Crispo, & Krauth-Siegel,
2011). Dosavadni vysledky tudiz naznacuji, ze NADH dehydrogenazova aktivita specificka
pro komplex I zatim pozorovana nebyla a ze sledovani aktivity komplexu I v nativnim gelu je
narocnym ukolem, jejz je tfeba optimalizovat. K ovéfeni nami pozorovanych bandi
v nativnim gelu je potieba udélat Blue Native PAGE se specifickou protilatkou anti-V5, pii
které by byla zjisténa velikost komplexu I v nativnim gelu. Proteiny, které se v oblasti o
velikosti 1MDa nachazeji, by mohly byt proveéfeny hmotnostni spektrometrii, kterda by
umoznila identifikaci pfitomnych proteinovych komplext. Je pravdépodobné, ze detekce
aktivity komplexu I v nativnim gelu je limitovana jeho velikosti a vysokou hydrofobitou, ktera
je vyssi nez u jinych eukaryot, a moznosti, ze intaktni komplex I neni schopen proniknout do

gelu.

Senzitivita na rotenon u bun¢k s RNAi podjednotky NDUFAG6 nebyla ovlivnéna.
Predpokladali jsme, Ze buiky s RNAi budou mit mensi senzitivitu na rotenon jako dusledek
ztraty aktivniho komplexu I. Hodnoty EC50 byly u bunék 29-13 ~ 16uM rotenonu a u bun¢k
s RNAi ~25uM. Buiiky s RNAi NDUFAG6 tak mély asi 1,5x vy§si EC50 hodnoty koncentrace
rotenonu, avSak neprojevil se signifikantni rozdil mezi buikami sindukovanou a
neindukovanou RNAi (Obr. 21, 22). Rozdil byl tedy pravdépodobné zptisoben odlisnostmi
v technickém provedeni jednotlivych experimenti. K potvrzeni tohoto predpokladu by bylo
tteba udélat pokus v biologickych triplikatech. Ja jsem pokus neopakovala, protoze se

neprokazal vliv RNAi na senzitivitu na rotenon a opakovani pokusu bylo bezpfedmétné.
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Podjednotka NDUFAG6 tak pravdépodobné nema vliv na aktivitu komplexu I a v dalsi studii
by bylo pfihodné otestovat vliv rotenonu na butiky bez podjednotky NUBM, jez se piimo
podili na NADH aktivité komplexu 1.

Ke studiu komplexu I béhem diferenciace, jehoz role v T. brucei ziistava neobjasnéna,
je potifeba vytvorit linie, které postradaji komplex I a zaroven jsou schopné indukce
diferenciace. NejCist§im zplsobem vytazeni alel specifického genu je pomoci knock-outu,
ktery jsme se pokusili provést metodou CRISPR/Cas9 v linii RBP6%E, Metoda CRISPR/Cas9

je k editaci genomu §iroce vyuzivana. Linie RBP69

je limitovana dostupnosti selekcnich
marker(i, protoze jiz obsahuje tfi selek¢ni kazety (neomycin, hygromycin a phleomycin) a
poslednim pouzitelnym markerem je puromycin a blasticidin. Byla tedy zvolena transientni
CRISPR/Cas9 metoda, jejiz vyhoda spociva v transientni expresi Cas9 enzymu a T7 RNA
polymerazy a nevyzaduje jejich stabilni integraci do genomu parazita. Naproti tomu jeji
nevyhodou je niz§i uspéSnost pii ziskavani kloni ve srovnani s liniemi se stabilné
integrovanymi geny pro Cas9 a T7 RNA polymerazu (Shaw et al., 2020). Bohuzel nas pokus
o knock-out NDUFA6 podjednotky metodou CRISPR/Cas9 uspésny nebyl, jelikoz se nam
nepodafilo eliminovat ani jednu z alel. Divodem by mohla byt nedostate¢na exprese Cas9
enzymu anebo T7 RNA polymerazy, ktera zpusobila neefektivni specifickou integraci opravné

kazety. AvsSak zahadou zlstava rezistence ziskanych klont vici selekénimu puromycinu.

Relevantnim pfistupem by bylo tento pokus s transientni CRISPR/Cas9 zopakovat.

Selhani metody CRISPR/Cas9 pro vytvoreni nulového mutanta pro komplex I nas
privedlo ke klasické metodé double knock-out pomoci homologni rekombinace, kdy dojde k
vymeéng alel podjednotky komplexu I kazetami obsahujicimi selekéni marker. Tato metoda
nebyla zvolena jako prvni moznost kvuli své Casové narocnosti. Vytvoreni linie metodou
double knock-out trva v priméru 8 mésicd. Vzhledem k tomu, ze RBP6“E linie jiz obsahuje
tf1 kazety se selekénimi markery, byla pouzita linie divokého typu Lister 427. V dobé psani
této prace se mi podafilo UspéSné odstranit jednu z alel podjednotky NUBM (Obr. 23). Prace
na této linii bude pokracovat a po vytvoreni double knock-outu bude nasledné do této linie
vlozen konstrukt pro zvySenou RBP6 expresi, kterd umoziiuje indukci diferenciace a studium

role komplexu I v rdmci diferenciace hmyzich stadii.

Dalsi prekazkou, se kterou jsem se pii své praci potykala, bylo selhani metody RNAi
pouzitim vektoru pTrypson (McAllaster et al., 2016). Prestoze timto ptistupem se povedlo

eliminovat podjednotku NDUFAG®, v ptipadé podjednotky NUBM se uml¢eni genu nezdafilo.
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Béznou zalezitosti, kdy RNAI prestane fungovat, byva v pripadech, kdy je RNAI cilena na
esencialni gen. Pak dochazi k selekci rezistentnich bunék bez funkéni RNAI, protoze
probihajici RNAI je pro buriky fatalni. Nicmén¢ cilem RNAi v nasem pfipadé esencialni gen
nebyl. Dalsi moznosti, ktera by mohla zpusobit nefunkénost RNAi systému, jsou mutace
ovliviiujici regulaci a funk¢nost T7 RNA polymerazy anebo tetracyklinového represoru. Tyto
mutace se de€li na trans-acting a cis-acting. Trans-acting mutace jsou mutace ovliviujici
genovou expresi regulaCnich faktort (v nasem piipadé T7 RNA polymerazy a
tetracyklinového receptoru). Cis-acting mutace zpusobuji naruseni aktivace transkripéniho
procesu, kdy se regulacni faktor exprimuje, ale neni schopen své regulacni funkce, tj. se
vyvazat z genu, jez reguluje anebo naopak na gen nasednout. Pro ovéfeni, ze cis-acting oblasti
pro nasednuti T7 RNA polymerazy a tetracyklinovy receptor neobsahuji néjaké mutace, byl
pouzity vektor pTrypson osekvenovan pouzitim Sangerovy analyzy. Zadné mutace
detekovany nebyly. Pomoci western blotu jsme pak také ovetovali, zda nedoslo ke snizeni ¢i
eliminaci exprese regulacnich proteini T7 RNA polymerazy a tetracyklinového represoru
(Obr. 24). Pritomnost téchto faktora vSak byla potvrzena. Pro detailn€jsi analyzu cis-acting a
trans-acting mutaci v ramci nefungujici bunécné linie by byla tieba dukladnéjsi sekvencni
analyza lokusu, do které byl pTrypson integrovan a ¢asti genomu, kde jsou integrovany geny

pro T7 RNA polymerazu a tetracyklinovy receptor.

Vyznam komplexu I v T. brucei je enigmatickou otazkou. V procyklickém ani krevnim
stadiu signifikantné€ nepfispiva k oxidaci NADH ani tvorbé membranového potencialu, 1 kdyz
klicové podjednotky pro tyto aktivity jsou v genomu pritomny a komplex I je v té€chto stadiich
sbalen (Surve et al., 2012; Verner et al., 2011). Mitochondrialné¢ kodované podjednotky
komplexu I jsou transkribovany a mRNA je nasledné podrobovana energeticky naro¢nému
RNA editingu (Souza et al., 1992; Surve et al., 2012). Zarove jiné organismy taktéz vlastnici
alternativni dehydrogenazu NDH2, jako kvasinky, Plasmodium anebo Toxoplasma,
nepodstupuji energeticky nakladny proces transkripce, translace a skladani komplexu I a doslo
u nich ke ztraté€ komplexu I (Biischges et al., 1994; Saleh et al., 2007). Naproti tomu 7. brucei
investuje energii pro tvorbu komplexu I v procyklickém i krevnim stadiu a je tedy vysoce

pravdépodobné, Ze ptitomnost komplexu I ma pro 7. brucei dalezitou roli.
Ocekavanym vysvétlenim je potifeba aktivity komplexu I vjinych, méné
prostudovanych stadiich 7. brucei. Jako prvni z moznosti se nabizi kratka zavalita krevni

forma, u niz byla pozorovana vysoké oxidace NADH a zarovefi membranovy potencial citlivy

na rotenon, coz by mohlo naznafovat ucast aktivity komplexu I (Bienen et al., 1991;
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Vickerman, 1985). Nicméné pozdéji bylo zjisténo, ze membranovy potencial nesouvisi
s oxidaci NADH, ale je vytvafen hydrolyzou ATP komplexem FoFi-ATP syntdzou (Dewar et
al., 2018). Potencialné by tedy komplex I mohl hrat roli ve stadiich, ktera se nachézeji
v hmyzim pfenaSeci, mouse tse-tse. V mouSe dochazi k diferenciaci procyklické formy na
epimastigoty a metacykliky. U epimastigotli diferencujicich se in vitro pomoci RBP6YE
systému byla sledovana vyssi aktivita NADH produkujicich metabolickych procest a vyssi
membranovy potencial. To by mohlo byt zptasobeno vyssi aktivitou komplexu I, ktery tak
kompenzuje snizeni expresnich hladin komplext III a IV, jez udrzuji membranovy potencial
v procyklicich (Dolezelova et al., 2020; Horvath et al., 2005). Pro pokra¢ovani vyzkumu touto

cestou je vSak esencialni pfipravit linie bunék, které nebudou obsahovat komplex I a zaroven

v nich bude mozné spustit indukei diferenciace in vitro.
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6. Zavér

Tato prace vyznamné pfispiva ke studiu komplexu I a jeho role v diferenciaci 7. brucei
vytvorenim potfebnych bunéénych linii. I pfes spousty dilCich technickych problémut se mi
podafilo  vytvofit linii s fungujici  RNAi podjednotky NUBM a to linii
29 - 13_NUBMY>%¢_NUBMP*""177 ktera bude slouzit jako zékladni bunééna linie pro studium
role komplexu I v procyklickych burikach trypanozom. Také byla vytvorena bunécna linie,
ktera postrada jednu alelu podjednotky NUBM, a tato linie bude vyuzita k dal§im genetickym
upravam tak, aby vznikl finalni nastroj, ktery nam umozni studium role komplexu I v ramci
diferenciace hmyzich forem 7. brucei. Zaroven byly otestovany rizné pfistupy slouzici
k umlCeni gent a jejich vhodnost k pouziti v tomto projektu. Bylo rovnéz ovéfeno, ze
sledovani aktivity komplexu I pomoci barveni v nativnim gelu neni dostate¢né specifickou

metodou a ze jeji pouziti pro detekci komplexu I vyzaduje dalsi optimalizaci.
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